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Resumo 

A oliveira (Olea europaea L.) é uma das principais culturas na região do 

Mediterrâneo e em Portugal. Esta espécie tem um grande impacto na economia, 

paisagem e herança sócio-cultural dos países do Mediterrâneo, sendo 78% do azeite 

produzido mundialmente proveniente desta região. Embora a oliveira seja caracterizada 

por ter uma grande tolerância à seca e calor, o efeito das alterações do clima (ação 

conjunta de vários agentes de stress) na produtividade e qualidade da azeitona e do 

azeite tem levantado algumas preocupações. Nos últimos anos tem-se verificado um 

aumento do uso de bioestimulantes (substâncias ativas ou microorganismos) no sector 

agrícola, pois aumentam a tolerância a vários agentes de stress biótico e abiótico, 

promovendo o rendimento das culturas e melhorando a qualidade dos produtos. Este 

trabalho teve como objetivo estudar o efeito da aplicação de um bioestimulante à base 

da alga Ascophyllum nodosum na tolerância da oliveira à seca. Oliveiras das variedades 

Galega e Arbequina foram divididas em 2 grupos, onde um deles foi tratado com o 

bioestimulante. Após este tratamento, os dois grupos foram subdividido em dois, onde 

num subgrupo foi aplicada uma rega deficitária (50% da capacidade de campo) e noutro 

foi mantida a regada. No final de todos os tratamentos, foi avaliado o estado hídrico das 

plantas, a fotossíntese, danos oxidativos, resposta antioxidante e os níveis de açúcares 

totais, amido e prolina. A aplicação do bioestimulante nas duas variedades de oliveira, 

em condições de rega normal não melhorou o teor relativo em água das folhas nem a 

fotossíntese (taxa de assimilação de CO2 e Fv/Fm), mas parece ter um efeito positivo na 

eficiência do uso da água (EUA). Para além disso, os dados sugerem que na variedade 

Arbequina, o bioestimulante teve um efeito benéfico na redução da produção de H2O2, 

na estimulação da acumulação de amido e da atividade da enzima antioxidante 

catalase. Já na variedade Galega, apesar de aumentar a produção de H2O2, o 

bioestimulante melhorou a produção de açucares solúveis totais (AST) e fenóis totais. 

Em condições de rega deficitária, a aplicação de bioestimulante também não afetou o 

estado hídrico das oliveiras. Mas na variedade Galega a rega deficitária reduziu o estado 

hídrico das folhas. A variedade Arbequina parece ser mais eficiente no controlo da perda 

de água, pois a rega deficitária não alterou o seu estado hídrico. O bioestimulante teve 

um papel mais importante na promoção da EUA e da taxa de assimilação de CO2 (mais 

relevante na variedade Galega). Em relação à resposta antioxidante, as duas 

variedades apresentaram estratégias diferentes. A variedade Galega mostrou ser 

menos sensível aos danos oxidativos, e a aplicação do bioestimulante aumentou a 

atividade da enzima antioxidante peroxidase do ascorbato, e a produção de proteínas e 
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amido. Já na variedade Arbequina, o bioestimulante teve um papel mais importante ao 

nível do controlo dos danos oxidativos e das espécies reativas de oxigénio, aumentando 

o nível de antioxidantes não enzimáticos (fenóis totais). Este trabalho suporta que a 

aplicação deste bioestimulante favorece a performance fisiológica e aumenta a 

tolerância das oliveiras à seca. 

 

Palavras-chave: Alterações climáticas, Ascophyllum nodosum, seca, stress oxidativo, 

olivicultura.  
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Abstract 

The olive tree is one of the main cultures in the Mediterranean region and in 

Portugal. This species has a great impact in the economy of Mediterranean countries, 

meaning that 78% of olive oil produce worldwide is from this region. The olive tree is 

characterized for having a great tolerance to drought, however, the effects of climate 

change, particularly the joint action of various stresses, in productivity and olive fruits 

and oil quality has raised some concerns. In the last years, has been increase the use 

of biostimulants (natural active substances or microorganisms) in the agricultural sector, 

because their application improve the tolerance of the plant to abiotic and biotic stresses, 

promote water use efficiency, and improve crop yields and product quality. This work 

aims to study the effect of a biostimulant derived from Ascophyllum nodosum in the 

tolerance of olive tree to drought. Young potted olive trees from to cultivars, Galega and 

Arbequina, were divided into two groups, and one group was treated with the 

biostimulant. After that treatment, each group was subdivided into two, and in one group 

it was applied a water deficit treatment, while in the other group plants were maintained 

well-watered. At the end of all the treatments, leaf relative water content, photosynthesis, 

oxidative damages, antioxidant responses and the levels of carbohydrates (soluble 

sugars and starch) and proline were analyzed. Under well-watered conditions, the 

application of biostimulant did not affect the relative water content and photosynthesis 

but seems to improve the water use efficiency (WUE). Moreover, in the cultivar 

Arbequina, biostimulant reduced the production of H2O2, and stimulated the 

accumulation of starch and the activity of catalase. In the cultivar Galega, despite the 

high levels of H2O2, the biostimulant increased the levels of total soluble sugars and total 

phenols. Under water deficit conditions, the biostimulants did not affected the plant 

relative water content. However, in the cultivar Galega the water deficit treatment 

reduced leaf water status. The cultivar Arbequina seems more efficient in the control of 

the water loss. The biostimulant seems to have an important role in the promotion of the 

WUE, and in the increase of the net CO2 assimilation, particularly in Galega. The olive 

cultivars adopted different antioxidant response strategies. Galega was less sensitive do 

oxidative damages, and biostimulant increased the activity of ascorbate peroxidase, the 

level of starch and proteins. In turn, in the cultivar Arbequina, the biostimulant acted in 

the control of the oxidative damages and ROS levels, and increased the levels of total 

phenols. This work highlights that biostimulants can improve olive physiological 

performance and induce drought stress tolerance. 

 



FCUP 

Resposta fotossintética e antioxidante da oliveira tratada com 
bioestimulante e exposta a défice hídrico 

8 

 
Keywords: Ascophyllum nodosum, climate change, drought, oliviculture, oxidative 

stress. 
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1. Introdução geral 

1.1. A emergência das Alterações Climáticas na Região do 

Mediterrâneo 

As regiões com clima tipicamente mediterrânico ocorrem entre 30º e 40º norte e 

sul de latitude nas costas oeste e sul dos continentes e são muito caracterizadas por 

invernos amenos e co-ocorrência de altas temperaturas, e por baixa precipitação 

durante o Verão. Devido à alta diversidade biológica, os ecossistemas mediterrânicos 

foram reconhecidos como “hotspots” de biodiversidade e um alvo primário nos esforços 

de conservação (Myers et al., 2000). Os cenários de alterações climáticas emergentes 

tais como o aumento da frequência de ondas de calor, acompanhado por variações nos 

padrões de precipitação exercem um desafio dramático para a agricultura, 

particularmente para a maioria das culturas agrícolas do Mediterrâneo (IPCC, 2014a). 

Nesta região, são cada vez mais notórios os efeitos das alterações climáticas, 

nomeadamente por ações combinadas de fenómenos atmosféricos e climáticos 

extremos (IPCC, 2014b), influenciando muito a produtividade das culturas agrícolas 

desta região. Como exemplo, o Verão de 2017 foi muito severo para esta região, 

inclusivamente na Península Ibérica, devido aos períodos prolongados sem precipitação 

acompanhadas por ondas de calor e elevados níveis de radiação ultravioleta B (Haworth 

et al., 2018). Devido à prevalência destes múltiplos fatores de nível global e a incerteza 

provocada pelas múltiplas interações que existem entre eles, é expectável que as 

alterações climáticas afetem muito os ecossistemas mediterrânicos a vários níveis 

(Doblas-Miranda et al., 2013). Dado os cenários atuais de alterações climáticas, a 

capacidade de tolerar e enfrentar novos ambientes em mudança é crítica para as plantas 

da região mediterrânica, em especial para as culturas agrícolas e florestais, muitas delas 

com cadeias de valor de importância extrema (económico, sociocultural, ambiental) para 

vários desses países, como é o caso da viticultura e a olivicultura.  

Estas espécies mediterrânicas, nomeadamente a oliveira, possuem mecanismos 

de adaptação que as ajudam a lidar com o stresse ambiental e também 

presumivelmente com as alterações climáticas (Matesanz and Valladares, 2014). A flora 

do mediterrânio é muito diversa, sendo dominada por herbáceas, como plantas da 

família Asteraceae, Caryophyllaceae, Lamiaceae e Poaceae bem como plantas de porte 

arbustivo como as Fabaceae, Lamiaceae e Cistaceae que apresentam alguma 

resistência a seca (Rundel et al., 2016). No entanto, as plantas de porte arbóreo, são 

menos diversas do que noutros biomas semelhantes que se encontram à mesma 
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latitude, e com clima semelhante ao da região mediterrânica, sendo dominados pelas 

famílias Pinaceae e Fagaceae (Thompson, 2005). Algumas caraterísticas ubíquas que 

estão bem estudados nestas plantas são a esclerofilia e as folhas perenes, traços 

foliares que têm sido associados com tolerância ao stresse hídrico e baixa 

disponibilidade de recursos (Mooney and Cleland, 2001). Outro exemplo de um 

mecanismo fisiológico de adaptação ao stresse hídrico é o melhoramento da eficiência 

do uso da água (EUA), quando os estomas fecham de modo a diminuir as perdas de 

água e o risco de falha hidráulica, sendo que, apesar de reduzir a fotossíntese, a taxa 

líquida de assimilação de CO2 relativamente à condutância estomática não sofre 

grandes oscilações, resultando num melhor desempenho fisiológico da planta 

(Matesanz and Valladares, 2014).  

Como referido acima, a oliveira tem alguns destes mecanismos de adaptação ao 

défice hídrico, sendo por isso muito usada em práticas tradicionais de olivicultura de 

sequeiro no mediterrâneo. Esta adaptação secular, favoreceu a sua plasticidade a 

condições de stresse ambiental (seca e/ou calor), e pode ser uma espécie com elevado 

potencial de adaptação às alterações climáticas. Por exemplo, Rubio de Casas et al. 

(2011) referiu que esta cultura agrícola, típica do mediterrâneo, poderá adaptar-se 

melhor às alterações climáticas, comparativamente com outras espécies eventualmente 

mais vulneráveis que possa haver nesta região. 

As oliveiras apresentam uma morfologia com caraterísticas xerofíticas (ex: 

anatomia da folha), seguindo fisiologicamente, padrões de resposta cíclica às estações 

do ano, características da região Mediterrânica. Assim, o período de menor atividade no 

Inverno é necessário, mas depende da meteorologia/temperatura dessa estação/ano.  

Por outro lado, o Verão mediterrânico caracteriza-se por temperaturas elevadas (são 

cada vez maiores os números de dias acima da média dos últimos anos), agravado pela 

reduzida taxa de precipitação (IPMA, 2021). Durante esta estação de maior stresse 

térmico e hídrico (sobretudo em pomares de sequeiro), a oliveira adota mecanismos 

morfo-fisiológicos de proteção contra o stresse (ex: aumenta a cutícula), reduzindo a 

transpiração (ex: enrolamento de folhas para melhor isolar/proteger estomas). Além 

disso, a ativação de mecanismos enzimáticos e não enzimáticos de proteção contra o 

stresse oxidativo, são também uma das estratégias adotadas pela oliveira para 

sobreviver em condições de stress. 
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1.2. Stresses abióticos nas plantas 

1.2.1. Produção de ROS 

As espécies reativas de oxigénio (ROS) desempenham um papel crucial de 

sinalização nos seres vivos. Contudo, a sua produção em excesso/descontrolada, é a 

principal causa de stresse oxidativo nas células, levando a peroxidação lipídica, danos 

ao nível das proteínas e ácidos nucleicos. Estes processos de oxidação de 

macromoléculas levam, por exemplo, a degradação membranar e mutações que 

podem, em casos extremos, levar à morte celular.  

O aumento descontrolado dos níveis celulares de ROS, é um dos principais 

indicadores que se observam em células vegetais em resposta a fatores associados às 

alterações climáticas, por exemplo, a falta de água, calor, e radiação excessiva, pondo 

assim as plantas sob stresse oxidativo. As principais ROS presentes em condições de 

stresse oxidativo são o oxigénio singleto (1O2), o ião superóxido (O2
.-), o peróxido de 

hidrogénio (H2O2) e o ião hidroxilo (OH.) (Figura 1). As ROS são consideradas no seu 

conjunto radicais livres, iões e moléculas reativas produzidas a partir do oxigénio 

molecular, sendo que 1% desse O2 é utilizado pelas plantas para produção de ROS 

(Kohli et al., 2017). Os ROS são formados a partir do metabolismo aeróbico, sendo 

facilmente distinguíveis de outras moléculas sinal devido à sua elevada reatividade, 

semi-vida, e solubilidade em lípidos (Das and Roychouhury, 2014). Tal como noutros 

modelos biológicos, em células vegetais, os ROS a baixas concentrações atuam como 

mensageiros secundários nos sinais intracelulares, intervindo em numerosas respostas 

de aclimatação das plantas a vários stresses bióticos e abióticos, enquanto em altas 

concentrações são nefastos para o sistema vegetal (Kohli et al., 2017). A forma como 

estes atuam também depende do tipo de ROS, sendo que os iões hidroxilo têm uma 

reatividade não seletiva nas moléculas biológicas, enquanto o H2O2 e o O2
.- têm alvos 

mais específicos (Das and Roychouhury, 2014). Várias enzimas existentes na célula 

vegetal, estão envolvidas na produção de ROS e são encontradas, sobretudo, na 

mitocôndria, peroxissomas e cloroplastos mas também no retículo endoplasmático, 

membrana e parede celular e apoplasto (Kohli et al., 2017). A produção nestes 

compartimentos, modela muitos processos biológicos, incluindo a degradação de 

enzimas e proteínas, bem como de aminoácidos, lípidos, carbohidratos, pigmentos e 

DNA, resultando em alterações na estrutura da célula (Choudhury et al., 2013). Os 

processos metabólicos que levam à maioria da sua produção são sobretudo, a 

fotossíntese, a fotorrespiração e a respiração aeróbica (Barbosa et al., 2014), ou seja, 

todos os locais onde haja uma cadeia transportadora de eletrões.  
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O primeiro estágio de excitação do oxigénio molecular (Kohli et al., 2017) é o 1O2 

que, consequentemente, pode reagir com vários grupos de moléculas biológicas. A sua 

produção é maioritariamente feita nos cloroplastos estando associado ao fotossistema 

II (PSII). No processo fotossintético, um excesso de energia resulta no estado de 

clorofila tripleto que reage com três moléculas de oxigénio molecular e produz como 

resultado final este radical de oxigénio (Das and Roychouhury, 2014). Não há muita 

informação do papel na sinalização redox desta molécula, principalmente devido ao 

facto de ter uma semivida muito curta (cerca de 100 ns) (Niedre et al., 2002). Devido a 

estas características (estado de excitação e semivida curta), esta molécula reage muito 

rapidamente com as proteínas presentes no local da sua formação, neste caso, aquelas 

que estão no cloroplasto. Uma característica importante do PSII, é a sua suscetibilidade 

a danos induzidos pela luz, sendo a produção de 1O2 no centro da reação uma das 

consequências, levando a danos irreversíveis na proteína D1 (Vass and Cser, 2009).  

