Universidade de Evora - Escola de Ciéncias e Tecnologia

Mestrado em Engenharia Agronémica

Dissertacao

Relacao da antracnose da oliveira (” Colletotrichum”spp.)
com as carateristicas do azeite.

Tiago Alexandre Palma Silva

Orientador(es) | Maria do Rosario Félix

Justino Antdnio Ventura Sobreiro

Evora 2025




Universidade de Evora - Escola de Ciéncias e Tecnologia

Mestrado em Engenharia Agronémica

Dissertacao

Relacao da antracnose da oliveira (” Colletotrichum”spp.)
com as carateristicas do azeite.

Tiago Alexandre Palma Silva

Orientador(es) | Maria do Rosério Félix

Justino Antdnio Ventura Sobreiro

Evora 2025




LERSI

A dissertacdo foi objeto de apreciacdo e discussdo publica pelo seguinte jiri nomeado pelo Diretor
da Escola de Ciéncias e Tecnologia:

Presidente | Vasco Fitas da Cruz (Universidade de Evora)

Vogais | Justino Anténio Ventura Sobreiro (Instituto Politécnico de Beja) (Orientador)
Raquel Marta Garcia (Universidade de Evora) (Arguente)

Evora 2025




Agradecimentos

Comego por deixar uma palavra de profundo agradecimento aos meus
orientadores, professor Justino Anténio Ventura Sobreiro e a professora Maria Rosario
Félix pelo apoio constante, pela disponibilidade demonstrada e pelo valioso
conhecimento que me transmitiram ao longo da realizacdo desta dissertagdo. A vossa
orientacdo foi essencial para o meu desenvolvimento académico e para a concretizacao
deste trabalho.

Aos meus pais, deixo o meu maior reconhecimento e gratiddo, pelo apoio
incondicional, pela compreensdo nos momentos mais exigentes e pela motivagao
constante que sempre me transmitiram. Este percurso s6 foi possivel gragas a vossa forca
e dedicacao.

Aos meus amigos, agradego pela amizade, pelo incentivo e pela presenca em todos
0os momentos, tornando esta etapa mais leve e enriquecedora.

Por fim, a todos aqueles que, de alguma forma, contribuiram para a realizagdo

desta dissertagdo, deixo o meu sincero agradecimento.

i



Resumo

A antracnose da oliveira (Colletotrichum spp.) ¢ uma das principais doengas que
afetam a olivicultura mediterranica, provocando perdas significativas de producgdo e
comprometendo a qualidade do azeite. Este estudo teve como objetivo avaliar o impacto
da doenca nas caracteristicas fisico-quimicas do azeite e identificar os fatores ambientais
e agrondmicos que favorecem a sua ocorréncia. O trabalho foi realizado em pomares da
variedade Arbequina na regido do Alentejo, através de amostragens sequenciais de frutos
durante a campanha de 2024. Foram analisados pardmetros como teor de agua,
rendimento em oleo e acidez, relacionando-os com a incidéncia de antracnose, a presenca
da mosca-da-azeitona e as condi¢des meteoroldgicas. Os resultados evidenciam uma
correlagdo positiva entre a severidade da doenga € o aumento da acidez do azeite, bem
como a influéncia de periodos humidos e temperaturas moderadas na intensificagdo das

infecgoes.

Palavras-Chave: Fitotecnia; Gafa; Olival: Azeitona; Colheita

i1



Relationship between olive anthracnose (Colletotrichum spp.) and olive oil
composition

Abstract

Olive anthracnose (Colletotrichum spp.) is one of the most damaging diseases in
Mediterranean olive cultivation, significantly reducing yield and olive oil quality. This
study aimed to evaluate the impact of anthracnose on olive oil physicochemical properties
and identify the environmental and agronomic factors promoting its incidence. Field trials
were conducted in Arbequina olive orchards in the Alentejo region, with sequential fruit
sampling during the 2024 season. Parameters such as moisture content, oil yield, and
acidity were analyzed in relation to anthracnose incidence, olive fruit fly damage, and
climatic conditions. Results revealed a positive correlation between disease severity and
increased oil acidity, highlighting the role of humid periods and moderate temperatures

in disease progression.

Keywords: Crop Science; Olive mill; Olive grove; Olive; Harvest.
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1. Introducao



A oliveira (Olea europaea L.) ¢ uma das espécies cultivadas mais antigas do mundo.
Ao longo do tempo, espalhou-se por diferentes regides e tornou-se uma cultura muito
importante na zona do Mediterraneo. Nesta regido, a oliveira tem grande valor economico,
social e cultural, sendo parte essencial da paisagem e das tradigdes locais (Moral et al., 2014).

Quanto a sua origem, acredita-se que a espécie tenha surgido originalmente na Asia,
tendo se expandido posteriormente rumo ao oeste, acompanhando o contorno das margens
do Mar Mediterraneo (Diego et al., 2017; Rugini et al., 2005).

