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Resumo

O morangueiro (Fragaria x ananassa Duch.) é produzido em vdrias regides do
Mundo, apresentando uma maior predominancia nas regioes temperadas do Hemisfério Norte.
Em Portugal, a regido do Ribatejo e Oeste representa cerca de 50 a 60% da area de produgado
nacional. Esta cultura adapta-se a varios tipos de clima, preferindo solos bem drenados e ricos
em matéria organica, sendo muito sensivel a salinidade e ao encharcamento. A aplicacdo de
bioestimulantes pode ser uma estratégia para a melhoria da performance da planta, bem como

para a melhoria da qualidade dos frutos tdo apreciados pelos consumidores.

Desta forma, este trabalho teve como objetivo estudar o efeito do regime de rega e da
aplicagdo, em pré-colheita, de dois bioestimulantes a base de algas marinhas (4Ascophyllum
nodosum), com a designacdo NI19-67 (04%) e NI19-68 (0,2%), no
crescimento/desenvolvimento e produtividade da planta de morangueiro da cultivar
“Diamante”, bem como na qualidade do fruto. O ensaio foi realizado na Universidade de Trés-
os-Montes e Alto Douro (latitude 41°17° N, longitude 7°44° W, altitude 465 m), sendo
conduzido em vasos, numa camara de crescimento. O tratamento consistiu na aplicacdo foliar
dos bioestimulantes de 15 em 15 dias durante todo o periodo vegetativo e produtivo. Ao longo
do ensaio, foram avaliados varios parametros fisiologicos nas folhas dos morangueiros, tais
como as trocas gasosas, fuga de eletrolitos, contetdo relativo em d4gua, pigmentos
fotossintéticos, compostos fenolicos, atividade antioxidante, agucares e amido. Em relagdo aos
frutos foram determinados parametros de rotina e qualidade, nomeadamente, caracteristicas
biométricas, teor em so6lidos soluveis totais, pH e acidez titulavel. No final do ensaio realizou-

se a analise de crescimento das plantas e avaliou-se a sua produtividade.

De um modo geral, os resultados obtidos neste estudo, apesar de ndo apresentaram
diferencas significativas, revelaram potenciais beneficios da aplicagcdo de bioestimulantes no
aumento da produgdo ¢ na resposta das plantas em condigdes de défice hidrico, com efeitos
positivos nas trocas gasosas, na fuga de eletrdlitos, no conteudo relativo em agua, no teor de
pigmentos fotossintéticos, na concentragdo de compostos fenolicos e na atividade antioxidante.
Por outro lado, o fator responsavel pelas diferencas observadas nos parametros qualitativos dos
frutos e na concentragao de agucares soluveis e de amido foi, essencialmente, o regime de rega

aplicado.

Palavras-Chave: Morangueiro; Ascophyllum nodosum; regime de rega; andlise foliar;

qualidade dos frutos
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Abstract

The strawberry (Fragaria x ananassa Duch.) is produced in various regions of the
world, with a greater predominance in temperate regions of the Northern Hemisphere. In
Portugal, the region of Ribatejo and West represents about 50 to 60% of the national production
area. This crop adapts to various types of climates, preferring well drained and rich in organic
matter soils, and is very sensitive to salinity and waterlogging. Having these characteristics in
consideration, the application of biostimulants can be a strategy to improve plant performance

as well as the fruit quality so appreciated by consumers.

Therefore, the main objective was to study the effect of the watering regime and the
pre-harvest application of two seaweed-based biostimulants (4scophyllum nodosum), with the
designation N19-67 (0.4%) and N19-68 (0.2%), focused on the growth, productivity and fruit
quality of the strawberry plant of the "Diamante" cultivar. The study was conducted at the
University of Tras-os-Montes e Alto Douro (latitude 41°17' N, longitude 7°44"' W, altitude 465
m), and it has occurred in pot at a growth chamber with foliar application of biostimulants every
15 days throughout the vegetative and productive period. Several physiological parameters
were evaluated in strawberry leaves, such as gas exchange, electrolyte leakage, relative water
content, photosynthetic pigments, phenolic compounds, antioxidant activity, sugars and
starch. Besides, were also determined biometric characteristics, content in total soluble solids,
pH and acidity at fruit level. At the end of the study, the plant growth analysis was performed

and productivity was evaluated.

Although the results obtained in this study were not statistically significant, it was
possible to observe potential benefits of the application of biostimulants in several parameters
such as: increase of production, and in the response of plants under water deficit conditions,
with positive effects on gas exchange, electrolyte leakage, relative water content,
photosynthetic pigment content and phenolic compound contents and antioxidant activity. On
the other hand, the water regime was the main factor responsible for the differences observed

in the quality parameters of the fruit and in the concentration of soluble sugars and starch.

Keywords: Strawberry; Ascophyllum nodosum; watering regime; foliar analysis; fruit quality
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Dissertagdo de Mestrado - Engenharia Agronémica

1. Revisao bibliografica

1.1. O morangueiro

1.1.1.Producio de morango no mundo

A producao mundial de morango tem vindo a aumentar ligeiramente nos tltimos anos.
Em 2019 (Figura 1), foram produzidas mundialmente cerca de 8,9 milhdes de toneladas de
morango contribuindo para tal o continente asiatico com cerca de metade da produ¢@o mundial
(4,2 milhdes de toneladas), sendo a China o pais com maior produgdo (3,2 milhdes de
toneladas). No mesmo ano, a producdo de morango na América ultrapassou os 2 milhdes de
toneladas, enquanto que a Europa produziu pouco mais de 1,7 milhdes de toneladas. Por outro
lado, tanto a Ocednia como a Africa apresentaram producdes pouco significativas de morango

nesse ano (FAO, 2021).

1.8 M
1.2M

0.6 M

0.0 M

Figura 1. Produ¢do mundial de morango (em toneladas), em 2019 (Adaptado de: https://www.atlasbig.com/en-
ie/countries-by-strawberry-production).

1.1.2. Taxonomia

O morangueiro pertence ao reino Plantae, da divisio Magnoliophyta, da classe
Magnoliopsida ¢ da ordem Rosales. Esta planta pertence a familia Rosaceae, sendo que o
género Fragaria inclui cerca de 40 espécies dentro da mesma familia (Almeida, 2006; UTAD
Jardim Botanico, 2021). A maioria dos morangos cultivados pertencem a espécie Fragaria X
ananassa, resultante do cruzamento natural das espécies F. chiloensis e F. virginiana (Almeida,

2006).
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1.1.3. Morfologia

O morangueiro (Figura 2) ¢ uma planta herbacea de pequeno porte onde as raizes tém
origem nas coroas sob forma de um sistema fasciculado e superficial, crescendo,
principalmente, nas épocas de dias curtos (<12 horas de luz) (Palha et al., 2005; Bortolozzo et
al., 2007). O seu sistema radicular ¢ constituido por raizes laterais longas e fibrosas que se
dividem em primarias e secundarias (Palha et al., 2005). As raizes primarias sdao grandes e
perenes, possibilitando a acumulacdo de reservas, sob a forma de amido durante o Inverno e
contribuindo também para absorcdo de 4gua e nutrientes (Pires et al., 2000; Almeida, 2006;

Lisboa, 2017).

Cerca de 50 a 90% das raizes localizam-se nos primeiros 15 a 20 cm do solo, sendo
que, destas, 25 a 50% localizam-se nos primeiros 7,5 cm. No entanto, as raizes do morangueiro
podem atingir 50 a 60 cm de profundidade (Pires et al., 1999; Palha et al., 2005). As raizes do
morangueiro renovam-se continuamente durante o seu ciclo, sendo este processo de grande
importancia para a sobrevivéncia da planta. A sua reposic¢ao radicular pode ser influenciada,
por exemplo, pela disponibilidade de 4gua, translocagdo de fotoassimilados, humidade,
respiracao e resisténcia mecanica ou pelo solo que as circunda assim como pela sua fertilidade

(Pires et al., 2000; Antunes et al., 2016).

O caule do morangueiro ¢ um rizoma estolhoso, curto, com formato cilindrico e
retorcido que se ramifica, do qual emergem folhas trifoliadas (em roseta), formando o que se
designa por “coroa”. No entanto, 0 morangueiro ¢ constituido por uma ou mais “coroas” onde
crescem, em cada uma delas, folhas, inflorescéncias, coroas ramificadas, raizes adventicias e

estolhos, dos quais surgem as novas plantas (Palha et al., 2005; Almeida, 2006).

Os estolhos sdo ramos especializados dotados de meristemas apicais caulinares que os
difere de um ramo-coroa (Palha ef al., 2005; Antunes et al., 2016). Durante a fase vegetativa,
estes ramos permitem a multiplicagdo da planta dando origem a novas plantas, ou seja,
sucessivamente, sempre que se formar uma nova planta esta ira emitir outro estolho que, por
sua vez, dard origem a outra planta. Os estolhos desenvolvem-se de forma intensa apods a

frutificacdo e durante todo o verdo (Antunes et al., 2016).

As folhas do morangueiro sdo trifoliadas, com peciolo longo e estipulas na base e
apresentam foliolos dentados, de cor verde escuro na face superior e acinzentada e pilosa na

face inferior (Almeida, 2006; Bortolozzo et al., 2007). Para além disto, estas folhas contém
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entre 300 a 400 estomas mm™, o que faz com que a cultura seja muito sensivel a falta de 4gua,
baixa humidade relativa, alta temperatura e intensidade e duragdo da luz (Bortolozzo et al.,
2007). Cada folha vive normalmente entre um a trés meses, sendo que a taxa de emergéncia das
folhas ¢ maior na Primavera e Verdo do que no Outono pois esse processo depende,

essencialmente, da temperatura (Palha ez al., 2005).

As inflorescéncias formam-se a partir dos gomos existentes nas axilas das folhas e dao
origem a flores hermafroditas e hemiciclicas. Estas possuem geralmente cinco sépalas e cinco
pétalas livres, lobuladas, brancas ou avermelhadas, dispostas ao redor do recetaculo
proeminente, assim como estames que podem apresentar anteras férteis ou estéreis (Palha et al.,
2005; Bortolozzo et al., 2007; Antunes et al., 2016). Para além disto, a flor do morangueiro
apresenta numerosos pistilos dispostos em forma de espiral com um ovario com apenas um
ovulo (Palha et al., 2005; Bortolozzo et al., 2007). A fecundagdo dos dvulos € feita pelo pdlen
da mesma flor ou de flores da mesma ou de plantas diferentes, ou seja, a polinizagdo no
morangueiro pode ser alogdmica e/ou entomofila, sendo que cerca de 80% desta ¢ cruzada
(Palha et al., 2005; Almeida, 2006; Antunes et al.,2016). Assim, como resultado da fecundagao
desenvolvem-se frutos que, na realidade, sao pseudofrutos ou “frutos falsos”, constituidos por
um recetaculo carnudo sobre o qual se encontram os verdadeiros frutos — os aquénios, chamados
de sementes (Miranda e Fernandes, 2001). Desta forma, designa-se por morango o conjunto

constituido pelo recetaculo e os aquénios (Palha et al., 2005).

Pseudofruto Aqué_nios
Verde | (Verdadeiro Fruto)
Pseudofruto
Maduro
— Nova Planta
Coroa
Estolho 1 .

Raiz

Figura 2. Representacdo da morfologia da planta de morangueiro.
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1.1.4. Fisiologia

O desenvolvimento do morangueiro depende da evolugdo dos gomos terminal e
axilares, que evoluem de uma forma dependente entre si (Palha et al., 2005). No entanto, o
desenvolvimento dos gomos axilares ¢ regulado pela dominancia apical de modo que, os

primeiros gomos a desenvolverem-se sd@o os gomos axilares basais (Phillips, 1975).

A transformacdo de um gomo no morangueiro depende do estado em que se encontra
o meristema. Este pode encontrar-se na fase vegetativa, fase reprodutiva e fase de dorméncia
(Palha er al., 2005). Na fase vegetativa, os meristemas apicais, através de processos de
multiplicagdo e diferenciagado celular, determinam os pontos de crescimento vegetativo levando
a formacgdo dos diferentes tecidos e orgdos vegetativos (folhas, caule e estolhos). Na fase
reprodutiva ocorre a diferenciagdo do meristema vegetativo para o floral, originando os
componentes da flor (pétalas, estames e pistilo) (Duarte et al., 1999). Na fase de dorméncia o

meristema encontra-se dormente, ndo ocorrendo evolu¢iao do gomo (Palha ef al., 2005).

Em condi¢des naturais, o controlo do crescimento e do desenvolvimento do
morangueiro ¢ realizado, essencialmente, pela agdo do fotoperiodo e da temperatura. Desta
forma, o morangueiro desenvolve-se consoante as épocas do ano, apresentando um ciclo
fisioloégico anual caracterizado por periodos de crescimento vegetativo, reprodutivo ¢ de
dorméncia (Mendonga, 1998). Na fase vegetativa a temperatura 6tima para o desenvolvimento
do sistema radicular do morangueiro varia entre os 17 € os 30°C, sendo que temperaturas acima
dos 30°C prejudicam a sua formacao (Risser et al., 1997). No outono, as temperaturas abaixo
dos 15°C sdo favoraveis a acumulagdo de reservas nas raizes e no rizoma (Palha et al., 2005).
A formagao de estolhos ¢ estimulada, essencialmente, por temperaturas elevadas e dias longos
(Heide, 1977). Quando as condi¢gdes ambientais sdo desfavoraveis a diferenciagdo dos estolhos,
os gomos transformam-se em novas coroas. Em cultivares de dias curtos, quando os dias ainda
sdo demasiado curtos para a formagdo de estolhos, a ramificacdo das coroas ocorre antes da
formagao de estolhos. As condigdes favoraveis para o desenvolvimento das folhas sdo os dias
longos e as temperaturas crescentes, enquanto que a temperatura 6tima para o crescimento das

folhas situa-se entre os 18 ¢ os 28°C (Palha et al., 2005).

Na fase reprodutiva, a iniciagdo floral da-se através de mudangas fisicas e quimicas no
meristema. Aquando da transicdo para a floragdo, o apice do sistema caulinar vegetativo ¢é

transformado em reprodutivo, através da diminuicio da producdo de giberelinas. Quando ocorre
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o desenvolvimento dos o6rgdos florais numa inflorescéncia, da-se a diferenciacao floral, sendo
esta fase que determina o nimero de flores por inflorescéncia e, consequentemente, 0 nimero
de frutos. Nesta fase, o fotoperiodo ¢ o principal fator ambiental que controla a transi¢do do

crescimento vegetativo para o reprodutivo (Guérineau et al., 2003).

A fase de dorméncia do morangueiro ocorre durante o Outono/Inverno, sob influéncia
de dias curtos e temperaturas baixas. Neste periodo, devido principalmente a fatores ambientais
desfavoraveis (dorméncia imposta ou ecodorméncia), o crescimento da planta abranda, pois
ocorre a diminuicdo da taxa de iniciacdo floral, de ramificacdo de coroas e de producdo de
folhas (Lang, 1987). As necessidades em frio para a quebra de dorméncia variam de cultivar
para cultivar. No entanto, se estas necessidades ndo forem satisfeitas, a planta do morangueiro
dormente apresenta um vigor vegetativo muito baixo (verdadeira dorméncia ou
endodorméncia). Para quebrar a dorméncia, a planta necessita de estar exposta a um
determinado niimero (250-1500, dependendo da cultivar) de horas de frio (temperatura inferior
a 7°C), as quais permitem o recomeco do crescimento vegetativo, da floracao e da frutificagdo
da planta. Por outro lado, as “plantas frigo" tém as necessidades em frio completamente
satisfeitas, uma vez que permanecem em camaras frigorificas (-2,2°C) durante varios meses,

apos o seu arranque nos viveiros (Palha et al., 2005).