O ião superóxido (O2
.-), é um dos primeiro ROS formados durante um processo 

de stresse oxidativo em plantas (Das and Roychouhury, 2014). Este é moderadamente 

reativo e é considerado instável devido ao seu eletrão extra na camada de valência. Em 

pH fisiológico tem uma semi-vida entre 2-4 µs (Barbosa et al., 2014) formando-se a partir 

da redução do oxigénio molecular. A dismutação desta molécula é muito rápida e pode 

ocorrer espontaneamente, ou então por ação de enzimas antioxidantes (Bhattacharjee, 

2010). O O2
.- pode transferir eletrões para o Fe3+, reduzindo a Fe2+, que 

consequentemente reduz o H2O2, formando assim OH. e OH-. Esta molécula tem uma 

capacidade de difusão reduzida em água, estando o aumento da concentração deste 

ROS, envolvido em processos de sinalização ao núcleo através de mensageiros 

secundários (Mylona and Polidoros, 2010). Este ião, é formado principalmente durante 

a fotossíntese, na cadeia transportadora de eletrões no PSI (Barbosa et al., 2014). A 

formação deste ião, também pode ser induzida pelo fecho dos estomas, resultando em 

baixa concentração de CO2 devido ao défice hídrico, temperaturas elevadas ou 

salinidade (Dabrowska et al., 2007). O O2
.- é produzido sobretudo nos tilacóides, onde 

está o PSI, durante a cadeia transportadora de eletrões, podendo também ser produzido 

noutros compartimentos celulares, tais como nos peroxissomas, no citoplasma e no 

apoplasto (Mylona and Polidoros, 2010).  
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Fig.1. Esquema representativo da formação de ROS, nas cadeias transportadoras de eletrões 

que estão presentes no cloroplasto e na mitocôndria (retirado de Liu et al., 2021). 

 

O ião hidroxilo (OH.) é o ROS mais reativo, sendo também um dos ROS mais 

tóxicos, gerado pela reação do H2O2 com o ião Fe2+ e Cu+ a temperaturas normais e pH 

neutro (Barbosa et al., 2014). Por exemplo, stresse induzido por metais (arsénio), pode 

levar à produção de radicais OH., pela dismutação do O2
.- na reação de Fenton e/ou na 

reação de Haber-Weiss (Flora et al., 2008). O OH. pode chegar às membranas das 

mitocôndrias ou dos cloroplastos, onde se encontram as cadeias transportadoras de 

eletrões, resultando na peroxidação lipídica da membrana mitocondrial e cloroplastidial, 

formando aldeídos lipídicos como o malondialdeído (MDA) (Das and Roychouhury, 

2014). No entanto, apesar do aumento da sua produção levar a efeitos nefastos, 

algumas vezes ele pode atuar como um sinal para a regulação do metabolismo vegetal, 

em resposta às mudanças rápidas das condições de crescimento a que as plantas 

constantemente são sujeitas (Das and Roychouhury, 2014). 

O peróxido de hidrogénio (H2O2), é o ROS com a semi-vida mais longa (cerca de 

1ms) e também aquele que é menos reativo, atuando como um importante mensageiro 

secundário nas células vegetais (Barbosa et al., 2014), permitindo-lhe atravessar 

membranas e migrar para vários compartimentos diferentes dentro das células (Barbosa 

et al., 2014). No entanto, este pode também ter um efeito nocivo, por participar na reação 

de Fenton na formação do ião OH.. Além disso, quando em elevadas concentrações, 

este também é capaz de inativar enzimas por oxidação dos seus grupos tiol 

(Karuppanapandian et al., 2011). Como o H2O2 pode atuar como mensageiro 

secundário, a sua produção muitas vezes é feita com o propósito de transmitir sinais 

dentro das células para responder a determinado tipo de stress. Por exemplo, a 
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fotorrespiração é um dos processos que mais gera H2O2 nas células fotossintéticas 

sendo que posteriormente a geração de H2O2 no peroxissoma para regeneração da 

riboluse bisfosfato funciona como um sinal que transfere informações para toda a célula 

fotossintética (Foyer et al., 2009). Na membrana plasmática o H2O2 é formado por ação 

das NADPH oxidases e na matriz extracelular são também formados por enzimas 

específicas do espaço apoplástico (Mylona and Polidoros, 2010). Em geral, a maior 

parte do H2O2 produzido que é usado na sinalização é gerado nos cloroplastos e nos 

peroxissomas representando uma quantidade 30 vezes superior ao H2O2 produzido nas 

mitocôndrias (Bhattacharjee, 2010). 

 

1.2.2. Produtos do stresse por ROS 

Uma das principais consequências da produção de ROS pelas plantas são os 

danos nas membranas biológicas, nomeadamente através da produção de aldeídos 

lipídicos. A produção destes compostos nos tecidos verdes das plantas, dá-se primeiro 

pela ação do 1O2 que é produzido pelo processo fotossintético no PSII (Farmer and 

Mueller, 2013). Este radical faz com que as membranas dos tecidos clorofilinos fiquem 

altamente vulneráveis à fragmentação, levando à formação de radicais como os 

aldeídos lipídicos (Farmer and Mueller, 2013). Nos tecidos não clorofilinos, o 1O2 não 

desempenha o papel mais importante no processo de peroxidação lipídica, sendo que 

o principal ROS que atua nestes tecidos é o H2O2, com as reações realizadas neste tipo 

de tecidos, por radicais menos reativos, relativamente àquelas que se verificam nas 

folhas (Triantaphylides et al., 2008). As reações catalizadas por estes radicais, 

posteriormente, geram inúmeros compostos que podem ir desde álcoois, ácidos, 

epóxidos reativos, aldeídos, cetonas bem como ciclopentenonas nas membranas 

lipídicas (Zoeller et al., 2012). Com o aumento destes compostos, e a expansão da 

“pool” de peróxidos lipídicos, muitas das quais nas membranas dos plastídeos, parece 

haver um envolvimento na formação de dímeros não radicais glicerolipídicos. Outros 

radicais de maior comprimento, como alguns oligodímeros decompõem-se 

espontaneamente em vários compostos, sendo os dois mais importantes o 9-

oxanonanoato e o malondialdeído (MDA) (Farmer and Mueller, 2013).  
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1.2.3. Efeito do stresse abiótico na fotossíntese 

A fotossíntese é um dos primeiros processos metabólicos a serem afetados 

pelos fatores abióticos, com consequências ao nível das membranas como referido 

anteriormente.  

A diminuição da condutância estomática e a redução da taxa de transpiração, é 

uma das primeiras respostas da planta a alguns fatores abióticos (ex: seca). 

Normalmente, durante episódios de seca, são observadas grandes diminuições na taxa 

fotossintética, e as taxas máximas de assimilação de CO2, apenas ocorrem durante a 

manhã ou ao fim da tarde quando as temperaturas o permitem. A repressão da 

fotossíntese, é assim associada à redução da abertura estomática, para diminuição das 

perdas de água. No entanto, em contrapartida, pode diminuir a disponibilidade de CO2 

nos espaços intercelulares, levando à redução da taxa de assimilação de CO2 (Ying et 

al., 2020). Para além destes efeitos estomáticos, a diminuição da taxa de assimilação 

de CO2 em condições de stresse abiótico pode também estar relacionada com efeitos 

bioquímicos (Pirasteh-Anosheh et al., 2016). As enzimas do ciclo de Calvin, por exemplo 

a ribulose-1,5-bisfosfato carboxilase/oxigenase (Rubisco) e a frutose bisfosfatase, são 

muito suscetíveis a stresses abióticos, podendo ocorrer uma diminuição da sua 

atividade ou mesmo uma repressão da sua síntese (Ying et al., 2020). 

Em plantas C3, quando a condutância estomática diminuiu em resposta ao défice 

hídrico, o rácio [CO2/O2] diminui no local catalítico da RuBisCo, levando a um aumento 

da fotorrespiração em plantas com este mecanismo fotossintético. A indução deste 

processo pelo stresse salino e pela seca está bem reportado em muitas espécies 

vegetais (Abogadallah, 2011). A diminuição da fotossíntese em condição de stresse 

abiótico, está também relacionada com a fotorrespiração, funcionando como via de 

escape em plantas C3  já que esta liberta CO2 e consome energia, diminuindo assim a 

energia excessiva que o fotossistema II absorve (Abogadallah, 2011). No entanto, este 

mecanismo, em condições severas de stresse pode não ser suficiente, pois a dissipação 

de energia da fotorrespiração bem como a dissipação de energia pela forma de calor, 

irá apenas atenuar o efeito do stresse, sendo que quando tem um efeito mais 

prolongado, podem ocorrer danos fotooxidativos e alterações na proteína D1 dos 

centros de reação do PSII (Abogadallah, 2011). 
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1.3. Respostas fisiológicas das plantas ao stresse (défice 

hídrico) 

1.3.1. Acumulação de solutos compatíveis 

As alterações nos processos metabólicos das plantas, em resposta aos fatores 

de stresse, permite-lhes melhorar a sua performance fisiológica num ambiente em 

constante mudança. Uma das respostas típicas ao stresse por parte das plantas, é a 

acumulação de vários solutos compatíveis (ex: açúcares solúveis e prolina), bem como 

a remobilização das reservas energéticas das plantas (amido) de modo a ocorrerem 

ajustes fisiológicos durante as condições de stress, em especial por stress hídrico. 

O amido é um dos principais açúcares de reserva nas plantas,  sendo composto 

por monómeros de glucose (Zeeman et al., 2010), sendo uma molécula muito associada 

a órgãos de reserva como as raízes, caules subterrâneos, tubérculos, caules e 

sementes. O amido representa assim uma das maiores fontes de carbohidratos da dieta 

humana mas também matéria-prima para outras atividades com benefício para o 

Homem (Santelia and Zeeman, 2011). Nas células que realizam a fotossíntese, o amido 

é sintetizado principalmente a partir do CO2, fixado no ciclo de Calvin, sendo 

posteriormente armazenado nos cloroplastos, com este amido a ser designado de 

“temporário”, já que é sintetizado e hidrolisado dentro de um intervalo de tempo de 24 

horas (Thalmann and Santelia, 2017). Este amido irá sofrer ajustes na sua taxa de 

hidrólise, despoletado por mudanças no fotoperíodo, de modo a fornecer uma fonte de 

carbono para o crescimento contínuo durante as horas de menor luminosidade do dia 

(Stitt and Zeeman, 2012). No entanto, contrariamente ao que se esperava, esta 

degradação acontece não só para a planta suportar o seu crescimento e aumentar as 

suas reservas energéticas, como também para mitigar os efeitos do stresse abiótico. 

Quando as plantas se encontram sob condições ambientais adversas, elas remobilizam 

o amido, de modo a providenciar glucose e energia quando o processo fotossintético 

começa a ser comprometido, suportando o crescimento durante o stresse, mas também 

funcionando assim como osmoprotetores ou solutos compatíveis, de modo a combater 

os efeitos nefastos do stresse (Krasenky and Jonak, 2012). Os açúcares resultantes da 

degradação do amido, poderão funcionar posteriormente como moléculas sinal que 

fazem “cross-talk” com a via dependente do ácido abcísico (ABA), para ativar 

componentes a jusante da cascata de sinalização em resposta ao stresse (Rook et al., 

2006). A regulação transcricional é essencial na resposta ao stresse, em especial na 

degradação do amido, sendo que várias análises de transcriptómica, revelaram que a 
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indução dependente do ABA induz uma bateria de genes que são responsáveis pelo 

metabolismo primário dos hidratos de carbono (Choudhury and Lahiri, 2011).  

Os açúcares solúveis (ex: glucose, frutose e sacarose) resultantes da 

degradação do amido ou da fotossíntese desempenham um papel muito importante na 

resposta ao stresse (Rosa et al., 2009b). Para além destes açúcares, também os polióis 

(ex: manitol, inositol e sorbitol) têm um papel osmorregulador (Godoy et al., 2021). Estes 

asseguram a manutenção do conteúdo em água das folhas e o ajustamento osmótico 

das plantas em condições de défice hídrico (Rosa et al., 2009b).  

As alterações nos níveis de açúcares solúveis em resposta ao stresse são várias, 

dependendo muito do genótipo e do fator de stresse a que as plantas estão sujeitas 

(Rosa et al., 2009b). Além disso, em resposta ao stresse abiótico, nem todos os 

açúcares solúveis desempenham o mesmo papel no metabolismo em resposta às 

condições do meio envolvente (Rosa et al., 2009b). Diferentes tipos de açúcares são 

sintetizados dependendo da intensidade e do tipo de stresse abiótico a qual a planta 

está exposta. A sacarose e a glucose atuam ambas como substrato para a respiração 

celular ou como osmólitos de forma a manter a homeostasia da célula (Gupta and Kaur, 

2005) mas, no entanto, a frutose já não está implicada diretamente na osmoproteção 

das plantas, mas sim na produção de metabolitos secundários como os fenóis e 

flavonóides (Rosa et al., 2009a).  

A prolina é um dos compostos melhor conhecidos como osmoprotetor (Rai, 

2002). Em condições de stresse (ex: seca), a planta aumenta a quantidade deste 

aminoácido o que permite o ajustamento osmótico da célula. Para além disso, em 

condições de stresse, a prolina também atua como estabilizador das membranas das 

células, protegendo as enzimas e funcionando como antioxidante e neutralizador de 

radicais livres (principalmente ROS) como o O2
.- e o H2O2 (Silva et al., 2018).  

 

1.3.2. Resposta antioxidante não enzimática  

A resposta antioxidante não enzimática compreende numerosos compostos que 

são sintetizados em resposta ao stresse abiótico, de modo a mitigar o efeito nocivo das 

ROS, podendo diretamente destoxificar estes radicais. Estes incluem os compostos 

fenólicos (ex: flavonóides), as vitaminas como o ascorbato e o α-tocoferol, e a glutationa. 

O termo “metabolitos secundários” refere-se a metabolitos (ou fitoquímicos) 

derivados de metabolismo secundário, sem aparente implicação direta no crescimento 

da planta. Um dos exemplos são os compostos fenólicos que também são substrato de 

enzimas POX (Rajput et al., 2021) . Os polifenóis, são dos maiores grupos de compostos 
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secundários que existem nas plantas, sendo que podem possuir anéis aromáticos 

simples, como também podem possuir uma estrutura mais complexa como as ligninas 

(Sharma et al., 2019). Outros compostos fenólicos compreendem as coumarinas, os 

flavonóides, os ácidos fenólicos e os taninos. Os compostos fenólicos das plantas têm 

origem numa via metabólica chamada via do chiquimato ou via dos fenilpropanóides 

enquanto uma outra se desenvolve paralelamente a esta, a via do mevalonato, dando 

origem aos terpenóides (Sharma et al., 2019). Estes compostos influenciam muitas das 

respostas fisiológicas, grande parte delas relacionadas com o crescimento e 

desenvolvimento das plantas como a germinação de sementes, a divisão celular e a 

síntese de pigmentos fotossintéticos (Tanase et al., 2019). A acumulação destes 

compostos ocorre em geral quando as plantas estão sob stresse, sendo este um 

mecanismo de defesa para lidar melhor com fatores ambientais que possam perturbar 

o seu desenvolvimento (Cheynier et al., 2013). Os compostos fenólicos têm também um 

papel importante na neutralização das ROS, catalisando reações de oxidação com a 

formação de complexos metálicos mantendo assim a estrutura funcional das enzimas 

celulares (Cheynier et al., 2013). As plantas a crescer em condições subótimas têm uma 

maior tendência para biossintetizar compostos fenólicos comparativamente com plantas 

a crescer em condições ótimas, aumentando assim a sua capacidade para atacar 

radicais livres, tendo como resultado final uma diminuição da peroxidação lípica e 

assegurando a proteção das plantas contra os efeitos deletérios do stresse oxidativo 

(Shroeter et al., 2002). A acumulação de compostos fenólicos é muito importante para 

colmatar os impactos negativos da seca, sendo que vários estudos de transcriptómica 

e metabolómica levados a cabo em Arabidopsis corroboraram uma maior acumulação 

de flavonóides sob stresse hídrico, aumentando a resistência a este stresse abiótico 

(Nakabayashi et al., 2014).  Os flavonóides que estão no citoplasma podem destoxificar 

eficazmente o H2O2 gerado pela seca sendo que após isto estes são regenerados em 

metabolitos primários pela ação do ácido ascórbico (Bolger et al., 2014).  

 

1.3.2. Resposta antioxidante enzimática 

As enzimas antioxidantes são uma das primeiras linhas de defesa contra as 

ROS. Existe uma grande variedade de enzimas nas plantas nomeadamente a 

superóxido dismutase (SOD), catalase (CAT), peroxidases (POX) onde se incluem a 

peroxidase do guaiacol (GPOX) e a peroxidase do ascorbato (APX). Outras enzimas 

como a glutationa redutase (GR), a glutationa-S-transferase (GST), 

monodehidroascorbato redutase (MDHA) e a dehidroascorbato redutase (DHA) são 
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igualmente importantes, estando implicadas no ciclo ascorbato-glutationa, que 

desempenham um papel muito importante na homeostasia redox da célula (Figura 2).  

A SOD é uma enzima catalisadora da dismutação do ião superóxido (O2
.-) de 

modo a formar como produtos finais H2O2 e O2. As reações de dismutação são as 

reações em que ambas as reações de oxidação-redução ocorrem na mesma molécula 

(neste caso O2
.-) de um sistema biológico, dando origem a dois produtos de reação, um 

de estado oxidativo mais elevado (neste caso o O2) e outro de estado de oxidação mais 

reduzido (H2O2) (Rajput et al., 2021). Esta enzima (em todas as isoformas) é de elevada 

importância, pois a sua eficiência na destoxificação das ROS, é considerada significativa 

em várias espécies de plantas, tanto no metabolismo direto da dismutação do O2
.- como 

no metabolismo indireto deste através, por exemplo, de fosforilações desta enzima, 

através de cascatas de sinalização iniciadas pelo O2
.- (Rajput et al., 2021). Outras 

enzimas como as CAT e POX, funcionam em conjunto com a SOD de modo a prevenir 

a formação de ROS prejudiciais através do O2
.- e do H2O2, pela reação de Haber-Weiss, 

com a geração do ião altamente reativo OH.. As enzimas SOD possuem cofatores 

metálicos que podem ser muito variados (Cu, Zn, Mn e Fe), que estão associados a esta 

enzima, fazendo com que esta tenha várias isoformas como Cu/Zn-SOD, Mn-SOD e Fe-

SOD (Fink and Scandalios, 2002). A Cu/Zn-SOD está presente no citoplasma, 

peroxissomas, cloroplasto e no apoplasto, a Fe-SOD está presente exclusivamente no 

cloroplasto enquanto a Mn-SOD está presente em dois locais, na matriz mitocondrial e 

nos peroxissomas (Stephenie et al., 2020). O papel destes co-fatores é de estabilizar a 

formação da ligação transicional durante a catalização do O2
.-.  Os iões metálicos Cu, 

Zn, Mn e Fe têm eletrões de valência 2+ devido à sua conformação estável na forma 

iónica (iões formados pela perda de dois eletrões da camada de valência). O ião 

superóxido tem um eletrão extra que posteriormente pode ser transferido para estes 

cofatores durante a formação dos intermediários da reação. O resultado final é que este 

excesso de eletrões é combinado com protões de modo a dar H2O2 como produto da 

reação e também O2 (Rajput et al., 2021). Assim, as características desta enzima 

conferem-lhe um importante papel na homeostasia redox da célula, e em geral aumenta 

a sua atividade em condições de stresse em resposta ao aumento dos ROS.  

A CAT é outra enzima importante do sistema antioxidante, não requerendo 

nenhum poder redutor (cofator) para a sua capacidade catalítica, sendo uma reação que 

ocorre em duas etapas com o H2O2 a oxidar o Fe presente na CAT formando um 

intermediário peróxido metálico designando-se por composto I (Rajput et al., 2021). Esta 

pode permanecer nesta conformação se a concentração de H2O2 for baixa. No entanto, 

quando existe uma alta concentração de H2O2 na célula uma segunda molécula de H2O2 
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serve como substrato redutor para este composto I, regenerando o local catalítico da 

enzima e originando H2O e O2 como produtos finais (Rajput et al., 2021). O H2O2 é 

solúvel em água e tem uma semi-vida longa comparado com outros ROS. É produzido  

nos cloroplastos, mitocôndrias, peroxissomas e regiões apoplásticas, maioritariamente 

por meio da dismutação do O2
.- pela SOD podendo ainda ser gerado pela oxidase do 

glicolato nos peroxissomas (Rajput et al., 2021). Concentrações baixas desta molécula 

servem de mensageiro secundário no desenvolvimento vegetal, sensor de stresse, 

amadurecimento dos frutos e eventos pós-colheita (Anjum et al., 2015), sendo que um 

pequeno aumento pode ser prejudicial, favorecendo a reação de Haber-Weiss com 

formação do ião OH. (Rajput et al., 2021). Assim, a CAT e a APX ajudam a planta a 

reduzir o excesso de H2O2 atingindo o balanço frágil em manter pequenas 

concentrações de H2O2 na célula. A CAT tem um Km (valor pelo qual é atingida metade 

da velocidade máxima de conversão da enzima) maior que a APX, sendo que a CAT é 

mais ativa quando a concentração de H2O2 é maior na célula. A APX está presente em 

múltiplos locais da célula modelando a atividade da enzima CAT. Tal como na SOD, 

também existem muitas formas da CAT, que se expressam em diferentes fases do 

desenvolvimento da planta e em diferentes tecidos (Anjum et al., 2016).  

Outro grupo de enzimas que degrada o H2O2 presente na célula são as enzimas 

POX. As  peroxidasses de classe III trabalham no espaço extracelular à procura de H2O2. 

Outras classes são as POX de classe I que englobam a citocromo c POX, CAT-POX e 

a APX e também existem as de classe II nas quais se incluem as peroxidases 

dependentes de Mn e lignases (Hiraga et al., 2001). A peroxidase do guaiacol (GPOX) 

utiliza o guaiacol (o-metoxifenol) como um substrato reduzido para a sua oxidação 

dependente da reação com H2O2 (Mika and Luthje, 2003). No que toca à sua capacidade 

antioxidante, o ciclo ascorbato-glutationa é responsável por manter a homeostasia redox 

da célula, através da via Foyer-Halliwell-Asada enquanto os flavonóides, os compostos 

fenólicos e a POX, na qual se inclui a GPOX, servem como uma segunda linha de 

defesa, ajudando as plantas a controlar o excesso de H2O2 que possa ser produzido 

(Agati et al., 2012). Estas enzimas também estão implicadas no desenvolvimento 

vegetal, sendo que para além do catabolismo do H2O2 e a homeostasia redox da célula, 

estas também estão envolvidas em processos como a reticulação (cross-link) da parede 

celular, a expansão da parede celular, lignificação, suberização e catabolismo de 

auxinas (Rajput et al., 2021). As enzimas POX atacam o H2O2 catalisando a oxidação 

de compostos fenólicos com poder antioxidante usando o H2O2 como aceitador final de 

eletrões. As reações posteriores levam à geração de radical mono-dehidro-ascorbil, 

ascorbato e dehidroascorbato e produtos resultantes de compostos fenólicos da lignina 
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ou da suberina (Rajput et al., 2021). Existem poucos estudos sobre o papel das enzimas 

POX a responder a stresses abióticos combinados tendo de ser feitos mais trabalhos 

nesta área para assim se descodificar o papel destas enzimas em resposta a várias 

situações de stress abiótico. 

Finalmente, outra enzima antioxidante bastante importante e que tem mais 

sensibilidade que a CAT para o H2O2, é a APX. É uma enzima de classe I dentro das 

peroxidases e é conhecida por estar dependente dum substrato (ascorbato) para poder 

realizar a sua atividade catalítica (Rajput et al., 2021). Esta enzima é muito importante 

tanto por estar dentro do ciclo ascorbato-glutationa como também por desintoxicar o 

H2O2, funcionando como um sensor de alteração do estado redox das células (Caverzan 

et al., 2012). Estas enzimas são muito instáveis na ausência de ascorbato perdendo a 

sua atividade a uma velocidade muito elevada sendo que a concentração crítica de 

ascorbato para que tal aconteça é de 20 µM, com o ferro a ser essencial para a atividade 

desta enzima (Rajput et al., 2021). A APX está presente no citosol e em vários organelos 

nomeadamente, na mitocôndria e no cloroplasto e também nos peroxissomas e nos 

glioxissomas (Mullen and Trelease, 2000). Durante a reação da APX é formado 

monodehidroascorbato, no entanto, este é muito instável e é espontaneamente 

convertido em dehidroascorbato. As enzimas MDHAR e DHAR são responsáveis por 

regenerar o ascorbato para nova reação da enzima APX sendo que usam o poder 

redutor para regenerar este composto a partir do monodehidroascorbato ou do 

dehidroascorbato, nomeadamente NADPH ou NADH para a reação catalisada pela 

MDHAR ou então glutationa reduzida para a reação catalisada pela DHAR (Rajput et 

al., 2021). Ambas as enzimas são essenciais dentro do ciclo ascorbato glutationa, e 

como tal, para manter a homeostasia redox da célula.  

Outras enzimas como a GR, glutationa peroxidases (GPX) e (GST) são também 

importantes enzimas do sistema antioxidante das plantas sendo que fazem também 

parte do ciclo ascorbato-glutationa. Usam a GSH para combater as ROS que são 

formadas por stresse oxidativo havendo vários estudos que demonstram a sua eficácia 

no sistema antioxidante das plantas ajudando na manutenção do rácio GSH/GSSH e 

assim mantendo a homeostasia redox da célula (Rajput et al., 2021).  
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Fig.2. Esquema representativo dos substratos e produtos de reação das várias enzimas 

antioxidantes, bem como o ciclo ascorbato-glutationa, importante para a homeostasia redox da 

célula vegetal (retirado de Hasanuzzaman et al. 2018).  

 

1.4. Oliveira (Olea europaea L.) 

1.4.1. Caracterização da espécie e produção  

A oliveira (Olea europaea L.) é uma das mais importantes culturas agrícolas da 

bacia do Mediterrâneo com alto valor económico e ecológico (Dias et al., 2018a). 

Atualmente, as culturas agrícolas dos países mediterrânicos produzem a maioria do 

azeite consumido mundialmente, sendo que com o aumento da popularidade do uso do 

azeite para cozinhar e para outros consumos, a procura global por este óleo “saudável” 

continua a crescer (Pedrero et al., 2020). Enquanto as plantações de oliveiras 

prosperaram durante séculos apenas com chuva (Connor and Fereres, 2005), a 

produção atual de azeite ficou mais dependente da irrigação de forma a maximizar a 

produção, mantendo a sua qualidade (Dag et al., 2014). No entanto, na região 

mediterrânica, bem como noutros climas semiáridos, a água é escassa e devido às 

alterações climáticas é expectável que aumente a sua escassez, através do aumento 

de padrões incertos de precipitação, produzindo mais frequentemente secas severas e 

reduzindo a quantidade de chuva anual destas regiões (IPPC, 2014). Por causa disto, 

os produtores de oliveiras tiveram de encontrar soluções para lidar com o défice hídrico 

e manter a produtividade.  

Os principais tipos de produção existentes em Portugal são o olival tradicional 

extensivo e o olival moderno. Dos 361 mil hectares de área de olival em Portugal, 37% 

corresponde ao olival tradicional extensivo, enquanto 63% corresponde ao olival 
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moderno (33% produção em copa – intensivo, e 30% produção em sebe – 

superintensivo) (Oliveira, 2020).  

A plantação extensiva tradicional é caracterizada por baixa densidade de 

plantação (100 árvores ha-1) com idades mais avançadas (>50 anos), muitas vezes com 

padrões irregulares de plantação no campo, tendo baixos níveis de colheita (1250 kg 

ha-1), e com pouco gasto em material e mão-de-obra sendo que esta é usualmente 

manual e usa meios semimecânicos de colheita da azeitona (Fleskens, 2008). Este tipo 

de plantação, tem maior expressão na região de Trás-os-Montes e Alto Douro e nas 

Beiras. 

 Por outro lado, a plantação de olival intensivo e superintensivo tem uma alta 

densidade de árvores (>200 árvores ha-1) novas e produtivas (≈ 20 anos), com uma 

colheita de azeitona de 6000 kg ha-1, irrigação intensiva (irrigação gota a gota), elevada 

mão-de-obra e altos níveis de investimento (Fleskens, 2008). Existem outras 

classificações que podem ser atribuídas às culturas agrícolas de oliveiras (muito 

extensivas, semi-intensivas (baixo e alto investimento) e o olival biológico (Fleskens, 

2008), mas estas duas que foram descritas são as mais presentes em Portugal e na 

Península Ibérica. Este tipo de plantação, tem maior expressão na região do Alentejo e 

Ribatejo. 

 

1.4.2. Valor comercial da oliveira 

A olivicultura, juntamente com a vinha, são das culturas perenes mais antigas 

que o Homem cultiva (Bohm, 2013). Mais recentemente, as azeitonas e o azeite foram 

reconhecidos como alimentos funcionais devido aos seus vários constituintes, 

particularmente os compostos fenólicos (como a oleuropeína) e pelas suas 

propriedades farmacológicas (Hashmi et al., 2015). O alto conteúdo em ácidos gordos 

monoinsaturados (maioritariamente ácido oleico, representando 70% a 80% do 

conteúdo total do azeite), desempenha um importante papel na prevenção de doenças 

cardiovasculares. Por causa do elevado valor dietético, benefícios para a saúde e 

importância económica, há uma grande procura no mercado e uma tendência crescente 

na área cultivada com oliveiras (Brito et al., 2019). Os países mediterrânicos são os 

principais consumidores de azeite, representando cerca de 63% do consumo mundial, 

correspondente a 1836,7 mil toneladas (IOC, 2020). No entanto, o seu consumo tem 

aumentado em países fora desta região, nomeadamente nos EUA, com cerca de 11% 

de consumo mundial. Em relação ao consumo total da União Europeia (EU), a Espanha 

é o principal consumidor, seguido pela Itália, que em conjunto, consomem quase um 
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terço do azeite produzido mundialmente (Sales et al., 2020). Os principais produtores 

são, respetivamente, a Espanha com 56% do total mundial e 79,08% na EU, seguida 

pela Itália e pela Grécia (Sales et al., 2020). Portugal em 2017/2018 e 2018/2019 ficou 

em sétimo no ranking mundial de produção de azeite (4%) tendo sido o quarto maior 

produtor na EU atrás dos países já mencionados. Caso assim continue, Portugal pode 

tornar-se o terceiro maior produtor de azeite nos próximos 10 anos, sendo que entre 

2017 e 2019 gerou até 620 milhões de euros a mais do que no período homólogo de 

2010 a 2012 (CONSULAI, 2020). Em Portugal existem 361 177 hectares de plantações 

de oliveiras sendo que 97,6% delas são usadas para produção de azeite e apenas 8773 

hectares são ocupados para produção de azeitona de mesa (INE, 2020). A principal 

região de produção de ambos os tipos de azeitonas é o Alentejo, sendo que esta região 

a sul de Portugal, produz cerca de 6 900 toneladas de azeitonas de mesa e 551 400 

toneladas de azeitonas para produção de azeite. A superfície ocupada no Alentejo por 

esta cultura agrícola para produção de azeite, é de cerca de 184 936 hectares e para 

azeitonas de mesa é de 3258 hectares (INE, 2020). Estes dados demonstram a 

dimensão da procura por azeitonas e azeite, e a grande importância económica que 

esta cultura tem para o PIB português. No entanto, para que se consiga suportar um 

aumento na sua produção, os agricultores terão de adaptar as variedades de oliveiras 

existentes no mercado às alterações climáticas, de modo a poderem continuar a gerar 

lucro com a produção de azeite e azeitonas. 