1.1.4.1. Classificacao genérica das cultivares
As cultivares (cvs.) de morangueiro sdo muito sensiveis as diversas condig¢des
ambientais (Figura 3). Tendo em conta que a sua floragdo depende essencialmente do
fotoperiodo e da temperatura, os diferentes tipos de cvs. t€m por base a resposta da planta ao
fotoperiodo, a temperatura e a interagao entre estes dois fatores, podendo classificar-se em: 1)
cultivares de dias curtos (DC); 2) cultivares de dias longos (DL); 3) cultivares indiferentes ao

fotoperiodo (ID) (Palha et al., 2005; Lisboa, 2017).

1) Cultivares de dias curtos (DC): a iniciagdo floral ocorre durante fotoperiodos
<12h ou temperaturas inferiores a 15°C mesmo em condi¢des de dias longos (cultivares
facultativas) (Palha et al., 2005; Lopes e Simdes, 2006). A maioria destas cultivares floresce
mais do que uma vez ¢ produzem varias vezes ao ano (remontantes), sendo poucas as que
produzem frutos uma sé vez ao ano (ndo remontantes) (Palha et al., 2005). As cultivares

Camarosa, Fortuna e Ventana sdo alguns exemplos deste tipo de classificagao.
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2) Cultivares de dias longos (DL): sdo remontantes e a iniciagdo floral ocorre pela
acdo de dias longos (12h ou mais de luz), frutificando entre a primavera e o outono (Palha et

al., 2005).

3) Cultivares indiferentes ao fotoperiodo (ID): ndo sdo afetadas pela duracao do dia,
podendo iniciar a floragdo em qualquer altura do ano (remontantes), exceto com temperaturas
acima de 30°C (Palha et al., 2005; Lisboa, 2017). Estas cultivares sdao bastante flexiveis, visto
que em condi¢des climaticas favoraveis, frutificam, aproximadamente, 3 meses apos a
plantacdo. No entanto, tanto as altas como as baixas temperaturas provocam um abrandamento
ou mesmo uma paragem da diferenciacdo floral, resultando em quebras de produgdo ao longo
do ciclo (Palha et al., 2005). Alguns exemplos de cultivares remontantes sdo a Diamante, a

Portola e a Albion.

18/

(
[

(exceto T >30°C)

Remontante

‘ O (entre a primavera

€ 0 outono)

Remontante

NE~IO Remontante (todo o ano)

ﬁ’l ' Remontante /
D

* Iniciagdo Floral o0 Frutificagdo

Figura 3. Classificagio das cultivares de morangueiro de acordo com o fotoperiodo (DC- cultivares de dias curtos;
DL- cultivares de dias longos; ID- cultivares indiferentes ao fotoperiodo).
1.1.5. Exigéncias edafo-climaticas

1.1.5.1. Clima

A planta do morangueiro, apesar de preferir climas frescos, adapta-se a diversos
climas, sendo que a sua produgdo centra-se, maioritariamente, em climas temperados ¢
mediterranicos (Palha et al., 2005; Almeida, 2006). Os orgdos vegetativos do morangueiro
suportam temperaturas negativas (-10 a -15°C), sendo por isso resistentes a geada. Por outro

lado, as suas flores sdo muito sensiveis e podem ser destruidas a temperaturas inferiores a 0°C.
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O morangueiro prefere humidade relativa na ordem dos 70 a 80% durante a floracdo e ¢ uma
cultura que apresenta uma temperatura 6tima de crescimento de 23°C (Tabela 1) (Almeida,

2006).

Tabela 1. Exigéncias térmicas da cultura do morangueiro (adaptado de Almeida, 2006).

Temperatura (°C)

Sistema radicular

Minima 10
Otima 17-30
Maxima 31
Vegetacio
Minima 5
Otima 18-28
Otima p/ maturagio 18-27 dia; 10-13 noite
Maxima 35
Vernalizagdo <7
Humidade Relativa 70-80 %

1.1.5.2. Solo

Relativamente ao solo, o morangueiro tem preferéncia por solos francos (franco-
arenosos, franco-argilosos e franco-argilo-arenosos) bem estruturados, drenados, arejados, com
boa capacidade de retencdo de agua e ricos em matéria organica. Para além disso, os solos
devem ser ligeiramente acidos com valores de pH situados entre 6 € 6,5. O morangueiro ¢ das
culturas horticolas mais sensiveis a salinidade (solo e agua de rega) e ao encharcamento, que
em solos compactos pode provocar asfixia radicular, uma vez que o seu sistema radicular se

encontra nas camadas mais superficiais do solo (Miranda e Fernandes, 2001; Palha ef a/., 2005).

1.1.6. Qualidade do morango

A qualidade dos alimentos pode ser definida como um conjunto de propriedades e
caracteristicas (extrinsecas ¢ intrinsecas) que diferenciam as unidades individuais de um
produto e estabelecem o grau de aceitabilidade e o nivel de satisfagdo por parte do produtor e
do consumidor (Palha et al., 2005; Chauhan et al., 2017). Por norma, o produtor pretende obter

alimentos com boa aparéncia e com o minimo de defeitos visuais enquanto que, o consumidor
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da muita importancia as propriedades sensoriais e nutricionais dos alimentos (Atherton e

Rudich, 1986; Abbott, 1999).

Na qualidade dos produtos frescos, como os frutos, esta incluida a aparéncia (tamanho,
forma, cor e auséncia de defeitos), a textura (firmeza e crocancia), o sabor (dogura, acidez e
aroma) e o valor nutritivo (vitaminas, minerais, nutrientes e hidratos de carbono) (Cheng ef al.,
2016). Os frutos sdo uma parte importante para o bem-estar humano, pois fornecem variados
nutrientes essenciais a sua saude (Charles e Arul, 2007). Por serem alimentos altamente
pereciveis vao sofrendo diversas alteracdes fisico-quimicas e fisioldgicas, provocadas pelos
processos naturais que ocorrem durante o seu crescimento, maturacao, colheita, armazenamento
e no periodo pos-colheita (Charles e Arul, 2007; Mizrach, 2008). Por conseguinte, os morangos,
para além das caracteristicas genéticas de cada cultivar, estdo sujeitos a varios fatores que
comprometem a sua qualidade global e as suas propriedades bioativas, tais como as praticas

agricolas, a regido de produgdo, as condi¢des edafo-climaticas e a conservagao pds-colheita

(Palha et al., 2005; Ganhao et al., 2019).

A qualidade dos morangos depende principalmente da sua firmeza, aparéncia (cor e
caracteristicas biométricas) e composicdo quimica. A firmeza determina as propriedades
mecanicas dos morangos estando também envolvida na qualidade sensorial dos mesmos. Por
outro lado, a cor ¢ provavelmente o atributo mais importante na aparéncia do morango, podendo
afetar a aceitacdo do consumidor. No entanto, ¢ possivel constatar que, geralmente, o perfil
quimico do morango apresenta um papel relevante na qualidade do fruto. Exemplo disso sdo as
antocianinas que, para além de estarem envolvidas na cor do morango, exercem também agdes
de protecdo contra varias doengas no ser humano, juntamente com outros compostos fendlicos
(Ornelas-Paz et al., 2013). Para além destes, 0 morango apresenta, na sua composi¢ao quimica,
varios micronutrientes e fitoquimicos igualmente importantes e relevantes (Giampieri et al.,

2012).

1.1.6.1. Composicao quimica e nutricional

De acordo com o seu perfil nutricional, o morango representa uma escolha alimentar
saudavel. Este fruto caracteriza-se por ser saciante ¢ suculento, apresentando um sabor
refrescante devido ao seu elevado teor em agua (Giampieri et al., 2012; Wysocki et al., 2012).
Para além do sabor ¢ cor atrativos, 0 morango apresenta baixo teor calorico, sendo também uma

boa fonte de hidratos de carbono (aglicares facilmente assimilaveis), vitaminas (A, B1, B2 e C),
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minerais, pectinas, fibras e compostos antioxidantes, na sua maioria polifendis (flavonoides)
(Cordenunsi et al., 2002; Giampieri et al., 2012; Wysocki et al., 2012). Dos componentes
quimicos dos morangos, os agucares t€ém uma particular importancia, uma vez que influenciam
o seu sabor e valor caldrico (Ornelas-Paz et al., 2013). Neste fruto, a glucose e a frutose sdo
predominantes sobre a sacarose, sendo responsaveis por quase 99% do teor total de agucar
(Cordenunsi et al., 2002). Este teor pode variar ligeiramente durante o periodo de crescimento
do morango, o qual estd dependente da cultivar, das condi¢des edafo-climaticas e de varios
fatores (rega e fertilizacdo) que ocorrem durante a sua maturagdo (Cordenunsi et al., 2002;

Wysocki et al., 2012).

O contetido de acidos organicos € outro indicador muito importante que afeta o sabor,
a textura, o pH e a cor dos morangos, influenciando tanto o seu valor de consumo como de
processamento. O teor de acidos organicos nos morangos nao costuma exceder os 3%, sendo
que os mais importantes incluem o acido citrico, acido malico e acido ascorbico (Cordenunsi et
al., 2002; Wysocki et al., 2012; Ornelas-Paz et al., 2013). Por outro lado, embora em menor
quantidade, este fruto ¢ também uma fonte de varias outras vitaminas, tais como a tiamina, a

riboflavina, a niacina, a vitamina B6, a vitamina K, a vitamina A e a vitamina E (Giampieri et

al., 2012).

Os morangos contém fitoquimicos polifenolicos (componentes ndo nutritivos) tais
como os flavonoides, acidos fenolicos e taninos (Giampieri et al., 2012). Os flavonoides sdo
compostos bioativos estreitamente associados aos atributos sensoriais dos frutos e podem ser
agrupados em vdrias classes estruturais incluindo antocianinas, flavonas, flavanoéis, flavanonas
e flavonois (Maraei e Elsawy, 2017). Tanto os flavonoides como os acidos fenolicos € o acido
ascorbico apresentam potencial atividade antioxidante (Giampieri et al., 2012; Maraei e
Elsawy, 2017). A capacidade antioxidante esta intimamente correlacionada com a remocgao
eficaz de radicais livres de oxigénio, sendo responsavel por muitos efeitos protetores na saude
dos seres humanos devido as suas propriedades anticancerigenas, anti-inflamatorias e
cardioprotetoras (Cordenunsi et al., 2002; Giampieri et al., 2012; Wysocki et al., 2012; Ornelas-
Paz et al., 2013).

Em menor medida, os morangos sdo uma fonte de 4cidos gordos essenciais ¢
saudaveis, uma vez que o 6leo de semente de morango € rico em acidos gordos insaturados
(aproximadamente 72% acidos gordos polinsaturados). Relativamente ao teor em minerais este

fruto tem sido qualificado como uma boa fonte de manganés (Mn), potéssio (K), iodo (1),
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magnésio (Mg), cobre (Cu), ferro (Fe) e fosforo (P) (Giampieri et al., 2012). Na Tabela 2 ¢

sintetizada a composi¢do nutricional do morango.

Tabela 2. Composi¢io nutricional do morango. Valores expressos em unidades por 100g de parte edivel
(Adaptado de TCA, 2019).

Quantidade Quantidade
Minerais
Energia 142 kJ/34 kcal Sodio 2 mg
Agua 90,1 ¢g Potassio 140 mg
Lipidos 0,4¢g Calcio 25 mg
Hidratos de Carbono 53¢g Fosforo 26 mg
Acgucares 53¢g Magnésio 10 mg
Fibra 2g Ferro 0,8 mg
Proteinas 0,6 g Zinco 0,1 mg
Vitaminas
Vitamina A 4 g Riboflavina 0,06 mg
Caroteno 26 ug Niacina 0,6 mg
a-tocoferol 0,2 mg Vitamina C 47 mg
Tiamina 0,03 mg Acido Félico 47 ng

1.2. Tecnologia de cultivo

1.2.1.Necessidades hidricas

A cultura do morangueiro para além de ser sensivel ao encharcamento, ¢ também
muito sensivel a qualidade da 4gua de rega (ex.: d4guas com elevada salinidade) pelo que ¢
extremamente importante manter a humidade do solo em niveis ideais, de forma a obter boas
produtividades e a maxima qualidade dos frutos (Jorge, 2014). Contudo, existem quatro fases
do desenvolvimento desta cultura que sao mais criticas ao nivel das necessidades de 4gua: apds
a plantacdo, apos a fase de dorméncia, durante a floracdo e na fase do pico da producdo (maior
consumo de dgua por parte da planta). Caso as necessidades hidricas da cultura ndo sejam
satisfeitas no decorrer destas fases de desenvolvimento, a produ¢do ¢ a qualidade dos frutos

poderdo ser comprometidas (Miranda e Fernandes, 2001).

1.2.2. Fertilizacio

Uma fertilizagdo com o fornecimento de niveis adequados de nutrientes ¢

indispensavel para a manutencdo do equilibrio entre o desenvolvimento vegetativo e

10
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reprodutivo do morangueiro. Para isso, ¢ fundamental conhecer essencialmente o teor de
nutrientes no solo/substrato e na dgua de rega, as necessidades nutritivas da planta e a época do

desenvolvimento em que a planta necessita de cada um dos nutrientes (Palha et al., 2005).

As quantidades de nutrientes exportadas pela cultura dependem da produgdo obtida
(Palha ef al., 2005). A exportacdo média anual de macronutrientes pela cultura do morangueiro
corresponde a: 108 kg ha! de azoto (N), 70 kg ha! de fésforo (P2Os) e 190 kg ha™! potassio
(K20) (Sitta, 1983).

As plantas de morangueiro podem ser suscetiveis a deficiéncias de Fe (principalmente
em temperaturas mais frias) e requerem, adicionalmente, niveis elevados de K e célcio (Ca)
para o desenvolvimento dos frutos. A condutividade elétrica (CE) da solucao nutritiva deve ser
de cerca de 1,0 a 1,5 dS m™ e o pH deve ser mantido entre 5,5 e 6,0 para ajudar a gerir a

disponibilidade de micronutrientes (Currey, 2018).

1.2.3.Manutenc¢ao

A manutencdo consiste, essencialmente, na realizacdo da desfolha e da monda de

flores, frutos e estolhos.

A desfolha deve ser efetuada antes da floragdo e ao longo do ciclo cultural e consiste
na limpeza de folhas velhas e/ou mortas, uma vez que estas podem consumir mais
fotoassimilados do que aqueles que produzem (Miranda e Fernandes, 2001; Currey, 2018). A
remog¢ao destas folhas permite um melhor arejamento das plantas, reduz o aparecimento de
doengas e facilita o aparecimento de folhas novas (Miranda e Fernandes, 2001). No entanto, se
a planta for demasiado vegetativa, parte das folhas saudaveis podem também ser removidas

(Currey, 2018).

Apds a plantagdo, essencialmente nas “plantas frigo”, ocorre uma floragdo precoce.
De modo a favorecer o crescimento vegetativo e a acumulacdo de reservas, estas flores
prematuras devem ser eliminadas permitindo um bom desenvolvimento vegetativo da planta e
uma frutificagdo abundante (Miranda ¢ Fernandes, 2001). Por outro lado, em plantas sem o
tamanho ideal, as flores podem ser removidas para promover o crescimento vegetativo ¢
aumentar o tamanho da copa. No caso das plantas com tamanho suficiente, as flores podem

também ser removidas para promover o desenvolvimento do fruto (Currey, 2018).
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Os estolhos reduzem o crescimento das raizes e limitam o crescimento da parte aérea
(reducao da formagdo de coroas e o tamanho dos frutos), levando a uma menor producao.
Devido a todos estes fatores, a monda dos estolhos torna-se numa operagao essencial na cultura
do morangueiro. Esta operacdo pode ser feita manualmente, mecanicamente ou através do uso

de um herbicida de contacto (Almeida, 2006).

Todos os frutos considerados como ndo comercializaveis (ex.: frutos deformados)
devem ser removidos, de modo a promover o desenvolvimento de outros frutos que possam

evoluir para um produto mais homogéneo, ou seja, mais comercializavel (Currey, 2018).

1.2.4.Colheita

A colheita do morango pode prolongar-se por quatro a seis meses, em funcdo do
fotoperiodo, disponibilidade de dgua e qualidade fitossanitaria (Cantillano, [s.d.]). Em geral, a
colheita dos morangos ¢ feita manualmente e realizada de forma escalonada (diariamente ou a
cada trés dias) de modo a colher os frutos no estado de maturacdo adequado e uniforme, com o
objetivo de satisfazer as exigéncias de qualidade comercial (Cantillano, [s.d.]; Palha et al.,

2005).

O indice de maturacdo para colheita mais utilizado baseia-se na cor superficial do
morango (tipicamente vermelha). A colheita deve realizar-se quando o fruto tiver adquirido a
cor caracteristica em 2/3 a 3/4 da sua superficie. Por outro lado, morangos para consumo em
fresco devem ser colhidos mantendo o célice ¢ uma pequena parte do pedinculo. E importante
que os frutos sejam selecionados e colhidos de forma cuidadosa e diretamente para a
embalagem definitiva, evitando assim manipulagdes que possam prejudicar a sua qualidade
(Palha et al., 2005). Adicionalmente, deve optar-se por uma colheita nas alturas mais frescas

do dia e evitar horas de maior calor e/ou os dias chuvosos e com orvalho (Cantillano, [s.d.]).

1.2.5. Cultura do morangueiro em substrato

O sistema de produgdo em substrato consiste na substituicdo do solo por um substrato
como meio de cultura, no qual se satisfazem as necessidades hidricas e nutricionais das plantas
através de um sistema de fertirrega. O substrato permite o suporte fisico do sistema radicular
da planta, possibilitando a sua fixa¢do e¢ desenvolvimento (Branco, 2011). A utiliza¢do do
substrato ¢ aconselhada, essencialmente, quando existem fatores que limitam a producdo no

solo (ex.: salinizagdo ou transmissao de organismos patogénicos) (Lopez, 2005).
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A producdo de morango neste sistema apresenta inimeras vantagens em relacdo a
producdo em solo, tais como: o uso de substratos isentos de agentes patogénicos, a
homogeneidade do substrato como meio de desenvolvimento das plantas que permite uma
maior uniformidade cultural, melhor polinizagdo e maior producdo por m?. Para além disto, este
sistema possibilita uma melhor eficiéncia e um maior controlo na utilizacdo de 4dgua e dos

nutrientes (Miranda et al., 2004).

1.2.5.1. Caracteristicas dos substratos

Atualmente, existem substratos com diversas origens: natural, mineral, organica,
sintética e/ou residual. Estes podem ainda ser constituidos por um Unico material ou por uma
mistura de dois ou mais materiais (Lopez, 2005). Apesar da sua origem, o substrato ideal deve

ter as seguintes caracteristicas (Brito e Mourao, 2012):

1.  Manuten¢ao das caracteristicas originais durante a producdo, garantindo a
estabilidade da cultura;
ii.  Alta porosidade (50-85%) e baixa densidade;
i1i.  Baixo contetido de sais soluveis e pH entre 5,0 € 6,5;
iv.  Inércia quimica (ndo libertar ides inorganicos ou imobilizar nutrientes);

v. Auséncia de organismos patogénicos e pragas.

Por outro lado, um substrato pode ser formado por trés fases onde cada uma

desempenha um papel especifico (Lemaire, 1995):

1) Fase solida - suporta o sistema radicular e assegura a estabilidade da planta;
2) Fase liquida - assegura o fornecimento de 4gua e nutrientes;

3) Fase gasosa - assegura o transporte de Oz e CO> entre as raizes e o ar externo.

Para que um substrato seja ideal para a producdo de plantas, € necessario monitorizar
uma série de propriedades fisicas (ex.: granulometria, porosidade ¢ capacidade de retencao de
agua), quimicas (ex.: capacidade de troca cationica, pH, disponibilidade dos nutrientes ¢
salinidade) e bioldgicas (ex.: desenvolvimento e/ou introducao de microrganismos), que devem
ser mantidas dentro de uma gama de valores considerada adequada (Lopez, 2005; Batista ¢

Batista, 2007).
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1.2.5.2. Exemplos de materiais utilizados em substratos

1.2.5.2.1. Turfa

A turfa é uma substancia esponjosa resultante da decomposi¢ao incompleta de residuos
vegetais de plantas herbaceas ou lenhosas (ex.: musgos do género Sphagnum spp.) em
condig¢des propicias a acumulagdo de biomassa devido a condigdes de baixo pH e baixo teor de
oxigénio (Maher et al., 2008; Kitir et al., 2018). Para o cultivo sem solo, a turfa ¢ das matérias
organicas mais utilizadas como substrato sendo muito utilizada em viveiros e estufas, pois,

apresenta propriedades muito favoraveis a producao de plantas (Mejias e Ruano, 1990; Kitir et

al., 2018).

De um modo geral, a turfa utilizada para agricultura é caracterizada por varios
parametros de qualidade, como por exemplo: o grau de decomposi¢do, a densidade aparente
(0,05 2 0,200 g cm™), a densidade de particulas (1,0 a 1,6 g cm™) e a porosidade elevada (80-
90%) (Kitir et al., 2018). Estas propriedades fisicas conferem-lhe um bom arejamento e
simultaneamente uma elevada capacidade de retencdo de dgua (Robbins e Evans, 2011; Kitir et
al., 2018). No entanto, a medida que a distribuicdo granulométrica da turfa aumenta, o volume
de ventilagdo aumenta também e a sua capacidade de retencdo de dgua diminui (Kitir ef al.,
2018). Quando ¢ necessario aumentar a retencdo de agua ¢ diminuir a densidade aparente, a

turfa ¢ muitas vezes utilizada em mistura com outros materiais (Robbins e Evans, 2011).

Relativamente as propriedades quimicas da turfa fresca, esta ¢ maioritariamente
composta por agua (80 a 90%), sendo o restante composto por material solido. A maior parte
deste material s6lido consiste em componentes de origem organica € em apenas 2 a 10% de

componentes de origem inorganica (Kitir ez al., 2018).

1.2.5.2.2. Fibra de coco

A fibra de coco ¢ um material muito estavel devido as suas propriedades fisicas,
quimicas e biologicas (Xiong et al., 2017). Este substrato ¢ obtido a partir da casca e das fibras
presentes no mesocarpo do coco (Cocos nucifera L.), que sdao um produto residual desta cultura
(Carlile et al., 2019; Mariotti et al., 2020). Para além de ser utilizada em culturas sem solo, a
fibra de coco tem servido também para melhorar as propriedades fisicas e quimicas dos solos
(Vavrina et al., 1996). E um material que, devido a sua natureza microporosa, apresenta alta
porosidade que lhe confere acima de tudo uma boa ventilacdo e uma elevada capacidade de

retencdo de agua (5-10 vezes o seu peso em agua) (Vavrina et al., 1996; Carlile ef al., 2019).
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De um modo geral, o pH da fibra de coco varia entre 4,8 e 6,8, enquanto que a CE
pode variar entre 0,12 e 2,9 dS m™ pois estd dependente da idade, do processamento e da
frequéncia de lavagem do material fibroso. Ao nivel de macronutrientes, trata-se de um material
rico em KO (até 30 mg L) e pobre em N (até 0,5 mg L) (Carlile et al., 2019). Todavia, a
fibra de coco pode conter quantidades significativas de micronutrientes tais como: Fe, zinco

(Zn), Cu e Mn (Vavrina et al., 1996; Carlile et al., 2019).

A fibra de coco ¢ um material praticamente livre de ervas daninhas, pragas e
patogénicos vegetais e por isso tem sido cada vez mais adotada como um substrato tinico para
o cultivo de frutos de baga (morangos, framboesas e¢ mirtilos) bem como para culturas
ornamentais (rosas e lirios). Adicionalmente, ¢ possivel reutilizar este substrato trés ou quatro

vezes, 0 que permite mitigar o seu elevado custo (Carlile et al., 2019).

1.2.5.2.3. Perlite

A perlite caracteriza-se por leves particulas brancas obtidas por aquecimento de um
material vulcanico e ¢ um dos materiais mais comummente utilizados em culturas sem solo que

pode ser aplicado em sacos de cultivo, recipientes ou vasos (Garner, [s.d.]; Grillas ef al., 2001).

Trata-se de um material com uma série de vantagens em relagdo a outros, devido as
suas propriedades tais como, o facto de ser um material natural, inorganico, estéril e
quimicamente inerte com um pH neutro (7,0 - 7,5). Para além disto, ¢ um material limpo,
inodoro, ultraleve e facil de manusear (Grillas et al., 2001; Papadopoulos et al., 2008; Markoska
et al., 2018). Apesar de ndo conter nutrientes minerais € nao ter capacidade tampao, a perlite ¢
um material extremamente poroso € com uma forte a¢do capilar que lhe confere uma excelente
retencdo de agua (3-4 vezes o seu peso em agua) (Papadopoulos et al., 2008; Markoska et al.,
2018). Assim, estas caracteristicas permitem reduzir o excesso de dgua o que torna o meio de

cultivo fisicamente estavel e com boa ventilagdo e drenagem (Grillas et al., 2001).

Quando tratada com cuidado, a perlite pode manter a sua rela¢do ar/dgua durante um
longo periodo de tempo (dois a trés anos) podendo ser utilizada numa variedade de aplicagdes
horticolas, como por exemplo: meio de propagacdo para o enraizamento de estacas, alteracao
do solo (paisagismo, jardins e canteiros de flores) ¢ componente de misturas a base de turfa

para plantas e bancadas de estufa (Grillas ef al., 2001).
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Na Figura 4 ¢ demonstrada a aplicacdo de uma mistura de turfa e perlite utilizada como

substrato na cultura do morangueiro.

Figura 4. Exemplo de utilizacdo de dois materiais (turfa e perlite) como substrato.

1.3. Bioestimulantes e a agricultura

Nos ultimos anos tem-se assistido a um aumento da ocorréncia de problemas
provocados por diversos fatores bidticos e, essencialmente, abioticos (seca, salinidade,
temperaturas extremas, etc.) que pdem em causa a produtividade e a qualidade das culturas
agricolas (Battacharyya et al., 2015). Assim, de forma a aumentar o rendimento e proporcionar
condi¢des mais favoraveis ao crescimento e desenvolvimento dessas culturas, tem ocorrido uma
procura incessante de novas solucdes com o intuito de mitigar muitos desses fatores (Skwarek
et al., 2020). Uma dessas solucdes pode passar pela aplicagdo de bioestimulantes, pois estes
contribuem para uma agricultura mais sustentdvel e resiliente, reduzindo a necessidade de
aplicacdo de fertilizantes quimicos (ou sintéticos) sem afetar negativamente o rendimento e a
qualidade das culturas (Bulgari et al., 2015; de Vasconcelos e Chaves, 2020), e podendo

inclusivamente melhorar estas caracteristicas.

De acordo com o EBIC (Conselho Europeu da Industria de Bioestimulantes), “um
bioestimulante ¢ um composto derivado de produtos naturais que contém substancias bioativas
¢/ou microrganismos, cuja fungdo ¢ estimular processos naturais para promover a absor¢ao ¢
eficiéncia do uso de nutrientes e a tolerancia a stresses bioticos e/ou abidticos, resultando de
um modo geral num aumento do rendimento das culturas e/ou melhoria da qualidade dos
produtos” (Guerra, 2018). Apesar de ainda ndo existir uma categorizacdo oficial, os

bioestimulantes derivam de um conjunto incrivelmente diversificado de materiais biologicos e
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inorganicos, como por exemplo substancias humicas e fulvicas, hormonas, vitaminas,
aminoacidos e outros compostos nitrogenados, hidrolisados de proteinas, culturas microbianas
vivas, extratos de algas marinhas (macro e microalgas), quitina e outros biopolimeros, estrumes,
alimentos, residuos industriais e outros elementos benéficos (fungos e bactérias) (Brown e Saa,

2015; Skwarek et al., 2020; de Vasconcelos e Chaves, 2020).

Os bioestimulantes oferecem uma nova abordagem para a modificacdo de processos
fisiologicos nas plantas, pois influenciam varios processos no seu metabolismo tais como a
fotossintese, absor¢do de nutrientes, diferenciacdo dos tecidos e a quebra da dorméncia. Os
principais efeitos da aplicacdo destes compostos passam pela promog¢do do crescimento
radicular, pela estimula¢do do crescimento e produtividade das culturas, pelo aumento da
eficiéncia nutricional e da tolerancia/resisténcia aos stresses bidticos e/ou abidticos (Skwarek

et al., 2020; de Vasconcelos e Chaves, 2020).

A aplicagdo de bioestimulantes pode ser feita diretamente no solo, em solucdes para
fertirrega ou por pulverizagao foliar, podendo ser realizada em todas as fases do ciclo cultural,

desde o tratamento de sementes até a pds-colheita (Guerra, 2018; Skwarek et al., 2020).

1.3.1.Extratos de algas

Os extratos de algas constituem mais de 33% do mercado total de bioestimulantes a
nivel mundial (Tuhy et al., 2013; El Boukhari et al., 2020). Os bioestimulantes obtidos a partir
destes extratos para além de serem uma estratégia “amiga do ambiente”, caracterizam-se pela
sua alta eficiéncia no cultivo de plantas, sendo amplamente utilizados para a sua nutri¢do. Por
conseguinte, estes podem constituir uma alternativa aos reguladores de crescimento

convencionais ¢ funcionar como apoio aos fertilizantes tradicionais (Tuhy et al., 2013).

Estes tipos de extratos derivam da extrag¢do de varias espécies de macroalgas. Estima-
se que entre as algas marinhas ou macroalgas existam quase 10.000 espécies que, baseadas na
sua pigmentagao, se subdividem principalmente em trés grandes filos: Rhodophyta (Vermelha),
Chlorophyta (Verde) e Phaeophyta (Castanha) (El Boukhari et al., 2020). Dentro de cada filo,
as algas mais utilizadas na agricultura devido a sua boa atividade bioestimulante sao as algas
vermelhas: Corallina mediterranea, Jania rubens, Pterocladia pinnata, as algas verdes:
Cladophora dalmatica, Enteromorpha intestinalis, Ulva lactuca ¢ as algas castanhas:
Ascophyllum nodosum, Ecklonia maxima, Fucus vesiculosus, Laminaria, Saragassum e

Turbinaria spp. (Tuhy et al., 2013; Calvo et al., 2014; El Boukhari et al., 2020). No entanto, as
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algas castanhas sdo o grupo dominante e as mais utilizadas por empresas produtoras de extratos

de algas (Calvo et al., 2014; El Boukhari ef al., 2020).

Os extratos de algas t€m sido utilizados na agricultura como condicionadores de solo
ou como estimuladores de plantas (Bulgari et al., 2015). Estes produtos encontram-se
disponiveis sob a forma de po soluvel ou na forma liquida, podendo ser aplicados por fertirrega
perto da raiz da planta ou através de pulverizacdes foliares (Battacharyya et al., 2015). Os
produtos a base de algas podem apresentar na sua composi¢do: micronutrientes (Fe, Mn, Zn,
Cu, boro e molibdénio), hormonas (citoquininas, auxinas e giberelinas), aminoacidos (acido
aspartico, acido glutdmico e alanina), hidratos de carbono (alginato, laminarina e manitol) e
uma vasta gama de vitaminas (vitaminas C, B (tiamina), B2 (riboflavina), B12, E, niacina, e

acido folico e folinico) (Crouch e van Staden, 1993; Calvo et al., 2014; Guerra, 2018).