 

1.4.3. Variedades de oliveira 

A oliveira foi sendo diversificada e em muitas regiões e países do mediterrâneo 

assumiu diferentes tipos de morfologia, bem como diferentes tipos de composição dos 

óleos extraídos das azeitonas. De acordo com o catálogo nacional de fruteiras (DGAV, 

2021), em Portugal existem 65 variedades de oliveiras. A variedade Galega, uma 

variedade portuguesa, é a mais presente no território português (cerca de 60% de todas 

as oliveiras do país), sendo muito típica dos olivais em modo extensivo. Esta variedade 

tem um porte alternado e uma rusticidade elevada (Figura 3). Tem um peso baixo dos 

frutos e também um endocarpo com um peso baixo a médio e um baixo rácio de fruto 

para a semente (Cordeiro et al., 2010). Esta variedade destaca-se pela excelente 

qualidade em óleos e resistência à seca, apesar da sua produção mediana, em parte 

devido à sensibilidade a pragas e doenças (Cordeiro et al., 2010). A variedade Galega 

tem uma baixa produção de azeite (inferior a 18%), no entanto, este azeite tem uma alta 

estabilidade (Cordeiro et al., 2010; Albuquerque et al., 2019). Esta variedade tem um 
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alto potencial para melhoramento/reprodução devido à grande variação intraespecífica 

que esta possui (Gemas et al., 2004). Muitos progressos têm sido feitos nesta variedade, 

particularmente na área da ecofisiologia, culturas in vitro, caracterização de recursos 

genéticos, melhoramento nos sistemas de produção e técnicas culturais, proteção 

fitossanitária e tecnologia de qualidade e organização de mercado (Sales et al., 2020). 

A produção atual desta variedade anda entre 3 e 5 toneladas por hectare (até 200 

árvores por hectare em sistemas não irrigados) (Saramago, 2009). Em comparação com 

variedades estrangeiras a produção anda à volta de 8 a 13 toneladas em sistemas 

superintensivos (Tous et al., 2007). Estes dados apontam para a importância e 

necessidade de melhorar a produtividade nesta variedade de modo a prevenir a sua 

erosão genética e assim aumentar a sua atratividade para os agricultores (Sales et al., 

2020). Além do mais, de modo a tornar a variedade Galega mais competitiva, é muito 

importante manter a sua qualidade enquanto se melhora a sua produção e adaptação 

aos sistemas de produção modernos (Sales et al., 2020). Para além da variedade 

Galega, também as variedades portuguesas Cobrançosa, Madural, Cordovil e Verdeal 

são muito utilizadas nos olivais nacionais de cultura extensiva e também intensiva 

(Cordeiro et al., 2011).  

Algumas variedades estrangeiras, também muitos usadas em Portugal, em 

particular no olival intensivo e superintensivo, são as variedades Arbequina, Picual, 

Arborosa e Koroneiki. A variedade Arbequina é uma variedade espanhola originária da 

Catalunha (Maia, 2010). Esta variedade foi introduzida em Portugal principalmente no 

Alentejo e Ribatejo, como uma árvore de porte médio e em forma de chorão, altamente 

produtiva e pouco alternante sendo a sua entrada em produção muito precoce, tendo 

mesmo sido a primeira cultivar bem adaptada a plantações de altas densidades 

(Abenoza et al., 2014) (Figura 3). Dado o seu vigor reduzido, permite a sua utilização 

em olivais de produção intensiva e superintensiva (Barranco, 2008). É resistente a vários 

fatores bióticos e abióticos, nomeadamente ao frio, à clorose férrica, e a outras doenças 

como o olho de pavão e a verticilose (Agustí, 2004). Ao contrário da variedade Galega, 

esta apresenta um bom rendimento no que toca à produção de azeite, dando origem a 

azeites de qualidade, mas com menor estabilidade (Barranco, 2008). A sua 

produtividade é muito regular, ao contrário de outras variedades, apresentando 

produções à volta dos 123 Kg/149 Kg por árvore quando estas têm uma densidade 

elevada de 357 árvores por hectare. Tal como em Galega, vários estudos já foram 

efetuados, nomeadamente no efeito da densidade na produção desta cultivar (Vossen, 

2007), a resposta fisiológica desta cultivar aos stresses ambientais (Araújo et al., 2019), 

bem como o efeito do défice hídrico nos parâmetros fotossintéticos, crescimento e 



FCUP 

Resposta fotossintética e antioxidante da oliveira tratada com 
bioestimulante e exposta a défice hídrico 

28 

 
produtividade em olivais de elevada densidade (Hérnandez-Santana et al., 2017). De 

igual modo, é necessário, de modo a manter a produção elevada, e em conjunto com 

as alterações climáticas emergentes, que se possam desenvolver novas práticas 

culturais que permitam que estes olivais continuem a produzir e a competir com outras 

variedades de oliveiras que são atualmente cultivadas. 

 

 

 

Fig.3. Imagem representativa das variedades em estudo. À esquerda, oliveira da variedade 

portuguesa Galega com parte arbóreo e copa de grandes dimensões com produções médias de 

azeitona; à direita, oliveira da variedade espanhola Arbequina com porte arbustivo e com copa 

de pequenas dimensões mas altamente produtiva de azeitonas 

(https://soareslopes.tripod.com/a_cultura_da_oliveira.htm; http://www.agrotec.pt/noticias/o-

rendimento-em-azeite-na-cultivar-de-oliveira-arbequina/)  

 

1.4.4. Mecanismos de resposta fisiológica da oliveira aos 

stresses abióticos  

A oliveira desenvolveu inúmeros mecanismos para lidar com as condições 

climáticas severas da região mediterrânica. No entanto, o aumento da frequência dos 

fatores abióticos ligados às alterações climáticas (ex: seca e calor) nesta região, têm 

afetado a performance da oliveira resultando em casos extremos na redução da 

performance fisiológica, crescimento e da produtividade (Koubouris et al., 2015; Dias et 

al., 2018, 2019; Araújo et al., 2019). O défice hídrico afeta negativamente a fotossíntese 

desta espécie. A fase da fotossíntese dependente da luz parece tolerante às condições 

de seca, e usualmente a eficiência máxima do PSII (Fv/Fm) não é afetado (Abboud et al., 

2019). A manutenção da eficiência fotoquímica do fotossistema II em stresse hídrico 

moderado e elevado sugere que a oliveira tem um mecanismo eficiente de proteção 

contra este stresse (Abboud et al., 2019). No entanto, as reações fotossintéticas 

dependentes da luz são mais suscetíveis ao défice hídrico, neste caso a fase 

https://soareslopes.tripod.com/a_cultura_da_oliveira.htm
http://www.agrotec.pt/noticias/o-rendimento-em-azeite-na-cultivar-de-oliveira-arbequina/
http://www.agrotec.pt/noticias/o-rendimento-em-azeite-na-cultivar-de-oliveira-arbequina/


FCUP 

Resposta fotossintética e antioxidante da oliveira tratada com 
bioestimulante e exposta a défice hídrico 

29 

 
fotoquímica da fotossíntese. Isto resulta no decréscimo da taxa de assimilação de CO2, 

fecho dos estomas e consequentemente baixas taxas de transpiração, bem como perda 

de pigmentos fotossintéticos e stresse oxidativo (Dias et al., 2018; Araújo et al., 2019). 

As respostas da oliveira ao défice hídrico são complexas e podem envolver 

reduções na área foliar e na densidade estomática, aumento da esclerofilia e 

engrossamento da cutícula (Boughalleb and Hajlaoui, 2011). A cutícula da folha 

providencia uma barreira protetora entre a planta e o ambiente desempenhando um 

papel importante como uma barreira contra as perdas de água. De igual modo, hidratos 

de carbono e outros componentes da cutícula estão presentes na forma de camadas na 

superfície da folha, assistindo na manutenção da turgescência, através da reflexão de 

uma alta proporção da radiação incidente (Baker and Procopiou, 2000). Pondo de parte 

os mecanismos de manutenção de um índice hídrico adequado durante o défice hídrico, 

a acumulação de solutos compatíveis como a prolina e alguns açúcares é outro 

mecanismo bem conhecido contra o défice hídrico em oliveira (Sofo et al., 2004). A 

prolina pode acumular em altas concentrações sem danificar as macromoléculas das 

células e pode prevenir danos nas membranas e desnaturação das proteínas durante o 

stresse por défice hídrico (Ain-Lhout et al., 2001). A acumulação de hidratos de carbono 

em resposta à seca, pode contribuir para a osmorregulação dos tecidos, protegendo a 

estrutura subcelular contra a desidratação (Azoulay-Shemer et al., 2016; Araújo et al., 

2019). Além disso, o aumento do amido pode representar uma maneira de manter uma 

abertura estomática baixa (a degradação do amido providencia oligossacarídeos de 

carbono para a síntese de aniões nas células guarda promovendo a abertura dos 

estomas) (Araújo et al., 2019). 

Em condições de stresse, o excesso de luz absorvida que não é usada pelas 

plantas no processo fotossintético pode levar ao aumento de ROS. Quando a 

acumulação de ROS, como o O2
.-, H2O2, OH., e o 1O2 (Choi et al., 2020), excede a 

capacidade de remoção do sistema antioxidante, pode induzir a peroxidação lipídica das 

membranas originando ácidos gordos hidroperóxidos que são tóxicos para as células. 

Além disso, o aumento de ROS na oliveira pode danificar as proteínas e os pigmentos 

fotossintéticos (Bacelar et al., 2006, 2007). Também em oliveira, a resposta 

antioxidante, como enzimas antioxidantes e metabolitos, tem um papel muito importante 

no combate ao stresse oxidativo. Em resposta à seca, a enzima GPOX e vários 

compostos fenólicos (ex: luteolina-7-O-glucoside, quercetina-3-O-rutinosido, apigenina-

7-O-glucoside, oleuropeína e derivados de camferol) (Araújo et al., 2021; Dias et al., 

2021) têm um papel muito importante na mitigação dos danos das membranas. Já na 

resposta à exposição a radiação elevada UV-B, várias enzimas antioxidantes como a 
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SOD, CAT e GPOX, e metabolitos, tais como os secoiridóides, a oleuropeína, o 

ascorbato e a glutationa, são importantes no combate ao stresse oxidativo (Dias et al., 

2019, 2020). 

 

1.5. Bioestimulantes 

Nos últimos anos, novas abordagens têm vindo a emergir de modo a tornar a 

agricultura mais sustentável e resiliente. O Conselho da Indústria dos Bioestimulantes 

(www.biostimulants.eu) definiu “bioestimulantes de plantas” como sendo produtos 

contendo substâncias e/ou microorganismos cuja função quando aplicada em plantas, 

estimula a absorção de nutrientes e o transporte eficiente destes, a tolerância a stresses 

abióticos e aumenta a qualidade das culturas”. Os compostos naturais dos 

bioestimulantes estão classificados com base na sua fonte e na sua constituição (ex: 

substâncias húmicas, extratos de algas, produtos contendo aminoácidos) (Kauffman et 

al., 2007). Novos fertilizantes à base de bioestimulantes, estão a ser cada vez mais 

usados para aumentar a absorção de nutrientes e a estimular os mecanismos de 

tolerância ao stresse (Kunicki et al., 2010). Os bioestimulantes estão a gerar muita 

atenção e a ser progressivamente integrados em sistemas de produção de alto valor 

(ex: produções em estufa, árvores de fruto, produções de hortícolas e floricultura), 

aumentando a produtividade e a qualidade de uma maneira mais sustentável (Zulfiqar 

et al., 2020). Os bioestimulantes são compostos de origem natural em oposição aos 

fertilizantes agroquímicos comerciais. Os fertilizantes sintéticos podem estar menos 

disponíveis para as plantas e são muitas vezes aplicados em excesso em relação às 

normas estabelecidas (Zulfiqar et a., 2020), levando muitas vezes à contaminação dos 

solos e das águas subterrâneas. Como os bioestimulantes são produtos naturais 

(embora em variadas concentrações e combinações), tem-se verificado uma tendência 

global para o aumento do seu interesse na horticultura, de modo a manter a 

produtividade, particularmente em condições de baixo “input” de nutrientes no setor 

hortícola (Kerupin et al., 2014).  

Atualmente os extratos à base de algas estão disseminados no seu uso como 

bioestimulantes de plantas (Shukla et al., 2019). Os extratos de algas constituem mais 

de 33% do total do mercado mundial de bioestimulantes e está estimado que o seu 

comércio chegue aos 894 milhões de euros em 2022 (Eef et al., 2018). Para além disso, 

é estimado que as macroalgas compreendam perto de 10000 espécies (Battacharyya 

et al., 2015). As algas castanhas como Ascophyllum, Fucus e Laminaria, são os grupos 

dominantes (Du Jardin et al., 2015). A composição bioquímica dos extratos das 

http://www.biostimulants.eu/
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macroalgas é complexa (ex: polissacarídeos, minerais, vitaminas, óleos, gorduras, 

ácidos, antioxidantes, pigmentos e hormonas) (Michalak et al., 2014). Portanto, 

perceber o seu mecanismo de ação é complicado, e muitas vezes requer uma 

abordagem multidisciplinar devido às múltiplas interações entre os inúmeros compostos 

bioativos dentro do mesmo extrato. Os extratos de algas podem ser aplicados no solo 

(perto das raízes das plantas) e/ou pulverizados nas folhas (Du Jardin et al., 2015). A 

fertilização foliar tem a vantagem de ter baixas taxas de aplicação, uma distribuição 

uniforme e de provocar respostas mais rápidas após a aplicação destes nutrientes 

(Mengel, 2002). Vários produtos comerciais baseados em extratos de Ascophyllum 

nodosum demonstraram que melhoram o crescimento das plantas ao mesmo tempo 

que mitigam os stresses abióticos e bióticos, fazendo efeito de “priming” nas defesas 

das plantas através da regulação dos processos moleculares, fisiológicos e bioquímicos 

(Pereira et al., 2020). Dentro dos produtos comerciais disponíveis no mercado, para 

aqueles que são baseados na macroalga Ascophyllum nodosum, muitos modos de ação 

destes extratos foram recentemente estudados (Shuckla et al., 2019). Ascophyllum 

nodosum pertence à família Fucaceae da ordem de macroalgas castanhas Fucales (Filo 

Ochrophyta, Classe Phaeophyceae). É originalmente uma espécie europeia, comum no 

Atlântico Nordeste (Pereira et al., 2020), mas cresce também na Península Ibérica no 

norte de Portugal e na Galiza. Os compostos orgânicos mais importantes presentes 

nestas algas são o ácido algínico, lípidos, manitol, proteínas, fibras, fucoidanos e fenóis. 