Os principais beneficios da aplicacdo de extratos de algas, ao nivel da planta, passam
por fornecer uma maior resisténcia a stresses bidticos (fungos e bactérias) e abioticos (frio, seca
e salinidade), aumentar a taxa de germinacdo das sementes, o crescimento das plantas, a
floragdo, a producao de frutos e melhorar o desenvolvimento radicular. Para além disto, os
extratos de algas permitem melhorar a eficiéncia e a produtividade das culturas, aumentando o

tempo de prateleira dos frutos (Skwarek et al., 2020).

Na Figura 5 estio representados trés exemplos dos principais filos de algas.

Figura S. Exemplo de algas (A- Corallina mediterranea; B- Enteromorpha intestinalis; C- Ascophyllum
nodosum) utilizadas como bioestimulantes (Fonte: https://www.algaebase.org/).
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2. Material e métodos

2.1. Caraterizacio do local do ensaio

O ensaio experimental foi instalado na Universidade de Tras-os-Montes e Alto Douro
(latitude 41°17° N, longitude 7°44° W, altitude 465 m), sendo conduzido em vasos de 3 litros,
em camara de crescimento (Fitoclima 10000 EHHF, ARALAB, Portugal), entre abril e
setembro de 2021. Durante este periodo, a temperatura média na cdmara foi de 21°C, variando
entre 18°C (temperatura noturna) e 25°C (temperatura diurna). O crescimento das plantas

decorreu num fotoperiodo de 12 horas noturnas e 12 horas diurnas (Tabela 3).

Tabela 3. Descricao dos valores diarios da temperatura, humidade relativa e radiagdo na camara de crescimento
durante todo o ensaio (abril a setembro de 2021).

Periodo Temperatura Humidade Radiacao Duracao
(O Relativa (%)  (nmol fotdes m™s™) (min)
22 60 200 59
4 - 4» 25 60 300 600
‘Q‘ 22 60 150 60
18 60 50 1

‘ 18 60 0 720

2.2. Material vegetal

Os morangueiros da cultivar “Diamante” caracterizam-se por serem plantas
indiferentes ao fotoperiodo e por terem uma forma muito compacta e ereta, o que permite maior
densidade de plantas e uma colheita mais facil. No entanto, esta cultivar foi selecionada para
este estudo, essencialmente, por ser altamente resistente a pragas e doengas e por apresentar
frutos com boas carateristicas organoléticas. Carateriza-se ainda por ser uma cultivar que
produz frutos muito grandes (de 30 a 31 g/fruto), firmes e com uma cor interna mais clara do

que outras cultivares dentro do mesmo fotoperiodo (UC Davis).

As plantas para o estudo foram adquiridas num viveirista e previamente selecionadas,
pelo seu vigor e tamanho. Os vasos foram preenchidos com volumes idénticos de uma mistura
de turfa e perlite (3:1, v/v). De modo a garantir a fertilizagdo das plantas foi preparada uma
solucdo nutritiva de Hoagland e Arnon (1950), que foi aplicada semanalmente nas plantas

Jjuntamente com a dgua de rega (Anexo 1).
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2.3. Delineamento experimental

O estudo consistiu na aplicagdo foliar de dois bioestimulantes a base de algas marinhas
(Ascopyllum nodosum), desenvolvidos pela empresa BioAtlantis Ltd (Figura 6): (1) NASPA19-
67 (N19-67) - liquid alkaline of Ascophyllum nodosum extract e (2) NASPA19-68 (N19-68) -
BlackFort®, AO011C116, microgranular soluble powder of Ascophyllum nodosum extract, nas
doses de 0,4% e 0,2%, respetivamente. A sua aplicacdo realizou-se de 15 em 15 dias durante
todo o periodo vegetativo e produtivo. As plantas Controlo foram pulverizadas com agua. As
54 plantas foram distribuidas pelos 3 tratamentos em estudo: controlo, N19-67 e N19-68, num

total de 18 vasos por tratamento.

Figura 6. Bioestimulantes a base de algas marinhas utilizados: (1) N19-67 - liquid alkaline of Ascophyllum
nodosum extract e (2) N19-68 - microgranular soluble powder of Ascophyllum nodosum extract.

As plantas foram também submetidas a trés regimes de rega (RR):
e 30% da capacidade de campo (CC) durante todo o ensaio;

e 30% da CC até a floracdo, passando a 70% até¢ ao final do ciclo vegetativo;

e 70% da CC durante todo o ensaio.

Assim, as 18 plantas de cada tratamento foram subdivididas pelos 3 regimes de rega,

num total de 6 plantas por tratamento e por regime hidrico.

O teste do teor de humidade a saturacdo da mistura de turfa com perlite foi previamente
realizado para a determinagdo da CC. A humidade inicial da mistura foi calculada pela diferenga

de peso inicial e apds a secagem durante 48h a 105°C. Posteriormente, o peso da mistura apos
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a adicdo de agua até¢ a saturagdo maxima (quando a agua comeca a escoar pelo vaso) foi
monitorizado. Apos determinacdo da CC, foram efetuados os calculos do volume de agua
necessario para obtencao de 30% e 70% da CC, sendo esse o volume utilizado para a rega, que

foi realizada duas vezes por semana ao longo de todo o ensaio.

Na Figura 7 estdo presentes as datas de realizacdo das principais operagdes do ensaio.

//\\ //\\\ //\\\ //\\\ //\\\ //\\\
\ ‘
/\\'h,// /\\E// (. /\\'h./.// /\\'hé// /\\ /// ’\\SI/'//
30%—70%
Tl 12 [ 1 T4 Ts T6
(29/04) (12/08) 1 (25/05) (08/08)  (23/06) (07/07)

|

v

| | | |
lnstalz(ag&l)fnsaio °Bri;|,£ EV&EI Ac. Anéli(;iioiz)liares

20/05 ate 19/07

(colheita ocasional)

Figura 7. Calendarizagio das operagdes realizadas ao longo do ensaio.

2.4. Registo da evolucio fenoldgica

Ao longo de todo o ensaio foram acompanhados os estados fenologicos das plantas
(Figura 8), registando-se o numero de folhas, o nimero de flores € o nimero de frutos por

planta.

(b) (c)

Formagao Folhas Folhas Adultas Floragao

(d) (e)

Formacao Fruto Fruto Maduro

Figura 8. Registo fotografico do crescimento das plantas de morangueiro: (a) formacdo das folhas; (b) folhas
adultas; (c) floragdo; (d) formagdo dos frutos e (e) fruto maduro.
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2.5. Analise de crescimento

No final do ensaio, foram efetuadas medigdes em todas as plantas do ensaio, por forma
a monitorizar o seu crescimento. Para isso, separou-se a parte aérea e a parte radicular
(previamente lavada) e determinou-se o comprimento maximo e o peso fresco (PF) de cada
uma das partes, bem como a area foliar total de cada planta. De seguida, todas as fra¢cdes foram
colocadas a secar na estufa (70°C) para posterior determinacao do peso seco (PS) e consequente

razao de area foliar (RAF) obtida a partir da relagdo entre a area foliar total e o peso seco.

2.6. Atributos de qualidade dos frutos

2.6.1.Biometria

A altura e os didmetros (menor e maior) de todos os frutos das 54 plantas foram
medidos com um paquimetro digital (Mitutoyo, Reino Unido). Por forma a determinar o peso

de cada fruto foi usada uma balancga digital (Scaltec SBC 21, Alemanha).

2.6.2.S0lidos soluveis totais (°Brix), pH e acidez titulavel

As caracteristicas quimicas foram determinadas a partir do sumo extraido dos frutos
colhidos em cada planta de cada RR e tratamento. Para a obtencdo do sumo de cada fruto
efetuou-se o seu esmagamento, recorrendo a um pildo e um almofariz. Para a determinac¢ao do
pH foi usado o volume total de sumo obtido em cada fruto e a leitura foi efetuada num
potenciometro (pH meter 3505, Jenway) e para a determinagdo do teor em solidos soluveis
totais (SST) fo1 usada uma gota do sumo obtido ¢ a leitura foi efetuada num refratometro digital
(PR-101, Atago, Japdo). A acidez titulavel (AT) (em g de 4cido citrico por 100 g de PF) foi
determinada pela diluicdo do volume de sumo obtido com igual volume de 4dgua destilada

seguida de uma titulagio com NaOH a 0,1 mol L', até obtencio de pH 8, 1.

2.7. Analise foliar

2.7.1. Trocas gasosas

A medicao das trocas gasosas foi realizada usando um analisador de géas por radiagdo
infravermelha (IRGA LC pro+, ADC Bioscientific Ltd, Hoddesdon, Inglaterra), com uma
camara foliar de 2,5 cm? num modo diferencial e em circuito aberto. As medi¢des foram feitas
logo ap6s o inicio do periodo diurno da camara de crescimento, em folhas adultas ¢ bem
expostas sob condi¢cdes ambientais e irradiancia artificial com valor de densidade de fluxo

fotonico fotossinteticamente ativo de 1200 umol fotdes m?s™!. O célculo da taxa de transpiragio
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(E, mmol m” s), condutancia estomatica (gs, mmol m™ s!), concentracdo do CO; intercelular
(Ci, umol mol™) e a taxa fotossintética (4, pmol m™ s™'), foram feitos a partir das equagdes
desenvolvidas por von Caemmerer e Farquhar (1981). A eficiéncia intrinseca do uso da 4dgua

foi calculada pela razdo A4/gs.

Todos os resultados sdo expressos como a média de quatro repeti¢des (n=4) efetuadas

em cada tratamento € RR com o respetivo desvio padrao (DP).

2.7.2.Fuga de eletrolitos

Para avaliagdo dos danos membranares existentes, foi também analisada a fuga de
eletrdlitos. Para isso, foram retirados discos foliares de 8 mm de didmetro de 3 plantas de cada
tratamento e colocados em tubos falcon de 15 mL onde foram previamente colocados 10 mL
de 4gua ultrapura. Incubaram-se os tubos em banho-maria, com agitagdo, a 25°C, durante 24 h.
Fez-se uma primeira leitura no condutivimetro (Mettler Toledo), colocando-se de seguida as
amostras no autoclave, a 121°C, durante 15 min. Apds arrefecimento até 25°C, fez-se nova
leitura no condutivimetro. O aumento da condutividade da 4gua devido a perda de eletrolitos

sera tanto maior quanto maior for o dano membranar.

Todos os resultados sdo expressos como a média de trés repeticdes (n=3) efetuadas em

cada tratamento ¢ RR com o respetivo DP.

2.7.3.Conteudo relativo em agua

Para avaliacdo do estado hidrico das plantas, foi recolhida 1 folha sa por planta de cada
RR e tratamento e estas foram colocadas imediatamente em tubos Falcon (50 mL), previamente
pesados e hermeticamente fechados. No laboratorio foram determinados os seguintes
parametros: peso fresco (PF; g), peso seco (PS; g) e peso turgido (PT; g). O PF foi
imediatamente determinado no laboratdrio, com a folha selada dentro do tubo, ¢ a esse peso foi
posteriormente retirada a tara do tubo. Posteriormente, os peciolos foliares foram imersos em
agua destilada a 4°C por 24 h. Seguiu-se a remogdo do excesso de 4gua da folha ¢ a
determinagdo do PT. Finalmente, o PS foi determinado apds a desidratacdo total das folhas
numa estufa a 60°C, durante pelo menos 48 h, até¢ atingirem um peso constante. A determinacao
do conteudo relativo em agua (RWC- relative water content, %) fez-se a partir da seguinte

equacao:
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Peso fresco-Peso seco

RWC 100

~ Peso turgido-Peso seco

Todos os resultados sdo expressos como a média de trés repeticdes (n=3) efetuadas em

cada tratamento € RR com o respetivo DP.

2.7.4.Pigmentos fotossintéticos e metabolitos foliares

Foram recolhidos, aleatoriamente, trés foliolos terminais de entre os vasos de cada
tratamento em cada RR, perfazendo um total de vinte e sete amostras. Cada folha recolhida foi
macerada individualmente, em azoto liquido, constituindo assim trés réplicas bioldgicas em
cada tratamento e RR. Cada réplica bioldgica foi analisada em duplicado no laboratdrio, num

total de 6 réplicas por tratamento.
2.7.4.1. Pigmentos fotossintéticos

Relativamente a determinagdo dos pigmentos fotossintéticos, seguiu-se o
procedimento de Arnon (1949) e Sestdk et al. (1971) para a quantificagdo das clorofilas
(clorofila a, clorofila b e clorofila total) e aplicaram-se as formulas de Mackinney (1941). A
quantificagcdo dos carotenoides totais foi realizada de acordo com o procedimento descrito por
Lichtenthaler (1987). Tendo em conta que os pigmentos sdo foto e termo sensiveis, todo o
processo de extracdo ¢ quantificag¢do foi realizado ao abrigo da luz e calor. Pesaram-se 10 mg
de cada amostra macerada para um tubo pléastico de centrifuga e adicionaram-se 4 mL de
acetona a 80%. Agitaram-se todas amostras no vortéx e colocaram-se em gelo, no escuro,
durante 30 min. Em seguida, as amostras foram centrifugadas (Sigma 3K30) a 4000 rpm, 4°C
durante 5 min. Com recurso a uma micropipeta colocaram-se 200 pL de cada amostra numa
microplaca de 96 pogos (em duplicado) e efetuou-se a leitura da absorvancia nos comprimentos

de onda 470, 645 e 663 nm.

A partir dos resultados obtidos, procedeu-se ao calculo dos pigmentos fotossintéticos

através das seguintes formulas:

Clorofila a (clu): (12,7* Absess — 2,69* Abseas) /1000

Clorofila b (clp): (22,9* Absess — 4,68* Absess) /1000

Clorofila Total (clzoz): (0,0202* Abseas + 0,00802* Abses3)

Carotenoides Totais (Carot.7om:): ((1000*Absazo—1,82*cl, — 85,02%*clp) /198) *0,001
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Todos os resultados sdo expressos como a média de seis repetigdes (n=6) efetuadas em

cada tratamento e RR com o respetivo DP.

2.7.4.2. Compostos fendlicos totais

Os compostos fenolicos totais foram determinados tendo por base o procedimento de
Singleton e Rossi (1965) e Dewanto ef al. (2002). Pipetaram-se 20 pL de extrato obtido para a
quantificagdo dos pigmentos fotossintéticos e adicionaram-se 100 pL. de reagente de Folin-
Ciocalteu. De seguida foram adicionados 80 pL. de carbonato de sdédio (Na2COs) a 7,5%. A
mistura permaneceu a temperatura ambiente durante 30 min ao abrigo da luz. O branco foi
preparado com acetona 80%, reagente Folin-Ciocalteu e Na;COs. Prepararam-se 9 solucdes
padrdo com concentra¢des conhecidas e crescentes (0 a 100 pg mL ') de 4cido galico. Procedeu-
se a leitura da absorvancia no comprimento de onda 765nm e, através de uma reta de calibragao,
usando as solu¢des padrio (y = 0,0084x + 0,0118; R? = 0,9996), converteu-se o valor de Abs7es
em pg mL™.

Todos os resultados sdo expressos como a média de seis repetigdes (n=6) efetuadas em

cada tratamento ¢ RR com o respetivo DP.

2.7.4.3. Atividade antioxidante

Tendo como referéncia os procedimentos de Brand-Williams et al. (1995), Sanchez-
Moreno et al. (1998) e Siddhuraju e Becker (2003), a avaliacdo da atividade antioxidante foi
determinada a partir do efeito bloqueador dos radicais livres de 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo
(DPPH). Misturaram-se 285 pL de solugdo de DPPH com 15 pL de extrato (obtido para a
quantifica¢do dos pigmentos fotossintéticos) e agitou-se vigorosamente a mistura, guardando-
se, de seguida, no escuro a temperatura ambiente durante 30 min. O branco foi preparado com
acetona 80%. Posteriormente procedeu-se a leitura da absorvincia a 517 nm. A partir dos
resultados obtidos, procedeu-se a determinacdo da atividade antioxidante através da seguinte

férmula:

Abs — Abs
% Inibicio DPPH = brx;’s 7 % 100
branco

Todos os resultados sdo expressos como a média de seis repeticdes (n=06) efetuadas em

cada tratamento e RR com o respetivo DP.
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2.7.4.4. Acucares solaveis

A metodologia utilizada para a determinacdo dos aglcares soluveis foi baseada no

procedimento de Irigoyen ef al. (1992).

Pesaram-se cerca de 10 mg de amostra fresca para um frasco de rosca com 5 mL de
etanol a 80% e colocaram-se os frascos bem fechados no banho-maria (aberto) a 80°C durante
1h. De seguida, retiraram-se 200 pL de extrato alcodlico para um tubo de ensaio, adicionaram-
se 3 mL de antrona e agitou-se a mistura no vortex. Posteriormente os tubos foram colocados
em banho-maria (aberto) a 100°C, durante 10 min. Procedeu-se a preparagdo de uma solucdo
mie de glucose de 500 ug mL™! e preparam-se, a partir dessa, 9 solugdes padrio, com
concentracdes compreendidas entre 0 ¢ 100 ug mL™'. A semelhanca das amostras, também se
colocaram 200 pL de cada padrdo em tubos de ensaio e adicionaram-se 3 mL de antrona,
levando-se de seguida os tubos a 100°C. Colocaram-se, de seguida, 200uL. de cada amostra de
extrato e de cada solugdo padrdo na microplaca e procedeu-se a leitura da absorvancia no
comprimento de onda 625 nm. A partir da reta de calibragdo (y = 0,0122x + 0,0009; R? =

0,9997) converteu-se o valor de Abses em ug mL™!.

Todos os resultados sdo expressos como a média de seis repeticdes (n=6) efetuadas em

cada tratamento ¢ RR com o respetivo DP.

2.7.4.5. Amido

A determina¢do do amido fez-se segundo o procedimento adaptado de Osaki et al.
(1991). Eliminou-se o solvente de extragdao utilizado para a determinagdo dos aglcares e
manteve-se o pellet do material fresco no mesmo frasco. Adicionaram-se 5 mL de acido
perclorico 30% e agitaram-se os tubos no vortéx. De seguida, colocaram-se os frascos sem rosca
em banho-maria aberto a 60°C, durante 1h. Num tubo de ensaio adicionaram-se 300 pL de
extrato ¢ 3 mL de antrona e agitou-se a mistura no vortéx. O branco foi obtido através da mistura
de 300 puL de écido perclorico 30% com 3 mL de antrona. A partir de uma solugdo mae de
glucose de 500 pg mL! prepararam-se 9 solugdes padrio, com concentragdes compreendidas
entre 0 e 100 ug mL™!. Colocaram-se os tubos em banho-maria, aberto, a 100°C, durante 10
min. Em seguida, apds arrefecimento, depositaram-se 200 pL de cada extrato e de cada solucao
padrdo na microplaca e procedeu-se a leitura das absorvancias no comprimento de onda 625
nm. Através da reta de calibragdo (y = 0,0172x + 0,0082; R?=0,9990) converteu-se o valor de
Absers em ug mL™.
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Todos os resultados sdo expressos como a média de seis repeticdes (n=6) efetuadas em
cada tratamento e RR com o respetivo DP.
2.8. Analise estatistica

Os resultados foram submetidos a andlise de varidncia (ANOVA) com teste de Tukey
a 5% de significancia, utilizando-se o software SPSS v26 (SPSS-IBM, Orchard Road-Armonk,

Nova lorque).
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3. Resultados e discussao

3.1. Evolucio fenologica

A evolucdo fenoldgica das plantas de morangueiro (cv. Diamante) dos diferentes
tratamentos ao longo do tempo estd representada na Figura 9, onde se pode observar um
aumento do numero total de folhas em todos os tratamentos e em todos os RR desde a 1°
aplicagdo (t1) até a tiltima aplicagdo (t6) de bioestimulante (N19-67 e N19-68). No RR 30%, as
plantas sem aplicacdo de bioestimulante (Controlo) e as plantas com aplicagdo de N19-68 foram
as que apresentaram o maior numero de folhas no final das aplica¢des, revelando um grande
aumento, essencialmente, a partir da 3 aplicacdo (t3), contrariamente ao que se verificou nas
plantas tratadas com N19-67 que, na passagem da 4* (t4) para a 5* aplicagdo (t5), sofreram uma
quebra do niimero de folhas. As plantas Controlo, tanto no RR 30-70% como no RR 70%,
apresentaram, ao longo do tempo, um nimero de folhas superior ao das plantas tratadas com
ambos os bioestimulantes. De facto, os morangueiros com aplicagdo dos dois bioestimulantes,
nestes dois RR, demonstraram uma evolucao do nimero de folhas semelhante até a data da 4*

aplicacdo.

Contrariamente a evolucao crescente do numero de folhas, o niimero de flores
diminuiu ao longo do ensaio. Isto pode ser explicado pelo facto de muitas destas flores terem
dado origem a um fruto ou até mesmo terem ficado inviaveis e secarem. No RR 30%, as plantas
Controlo e as plantas tratadas com os bioestimulantes N19-67 e N19-68 apresentaram o maior
do numero de flores entre a 1* e a 2* aplicacdes (t2) tendo-se verificado um decréscimo a partir
da 2* aplicagdo nas plantas Controlo e a partir da 3 aplicagdo nas plantas tratadas com
bioestimulante. No RR 30-70%, observou-se um decréscimo, praticamente exponencial, do
nimero de flores em todos os tratamentos sendo que, as plantas com aplicagdo de
bioestimulantes apresentaram um maior nimero de flores do que as plantas Controlo, no final
das aplicagdes. Jano RR 70%, as plantas Controlo mantiveram o nimero de flores praticamente
constante entre a 1* ¢ a 3* aplicagdes, ocorrendo, de seguida, uma reducdo. Por outro lado, as
plantas tratadas com bioestimulantes apods terem atingido o seu nimero méaximo de flores
sofreram uma redug¢do, acabando por apresentarem um nimero de flores semelhante as plantas

Controlo, no final das aplicagdes.

Relativamente ao numero de frutos, no RR 30% as plantas tratadas com bioestimulante
atingiram o seu nimero maximo entre as 3 e 4* aplicagdes. No entanto, as plantas tratadas com

N19-68 nao produziram qualquer fruto a partir da 4* aplicagdo. Por outro lado, as plantas
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Controlo atingiram o seu numero méaximo de frutos antes do inicio das aplica¢des sendo que,
apo6s algumas aplicagdes o namero de frutos voltou a aumentar, ndo superando ainda assim o
inicial. No RR 30-70%, o nimero de frutos foi superior em plantas tratadas com bioestimulantes
em comparacdo com as plantas Controlo. Porém, as plantas de cada um dos tratamentos
atingiram o numero maximo de frutos entre a 1* e a 3* aplicagdes sendo que, desde esta ltima
aplicagdo, as plantas Controlo e as plantas tratadas com N19-68 sofreram uma reduc¢do no seu
numero de frutos, tendo as plantas Controlo deixado de produzir a partir da 4* aplicacdo. Em
contrapartida, os morangueiros tratados com N19-67 a partir da 4* aplicagdo sofreram um
aumento exponencial do seu nimero de frutos. Por ultimo, o nimero de frutos das plantas
Controlo no RR 70% foi aumentando a medida que as aplica¢des foram realizadas, ocorrendo
um decréscimo a partir da 4* aplicagdo. O nimero maximo de frutos das plantas tratadas com
N19-67 verificou-se entre a 1* e a 2* aplicagdes voltando a produzir uma quantidade de frutos
semelhante aquando da 5 aplicagdo. Quanto aos morangueiros tratados com N19-68, estas
plantas revelaram uma producao inconstante de frutos entre a 1* e a 4* aplicacdes, acabando por

atingir o seu niimero de frutos maximo no momento da 5* aplicacdo.

De um modo geral, o nimero de folhas dos morangueiros nido foi afetado pela
aplicacdo de bioestimulantes em qualquer um dos RR. Em rela¢do ao niimero de flores, em
situagdes de conforto hidrico (70% da CC), as plantas com aplicagdao de N19-68 revelaram
maior numero de flores, enquanto que em situacdes de menor disponibilidade hidrica foram as
plantas tratadas com o bioestimulante N19-67. Consequentemente, visto existir uma relacao
entre o numero de flores e 0 nimero de frutos, o comportamento das plantas relativamente ao
nimero de frutos foi semelhante ao verificado ao nivel do numero de flores ao longo das

diversas aplicagoes.
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3.2. Analise de crescimento

Os resultados obtidos na andlise de crescimento das plantas de morangueiro dos

diferentes tratamentos, no final do ensaio, estdo presentes na Tabela 4.

Em relacdo ao comprimento maximo da raiz, ndo se verificaram diferencas
estatisticamente significativas entre tratamentos, em nenhum dos RR avaliados. Todavia, dentro
de cada RR, foram as plantas tratadas com N19-67 que revelaram um comprimento de raiz
ligeiramente maior que as restantes. Relativamente ao efeito da rega nos diferentes tratamentos
também ndo se verificaram diferencas estaticamente significativas. Porém, tanto as plantas
Controlo como as plantas tratadas com N19-67 atingiram o maior comprimento de raiz no RR
30-70% enquanto que, as plantas tratadas com N19-68 obtiveram maior tamanho de raiz no RR

70%.

Também os resultados relativos a biomassa radicular ndo apresentaram significancia
estatistica entre tratamentos, em nenhum dos RR avaliados. Contudo, em todos os RR, as
plantas Controlo apresentaram uma biomassa radicular ligeiramente superior as plantas tratadas
com bioestimulante. Entre as plantas tratadas com N19-68 nos diferentes RR, foi no RR 30-
70% que atingiram o maior valor de biomassa radicular, existindo diferengas estatisticamente
significativas em relacdo as plantas tratadas com o mesmo bioestimulante no RR 30% (P=
0,017) e no RR 70% (P= 0,012). Também as plantas Controlo e as plantas tratadas com N19-
67 obtiveram o seu maior valor de biomassa radicular no RR 30-70%, ndo revelando, no
entanto, resultados significativamente diferentes em relagdo aos mesmos tratamentos nos

restantes RR.

O comprimento maximo da parte aérea das plantas de morangueiro no RR 30-70% foi
maior nas plantas Controlo, verificando-se diferengas estatisticamente significativas em relacao
as plantas tratadas com o bioestimulante N19-67 (P=0,010). O mesmo foi verificado nos outros
dois RR avaliados (30 e 70%), onde as plantas Controlo apresentaram o maior comprimento da
parte aérea, ndo havendo, no entanto, diferencas estatisticamente significativas entre
tratamentos, em ambos os RR. Apesar de ndo se verificarem resultados com significancia
estatistica, os tratamentos com bioestimulantes revelaram maior comprimento da parte aérea
das plantas de morangueiro no RR 30-70% enquanto que, as plantas Controlo atingiram o seu

valor maximo no RR 30%.
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A biomassa relativa a parte aérea das plantas de morangueiro nao revelou diferencas
estatisticamente significativas entre tratamentos, em nenhum dos RR avaliados. No entanto, em
todos os RR, a maior biomassa da parte aérea foi atingida pelas plantas Controlo. Entre as
plantas Controlo sujeitas aos diferentes RR, foi no RR 30-70% que atingiram a maior biomassa,
verificando-se diferencas estatisticamente significativas relativamente ao mesmo tratamento no
RR 30% (P= 0,041) e no RR 70% (P= 0,009). Quanto as plantas tratadas com os
bioestimulantes N19-67 e N19-68, foi também no RR 30-70% que obtiveram a maior biomassa
da parte aérea, ndo apresentando, no entanto, diferencas estatisticamente significativas em

relacdo as plantas igualmente tratadas nos outros dois RR.

A razdo de area foliar (RAF) ndo apresentou resultados estatisticamente significativos
entre os diferentes tratamentos, em nenhum dos RR avaliados. No entanto, no RR 30% este
parametro foi mais elevado em plantas tratadas com N19-68, enquanto que, no RR 30-70% e
no RR 70% a RAF foi superior em plantas tratadas com N19-67. As plantas tratadas com N19-
68 atingiram a sua menor RAF no RR 30-70%, apresentado diferencas estatisticamente
significativas em relagdo as plantas com o mesmo tratamento no RR 30% (P= 0,004) e no RR
30-70% (P= 0,009). As plantas Controlo atingiram a sua RAF maxima no RR 30% enquanto

que, as plantas tratadas com N19-67 mostraram maior RAF no RR 70%.

Os resultados obtidos demonstraram que, de uma forma geral, a aplicagdo de
bioestimulantes ndo teve uma influéncia significativa em nenhum dos parametros avaliados em
plantas de morangueiro nos diferentes RR. Estes resultados sdo semelhantes aos obtidos num
estudo, em tomateiro, levado a cabo por Crouch e Van Staden (1992), em que ndo foram
observados efeitos significativos da aplicacdo foliar de bioestimulantes, em condi¢des hidricas
normais. No entanto, Ali ef al. (2019), Kasim et al. (2015) e Di-Vaio et al. (2021) observaram
um efeito positivo na atividade vegetativa de tomateiros e pimenteiros, plantas de trigo e
macieiras, ap6s a aplicagdo de bioestimulantes a base de algas marinhas. Por outro lado,
Klamkowski e Treder (2008) verificaram que, em situagdo de seca, a area foliar dos
morangueiros foi consideravelmente reduzida e que os comprimentos das raizes ndo sofreram
qualquer alteragao significativa. Apesar disso, no presente estudo, foi observada uma influéncia
positiva da aplicacdo dos bioestimulantes na RAF, nos diferentes RR, contrariando esta

tendéncia de redugdo da area foliar em plantas sob stresse hidrico.
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A composi¢do dos bioestimulantes ou a concentragao utilizada, podem explicar os
resultados obtidos em relagdo ao desenvolvimento vegetativo do morangueiro. Segundo
Rayorath ef al. (2008), a origem das algas e a sua época de colheita podem promover uma
variagdo da sua composi¢cdo quimica, o que pode afetar o seu modo de atuagdo. De facto,
diversos autores demonstraram a possibilidade de se obterem resultados distintos no
comportamento das plantas apos a aplicacdo do mesmo bioestimulante, em diferentes

concentracoes (Kumari et al., 2011; Abad et al., 2019; do Rosario Rosa et al., 2021).
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3.3. Qualidade dos frutos

3.3.1.Biometria

Em relacdo aos pardmetros biométricos analisados (peso, altura, didmetro maior e
menor) (Tabela 5), ndo se verificaram diferencas significativas entre qualquer um dos
tratamentos aplicados, em nenhum dos RR avaliados. Apesar disso, dentro do RR 30%, as
plantas tratadas com N19-68 apresentaram frutos ligeiramente maiores e mais pesados. Por
outro lado, no RR 30-70% foram as plantas tratadas com o bioestimulante N19-67 que
revelaram frutos com valores médios mais elevados em qualquer um dos parametros estudados.
No RR 70%, os frutos das plantas tratadas com N19-68 revelaram, de uma forma geral, frutos

maiores € mais pesados.