Outras substâncias orgânicas incluem pigmentos, vitaminas, hormonas e enzimas 

(Pereira et al., 2020). Estas substâncias provaram ter benefícios em certas culturas 

agrícolas, aumentando a produtividade (Shukla et al., 2019). Além disso, vários estudos 

mostraram a sua eficácia na redução dos efeitos negativos causados por stresses 

abióticos em várias culturas (ex: decréscimo da permeabilidade da membrana e da 

produção de malondialdeído, diminuiu o conteúdo em H2O2, aumento da atividade das 

enzimas SOD, CAT, APX e GPOX envolvidas na destoxificação de ROS, aumento do 

conteúdo em ascorbato, melhoramento da absorção de Ca, Mg, S, Fe, Cu, Mn, Mo, Zn 

e B) (Ertani et al., 2018; Zou et al., 2019). Em oliveira, pouco se sabe acerca dos efeitos 

de bioestimulantes, particularmente em condições de stresse hídrico. Chouliaras et al. 

(2009), reportaram que a aplicação foliar de A. nodosum em oliveiras a crescer sob 

condições ótimas aumentou a qualidade dos frutos e o conteúdo em ácidos gordos, 

assim como a consistência da maturação das azeitonas. Também Mota and Lopes 

(2012) demonstraram que extratos de A. nodosum enriquecidos com minerais 

aumentavam a absorção de nutrientes em oliveiras a crescer em condições ótimas. 

Considerando os benefícios gerais da aplicação de bioestimulantes em plantas, 
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particularmente sob condições de stresse, bem como o cenário atual de alterações 

climáticas e a redução da disponibilidade de água, assim como o atual aumento da 

procura de azeite, é fulcral investigar o potencial uso de bioestimulantes. Estes poderão 

aumentar a performance fisiológica da oliveira sob condições de stress (ex: aumento da 

fotossíntese, uso de eficiência da água e o sistema antioxidante), de modo a reduzir as 

necessidades de irrigação, mantendo a produção e assegurando a sustentabilidade da 

olivicultura. 
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2. Objetivos 

Sendo a olivicultura um dos setores agrícolas com mais relevância em Portugal, 

é importante estudar estratégias que possam ajudar a manter esta produção em 

qualidade e quantidade, no contexto atual e no futuro com as alterações climáticas. 

Estas estratégias têm de ser sustentáveis relativamente à gestão de água e de 

agroquímicos. Em particular, a água é um recurso cada vez mais escasso, tanto para 

consumo humano como para uso na agricultura, de modo que se tem que rentabilizar 

cada vez melhor o seu uso para diminuir o seu desperdício nas produções agrícolas.  

Assim, para melhor compreender a resposta da oliveira à seca bem como ao uso 

de métodos inovadores para melhorar a performance fisiológica da oliveira e que 

conduz, em última instância, a uma melhor qualidade e produtividade do azeite, duas 

variedades (Arbequina e Galega) de oliveiras a crescer em vaso, foram tratadas com 

um bioestimulante à base da alga Ascophyllum nodosum e expostas a condições de 

défice hídrico. Foi avaliado o estado hídrico das plantas, a fotossíntese, conteúdo em 

açúcares solúveis e amido, danos oxidativos e o sistema antioxidante (enzimático e não 

enzimático) das oliveiras. A escolha das variedades de Galega e Arbequina deve-se ao 

facto da variedade Galega ser uma variedade autóctone de oliveira cultivada em todas 

as regiões de Portugal normalmente sobre condições de alta precipitação, enquanto 

Arbequina é uma variedade espanhola normalmente usada no Alentejo e Ribatejo em 

produções intensivas e superintensivas com altas taxas de irrigação. 

O principal objetivo deste trabalho foi estudar o efeito da aplicação foliar de um 

bioestimulante à base de A. nodosum na tolerância da oliveira ao défice hídrico. Em 

particular, pretende-se: 

• Perceber se a aplicação deste composto reduz os efeitos negativos do défice 

hídrico no aparelho fotossintético e metabolismo do carbono nas duas 

variedades de oliveira; 

• Verificar se a aplicação deste bioestimulante aumenta a performance fisiológica, 

a eficiência do uso da água e o sistema antioxidante das oliveiras em condições 

de bem regado e rega deficitária; 

• Comparar o perfil de respostas fisiológicas e antioxidantes das duas variedades 

de oliveiras.   
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3. Materiais e Métodos 

3.1 Material vegetal e condições de crescimento  

Oliveiras, Olea europaea L., da variedade Galega e Arbequina, com cerca de 3 

anos e a crescer no Jardim Botânico da Universidade de Coimbra em vasos de 3 litros 

com solo argiloso e turfa, foram usadas neste trabalho. Estas plantas foram cedidas 

pelos Viveiros Miguel Vaz, Semide, Coimbra, Portugal. No local onde estavam as 

oliveiras foi instalado um medidor de temperatura e humidade (data logger), 

monitorizando assim esses parâmetros em tempo real no período de aclimatação e 

realização do ensaio. Neste período de aclimatação, foi efetuada adubação com o 

adubo Complesal NPK 12:4:6 no estado fenológico de pré-floração e adubação com 

Complesal 5:8:10 no estado fenológico pós-vingamento, ambos com concentração de 

6ml/L de água. Foi também efetuada suplementação com boro (0,5% de tetraborato de 

sódio, Borax) através de aspersão foliar na fase de pré-floração. Após a aclimatação e 

crescimento das oliveiras, durante 17 meses, no Jardim Botânico da Universidade de 

Coimbra, para cada cultivar, foram criados quatro grupos de plantas: A) um grupo 

descrito como controlo (CO) (bem irrigado a 100% capacidade de campo e sem 

qualquer aplicação de bioestimulante, com 8 plantas da variedade  Arbequina e 10 

plantas da variedade Galega); B) um grupo descrito como controlo bioestimulante (CB) 

(plantas aspergidas com bioestimulante Fitoalgas Green© e irrigadas a 100% 

capacidade de campo, com 8 plantas da variedade Arbequina e 9 plantas da variedade 

Galega); C) um grupo descrito como seca (SO) (sem aplicação de bioestimulante e 

sujeitas a défice hídrico, regadas a 50% da capacidade de campo, com 9 plantas da 

variedade  Arbequina e 10 plantas da variedade Galega); D) um grupo descrito como 

seca com bioestimulante (SB) (plantas tratadas com bioestimulante Fitoalgas Green© e 

depois sujeitas a défice hídrico, regadas a 50% da capacidade de campo a 50%, com 8 

plantas da variedade Arbequina e 9 plantas da variedade Galega). Nas plantas dos 

tratamentos CB e SB, foi feita uma aplicação foliar por planta de 200 ml (solução com a 

concentração de 3ml de bioestimulante por litro de água). As aplicações do 

bioestimulante começaram dia 17 de março de 2020, estendendo-se depois por mais 4 

aplicações, respetivamente nos dias 30 de junho, 7 de julho, 14 de julho e 7 de setembro 

de 2020. No dia em que foi efetuada esta última aplicação iniciou-se o período de défice 

hídrico nos grupos SO e SB. A quantidade de água que estava disponível nas oliveiras 

destes grupos (e também dos grupos CO e CB) foi controlada através de pesagens dos 

vasos duas vezes por semana, procedendo-se a rega controlada caso o peso estivesse 

abaixo dos 50% de capacidade de campo (ou 100% para o CO e CB). O tratamento de 
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rega deficitária durou 69 dias, sendo que nesse dia foram analisados os parâmetros 

fotossintéticos e o estado hídrico das plantas. No mesmo dia foram também recolhidas 

folhas das oliveiras que foram imediatamente congeladas em azoto líquido e guardadas 

a -80ºC para posterior análise dos danos nas membranas, moléculas osmoprotetoras e 

antioxidantes enzimáticos/não enzimáticos. 

 

3.2. Determinação do estado hídrico das plantas e análise da 

fotossíntese  

3.2.1.  Teor relativo em água 

Para analisar o estado hídrico das plantas determinou-se o teor relativo em água 

(TRA). Foram recolhidas folhas frescas de cada tratamento, por cada variedade, e 

medido o seu peso fresco (Pf). De seguida as folhas foram acondicionadas em tubos 

com água destilada para se poder determinar o seu peso túrgido. Após 48 horas imersas 

nos tubos com água a 4ºC, foi determinado o seu peso túrgido (Pt). A água foi removida 

e as folhas foram colocadas numa estufa durante cerca de 5 dias a 40º C para 

determinação do seu peso seco (Ps). O TRA foi calculado através da fórmula: TRA (%) 

= (Pf-Ps) / (Pt-Ps) x 100, segundo Smart and Bingham (1974). 

 

3.2.2. Parâmetros fotossintéticos  

Para analisar a fotossíntese, na fase dependente e não dependente da luz, foi 

utilizado um medidor portátil da fotossíntese (LICOR – LI-6800XT), que possui um 

fluorímetro e um analisador de gases por infravermelhos (IRGA). Este procedimento foi 

realizado nas condições ambientais de crescimento das oliveiras, entre as 11 horas da 

manhã e o meio dia. Foram selecionadas as folhas mais jovens, mas completamente 

desenvolvidas para realizar estas medições. Usaram-se as mesmas folhas de oliveira 

para a medição das trocas gasosas e da fluorescência da clorofila a.  

Para a medição da fluorescência da clorofila a, as folhas foram adaptadas ao 

escuro durante uma hora. Após este período foi determinada a fluorescência mínima 

(F0) e após a aplicação de um feixe de luz (˃ 1500 μmol/m2 s) foi medida a fluorescência 

máxima (Fm). Foi calculada a eficiência máxima do PSII (Fv/Fm) = (Fm – F0)/Fm de acordo 

com Maxwell e Johnson (2000). 

Para determinar as trocas gasosas, foi medida a taxa de assimilação de CO2, a 

taxa de transpiração e a concentração intercelular de CO2 in situ em folhas de oliveira. 

A eficiência do uso da água (EUA) foi calculada através da fórmula: EUA = taxa de 

assimilação de CO2/taxa de transpiração.  
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3.3 Quantificação do peroxido de hidrogénio (H2O2) 

Para a quantificação deste ROS foi usado o protocolo feito por Dias et al. (2011). 

Foram pesadas cerca de 100mg de folhas previamente congeladas e maceradas num 

almofariz com um tampão de extração que consistiu em 1,5 mL de TCA 0,1% (w/v). 

Após centrifugação a 10 000g durante 10 minutos a 4º C, retirou-se 50 µL de extrato e 

homogeneizou-se com 50 µL de tampão fosfato 0,1M a pH 7 e 100 µL de KI 1M (2mM 

final). A mistura permaneceu 60 minutos no escuro e depois foi lida a absorbância das 

amostras num espectrofotómetro (EnSpire microplate reader da PerkinElmer) no 

comprimento de onda de 390 nm. A quantidade final de H2O2 (mmol g-1 Ps) foi 

determinada através de uma curva de calibração de H2O2.  

 

3.4. Quantificação da peroxidação lipídica (malondialdeído) 

O mesmo extrato usado para a quantificação do H2O2 foi usado para a 

quantificação da peroxidação lipídica de acordo com Hodges et al. (1999). Uma alíquota 

de 125 µL de sobrenadante foi homogeneizada com 500 µL de TCA 20% (w/v) (controlo 

negativo). Outra alíquota de 125 µL de sobrenadante foi homogeneizada com 500 µL 

de TCA 20 % + TBA 0,5% (controlo positivo). Os dois controlos foram incubados a 95º 

C durante 30 minutos num banho-maria e findo esse período, foram retirados do banho 

e arrefecidos rapidamente em gelo. A absorbância do homogeneizado foi lida no 

espectrofotómetro (EnSpire microplate reader da PerkinElmer) em comprimentos de 

onda de 600, 532 e 400 nm. A quantidade final de MDA, em mmol g-1 Ps, foi obtida 

através das fórmulas:  

A= [(Abs 532 nm + TBA) – (Abs 600 nm + TBA) – (Abs 532 nm – TBA – Abs 600 – TBA)]; 

B= [(Abs 440 + TBA – Abs 600 + TBA) x 0,0571];  

MDA equivalentes (nmol ml-1) = ((A-B)/157000) x 109;  

MDA (mmol g-1 Ps) = (MDA equivalentes x Vextração) / peso das folhas. 

 

3.5. Quantificação do conteúdo de prolina 

Amostras de folhas previamente congeladas (100mg) foram maceradas com 

1,5ml de ácido sulfossalicílico a 3% segundo o descrito por Khedr et al. (2003). O extrato 

foi centrifugado a 10 000g durante 10 minutos. Retirou-se uma alíquota de 100 µL do 

sobrenadante que foi homogeneizada com 666 µL de ácido acético e 666 µL de nihidrina 

ácida. De seguida esta mistura de reação foi colocada num banho-maria a 100ºC 

durante 60 minutos e posteriormente parada a reação através da sua colocação em 

gelo. Posteriormente foi adicionado 333 µL de tolueno à mistura de reação e, após 
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misturar-se bem, as amostras ficaram à temperatura ambiente até à formação de duas 

fases. Retirou-se a fase superior e a sua absorvância foi lida num espectrofotómetro 

(EnSpire microplate reader da PerkinElmer) a um comprimento de onda de 520 nm. A 

quantidade de prolina (µg g-1Ps) foi determinada através de uma curva de calibração da 

prolina. 

 

3.6. Determinação dos açúcares solúveis totais (AST) e amido 

Foi usado o protocolo desenvolvido por Irygoyen et al. (1992) para a 

determinação dos AST. 100 mg de folhas previamente congeladas, foram maceradas 

com etanol a 80% e depois colocados num banho-maria a cerca de 80ºC durante 60 

minutos. Findo esse tempo, foram retirados do banho e arrefecidas em gelo, sendo que 

após esse arrefecimento foram centrifugadas a cerca de 5 000g durante 10 minutos (4º 

C). Após a centrifugação, foi retirado 10 µL de sobrenadante e adicionados a 250 µL de 

uma solução de antrona (40 mg antrona: 1 ml dH2O:20 ml H2SO4). Esta mistura foi 

incubada a 100ºC durante 10 minutos. Findo esse tempo a reação foi parada, colocando 

em gelo durante cerca de 10 a 15 minutos. Após esse período foram lidas as 

absorvâncias a um comprimento de onda de 625 nm num espectrofotómetro (EnSpire 

microplate reader da PerkinElmer). A quantidade de AST (mg g-1Ps) foi determinada 

através de uma curva de calibração da glucose. 

 Para a quantificação do amido foi usado o protocolo desenvolvido por Osaki et 

al., (1991). 100 mg de folhas previamente congeladas foram maceradas com 1,5 mL de 

ácido perclórico 30%. Depois a mistura foi incubada a 60ºC cerca de 60 minutos. Findo 

o período de incubação no banho-maria as amostras foram centrifugadas a 10 000g 

durante 10 minutos (4ºC). Após a centrifugação, retirou-se 10 µL de sobrenadante e 

misturou-se com 250 µL de uma solução de antrona (40 mg antrona: 1 ml dH2O:20 ml 

H2SO4). Esta mistura foi incubada a 100ºC durante 10 minutos, sendo que, após 10 a 

15 minutos em gelo, as absorvâncias das amostras foram lidas num espectrofotómetro 

(EnSpire microplate reader da PerkinElmer) a um comprimento de onda de 625 nm. A 

quantidade de amido (mg g-1Ps) foi determinada através de uma curva de calibração da 

glucose. 
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3.7. Determinação de antioxidantes não enzimáticos 

Folhas previamente congeladas (100 mg) foram homogeneizadas com 1,25 ml 

de metanol segundo o descrito por Dias et al. (2018a). Após a obtenção do extrato 

metanólico este foi centrifugado a 5 000g durante 5 minutos (4ºC) e o sobrenadante 

usado para a quantificação dos antioxidantes não enzimáticos.  