Relativamente ao efeito da rega nos diferentes tratamentos, os resultados ao nivel do
peso, altura e diametro menor também nao revelaram significancia estatistica. Porém, tanto as
plantas Controlo como as plantas tratadas com N19-68 produziram frutos com maior peso,
altura e diametro menor no RR 70% enquanto que, os frutos das plantas com aplica¢ao de N19-
67 atingiram os seus maiores valores nesses parametros no RR 30-70%. Em contrapartida, os
frutos produzidos pelas plantas Controlo atingiram valores médios mais elevados de didmetro
maior no RR 70%, verificando-se diferencas estatisticamente significativas em relagdo aos
frutos produzidos pelas plantas Controlo no RR 30% (P= 0,004). Entre as plantas tratadas com
N19-67, foi no RR 30-70% que os frutos produzidos atingiram valores mais elevados de
diametro maior, existindo diferencas estatisticamente significativas em relagdo as plantas
tratadas com N19-67 no RR 30% (P=0,022). Das plantas tratadas com N19-68, foi no RR 70%
que os frutos atingiram um maior valor médio de didmetro maior, apesar de os resultados nao

apresentarem significancia estatistica.

Perante isto, apesar de ndo apresentarem significancia estatistica, os resultados
demonstraram que os bioestimulantes tiveram uma ligeira influéncia nos parametros
biométricos dos morangos, principalmente, em plantas que se mantiveram ou passaram por
condi¢des de menor disponibilidade hidrica (30 e 30-70% da CC). Tal como verificado no
presente estudo, também Mzibra et al. (2021) e Di-Vaio et al. (2021) observaram uma
influéncia positiva da aplicacdo de bioestimulantes com base em extratos de algas nas
caracteristicas biométricas, essencialmente ao nivel do peso fresco e do didmetro do tomate e
da maga, respetivamente. Parkash (2020) observou que a diminuigdo da disponibilidade hidrica

resultou na diminuic¢ao significativa da altura, do didmetro e do peso do pepino, contrariamente
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aos resultados obtidos por Simsek er al. (2005) que ndo observaram qualquer influéncia da rega
na sua altura e no seu didmetro. Por outro lado, Adak et al. (2018) no seu estudo, verificou que
a exposicao do morangueiro a condi¢des de stresse hidrico foi determinante para a reducdo do

peso fresco dos seus frutos.

Tabela 5. Parametros biométricos (peso fresco, altura, didmetro menor (Dm) e didmetro maior (DM)) dos frutos
de morangueiro (cv. Diamante) nos trés regimes de rega (30%, 30-70% ¢ 70% da CC) e apés a aplicacdo dos

tratamentos foliares (Controlo, N19-67 ¢ N19-68).

Regime

Rega Tratamento Peso Fresco Altura Dm DM
s (T) (&) (mm) (mm) (mm)
Controlo  4,36+2,01 Aa 21,86+5,50Aa 1831+3,15Aa 19,90+3,10 Aa
30% N19-67 5,68+2,58 Aa  26,34+6,14 Aa 19,38+342 Aa 21,28+3,50 Aa
N19-68 5,71+2,05 Aa  2642+439Aa  20,13+3,77 Aa 22,00+ 3,14 Aa
Controlo  4,72+2,66 Aa 22,79+496 Aa  18,27+3,90 Aa 20,78 +4,33 Aab
30-70% N19-67 8,76 +521 Aa 29,66+7,76 Aa 23,09+5,72 Aa 25,18+ 5,16 Ab
N19-68 6,58+4,20 Aa 25,89+6,80 Aa 21,24+4,62 Aa  22,73+4,99 Aa
Controlo  9,03+531 Aa 28,99+991 Aa 23,45+540Aa 26,51 £4,46 Ab
70% N19-67 7,24+£299 Aa  28,90+591 Aa 21,83+2,96 Aa 23,77 +2,54 Aab
N19-68 9,33 +£430 Aa 30,05+5,87 Aa  23,773+£4,07 Aa 25,75+ 5,36 Aa

Valores expressos como média + desvio padrdo. Letras maitsculas diferentes correspondem a diferencas
significativas (P<0,05) entre tratamentos dentro de cada Regime de Rega; letras mintsculas diferentes
correspondem a diferencas significativas (P<0,05) entre Regimes de Rega, para o mesmo tratamento, de acordo
com o teste de Tukey.

3.3.2.Solidos soluveis totais (°Brix), pH e acidez titulavel

A partir do momento em que se iniciou a colheita dos frutos para a realizagdo destas
analises, verificou-se que tanto as plantas tratadas com N19-68 no RR 30% como as plantas
Controlo no RR 30-70% ndo produziram mais fruto (a partir da 4* e 5* aplicacdes,
respetivamente), tal como ¢ possivel observar no nimero total de frutos por tratamento (Figura
9 e Tabela 6). De salientar ainda que, todos os frutos colhidos anteriormente em cada um dos
tratamentos foram submetidos a analise biométrica ¢ congelados a -80°C para posteriores
andlises fitoquimicas do projeto NASPA, no qual esta dissertagdo de mestrado esta inserida.
Assim, os resultados referentes aos parametros quimicos analisados nos frutos de plantas de

morangueiro estdo presentes na Tabela 6.

Em relagdo aos solidos soluveis totais (SST), os morangos provenientes de plantas

tratadas com N19-67 no RR 30% apresentaram um teor significativamente mais elevado do que
p g q
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os frutos das plantas Controlo (P= 0,001). Tanto no RR 30-70% como no RR 70%, ndo se
verificaram diferencas estatisticamente significativas entre os tratamentos. No entanto, no RR
30-70% os morangos de plantas tratadas com N19-68 apresentaram um teor em so6lidos soluveis
totais ligeiramente superior aos morangos de plantas tratadas com N19-67. Dentro do RR 70%,
os frutos das plantas Controlo revelaram ter um teor de sélidos soltveis totais tendencialmente
mais elevado do que os frutos de plantas tratadas com bioestimulante. Entre as plantas tratadas
com N19-67, foi no RR 30% que os frutos atingiram um valor mais elevado de solidos soluveis
totais, existindo diferengas significativas em relacdo ao RR 30-70% e ao RR 70% (P=0,013 ¢
P= 0,015, respetivamente). Os frutos das plantas Controlo apresentaram um teor de sélidos
soluveis mais elevado no RR 70% enquanto que nas plantas tratadas com N19-68 foi no RR

30-70%, nao se verificando, no entanto, diferencas estatisticamente significativas.
g

Relativamente ao pH dos morangos, os resultados ndo revelaram diferencas
estatisticamente significativas entre tratamentos nem entre RR. Porém, no RR 30%, o pH foi
ligeiramente mais elevado em frutos de plantas com aplicacdo de N19-67 do que em plantas
Controlo, contrariamente ao que se verificou no RR 70%. Dos frutos analisados no RR 30-70%,
foram os de plantas tratadas com N19-68 a apresentar maior pH. Entre os frutos analisados das
plantas Controlo, foi no RR 70% que estes atingiram o seu maior valor de pH. Por outro lado,
os frutos de plantas tratadas com N19-67 atingiram o seu pH maximo no RR 30% enquanto que

os de plantas tratadas com N19-68 foi no RR 30-70%.

No RR 30%, a acidez titulavel (AT) foi significativamente maior nos frutos
provenientes das plantas tratadas com N19-67 em comparacdo com os frutos das plantas
Controlo (P= 0,001). Todavia, tanto no RR 30-70% como no RR 70% ndo se verificaram
diferengas significativas entre os tratamentos, sendo, no entanto, os frutos de plantas tratadas
com N19-68 que apresentaram valores de acidez titulavel ligeiramente maiores. Entre os frutos
analisados das plantas Controlo, o valor da acidez titulavel foi superior no RR 30%, verificando-
se diferengas significativas em relacdo aos frutos do RR 70% (P= 0,044). O maior valor de
acidez titulavel atingido por frutos de plantas tratadas com N19-67 também foi atingido no RR
30%, existindo diferengas estatisticamente significativas em relagdo aos frutos do RR 30-70%
e do RR 70% (P=0,031 e P=0,017, respetivamente). Por outro lado, entre os frutos das plantas
tratadas com N19-68, verificou-se uma maior acidez titulavel nos frutos do RR 70%, apesar das

diferencas ndo apresentarem significancia estatistica.
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No presente estudo, os resultados demonstraram que, no geral, a aplicacdo de
bioestimulantes ndo teve uma influéncia significativa nos parametros quimicos analisados nos
frutos, principalmente em situagdes de maior disponibilidade hidrica. Estes resultados vao de
encontro aos obtido por Dias (2020) que ndo verificou qualquer efeito significativo da aplicagdo
destes bioestimulantes nos mesmos parametros analisados, no seu estudo em tomateiro.
Também Di-Vaio et al. (2021) obtiveram resultados semelhantes, ndo tendo verificado qualquer
efeito significativo da aplicacdo de bioestimulante nos solidos soluveis totais, acidez titulavel e
pH na maga. Por outro lado, Soppelsa et al. (2019) e Irani et al. (2021) em estudos com morango
€ uva, respetivamente, verificaram um aumento generalizado dos sélidos soluveis totais apos a
aplicacdo de bioestimulantes. No entanto, os valores mais elevados de sélidos soluveis totais,
pH e de acidez titulavel foram atingidos em situacdes de défice hidrico o que, de acordo com
Barbagallo ef al. (2008) e Birhanu e Tilahun (2010), pode ser justificado pelo aumento do teor
de matéria seca dos frutos como resultado da reducao do seu teor em agua.

Tabela 6. Parimetros quimicos (Solidos soluveis totais (SST), pH e acidez titulavel (AT)) dos frutos de

morangueiro (cv. Diamante) nos trés regimes de rega (30%, 30-70% e 70% da CC) e apés a aplicagdo dos
tratamentos foliares (Controlo, N19-67 ¢ N19-68).

e S e
Controlo 9,70 £ 0,07 Aa 3,37+0,39 Aa 1,66 + 0,00 Ab
30% N19-67 13,93 £ 0,25 Bb 3,89 +0,35 Aa 1,70+ 0,01 Bb
N19-68 - - -
Controlo - - -
30-70% N19-67 8,17+ 1,50 Aa 3,54 +£0,20 Aa 1,25+ 0,29 Aa
N19-68 11,20+ 2,33 Aa 3,65+0,28 Aa 1,47 £ 0,23 Aa
Controlo 10,40 + 3,34 Aa 3,76 £0,19 Aa 1,38+ 0,17 Aa
70% N19-67 8,73+£2,41 Aa 3,41+£0,25 Aa 1,22 £ 0,09 Aa
N19-68 9,28 +1,03 Aa 3,50+£0,21 Aa 1,50+ 0,18 Aa

Valores expressos como média + desvio padrdo. Letras maiusculas diferentes correspondem a diferencgas
significativas (P<0,05) entre tratamentos dentro de cada Regime de Rega; letras mintsculas diferentes
correspondem a diferencas significativas (P<0,05) entre Regimes de Rega, para o mesmo tratamento, de acordo
com o teste de Tukey.

3.4. Analise foliar

3.4.1. Trocas gasosas

Os resultados obtidos na determinacdo das trocas gasosas estdo presentes na Tabela 7.

Apesar de ndo apresentar diferencas significativas, a taxa de transpiragdo (£) foi ligeiramente
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superior nos morangueiros com aplicacdo de N19-67, em todos os RR. Por outro lado, em todos
os tratamentos (Controlo, N19-67 e N19-68) verificou-se uma maior £ no RR 30-70%, com
diferengas significativas em relagdo ao RR 30% (P= 0,021; P= 0,014 e P= 0,005,

respetivamente para cada tratamento).

A condutancia estomatica (gs), quer no RR 30% quer no RR 30-70%, foi
aparentemente superior com a aplicagdo de N19-67, enquanto que, no RR 70%, as plantas
Controlo apresentaram uma gs ligeiramente superior aos restantes tratamentos, nio se
verificando, no entanto, diferencas significativas entre tratamentos. Comparando os diferentes
RR avaliados, verificou-se que as plantas Controlo obtiveram uma maior gs no RR 70% e no
RR 30-70% comparativamente ao RR 30% (P= 0,000 e P= 0,002, respetivamente). Também
os morangueiros com aplicag¢ao do bioestimulante N19-68 apresentaram o mesmo perfil para a
gs, com os RR 30-70% e 70% a apresentarem valores significativamente mais elevados do que
as plantas do RR 30% (P= 0,002 e P= 0,027, respetivamente). Por outro lado, as plantas com
aplicagdo de N19-67 revelaram maior gs no RR 30-70% do que no RR 30% (P= 0,028).

A concentragdo de CO; intercelular (Ci) no RR 30% foi superior em plantas tratadas
com N19-67, verificando-se diferencas estatisticamente significativas em compara¢do com as
plantas Controlo (P= 0,038). No RR 30-70%, as plantas de morangueiro tratadas com N19-67
e N19-68 apresentaram valores de Ci mais elevados do que as plantas Controlo, verificando-se
diferengas estatisticamente significativas entre as plantas tratadas com N19-68 e as plantas
Controlo (P= 0,040). Por outro lado, no RR 70%, os valores mais elevados de Ci foram obtidos
nas plantas Controlo e tratadas com N19-67, existindo diferencas com significancia estatistica
entre as plantas Controlo e tratadas com N19-68 (P=0,019). No RR 30%, as plantas Controlo
apresentaram os valores mais baixos de Ci, com diferengas significativas em relagdo aos
restantes RR (P= 0,002 para o RR 30-70% e P= 0,000 para o RR 70%). Entre os morangueiros
tratados com N19-67, os valores de Ci foram semelhantes no RR 30-70% ¢ RR 70%, existindo
diferencas estatisticamente significativas destes dois RR em relagdo ao RR 30%, que, a
semelhanca dos resultados obtidos para as plantas Controlo, apresentou também os valores mais
baixos (P= 0,003 e¢ P= 0,010, respetivamente). Em relacdo as plantas tratadas com o
bioestimulante N19-68, foi no RR 30-70% que se verificou a Ci mais elevada, apresentando
diferengas estatisticamente significativas em relagdo ao RR 30% ¢ ao RR 70% (P= 0,000 ¢ P=

0,022, respetivamente).
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A taxa fotossintética (4) dentro do RR 30% e do RR 30-70% nao apresentou diferencas
com significancia estatistica entre os trés tratamentos aplicados. No entanto, no RR 30%, a 4
foi ligeiramente mais elevada nos morangueiros tratados com N19-68, enquanto que no RR 30-
70% as plantas tratadas com ambos os bioestimulantes apresentaram uma A4 tendencialmente
superior a das plantas Controlo. No RR 70%, as plantas Controlo apresentaram maior 4 em
relacdo aos outros tratamentos, verificando-se diferengas estatisticamente significativas em
relacdo as plantas tratadas com N19-68 (P= 0,015). A maior 4 entre as plantas Controlo foi
obtida no RR 70%, verificando-se diferengas estatisticamente significativas em relagdo as
plantas sujeitas ao RR 30% (P= 0,006). Em plantas tratadas com N19-67, ndo se verificaram
diferengas estatisticamente significativas em nenhum dos RR, no entanto, a maior 4 foi obtida
no RR 30-70%. Por outro lado, a maior A do tratamento N19-68 verificou-se no RR 30-70%,
apresentando diferencas estatisticamente significativas em relagdo ao RR 30% e ao RR 70%

(P=0,006 e P= 0,017, respetivamente).