Para a quantificação dos fenóis totais foi usado o protocolo de Pérez-Tortosa et 

al. (2012). Foi concebida uma mistura de reação com 380µL de água ultrapura e 25 µL 

de reagente de Folin-Ciocalteau. Esta mistura foi adicionada a 5 µL de extrato 

metanólico. Após agitação, as amostram ficaram a repousar cerca de 5 minutos. Findo 

esse tempo foi adicionado 10 µL de Na2CO3 20%, e após incubação durante 30 min a 

37ºC a absorvância foi lida num espectrofotómetro (EnSpire microplate reader da 

PerkinElmer) a um comprimento de onda de 765 nm. A quantidade de fenóis totais (µmol 

g-1Ps) foi determinada através de uma curva de calibração do acido gálico.  

Para a quantificação dos flavonoides totais foi usado o protocolo descrito por 

López-Orenes et al. (2018). 3 µL de extrato de folhas foram misturados com 72 µL de 

metanol. Após agitação adicionou-se 75 µL de NaNO2 a 5%. De seguida adicionou-se 

75 µL de AlCl3 a 10% e voltou a agitar-se. Após incubação no escuro cerca de 6 minutos, 

foi adicionado 125 µL de NaOH (1M) e de seguida a absorvância da mistura foi lida num 

espectrofotómetro (EnSpire microplate reader da PerkinElmer) a um comprimento de 

onda de 510 nm. O nível total de flavonoides (µmol g-1Ps) foi determinada através de 

uma curva de calibração da rutina. 

Para a quantificação dos ortodifenóis foi usado o protocolo de Giertych et al., 

(1999). Foi usado 5 µL do extrato e homogeneizado com 40 µL de uma solução de 

molibdato 5% (w/v) em 50% de metanol. Após 15 minutos à temperatura ambiente a 

absorvância do homogeneizado foi lida num espectrofotómetro (EnSpire microplate 

reader da PerkinElmer) a um comprimento de onda de 370 nm. O conteúdo em 

ortodifenóis (nmol g-1Ps) foi determinado através de uma curva de calibração do ácido 

gálico. 

Para a quantificação da atividade antioxidante total foi usado o método descrito 

por Re et al. (1999). Foi preparada uma solução de ABTS (2,20-azino-bis (ácido 3-

etilbenzotiazolina-6-sulfónico) e adicionada (400 µL) a 3 µL de extrato metanólico. Após 

incubação a 30ºC durante 10 minutos, a absorvância foi lida num espectrofotómetro 

(EnSpire microplate reader da PerkinElmer) a um comprimento de onda de 734 nm. A 

atividade total antioxidante (µmol g-1Ps) foi determinada através de uma curva de 

calibração do ácido gálico. 
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3.8. Quantificação da atividade antioxidante enzimática 

Folhas previamente congeladas foram usadas para a extração das enzimas 

antioxidantes, com base no protocolo de Dias et al. (2014b). O tampão de extração 

usado era constituído por um tampão fosfato de concentração 0,1M a pH 7,5; 0,2% 

Triton X-100 (v/v), 0,5 mM Na2EDTA, 2 mM DTT, 1% PVP (m/v) e 1 mM de PMSF tendo 

sido filtrado e centrifugado a 10 000 g durante 10 minutos (4º C). Foi assim obtido o 

extrato para quantificar as várias enzimas abaixo descritas. 

Para a quantificação da enzima CAT, foi usado o protocolo de Beers and Sizer 

(1952). O extrato (10 µL) foi homogeneizado com 166 µL de tampão fosfato com pH 7 

e 30 µL de H2O2 a 6mM. Após 5 min de reação foi adicionado 1 mL de reagente de titânio 

(1g de dióxido de titânio com 10g de sulfato de potássio e 150ml de H2SO4). A mistura 

foi centrifugada a 10 000g durante 10 minutos (4ºC). Preparou-se também um controlo 

com a mesma mistura de reação, mas sem extrato. A absorvância da mistura foi lida 

num espectrofotómetro (Jenway 7305 Spectrophotometer) a um comprimento de onda 

415 nm. A quantidade de CAT foi determinada através de uma curva de calibração do 

H2O2 e a atividade da enzima calculada. 

A quantificação da atividade da enzima SOD foi realizada de acordo com o 

protocolo desenvolvido por Agarwal et al. (2005). Para a mistura de reação foi usado 75 

µL de um tampão fosfato de potássio 1M (pH 7,8), 2,25 µL de água ultrapura, 195 µL de 

uma solução de 0,1M de metionina, 15 µL de uma solução de 0,01M Na2EDTA, 150 µL 

de uma solução 0,5M de Na2CO3, 9,75 µL de uma solução de 0,01M de nitroazul 

tetrazólio (NBT) e 50 µL de extrato das folhas. Por fim adicionou-se 3 µL de riboflavina 

(1mM). Para iniciar a reação as amostras foram iluminadas durante 15 minutos com 

uma lâmpada fluorescente de 15W. Findo esse tempo, a reação foi parada desligando 

a luz. Foi realizado em paralelo uma mistura não irradiada que funcionou como controlo. 

A absorvância das amostras foi lida num espectrofotómetro (EnSpire microplate reader 

da PerkinElmer) a um comprimento de onda de 560 nm. Uma unidade de SOD (U) indica 

a quantidade de enzima que inibe a reação fotoquímica do NBT em 50% por minuto.  

Para a quantificação da atividade da enzima GPOX foi usado o protocolo descrito 

por Monteiro et al. (2012). Numa cuvette, de modo a perfazer cerca de 1,5 mL, foi 

adicionado 15 µL de tampão fosfato a 0,1M (pH 6,1), 25 µL de extrato, 36 µL de H2O2 

8,8M e 1113,4 µL de água ultrapura. A reação foi iniciada com a adição de 290 µL de 

guaicol. O aumento da absorvância foi lida num espectrofotómetro (Jenway 7305 

Spectrophotometer) a 470 nm. A atividade da enzima foi determinada através do 

coeficiente de extinção do tetraguaicol 26,6 mM-1 cm-1.  
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Para  quantificação da atividade da enzima APX, esta foi determinada segundo 

o protocolo usado por Nakado and Asada (1981). Preparou-se uma mistura de 140 µL 

de tampão fosfato 1M a pH 7, 20 µL de extrato e 20 µL de uma solução de L-ascorbato. 

A reação foi iniciada com a adição de 100 µL de H2O2 0,01M, e a absorvância desta 

mistura foi lida a num espectrofotómetro (EnSpire microplate reader da PerkinElmer) a 

290 nm. A atividade da APX foi calculada com base no coeficiente de extinção do 

ascorbato (2,8 mM-1 cm-1). 

 

3.9. Determinação do conteúdo total em proteínas 

Para a determinação do conteúdo total de proteínas foi usado o método de 

Bradford, usando o extrato do procedimento para quantificação da atividade enzimática 

(Monteiro et al., 2012). Para 1 mL de volume numa cuvette adicionou-se 20 µL de 

extrato, 200 µL de reagente de Bradford e água ultrapura (Total Protein Kit, Micro Sigma, 

Germany). Após incubação à temperatura ambiente durante 10 minutos a absorvância 

da mistura foi lida num espectrofotómetro (EnSpire microplate reader da PerkinElmer) 

no comprimento de onda de 595 nm. A concentração de proteínas foi determinada 

através de uma curva de calibração da albumina de soro bovino. 

 

3.10. Análise estatística 

Os dados obtidos foram analisados usando o programa SigmaPlot para Windows 

na versão 3.1. Foi feita uma ANOVA de duas vias de modo a verificar o efeito da rega e 

do bioestimulante, bem como a sua interação, na resposta fisiológica da oliveira e no 

perfil de antioxidantes. As diferenças entre grupos foram comparadas através de um 

teste post-hoc (Holm-Šidák) com um nível de significância de 0,05. Os resultados são 

apresentados na forma de média ± desvio padrão. 
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4. Resultados 

4.1. Teor relativo em água (TRA) 

Um dos primeiros parâmetros analisados foi o teor relativo em água (TRA), 

sendo que neste parâmetro dá indicação do estado hídrico da oliveira. Para a variedade 

Arbequina, não foi verificado efeito do fator rega ou do bioestimulante, assim como 

também não se verificou interação destes fatores (Figura 4A). No entanto, na variedade 

Galega, foi verificado o efeito do fator rega, apresentando as plantas bem regadas um 

TRA superior ao das de rega deficitária (Figura 4B).  

 

 

Fig.4. Teor relativo em água (TRA) para as variedades de oliveira Arbequina e Galega 

relativamente aos tratamentos de rega a 100% capacidade de campo (CO), rega a 100% 

capacidade de campo com bioestimulante (CB), rega a 50% da capacidade de campo (SO) e 

rega a 50% capacidade de campo com bioestimulante (SB). Valores representam média ± desvio 

padrão (n=3-5). 
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4.2. Fotossíntese 

A resposta da taxa de assimilação de CO2 (Figura 5) aos tratamentos nas duas 

variedades de oliveira foi diferente. Na variedade Arbequina foi observado um efeito do 

fator rega (P<0,05) na taxa de assimilação de CO2, e as plantas bem regadas 

apresentaram uma média superior à das plantas em condições de rega deficitária 

(Figura 5A). Na variedade Galega foi verificado uma interação entre os dois fatores rega 

e bioestimulante. As plantas bem regadas, CO e CB, apresentaram uma taxa de 

assimilação de CO2 semelhante, mas significativamente superior às expostas a rega 

deficitária. Dentro do grupo da rega deficitária, as plantas do grupo SB obtiveram uma 

taxa de assimilação de CO2 superior (P<0,05) ao das SO (Figura 5B).  

Relativamente à taxa de transpiração, nas oliveiras Arbequina foi observado um 

efeito do fator rega e do fator bioestimulante separadamente (Figura 5C). As plantas do 

grupo bem regado apresentaram uma taxa de transpiração superior às de rega 

deficitária, por sua vez as plantas tratadas com bioestimulante tiveram uma taxa de 

transpiração inferior às das não tratadas. No que respeita à variedade Galega, foi 

apenas verificado um efeito do fator rega, tendo as plantas bem regadas uma taxa de 

transpiração superior às de rega deficitária (Figura 5D).  

Para a concentração intercelular de CO2 (Ci) foi verificado, para ambas as 

variedades de oliveira, uma interação entre o fator rega e o fator bioestimulante (Figuras 

5E e F). Em ambas as variedades, as plantas bem regadas (CO e CB) apresentaram 

um Ci significativamente mais baixo, e no tratamento SO foi onde se observou o Ci mais 

elevado (P<0,05). 

Em relação à eficiência do uso da água (EUA), foi verificada um efeito do fator 

rega e o fator bioestimulante separadamente (Figura 6A e B). As plantas do grupo bem 

regado apresentaram uma EUA superior ao das plantas em rega deficitária e as plantas 

tratadas com bioestimulante tiveram uma EUA superior aos das plantas que não tiveram 

tratamento.  

Em relação à eficiência máxima do fotossistema II (Fv/Fm), foi apenas verificada 

um efeito do fator rega na variedade Arbequina, com as plantas bem regadas a 

apresentarem um Fv/Fm superior ao das tratadas com rega deficitária (Figuras 6C e D).  
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Fig.5. Taxa de assimilação de CO2 (A e B), taxa de transpiração (C e D) e concentração 

intercelular de CO2 (Ci) (E e F) para as variedades de oliveira Arbequina e Galega relativamente 

aos tratamentos de rega a 100% capacidade de campo (CO), rega a 100% capacidade de campo 

com bioestimulante (CB), rega a 50% da capacidade de campo (SO) e rega a 50% capacidade 

de campo com bioestimulante (SB). Valores representam média ± desvio padrão (n=8-9). 
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Fig.6. Eficiência do uso da água (EUA) (A e B) e eficiência máxima do fotossistema II (Fv/Fm) 

para as variedades de oliveira Arbequina e Galega relativamente aos tratamentos de rega a 

100% capacidade de campo (CO), rega a 100% capacidade de campo com bioestimulante (CB), 

rega a 50% da capacidade de campo (SO) e rega a 50% capacidade de campo com 

bioestimulante (SB). Valores representam média ± desvio padrão (n=8-9). 

 

4.4. Quantidade de H2O2 e MDA 

No que toca à quantidade de H2O2 produzidos (Figura 7), foi verificado um efeito 

do fator bioestimulante na variedade Arbequina e do fator rega para a variedade Galega 

(Figura 7A). Na variedade Arbequina a aplicação de bioestimulante diminui o nível de 

H2O2, na Galega a rega deficitária aumentou o nível deste ROS (Figura 7B).  

Para o MDA (Figura 7C e D), foi verificada uma resposta diferente nas duas 

variedades de oliveira aos tratamentos estudados. Na variedade Arbequina observou-

se uma interação entre o fator rega e bioestimulante. Nesta variedade, as plantas do 

grupo CO apresentaram o nível mais baixo (P<0,05) de MDA enquanto o das do grupo 
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SO apresentaram o nível mais elevado (P<0,05) deste composto. As plantas dos grupos 

CB e SB apresentaram um nível de MDA semelhante (P>0,05).  Na variedade Galega 

não se verificaram diferenças significativas entre os tratamentos.  

 

Fig.7. Nível de H2O2 (A e B) e de malondialdeído (MDA) (C e D) para as variedades de oliveira 

Arbequina e Galega relativamente aos tratamentos de rega a 100% capacidade de campo (CO), 

rega a 100% capacidade de campo com bioestimulante (CB), rega a 50% da capacidade de 

campo (SO) e rega a 50% capacidade de campo com bioestimulante (SB). Valores representam 

média ± desvio padrão (n=5-12). 
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4.5 Quantificação de solutos compatíveis 

As duas variedades de oliveira apresentaram uma resposta diferente nos níveis 

de prolina (Figuras 8A e B). Na variedade Arbequina observou-se uma interação entre 

o fator rega e bioestimulante, sendo que as plantas do tratamento SO apresentaram o 

nível mais elevado (P<0,05) deste aminoácido enquanto as do CO e CB apresentaram 

o nível mais baixo (P<0,05). Já na variedade Galega foi observado um efeito do fator 

rega e bioestimulante separadamente. A rega deficitária aumentou a produção de 

prolina, mas a aplicação de bioestimulante diminuiu os níveis deste composto.  

Em relação ao amido, verificou-se uma interação entre os fatores rega e 

bioestimulante na variedade Arbequina (Figura 8C), sendo que as plantas do grupo CB 

apresentaram o maior conteúdo em amido (P<0,05) e as da rega deficitária, grupo SO 

e SB, o menor conteúdo (P<0,05) deste carboidrato. Na variedade Galega apenas se 

verificou um efeito do fator rega e bioestimulante separadamente, sendo que as plantas 

em rega deficitária apresentaram níveis de amido mais baixos que o das plantas bem 

regadas (Figura 8D). As plantas tratadas com bioestimulante apresentaram um nível de 

amido maior do que aquelas sem tratamento. 