Relativamente a eficiéncia intrinseca do uso da agua (A/gs), ndo se verificaram
diferencas com significancia estatistica entre os diferentes tratamentos dentro dos diferentes
RR. Todavia, tanto no RR 30% como no RR 70%, as plantas Controlo registaram uma A4/gs
ligeiramente mais elevada do que as plantas tratadas com N19-67 ¢ N19-68. Por outro lado, no
RR 30-70% foram as plantas tratadas com N19-68 que registaram valores de A/gs mais
elevados. Tanto nas plantas Controlo como em plantas tratadas com o bioestimulante N19-67
ndo existiram diferengas estatisticamente significativas entre os RR. No entanto, as plantas
Controlo atingiram maior 4/gs no RR 30%, enquanto que as tratadas com N19-67 atingiram o
seu maior valor no RR 30-70%. Quanto as plantas tratadas com N19-68, estas atingiram maior
A/gs no RR 30%, com diferencas estatisticamente significativas em relagao ao RR 70% (P=

0,036).

De um modo geral, ainda que estatisticamente ndo significativos, os resultados
demonstram que os bioestimulantes tiveram influéncia nas trocas gasosas, essencialmente, em
condi¢des de menor disponibilidade hidrica. De acordo com Atkinson et al. (2011) e Morales
et al. (2015) os estomas presentes nas folhas, em resposta a diminui¢do da disponibilidade
hidrica, t€ém tendéncia a fechar de modo a reduzir a gs e, consequentemente a 4 ¢ a £. No
presente estudo isto ¢ possivel observar-se no RR 30% em comparagdo com os outros RR,
contudo, plantas que sempre estiveram ou passaram por situagdes de défice hidrico (RR 30% e

RR 30-70%) aparentam apresentar valores de £, 4 e gs mais elevados comparativamente as
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plantas no RR 70%. Também do Rosario Rosa ef al. (2021) verificaram que em plantas de soja
submetidas a défice hidrico e tratadas com bioestimulante a base de extrato de algas revelaram
valores mais elevados destes parametros, essencialmente ap6s reidratacdo do solo (equivalente
ao RR 30-70%). Elansary et al. (2016) observaram também que a aplicagdo de extratos de
algas em folhas de Spiraea nipponica aumentou os valores médios de 4, E e gs em situacdes
de irrigacdo reduzida, enquanto que Katuzewicz et al. (2017) ndo reconheceram qualquer efeito
da aplicacdo de bioestimulantes em situagdes de seca ao nivel de 4 e de gs, em brocolos.
Relativamente a 4/gs, apesar de ndo existir significancia estatistica, verifica-se que em situagdes
de stresse hidrico ocorre uma melhor utilizagdo da agua por parte da planta. Isto pode ser
explicado pelo facto de em condi¢des de stresse ocorrer uma redugdo da gs, diminuindo as
perdas de agua por transpiracdo e promovendo uma melhor eficiéncia da sua utilizagdo por
parte da planta (Warren et al., 2004; Chaves ef al., 2009). Em relacdo a Ci, verifica-se que os
seus valores no RR 30-70% foram superiores em plantas com aplicagdo dos bioestimulantes do
que nas plantas Controlo, enquanto que no RR 70% foi observado o perfil contrario, com as
plantas Controlo a apresentarem os valores mais elevados. Segundo do Rosario Rosa ef al.
(2021), as plantas tratadas no RR 30-70% podem ter acumulado uma Ci durante o periodo de
caréncia de agua, enquanto que as plantas Controlo no RR 70% podem ter recuperado dos danos

bioquimicos causados pelo stresse hidrico aplicado.
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3.4.2.Fuga de eletrdlitos

Dentro do RR 30%, verificou-se uma maior fuga de eletrolitos (Figura 10) nas plantas
Controlo (26,46%), existindo diferengas estatisticamente significativas em relagdo aos
morangueiros com aplicacdo de N19-67 (16,88%) e de N19-68 (15,13%) (P=10,007 e P= 0,003,
respetivamente). Apesar de os resultados ndo apresentarem significancia estatistica, tanto no
RR 30-70% como no RR 70%, o tratamento N19-67 foi o que apresentou uma maior fuga de

eletrolitos.

Relativamente as plantas Controlo, verificou-se uma fuga de -eletrolitos
significativamente superior no RR 30% comparativamente ao RR 30-70% e ao RR 70% (P=
0,044; P= 0,004, respetivamente). Em relacdo as plantas com aplicacdo de N19-67 e N19-68,
apesar de ndo apresentarem diferencas estatisticamente significativas, revelaram uma
percentagem de fuga de eletrolitos no RR 30-70% ligeiramente superior ao RR 30% e ao RR
70%.

Em suma, através da observacdo da Figura 10, verifica-se que os morangueiros sem
aplicacdo de bioestimulantes (Controlo) e com o RR mais baixo (30%) apresentaram uma maior
fuga de eletrolitos, mostrando o potencial papel protetor dos bioestimulantes contra os danos
membranares, em situacdes de stresse hidrico. De facto, de acordo com Langaro et al. (2014) o
stresse hidrico pode provocar danos celulares que resultam no aumento da permeabilidade das
membranas, podendo provocar a fuga de eletrélitos dos compartimentos celulares. A
semelhanca dos resultados obtidos neste trabalho, El-Sharkawy et al. (2017) também
verificaram que a aplica¢do de extrato de algas marinhas sob situagdes de stresse salino em
folhas de alfalfa resultou numa menor fuga de eletrélitos. A semelhanga dos resultados obtidos
neste trabalho, El-Sharkawy et al. (2017) também verificaram que a aplica¢do de extrato de
algas marinhas sob situacdes de stresse salino em folhas de alfalfa resultou numa menor fuga
de eletrélitos. O mesmo foi observado por EI-Mageed et al. (2018) que verificaram que a fuga
de eletrdlitos em folhas de abobora foi reduzida apos a aplicagdo de um bioestimulante em

relacdo ao controlo (agua).
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Figura 10. Fuga de eletrélitos (%) avaliada em folha de morangueiro (cv. Diamante) nos trés regimes de rega
(30%, 30-70% e 70% da CC) apos a aplicacao dos tratamentos foliares (Controlo, N19-67 ¢ N19-68). Valores
expressos como média + desvio padrio (n=3). Letras maiusculas diferentes correspondem a diferencas
significativas (P<0,05) entre tratamentos dentro de cada Regime de Rega; letras mintsculas diferentes
correspondem a diferencas significativas (P<0,05) entre Regimes de Rega, para o mesmo tratamento, de acordo
com o teste de Tukey.

3.4.3.Conteudo relativo em agua

No que diz respeito ao contetido relativo em agua (RWC) (Figura 11), no RR 30% as
plantas de morangueiro tratadas com N19-67 (77,60%) ¢ N19-68 (87,18%) registaram um
contetido relativo em agua significativamente mais elevado do que o Controlo (42,01%) (P=
0,041; P= 0,015, respetivamente). Tanto no RR 30-70% como no RR 70% observou-se um
comportamento semelhante das plantas em todos os tratamentos, ndo existindo diferencas

estatisticamente significativas.

As plantas Controlo mantidas no RR 30-70% e no RR 70% apresentaram valores de
RWC estatisticamente superiores em relagdo as plantas Controlo do RR 30% (P= 0,000; P=
0,000, respetivamente). Por outro lado, os morangueiros tratados com N19-67 ¢ com N19-68
ndo apresentaram diferencas significativas entre os trés RR, sendo que os valores de RWC

obtidos nas plantas do RR 30-70% e do RR 70% foram ligeiramente superiores.

Assim sendo, observando o grafico, verifica-se que quanto maior o RR maior foi o
RWC em qualquer um dos tratamentos aplicados. Xu e Leskovar (2015) ¢ Anjorin et al. (2016)

também observaram que o RWC, em folhas de espinafre e de milho, aumentava a medida que
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os niveis de rega aumentavam. As folhas de morangueiro em situacdo de conforto hidrico
apresentaram valores de RWC semelhantes em qualquer um dos tratamentos. No entanto, em
situagdes de caréncia hidrica, a aplicagdo dos bioestimulantes N19-67 e N19-68 proporcionou
um aumento do RWC, mostrando mais uma vez a importincia da aplicacdo destes
bioestimulantes em situagdes de stresse hidrico. Diversos autores também verificaram que, em
folhas de alfalfa e espinafre, o RWC foi sempre mais elevado apos a aplicacdo de extratos de
algas marinhas, principalmente em plantas sob situa¢des de stresse salino e de seca,

respetivamente (Xu e Leskovar, 2015; El-Sharkawy et al., 2017).
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Figura 11. Conteudo relativo em dgua (%) nas folhas de morangueiro (cv. Diamante) nos trés regimes de rega
(30%, 30-70% e 70% da CC) apds a aplicagdo dos tratamentos foliares (Controlo, N19-67 e N19-68). Valores
expressos como média + desvio padrdo (n=3). Letras maitsculas diferentes correspondem a diferencas
significativas (P<0,05) entre tratamentos dentro de cada Regime de Rega; letras minusculas diferentes
correspondem a diferencas significativas (P<0,05) entre Regimes de Rega, para o mesmo tratamento, de acordo
com o teste de Tukey.

3.4.4. Pigmentos fotossintéticos e metabolitos foliares

3.4.4.1. Pigmentos fotossintéticos

Nos resultados relativos a concentragdo de pigmentos fotossintéticos quantificados
(Clg, Clp Clioar € Carot.owis) (Tabela 8), tanto no RR 30% como no RR 30-70%, verificou-se
que as plantas tratadas com N19-67 apresentaram uma concentragdo de Cls, Cly e Cliw
ligeiramente superior a das plantas Controlo e tratadas com N19-68, apesar de as diferencas

ndo apresentarem significancia estatistica. No entanto, no RR 30%, a concentragdo de
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Carot.70wis em plantas com aplicacdo de bioestimulantes N19-67 e N19-68 foi semelhante entre
si e significativamente superior a das plantas Controlo (P= 0,008; P= 0,041, respetivamente).
Por outro lado, a concentracdo de Carot.7owis em plantas sujeitas ao RR 30-70% foi semelhante
em todos os tratamentos, ndo existindo diferencas significativas entre os resultados. As plantas
no RR 70% nao apresentaram diferengas com significancia estatistica, no entanto, apresentaram
maior concentracdo de Cl,, Cly e Cliows quando tratadas com N19-68 e concentragdes de

Carot.7ois Semelhantes em todos os outros tratamentos.

Em relacdo aos RR, as plantas Controlo sujeitas ao RR 30-70% apresentaram maior
concentragdo de Clg, Clp € Cliows do que no RR 30% e no RR 70%, apesar de as diferengas no
serem estatisticamente significativas. No entanto, em relagdo a concentragdo de Carot.7ouis, as
plantas Controlo no RR 30-70% foram as que apresentaram maior concentragdo, com
diferencas estaticamente significativas em relacdo ao RR 30% (P= 0,043). Tanto as plantas
tratadas com N19-67 como com N19-68 ndo apresentaram resultados estatisticamente
significativos em qualquer RR. No entanto, em plantas tratadas com N19-67, as concentragdes
de Clg, Clp, Cliwr € Carot.zomis no RR 30% e no RR 30-70% s3o semelhantes e ligeiramente
superiores as que se verificaram no RR 70%. Em plantas tratadas com N19-68 a concentracao
de Clg, Clp e Cliwow no RR 30% foi semelhante a que se verificou no RR 70% e ligeiramente
superior a observada no RR 30-70%. Ja a concentracdo de Carot.7owis fo1 semelhante no RR

30% e RR 30-70% e tendencialmente mais baixa no RR 70%.

Apesar da maioria das diferencas observadas ndo apresentar significancia estatistica,
os tratamentos com os bioestimulantes N19-67 e N19-68 influenciaram positivamente a
concentragdo dos pigmentos fotossintéticos em todos os RR. Estes resultados sdo semelhantes
aos obtidos por Dias (2020) num estudo em tomateiro, onde se procedeu a aplicagdo dos
mesmos bioestimulantes. Esta tendéncia vai de encontro a um estudo desenvolvido por Al-
Shatri et al. (2020), em que os autores verificaram uma maior concentragdo de clorofila na folha
de morangueiro apds a aplicagdo de extratos de algas em plantas em conforto hidrico. Também
Shehata et al. (2011) e Murtic ef al. (2018) observaram que a aplicagdo de extratos de algas
contribuiu para o aumento da concentra¢do de clorofila e carotenoides em folhas de aipo ¢
tomate. De acordo com Blunden ef al. (1996), a aplicagdo de extratos de algas permite obter
maior concentragdo de clorofila pois estes contém betainas, capazes de abrandar a degradagao

da clorofila ao invés de aumentar o seu contetdo.
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Tabela 8. Concentragoes de pigmentos fotossintéticos nas folhas de morangueiro (cv. Diamante) nos trés Regimes
de Rega (30%; 30-70% e 70% da CC) e ap0s a aplicagdo dos tratamentos foliares (Controlo, N19-67 e N19-68).

Regime

Rega Tratamento Clla Cl:, Cltj)ltal Cal‘O‘_ﬁ;Totais
(RR) (T (mg g~ PF) (mg g™ PF) (mg g™ PF) (mg g™ PF)
Controlo 0,87+0,16 Aa 0,38+0,07Aa 1,25+£0,23 Aa 0,21 £0,03 Aa
30% N19-67 1,29+£0,26 Aa  0,52+0,09 Aa 1,81+£0,36 Aa 0,37+ 0,04 Ba
N19-68 1,L16£0,15Aa 049+0,07Aa 1,65+022Aa  0,34+0,05Ba
Controlo 1,13+£0,31 Aa 046+0,12Aa 1,59+0,43Aa 0,36=0,11 Ab
30-70% N19-67 1,27+0,08 Aa  0,54+0,03 Aa 1,82+0,11 Aa 0,37 +0,05 Aa
N19-68 1,05+0,09Aa 044+0,04 Aa  1,49+£0,13 Aa  0,33+0,02 Aa
Controlo 1,04 £0,16 Aa 0,41+0,07Aa 1,48+0,22 Aa 0,29+ 0,04 Aab
70% N19-67 1,06 +£0,23 Aa  042+0,10Aa 1,47+0,33 Aa  0,29+0,07 Aa
N19-68 1,14+£0,22 Aa  045+0,10 Aa 1,59+0,32 Aa 0,30+ 0,04 Aa

Valores expressos como média + desvio padrdo (n=3). Letras maiusculas diferentes correspondem a diferencas
significativas (P<0,05) entre tratamentos dentro de cada Regime de Rega; letras mintsculas diferentes
correspondem a diferencas significativas (P<0,05) entre Regimes de Rega, para o mesmo tratamento, de acordo
com o teste de Tukey.

3.4.4.2. Compostos fenolicos totais

Em relagdo ao teor de compostos fenolicos totais nas folhas de morangueiro (Figura
12) verificou-se que, no RR 30%, as plantas tratadas com N19-67 (21,22 mg g' PF)
apresentaram um valor médio destes compostos mais elevado, apresentando diferengas
estatisticamente significativas em rela¢io as plantas Controlo (12,18 mg g'! PF) (P=0,028). No
RR 30-70%, foram as plantas tratadas com N19-68 (24,15 mg g! PF) que apresentaram maior
teor em compostos fenolicos totais comparativamente as plantas Controlo (24,49 mg g! PF) e
as plantas tratadas com N19-67 (16,10 mg g! PF), apresentando diferencas estaticamente
significativas com as plantas tratadas com N19-67 (P= 0,028). No RR 70%, verificou-se que,
as plantas Controlo (19,51 mg g! PF) e tratadas com N19-68 (18,70 mg g' PF) apresentaram
um teor em compostos fendlicos totais semelhante, e significativamente superior ao das plantas

tratadas com N19-67 (7,67 mg g!' PF) (P=0,001 ¢ P= 0,001, respetivamente).

As plantas Controlo no RR 30-70% apresentaram um teor em compostos fendlicos
totais significativamente maior em comparagdo com o mesmo tratamento no RR 30% (P=
0,036). Entre plantas tratadas com o bioestimulante N19-67, verificou-se um teor em compostos

fenolicos totais significativamente superior no RR 30% em relagdo ao RR 30-70% (P= 0,042)
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e a0 RR 70% (P= 0,000). Por fim, apesar de ndo existirem diferencas estatisticamente
significativas entre plantas tratadas com N19-68 em cada RR, verificaram-se valores mais

elevados de compostos fendlicos totais no RR 30-70%.
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Figura 12. Teor em compostos fendlicos totais nas folhas de morangueiro (cv. Diamante) nos trés Regimes de
Rega (30%, 30-70% e 70% da CC) apds a aplicag@o dos tratamentos foliares (Controlo, N19-67 e N19-68). Valores
expressos como média £ desvio padrdo (n=3). Letras maitsculas diferentes correspondem a diferencas
significativas (P<0,05) entre tratamentos dentro de cada Regime de Rega; letras minusculas diferentes
correspondem a diferencas significativas (P<0,05) entre Regimes de Rega, para o mesmo tratamento, de acordo
com o teste de Tukey.

3.4.4.2.1. Atividade antioxidante

A atividade antioxidante (Figura 13) dos morangueiros submetidos ao RR 30% foi
estatisticamente superior nas plantas tratadas com o bioestimulante N19-67 (84,6 %), em
relacdo as plantas Controlo (56,6%) (P= 0,031). Tanto nos morangueiros sujeitos ao RR 30-
70% como ao RR 70%, ndo se verificaram diferencas estatisticamente significativas entre os
tratamentos aplicados. No entanto, no RR 30-70%, as plantas Controlo (84,7%) ¢ as plantas
com N19-68 (79,2%) apresentaram uma atividade antioxidante ligeiramente superior a das
plantas com N19-67 (68,0%) enquanto que, no RR 70% a atividade antioxidante foi semelhante
em todos os tratamentos (Controlo — 68,1%; N19-67 — 64,9%; N19-68 — 66,1%).

As plantas Controlo sujeitas ao RR 30-70% apresentaram uma maior atividade
antioxidante do que as plantas mantidas nos restantes RR, sendo que foram verificadas

diferencas significativas em relacdo ao RR 30% (P= 0,047). Entre as plantas submetidas aos
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bioestimulantes N19-67 e N19-68 nao se observaram diferencas estatisticamente significativas
entre os varios RR aplicados, embora dentro das plantas tratadas com N19-67 se tenha
verificado maior atividade antioxidante em plantas sujeitas ao RR 30% enquanto que, dentro

das plantas tratadas com N19-68 observou-se uma maior atividade antioxidante no RR 30-70%.
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Figura 13. Atividade antioxidante nas folhas de morangueiro (cv. Diamante) nos trés Regimes de Rega (30%, 30-
70% e 70% da CC) apos a aplicacdo dos tratamentos foliares (Controlo, N19-67 ¢ N19-68). Valores expressos
como média £ desvio padrio (n=3). Letras maitsculas diferentes correspondem a diferengas significativas
(P<0,05) entre tratamentos dentro de cada Regime de Rega; letras minusculas diferentes correspondem a
diferencas significativas (P<0,05) entre Regimes de Rega, para o mesmo tratamento, de acordo com o teste de
Tukey.

No presente estudo, a aplica¢do foliar de bioestimulantes proporcionou um aumento
do teor em compostos fendlicos e da atividade antioxidante, principalmente em condigdes de
défice hidrico. Segundo Murtic et al. (2018) e Pacheco et al. (2019), o aumento do conteudo de
compostos fenolicos pode estar relacionado com o facto da planta iniciar uma resposta ao
stresse induzido, assim como com o facto de a alga Ascophyllum nodosum apresentar na sua
constitui¢do substancias capazes de alterar o metabolismo secundario das plantas. Adak et al.
(2018) e Ordoniez-Diaz et al. (2021) também observaram que, a exposi¢ao de morangueiros a
situagdes de stresse hidrico e abidtico (ex.: salinidade), respetivamente, influenciou
positivamente a sintese de compostos fendlicos enquanto que, Lola-Luz et al. (2013)
concluiram que a aplicacdio regular de extratos de algas marinhas pode aumentar
significativamente o conteudo fenolico total em plantas de repolho. Por outro lado, em plantas

em conforto hidrico, apesar de existirem diferencas significativas entre os bioestimulantes N19-
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67 e N19-68, a sua aplicacdo, em geral, ndo influenciou a concentragcdo de compostos fendlicos.
Estes resultados sdo contrdrios aos obtidos por Mansori et al. (2019), que verificaram um
aumento dos compostos fenolicos nas folhas de salvia em situagdes de conforto hidrico, apds a

aplicagdo de extratos de Ascophyllum nodosum.

Comparando os resultados obtidos para os compostos fendlicos totais e para a
atividade antioxidante, foi verificado um perfil semelhante entre estes dois parametros, tanto a
nivel do RR como entre os tratamentos. Isto pode ser explicado pelo facto de os compostos
fendlicos serem importantes metabolitos secundarios sintetizados pelas plantas, comportando-
se como o principal recurso antioxidante encontrado nas culturas horticolas (Elansary et al.,
2016). Tal como no teor em compostos fendlicos totais, a aplicacdo dos bioestimulantes N19-
67 e N19-68 resultou também num aumento significativo da atividade antioxidante no RR 30%
em relagdo ao controlo, sendo que esta influéncia ndo foi tdo notéria nos RR de maior

disponibilidade hidrica.

Apesar de existir uma estreita relacdo entre o perfil dos compostos fendlicos e da
atividade antioxidante, os morangueiros tratados com N19-67 e sujeitos ao RR 70% s3o uma
excecdao, uma vez que apresentaram uma baixa quantidade de compostos fenolicos e uma
elevada atividade antioxidante, embora mais baixa do que os restantes tratamentos. Isto pode
ocorrer devido ao facto de ter sido realizada a extragdo de compostos fenolicos totais em vez
de individuais, pelo que nao sabemos quais os compostos fendlicos que estdo presentes em
maior ou menor quantidade em cada amostra. Ou seja, pode ter ocorrido a extracdo de
compostos com uma estrutura tnica e com elevada agdo quelante nas plantas tratadas com N19-
67 e sujeitas ao RR 70%, em que as suas propriedades de oxidagdo-redugdo permitam que ajam
como agentes redutores (com capacidade de eliminar radicais livres), resultando numa elevada
atividade antioxidante (por exemplo 4cido ascorbico, taninos e flavonoides) (Sadeghi et al.,

2015).

Os resultados obtidos nestes parametros podem ser indicio de que o défice hidrico
imposto em conjunto com a aplicacdo de bioestimulantes neste ensaio foi suficiente para
despoletar o aumento significativo da sintese de compostos fenodlicos e consequentemente da

atividade antioxidante.
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3.4.4.3. Acucares soluveis e amido

Dentro das plantas de morangueiro no RR 70%, as que apresentaram maior
concentracdo de acuicares soluveis (Figura 14) foram as plantas Controlo (7,27 mg g! PF),
verificando-se diferencas estaticamente significativas em relagdo as plantas com aplicacdo de
N19-67 (4,87 mg g' PF) (P=0,029). Em relacdo as plantas sujeitas a0 RR 30% e ao RR 30-
70%, nao se verificaram diferengas estatisticamente significativas entre tratamentos. No
entanto, no RR 30%, as plantas Controlo (11,78 mg g™! PF) apresentaram um ligeiro aumento
do teor de agticares soluveis enquanto que, no RR 30-70%, o maior conteido em acucares foi

observado nas plantas com aplicagio de N19-68 (8,72 mg g”' PF).

Nas plantas Controlo, observou-se uma concentragdo de agucares soliveis
significativamente superior no RR 30% em comparacdo com o RR 30-70% (P= 0,010) e com
o RR 70% (P= 0,008). Os morangueiros com aplicagao de N19-67 apresentaram diferengas
estatisticamente significativas entre todos os RR, verificando-se uma maior concentracdo de
acucares soluveis no RR 30% relativamente ao RR 30-70% (P=0,010) e ao RR 70% (P=0,000).
Em relagdo as plantas tratadas com N19-68, foi no RR 30% que se verificou um teor mais

elevado de acticares soluveis, existindo diferengas estatisticamente significativas em relagdo ao

RR 70% (P=0,013).
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Figura 14. Teor de agticares soliveis nas folhas de morangueiro (cv. Diamante) nos trés Regimes de Rega (30%,
30-70% e 70% da CC) apos a aplicacdo dos tratamentos foliares (Controlo, N19-67 e N19-68). Valores expressos
como média + desvio padrdo (n=3). Letras maiutsculas diferentes correspondem a diferencas significativas
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(P<0,05) entre tratamentos dentro de cada Regime de Rega; letras minusculas diferentes correspondem a
diferencas significativas (P<0,05) entre Regimes de Rega, para o mesmo tratamento, de acordo com o teste de
Tukey.

Relativamente aos teores de amido (Figura 15), dentro das plantas sujeitas ao RR 70%,
as plantas Controlo (7,39 mg g'! PF) apresentaram um teor significativamente superior ao das
plantas com N19-68 (5,34 mg g!' PF) (P=0,005) e muito superior ao das plantas com N19-67
(2,84 mg g! PF) (P=0,000). Por outro lado, tanto em plantas sujeitas ao RR 30% como ao RR
30-70% nao se verificaram diferengas estatisticamente significativas entre tratamentos, apesar
dos teores de amido no RR 30-70% terem sido ligeiramente superiores aos observados em

plantas no RR 30%.

Em rela¢do as plantas Controlo, aquelas que apresentaram teores de amido mais
elevados encontravam-se no RR 70%, verificando-se diferencgas estatisticamente significativas
em relacdo as plantas sujeitas ao RR 30% (P= 0,000) e ao RR 30-70% (P= 0,001). As plantas
com aplicacdo de N19-67 no RR 30% e no RR 30-70% apresentaram concentragdes de amido
semelhantes, verificando-se diferencas estatisticamente significativas em relagdo ao RR 70%
(P= 0,024 e P= 0,011, respetivamente). Quanto aos morangueiros com aplicacdo de N19-68,
observou-se que os teores de amido no RR 30-70% e no RR 70% foram semelhantes entre si e
ligeiramente superiores aos teores registados no RR 30%, embora ndo se tenham observado

diferengas significativas entre os varios RR.

Perante os resultados obtidos verificou-se que as plantas com bioestimulante N19-67
responderam melhor em situagdes de stresse hidrico, enquanto que com o bioestimulante N19-

68, os teores de amido foram semelhantes entre os diferentes RR.
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Figura 15. Teor de amido nas folhas de morangueiro (cv. Diamante) nos trés Regimes de Rega (30%, 30-70% e
70% da CC) apos a aplicag@o dos tratamentos foliares (Controlo, N19-67 ¢ N19-68). Valores expressos como
média = desvio padrdo (n=3). Letras maitsculas diferentes correspondem a diferengas significativas (P<0,05) entre
tratamentos dentro de cada Regime de Rega; letras mintsculas diferentes correspondem a diferencas significativas
(P<0,05) entre Regimes de Rega, para o mesmo tratamento, de acordo com o teste de Tukey.

De um modo geral, os tratamentos com bioestimulantes ndo influenciaram nem o teor
de agucares soluveis nem de amido nas folhas de morangueiro, exceto nas plantas sujeitas a RR
70%. Estes resultados sdo semelhantes aos obtidos por Mihalka et al. (2020), que ndo
verificaram nenhum efeito claro no teor de aglicares apds a aplicagdo de estimulantes em
morangueiros, contrariamente aos resultados obtidos por Kumari et al. (2011) que observaram
que a aplicacao de extratos de algas estimulava processos biologicos responsaveis pelo aumento
de hidratos de carbono em folhas de tomateiro. No presente estudo também se verificou que as
concentragdes mais elevadas de acgtcares soluveis foram obtidas em situagoes de stresse hidrico
o que, segundo Jones et al. (1980) e Anjorin et al. (2016) pode ser justificado pelo facto nestas
circunstancias ocorrer a degradacdo (hidrélise) do amido resultando no aumento dos agticares
soluveis. Por outro lado, a maior concentragdo de amido foi obtida nas plantas em conforto
hidrico (Controlo 70%). Estes resultados estio em concordancia com o que Epron e Dreyer
(1996) observaram visto que, no seu estudo, carvalhos submetidos a condi¢des de stresse
hidrico revelaram uma redu¢ao da concentragdo de amido nas folhas. Para além destes autores,
também Anjorin et al. (2016) verificaram um aumento ao nivel da concentracdo de amido em

plantas de milho quando submetidas a situagdes de disponibilidade hidrica.
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4. Conclusao

Com a realizagdo deste estudo foi possivel concluir que a aplicacao de bioestimulantes
a base de extratos de algas (Ascophyllum nodosum) ndo apresentou efeitos significativos no
desenvolvimento e crescimento vegetativo do morangueiro, independentemente do regime de
rega aplicado. Contudo, registou-se um aumento do niumero de frutos com a aplicagdo de
bioestimulantes, em todos os regimes de rega estudados, o que poderd indicar uma agao positiva
dos bioestimulantes na fase produtiva da cultura do morangueiro. Relativamente aos parametros
qualitativos dos frutos ndo se registaram efeitos significativos da aplicacao dos bioestimulantes
nas suas caracteristicas biométricas e quimicas sendo, essencialmente, o regime de rega o fator

responsavel pelas diferencas observadas.

Nos parametros foliares analisados verificou-se um potencial efeito positivo da
aplicagdo de bioestimulantes, em situacdes de menor disponibilidade hidrica, nas trocas
gasosas, na fuga de eletrolitos, no conteudo relativo em &agua, no teor de pigmentos
fotossintéticos e na concentracdo de compostos fenolicos e na atividade antioxidante. Todavia,
as diferencas observadas entre os diferentes tratamentos ndo apresentaram significancia
estatistica. Por outro lado, as diferengas verificadas no teor de actcares soliveis e de amido

foram essencialmente resultado dos diferentes RR avaliados.

Por fim, tanto em condigdes hidricas favoraveis como em situacdes de défice, foi
possivel observarem-se potenciais efeitos benéficos da aplicacdao de bioestimulantes na cultura
do morangueiro (cv. Diamante), em especial nos parametros produtivos. Por forma a comprovar
a eficacia da sua utilizagdo, serd necessaria a realizagdo de novos ensaios, com outras cultivares
de morangueiro e/ou usando outras concentracdes de bioestimulantes bem como outras
frequéncias de aplicacdo. De salientar ainda que o facto de o ensaio ter decorrido em vasos pode
ter feito com que as plantas ndo exibissem todo o seu potencial, ndo permitindo assim o

aparecimento de algumas diferengas entre os varios tratamentos.
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6. Anexo

Anexo 1. Reagentes utilizados na preparagao da solugédo nutritiva de Hoagland.

Nutrientes Solucao Solu¢io Nutritiva
Stock (g L) (mL L")

Macronutrientes

Nitrato de calcio (Ca (NOs),.4H,0) 236,2 5
Nitrato de potassio (KNO3) 101,1 5
Sulfato de magnésio (MgSO4.7H,0) 246,4 2
Dihidrogenofosfato de potéssio (KH>PO,) 136,1 1
Micronutrientes

Acido bérico (H3BO3) 2,86 1
Cloreto de manganés (MnCl,.4H,0) 1,81 1
Sulfato de zinco (ZnS04.7H,0) 0,22 1
Sulfato de cobre (CuSOy4) 0,051 1
Molibdato de amonio ((NH4)sMo07024.4H,0) 0,02 1
Solucio de ferro (Fe EDTA)

Acido etilenodiamino tetra-acético (Na;EDTA.2H,0) 29,5 1
Sulfato de ferro (FeSO4.7H,0) 24,9 1
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