No que toca aos AST, na variedade Arbequina observou-se um efeito do fator 

rega, e as plantas em rega deficitária apresentaram o maior nível de AST (Figura 8E). 

Na variedade Galega foi verificada uma interação significativa entre os dois fatores. As 

plantas do grupo CB obtiveram o maior nível (P<0,05) de AST, e as plantas em rega 

deficitária, os grupos SO e SB, o nível mais baixo (P<0,05) destes açucares (Figura 8F). 
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Fig.8. Quantidade de prolina (A e B), açúcares solúveis totais (AST) (C e D) e amido (E e F) para 

as variedades de oliveira Arbequina e Galega relativamente aos tratamentos de rega a 100% 

capacidade de campo (CO), rega a 100% capacidade de campo com bioestimulante (CB), rega 

a 50% da capacidade de campo (SO) e rega a 50% capacidade de campo com bioestimulante 

(SB). Valores representam média ± desvio padrão (n=5-8). 
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4.6. Antioxidantes não enzimáticos 

Em relação às defesas antioxidantes da oliveira (Figura 9), tanto na variedade 

Arbequina como na Galega, foi verificada uma interação entre o fator rega e o fator 

bioestimulante (Figuras 9A e B). Em relação à variedade Arbequina, as plantas tratadas 

com bioestimulante em rega deficitária (SB) evidenciaram-se com o maior conteúdo 

(P<0,05) em fenóis totais. Na variedade Galega, foram também as plantas tratadas com 

bioestimulantes, mas em regime de rega normal (CB), que apresentaram o nível de 

fenóis totais mais elevado (P<0,05).  

Na análise dos flavonoides totais, na variedade Arbequina, foi verificado um 

efeito tanto do fator rega como do fator bioestimulante (Figura 9C). A rega deficitária 

diminuiu o nível destes antioxidantes, mas a aplicação de bioestimulante favoreceu a 

sua acumulação. Para a variedade Galega foi apenas verificado um efeito da rega, onde 

as plantas em rega deficitária mostraram um nível de flavonoides inferior ao das bem 

regadas (Figura 9D). 

Na quantidade de ortodifenóis, apenas foi verificada uma interação para a 

variedade Galega. As plantas tratadas com bioestimulantes e expostas a rega deficitária 

(SB) obtiveram o nível de ortodifenóis mais baixo (P<0,05) (Figura 9F). Na variedade 

Arbequina verificou-se apenas um efeito do fator rega, sendo que a quantidade de 

ortodifenóis aumentou com a aplicação da rega deficitária (Figura 8 E). 

Relativamente à capacidade antioxidante total (ABTS), foi verificada uma 

interação entre os dois fatores na variedade Arbequina. As plantas tratadas com 

bioestimulante e expostas a rega deficitária (SB) apresentaram a menor (P<0,05) 

capacidade antioxidante total, seguida das do grupo SO. As plantas do grupo bem 

regado, CO e CB, obtiveram uma capacidade antioxidante total semelhante (Figura 9G). 

Para a variedade Galega foi verificada um efeito do fator rega e do fator bioestimulante 

separadamente (Figura 9H). As plantas bem regadas apresentaram maior capacidade 

antioxidante total, mas o bioestimulante promoveu esta capacidade. 
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Fig.9. Conteúdo de fenóis totais (A e B), flavonóides totais (C e D), ortodifenóis (E e F) e ABTS 

(G e H) para as variedades de oliveira Arbequina e Galega relativamente aos tratamentos de 

rega a 100% capacidade de campo (CO), rega a 100% capacidade de campo com bioestimulante 

(CB), rega a 50% da capacidade de campo (SO) e rega a 50% capacidade de campo com 

bioestimulante (SB). Valores representam média ± desvio padrão (n=6-8). 

 

4.7. Atividade das enzimas antioxidantes 

No que diz respeito à parte antioxidante enzimática da oliveira (Figura 10), em 

relação à enzima CAT, foi verificada uma interação entre os dois fatores para ambas as 

variedades (Figuras 10A e B). No caso da variedade Arbequina, o grupo de plantas bem 

regado (CO) foi onde se verificou a atividade mais baixa (P<0,05), os outros 3 grupos 

apresentaram atividades semelhantes (P>0,05) (Figura 10A). Na variedade Galega, foi 

no grupo SB, plantas tratadas com bioestimulante e em rega deficitária, onde se obteve 

a menor (P<0,05) atividade da CAT, seguido do grupo SO (Figura 10B). 

Em relação à SOD, não foram verificadas quaisquer diferenças significativas 

para a variedade Galega (Figura 10D). Na variedade Arbequina foi verificada uma 

interação entre os dois fatores em estudo, sendo que se verificou que as plantas do 

grupo de rega deficitária (SO) apresentavam a atividade mais elevada (P<0,05) da SOD, 

seguido das plantas do mesmo grupo, mas com aplicação de bioestimulante (SB) 

(Figura 10C). 

Relativamente à atividade da GPOX, na variedade Arbequina verificou-se um 

efeito do fator rega e do fator bioestimulante (Figura 10E). A aplicação da rega deficitária 

diminuiu a atividade da GPOX, e o bioestimulante reduziu essa atividade. Na variedade 

Galega observou-se uma interação entre os dois fatores, rega e bioestimulante, sendo 

que as plantas em rega deficitária do grupo SO apresentaram a atividade mais elevada 

(P<0,05) desta enzima (Figura 10F).  

Quanto à atividade da APX, apenas na variedade Galega se observaram 

diferenças significativas (Figuras 10G e H), uma interação entre os dois fatores. As 

plantas tratadas com bioestimulante em rega deficitária (SB) apresentaram a atividade 

mais elevada desta enzima (P<0,05). 
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Fig.10. Atividade enzimática da catalase (CAT) (A e B), superóxido dismutase (SOD) (C e D), 

peroxidase do guaiacol (GPOX) (E e F) e peroxidase do ascorbato (APX) (G e H) para as 

variedades de oliveira Arbequina e Galega relativamente aos tratamentos de rega a 100% 

capacidade de campo (CO), rega a 100% capacidade de campo com bioestimulante (CB), rega 

a 50% da capacidade de campo (SO) e rega a 50% capacidade de campo com bioestimulante 

(SB). Valores representam média ± desvio padrão (n=3-8). 

 

4.8. Conteúdo total em proteínas 

Quanto ao conteúdo de proteínas totais, foi verificado uma interação entre os 

dois fatores analisados para ambas as variedades (Figuras 11A e B). Relativamente à 

variedade Arbequina, verificou-se que as plantas do grupo SO em rega deficitária 

apresentavam um nível de proteínas semelhante (P>0,05) a SB, mas inferior (P<0,05) 

às bem regadas com e sem bioestimulante, grupos CO e CB (Figura 11A). Já na 

variedade Galega foi verificado que as plantas em rega deficitária, SO, apresentavam 

um conteúdo em proteínas mais baixo (P<0,05) (Figura 11B).  

 

 

 

Fig.11. Conteúdo em proteínas (A e B) para as variedades de oliveira Arbequina e Galega 

relativamente aos tratamentos de rega a 100% capacidade de campo (CO), rega a 100% 

capacidade de campo com bioestimulante (CB), rega a 50% da capacidade de campo (SO) e 

rega a 50% capacidade de campo com bioestimulante (SB). Valores representam média ± desvio 

padrão (n=4-7). 
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5. Discussão 

5.1. Respostas fisiológica e antioxidante da oliveira ao 

tratamento de bioestimulante em condições de rega normal - 

100% de capacidade de campo  

Os bioestimulantes tem vindo a ser descritos como compostos que melhoram o 

desempenho fisiológico de muitas hortícolas e frutícolas (Shuckla et al. 2019). Neste 

trabalho, verificou-se que a aplicação de um bioestimulante à base de A. nodosum, em 

condições de rega normal, não alterou o estado hídrico nem promoveu a fotossíntese 

das oliveiras das duas variedades. Num trabalho realizado por Almadi et al. (2020), em 

oliveiras da variedade Leccino, a aplicação de um bioestimulante à base de A. nodosum 

melhorou a taxa de assimilação de CO2 e aumentou a condutância estomática. Já em 

tomateiro, Yao et al. (2020) demonstraram que, para além da melhoria da taxa 

fotossintética e da condutância estomática, também o nível de pigmentos fotossintéticos 

aumentou, após o tratamento com um bioestimulante à base da mesma alga. 

O parâmetro EUA é considerado muito importante, pois dá indicação da 

quantidade de água que se perde na transpiração em relação a uma determinada 

quantidade de matéria seca (Pereira-Netto et al., 2012). O bioestimulante parece 

favorecer o EUA em condições de rega ótima. Em alguns trabalhos onde foi usado um 

bioestimulante à base de ácido fúlvico, verificou-se que este diminuía a perda de água 

em várias espécies (ex: trigo), devido à redução da condutância estomática, o que se 

traduziu numa melhoria do EUA (Nardi et al., 2002), aspeto cada vez mais relevante 

para a gestão de água na produção agrícola. 

A eficiência máxima do PSII, Fv/Fm, também não parece ser influenciada pelo 

bioestimulante. No entanto, num estudo realizado por Chrysargyris et al. (2018), foi 

verificado que a aplicação foliar de um bioestimulante, também à base de A. nodosum, 

aumentava o Fv/Fm em alface, o que aponta para a necessidade de estudar a influência 

deste bioestimulante em função do genótipo/espécie, e/ou condições ambientais, cuja 

interação é ainda desconhecida. 

Em linha com a resposta da fotossíntese, também os níveis de carbohidratos 

(AST e amido) foram sensíveis ao tratamento com bioestimulante. Contudo, em feijoeiro, 

Kocira et al. (2020) verificou uma diminuição da acumulação de amido após aplicação 

de um bioestimulante à base de Ecklonia maxima, uma alga originária da África do Sul. 

Num estudo levado a cabo por Yao et al. (2020) em tomateiro, este observou que a 
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aplicação de o bioestimulante, também à base de uma alga, Sargassum horneri, reduzia 

a produção de AST, em condições de rega normal.  

Os vários constituintes dos bioestimulantes, como por exemplo os aminoácidos, 

tem um papel muito importante no armazenamento e transporte do azoto nas plantas 

(Calvo et al., 2014). Arafa et al. (2012), Farouk (2015), Mystkowska (2018) e 

Mystkowska et al. (2018), reportaram um aumento do nível de proteínas em plantas 

tratadas com bioestimulantes. Em oliveira foram obtidos resultados diferentes. Na 

variedade Galega, o bioestimulante não afetou o conteúdo de proteínas, mas na 

variedade Arbequina este composto baixou os seus níveis indicando uma repressão da 

sua produção ou aumento da sua degradação. No caso do aminoácido prolina, 

frequentemente associado a condições de stresse e sobretudo a seca, este 

bioestimulante não parece afetar o seu nível. Contudo, Kocira et al. (2020) relataram um 

decréscimo na acumulação deste aminoácido em feijoeiro tratado com o bioestimulante 

à base de E. maxima. 

Mesmo em condições ótimas de crescimento, a produção de ROS nas plantas 

constitui um fenómeno natural do metabolismo celular. Neste trabalho, o bioestimulante 

não aumentou nem a produção de H2O2 nem a peroxidação lipídica. Resultados 

semelhantes foram obtidos por Islam et al. (2021), em que este verificou que a aplicação 

do bioestimulante cúprico-clorofilino à base de plantas, em Arabidopsis thaliana, 

também não alterou os níveis de H2O2. Turan et al. (2021) observou que a aplicação de 

um bioestimulante à base de microorganismos (bactérias) em tomateiro tinha efeitos 

antioxidantes, reduzindo os níveis de peroxidação lipídica.  

 Para além das vantagens da aplicação de bioestimulantes no aumento do 

crescimento e produção de muitas culturas, os bioestimulantes também estão descritos 

como agentes que estimulam a atividade antioxidante das plantas (Shuckla et al., 2019). 

Neste trabalho em oliveira, a variedade Galega parece mais responsiva ao 

bioestimulante aumentando os níveis de fenóis totais. Resultados similares foram 

descritos por Kocira et al. (2020) em tomateiros tratados com um bioestimulante à base 

da alga E. maxima. O mesmo autor também verificou que os níveis de flavonoides totais 

não respondem à aplicação de bioestimulante, mas a atividade total antioxidante (ABTS) 

foi estimulada. Em relação aos antioxidantes enzimáticos, a variedade Arbequina foi 

mais responsiva ao bioestimulante, promovendo a atividade da enzima CAT. Resultados 

diferentes foram descritos por Murtic et al. (2019) e Turan et al. (2021), em tomateiros 

tratados com vários tipos de bioestimulantes à base de A. nodosum e com 

microorganismos, onde a atividade da CAT não foi afetada ou diminui, respetivamente. 

Na oliveira, o bioestimulante não alterou a resposta das outras enzimas antioxidantes. 
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Resultados similares foram descritos por Murtic et al. (2019), em tomateiro, para a 

enzima SOD e GPOX, mas Turan et al. (2021), na mesma espécie, já registou uma 

diminuição da atividade destas enzimas depois da aplicação de A. nodosum. Em relação 

à enzima APX, Murtic et al. (2019) observou uma diminuição da sua atividade no 

tomateiro tratado com o mesmo bioestimulante, mas Akhtar et al. (2020), em milho, não 

obteve alterações na atividade da desta enzima.  

 

5.2 Respostas fisiológica e antioxidante da oliveira ao 

tratamento de bioestimulante em condições de rega deficitária - 

50% de capacidade de campo  

Neste trabalho, verificou-se que a aplicação de bioestimulante em condições de 

rega deficitária, não alterou o estado hídrico das oliveiras. Contudo, em termos de 

resposta à rega deficitária, as duas variedades responderam de forma diferente. A 

variedade Arbequina parece ser mais tolerante, uma vez que a rega deficitária não 

afetou o estado hídrico da planta. Já as plantas da variedade Galega, expostas ao défice 

hídrico, sofreram uma perda de água, pois apresentaram um TRA inferior ao das plantas 

bem regadas. A oliveira é reconhecida por ser uma espécie bem adaptada a condições 

de seca (Fernández, 2014). Esta espécie desenvolveu vários mecanismos responsáveis 

por esta tolerância, nomeadamente uma elevada capacidade de controlo da abertura 

estomática e acumulação de solutos compatíveis (ex: polióis, açúcares e aminoácidos, 

tal como a prolina) (Fernández, 2014; Silva et al., 2018; Brito et al., 2019). Num trabalho 

realizado por Dias et al. (2018), em várias variedades de oliveira, a crescer em vaso e 

sem serem regadas durante 20 dias, as oliveiras da variedade Cobraçosa conseguiram 

manter o TRA, mas nas variedades Cordovil de Serpa e de Castelo Branco houve 

diminuição da disponibilidade de água. Também num trabalho de Santaniello et al. 

(2017), em oliveiras da variedade Arbequina expostas a stresse salino e tratadas com 

bioestimulante à base de A. nodosum, este também não afetou o TRA. 

A aplicação de bioestimulante não afetou a taxa de transpiração, parâmetro 

relacionado com a abertura estomática, mas a rega deficitária induziu uma redução da 

abertura estomática. Esta resposta (diminuição da abertura estomática) foi eficaz na 

variedade Arbequina, prevenindo a perda de água (manteve o TRA). No entanto, na 

variedade Galega, não foi suficiente, uma vez que a disponibilidade de água baixou. 

Noutros trabalhos, onde foram aplicados tratamentos de rega deficitária com 

capacidade de campo inferior a 50% (Bacelar et al., 2006; Silva et al., 2018), as oliveiras 

não conseguiram manter o estado hídrico, reduzindo assim o TRA das folhas. Num 
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trabalho de Buono et al. (2021), verificou-se ainda que em oliveiras da variedade 

Arbequina expostas a stresse salino, a taxa de transpiração diminuiu em resposta a um 

bioestimulante à base A. nodosum. 

A acumulação de hidratos de carbono em resposta à seca pode contribuir para 

a osmorregulação dos tecidos, protegendo as estruturas celulares da desidratação 

(Azoulay-Shemer et al., 2016). Araújo et al. (2019), observou um aumento dos AST em 

oliveiras da variedade Arbequina expostas a défice hídrico durante um mês, mas esta 

resposta não foi suficiente para manter a hidratação das folhas de oliveira. Tal não se 

verificou no presente trabalho na variedade Galega, onde se observou uma diminuição 

dos níveis de AST e TRA. O bioestimulante não afetou os níveis de AST em condições 

de rega deficitária nas duas variedades de oliveira. Num trabalho desenvolvido por 

Moolphuerk and Pattanagul (2020) com plantas de arroz tratadas com um 

bioestimulante à base de quitosano, e em condições de rega deficitária, também não se 

observou alteração dos níveis de AST. Noutro trabalho desenvolvido por El-Mageed et 

al. (2017), mas em plantas de abóbora, aplicando um bioestimulante à base de extratos 

de Moringa oleífera, na estação do ano mais seca, aumentou o conteúdo em AST.  

A prolina é igualmente considerada um importante osmoprotetor das células, 

sendo que em oliveira o aumento da sua concentração foi relacionado com um 

ajustamento osmótico para manter a turgescência celular (Bacelar et al., 2006; Silva et 

al., 2018), sendo a sua concentração elevada um indicador de stresse abiótico. Neste 

trabalho, o défice hídrico aumentou a disponibilidade deste aminoácido em ambas as 

variedades, contudo, apenas na variedade Arbequina, a hidratação celular (TRA) foi 

mantida. O bioestimulante diminuiu a acumulação deste aminoácido nas duas 

variedades, sugerindo uma menor situação de stresse nestas plantas (SB). Resultados 

semelhantes foram descritos por Campobenedetto et al. (2021). Estes autores 

verificaram que em plantas de tomateiro expostas a défice hídrico, a aplicação do 

bioestimulante à base de A. nodosum e de Laminaria digitata, os níveis de prolina 

desciam para valores próximos do grupo controlo.  

A rega deficitária durante 69 dias apesar de só ter alterado o estado hídrico da 

variedade Galega, não afetou a eficiência máxima do fotossistema II (Fv/Fm) desta 

variedade, mas diminuiu na variedade Arbequina. Contudo, os valores obtidos 

encontram-se dentro do intervalo 0,75 e 0,80 que indica que as plantas estão saudáveis 

(Dias et al., 2018a). Noutras variedades de oliveira a aplicação de seca e outros stresses 

abióticos manteve ou reduziu o valor de Fv/Fm, mas os valores obtidos também 

estiveram dentro do intervalo 0,75-0,80 (Dias et al., 2018; Silva et al., 2018). A aplicação 

de bioestimulante nas duas variedades de oliveira parece não afetar este parâmetro. 
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Resultados semelhantes foram descritos por Santaniello et al. (2017) mas em plantas 

de A. thaliana expostas a condições de défice hídrico e tratadas com A. nodosum.  

Ao contrário do verificado para o Fv/Fm, o défice hídrico afetou a taxa de 

assimilação de CO2 nas duas variedades. Contudo, o tratamento com bioestimulante 

em condições de rega deficitária (SB) melhorou esta resposta apenas na variedade 

Galega. Estes resultados estão em linha com os trabalhos realizados em outras 

espécies (ex: morango, tomate e milho), onde se demonstrou que a aplicação de 

bioestimulantes à base de A. nodosum melhorou a resposta aos stresses abióticos 

nestes parâmetros (Bulgari et al., 2019; Shuckla et al. 2019; Kerchev et al., 2020). A 

descida da taxa de assimilação de CO2 nas duas variedades de oliveira pode estar 

associada com efeitos estomáticos (diminuição da disponibilidade de CO2 nos espaços 

intercelulares), diminuição da disponibilidade de NADPH ou ATP, ou efeitos bioquímicos 

(Ying et al., 2020). A diminuição da abertura estomática, para prevenir a perda de água, 

é uma das primeiras linhas de defesa das plantas ao défice hídrico (Dias et al., 2014). 

As duas variedades de oliveira, responderam ao défice hídrico, diminuindo a 

abertura estomática, mas esta resposta não diminuiu a entrada de CO2 nas folhas pois 

o Ci (disponibilidade de CO2 nos espaços intercelulares) manteve-se elevado (acima 

dos tratamentos bem regados). Para além disso, o tratamento de rega deficitária sem 

bioestimulante (SO) apresentou um Ci superior ao do mesmo tratamento com 

bioestimulante (SB). Isto sugere que o bioestimulante (SB) pode estimular mais a 

fixação de CO2, provavelmente para a realização da fotossíntese. Esta hipótese, pode 

ser em parte corroborada para a variedade Galega pelo facto da taxa de assimilação de 

CO2 ser superior no tratamento SB, quando comparado com o SO.  

Os níveis elevados de Ci nas duas variedades de oliveira associados a uma taxa 

de assimilação de CO2 mais reduzida no tratamento de rega deficitária, pode sugerir que 

limitações bioquímicas possam estar a ocorrer. Estas limitações podem ocorrer devido 

a uma inibição da atividade de enzimas do ciclo de Calvin, como por exemplo a 

Ribulose-1,5-bifosfatase carboxilase/oxigenase (RuBisCO), ou a redução da 

regeneração do substrato da RuBisCO (Dias et al. 2018b; Brito et al., 2019). Também 

num trabalho de Buono et al. (2021) este verificou que a taxa de assimilação de CO2 e 

o Ci em oliveiras da variedade Arbequina, expostas a stresse salino e tratadas com o 

bioestimulante à base de A. nodosum, se mantinham em níveis semelhantes aos do 

controlo. 

A importância do parâmetro de eficiência do uso da água (EUA) prende-se com 

o facto de este ser um indicador da capacidade que as espécies têm para se estabelecer 

em áreas com limitações hídricas (Ferreira et al., 2012). Neste trabalho, em ambas as 
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variedades, a rega deficitária diminuiu o EUA, mas o bioestimulante aumentou este 

parâmetro. Estes dados sugerem que aplicação deste bioestimulante pode ajudar a 

reduzir a quantidade de água transpirada, o que pode levar a uma menor necessidade 

de água de rega. Num trabalho desenvolvido por Santaniello et al. (2017), foi verificado 

que em plantas de A. thaliana, expostas a défice hídrico e tratadas com um 

bioestimulante à base de A. nodosum, o EUA melhorava, cimentando os resultados 

obtidos neste trabalho em oliveiras. 

O amido é um polissacarídeo de reserva, e foi demonstrado em algumas 

espécies, como por exemplo na oliveira (Araújo et al., 2019), que a seca aumenta o nível 

deste açúcar. Esse aumento pode estar relacionado com a regulação da abertura 

estomática (manter os estomas mais fechados) ou com uma repressão da sua 

mobilização para outras células não fotossintéticas da planta (Bacelar et al., 2006). 

Neste trabalho, ambas as variedades de oliveira, apresentaram uma diminuição dos 

níveis de amido em resposta ao défice hídrico, mas o bioestimulante na variedade 

Galega (SB) aliviou essa redução. Uma maior mobilização de amido em condições de 

défice hídrico pode representar maiores necessidades energéticas para a manutenção 

celular ou mesmo para a reparação ou ajuda no combate ao stresse. Num trabalho 

realizado por Moolphuerk and Pattanagul (2020), foi verificado também que o nível de 

amido, em plantas de arroz, diminuía em resposta ao tratamento com bioestimulante à 

base de quitosano e exposição a défice hídrico. 

De um modo geral, a seca influencia os níveis de proteína nas plantas, levando 

a uma diminuição do seu conteúdo (Schulze et al., 2021). Na variedade Galega, a 

aplicação de bioestimulante teve um papel positivo em condições de rega deficitária 

(SB), pois este ajudou a manter um nível de proteínas semelhante ao do controlo (CO 

e CB). Na variedade Arbequina, este efeito já não é tão acentuado, sendo que as plantas 

do grupo SB e CB apresentaram níveis semelhantes de proteínas, mas inferiores ao 

CO. Num trabalho efetuado por Mutlu-Durak and Kutman (2021), estes verificaram que 

em plantas de milho expostas a stresse salino e tratadas com um bioestimulante à base 

de extrato de salgueiro a quantidade de proteínas também aumentava.  

A aplicação da rega deficitária induziu a produção de ROS, nomeadamente 

aumento de H2O2, na variedade Galega. Na variedade Arbequina o tratamento com 

bioestimulante ajudou a diminuir a produção destes ROS. O défice hídrico pode elevar 

a produção de ROS levando assim a stresse oxidativo e danos nas membranas 

celulares. (Ying et al., 2020). Contudo, neste trabalho, na variedade Galega, apesar do 

aumento dos níveis de H2O2 nas plantas em rega deficitária não se verificou um aumento 

da peroxidação lipídica. Já na variedade Arbequina, o bioestimulante parece ter uma 
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ação efetiva na redução da peroxidação lipídica. Por exemplo, a aplicação de 

bioestimulante em rega deficitária (SB) levou a uma menor produção de H2O2 e MDA 

em comparação com as plantas sem bioestimulante nas mesmas condições (SO). 

Resultados semelhantes foram descritos por Buono et al. (2021) em oliveiras da 

variedade Arbequina expostas a stresse salino e tratadas com um bioestimulante à base 

de A. nodosum. 

Para minimizar os danos induzidos pelo stresse oxidativo, as plantas 

desenvolveram um sistema antioxidante muito eficiente constituído por antioxidantes 

não enzimáticos (ex: flavonoides, glutationa e ascorbato) e enzimas antioxidantes (ex: 

SOD, CAT, GPOX e APX) (Dias et al., 2020). Na variedade Galega, em condições de 

défice hídrico, apesar de haver maior produção de H2O2, os níveis de MDA mantiveram-

se semelhantes para as plantas bem regadas. Este perfil, pode estar relacionado com 

a ativação do sistema de defesa enzimático. Nas plantas do grupo SO a enzima GPOX 

pode ter um papel mais relevante para o controlo do stresse oxidativo, enquanto nas 

plantas do grupo SB já parece ser outra enzima, neste caso a APX. Esta última enzima 

parece ser estimulada pela aplicação do bioestimulante. Num trabalho realizado por 

Buono et al. (2021), onde também foi verificada a atividade das 4 enzimas estudadas 

neste trabalho, em oliveiras da variedade Arbequina expostas a stresse salino, foi 

verificado que todas as enzimas aumentaram a sua atividade em resposta ao 

bioestimulante (A. nodosum) para valores iguais aos do grupo controlo. Ao contrário dos 

resultados observados nem todas as enzimas testadas aumentaram a sua atividade em 

condições de stresse, sendo que algumas até diminuíram a sua atividade com a 

aplicação do bioestimulante. 

 Já na variedade Arbequina, em condições de défice hídrico, o bioestimulante 

parece ser mais benéfico na redução do stresse oxidativo devido a uma ativação da 

produção de fenóis totais (polifenóis) e não tanto à ação das enzimas antioxidantes. As 

folhas de oliveira são muito ricas nestes compostos antioxidantes (ex: flavonóides, 

secoiridóides e ácido hidroxicinâmicos) (Dias et al., 2020). Dentro do grupo dos 

polifenóis, os ortodifenóis como o hidroxitirosol, oleuropeína e verbascosído são 

descritos como sendo dos mais importantes antioxidantes nesta espécie com elevada 

capacidade de neutralização de ROS (Soufi et al., 2014). Contudo, na Arbequina, 

apenas se observou o efeito da rega no aumento da acumulação de ortodifenóis. 

Também na rega deficitária, nesta variedade, aumentou a atividade da SOD 

(particularmente no tratamento SO), possivelmente para aumentar a destoxificação do 

O2
.- e produção de H2O2. Contudo, nestas plantas em rega deficitária, sem aplicação de 

bioestimulante foi onde se observou a maior peroxidação lipídica. Num trabalho 
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realizado por Hidalgo-Santiago et al. (2021), foi verificado que em alfaces expostas a 

défice hídrico e tratadas com um bioestimulante à base de silício, a concentração de 

compostos fenólicos e de flavonóides totais diminuía. 

 

6. Conclusões e Perspetivas Futuras 

A aplicação de bioestimulante nas duas variedades de oliveira, em condições de 

rega normal (100% da capacidade de campo), parece não alterar o estado hídrico das 

plantas, a taxa fotossintética nem a eficiência máxima do PSII. Contudo, o 

bioestimulante parece ter um efeito positivo na promoção da EUA. Para além disso, a 

aplicação de bioestimulante na variedade Arbequina ajudou a reduzir a produção de 

H2O2, estimulou a atividade da enzima CAT e a produção de amido. Já na variedade 

Galega, o bioestimulante atuou ao nível dos antioxidantes não enzimáticos, estimulando 

a produção de fenóis totais e a acumulação de AST. Já em condições de rega deficitária 

(50% da capacidade de campo), a aplicação de bioestimulante não afetou o estado 

hídrico das oliveiras. A rega deficitária na variedade Galega reduziu o TRA, mas a 

Arbequina parece ser mais eficiente nos mecanismos de controlo da perda de água 

mantendo o TRA. Em termos de performance fisiológica, o bioestimulante parece ter um 

papel importante no aumento da EUA, mas é na variedade Galega que se destaca mais 

o aumento da taxa de assimilação de CO2. Já na resposta oxidativa e antioxidante, estas 

variedades apresentam estratégias de resposta diferentes. A variedade Galega parece 

ser mais tolerante em termos oxidativos, e a aplicação do bioestimulante aumentou tanto 

a atividade do sistema de defesa enzimático (APX) como a produção de proteínas e 

acumulação de amido. Já na variedade Arbequina, o bioestimulante teve um papel mais 

relevante, melhorando o controlo dos danos oxidativos e aumento de ROS, e ativando 

a produção de antioxidantes não enzimáticos (fenóis totais). Estes resultados sugerem 

que a aplicação de bioestimulantes em condições de défice hídrico podem melhorar a 

performance fisiológica das oliveiras e ajudar a responder mais eficientemente a 

episódios de stresse abiótico.  

Este trabalho abre assim algumas perspetivas futuras em relação ao uso de 

bioestimulantes na agricultura para melhorar a performance das plantas sendo que se 

pode estudar melhor os seus princípios ativos e o seu modo de ação. A análise dos 

efeitos sinergéticos que eventualmente possam ocorrer na ação antiseca de modo a 

poder ser aplicado numa altura mais propícia à sua ação. Também é importante avaliar 

em ensaios de campo a ação deste bioestimulante, pois dará ideia das condições reais 

de resistência ao stresse hídrico, bem como a reação a outros agentes abióticos e 
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também bióticos, nomeadamente os agentes patogénicos. Para se perceber melhor o 

efeito e o modo de ação dos bioestimulantes nas plantas, análises de transcriptómica e 

metabolómica em resposta ao défice hídrico devem também de ser conduzidos.  
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