Existem fatores bidticos e abidticos que afetam as culturas, o pomar de oliveiras nao
¢ excecdo e a sua produtividade pode ser fortemente comprometida por estes aspetos.

Uma das principais doencas que afeta ndo s6 o olival em si, mas também tem um
impacto direto na qualidade do azeite ¢ a antracnose, mais conhecida por gafa. Esta doenga
tem grande dispersdo geografica, afetando praticamente todos os olivais a nivel mundial (F.
Peres et al., 2021).

A antracnose da oliveira (Olea europaea L.) ¢ uma doenca relevante no
Mediterraneo, especialmente em Portugal. Os sintomas aparecem principalmente nos frutos
maduros no outono hiimido, com lesdes escuras e afundadas que liberam massas de esporos
alaranjados; folhas e ramos raramente sao afetados (Talhinhas et al., 2005).

A presenga da doenga nos frutos compromete parametros fisico-quimicos e
sensoriais essenciais, como a acidez, a estabilidade oxidativa, o aroma e o sabor, podendo
levar a desvalorizacao comercial do azeite (Peres et al., 2021). Compreender esses efeitos
permite implementar praticas agrondmicas e tecnologicas mais eficazes, contribuindo para
a preservacdo da qualidade do produto final, a redugdo de perdas econdmicas e a
sustentabilidade da cadeia produtiva. Além disso, o estudo oferece um contributo relevante
para o avango do conhecimento cientifico, ao aprofundar a relacdo entre fitopatologia e
qualidade do azeite, area ainda pouco explorada.

No caso das doengas, as alteracdes climaticas sao também um fator adicional a ter
em atenc¢do, assim como fatores antropogénicos, caso da resisténcia aos fungicidas e a
apeténcia dos consumidores para produtos de baixo nivel de residuos, nos alimentos.

Com este trabalho procura-se responder a estes desafios percebendo a relacao da
doenga com as carateristicas do azeite produzido. A influéncia do clima na incidéncia da
doenca e eventualmente, estabelecer condi¢des de decisdo, para otimizar a data de colheita,

tendo por base a incidéncia da antracnose nos frutos.



O estudo tem como principal objetivo analisar quais os fatores que promovem a gafa
e sua influéncia nas caracteristicas de qualidade do azeite. Desta forma, através da recolha
faseada de frutos, serd possivel avaliar a influéncia da colheita precoce ou tardia nas
caracteristicas das azeitonas e nos azeites produzidos, fornecendo informagdes essenciais
para a tomada de decisdo quanto a data de colheita e contribuindo para o desenvolvimento
de estratégias de manejo que minimizem os impactos da gafa na olivicultura.

O presente trabalho tem como proposito investigar a influéncia da antracnose, uma
das principais doencgas fungicas que afeta a cultura da oliveira, na qualidade final do azeite
produzido. Considerando o impacto crescente das doengas fitossanitarias na producao
agricola e, em particular, na olivicultura, esta dissertacao visa compreender de que forma a
infecdo por Colletotrichum spp. altera parametros fisico-quimicos e sensoriais do azeite,

contribuindo para a reducao do seu valor comercial e nutricional.



2. Estado da arte



2.1. A oliveira

A oliveira (Olea europaea L.) ¢ uma das plantas cultivadas ha mais tempo pela
humanidade. Com o passar dos séculos, expandiu-se por varios paises € ganhou destaque no
Mediterraneo, onde ¢ uma cultura essencial. Além de ter importancia econdmica, faz parte
da histdria, da cultura e da paisagem tipica desta regido. Essa espécie pertence a familia
Oleaceae, que inclui aproximadamente 600 outras espécies, com as quais partilha
caracteristicas botanicas comuns (Moral et al., 2014). Quanto a sua origem, acredita-se que
a espécie tenha surgido originalmente na Asia menor, tendo se expandido posteriormente
rumo ao oeste, acompanhando o contorno das margens do Mar Mediterraneo (Diego et al.,
2017; Rugini et al., 2005).

O zambujeiro, também conhecido como oliveira-brava (Olea europaea subsp.
europaea var. sylvestris), ¢ a forma silvestre mais proxima da oliveira cultivada e ¢
considerado o seu antepassado direto. Estudos histéricos e arqueoldgicos indicam que a
domesticagdo da oliveira teve origem no Médio Oriente, durante a Idade do Bronze, através
da selegdo das plantas de zambujeiro mais produtivas e resistentes. Este processo ocorreu ha
cerca de 6000 a 5500 anos, marcando o inicio da olivicultura (Zohary & Spiegel-Roy, 1975).
Mais tarde, as primeiras variedades de oliveira obtidas foram reproduzidas por propagagao
vegetativa e espalharam-se, de forma gradual, por todo o Mediterraneo. Este processo
comegou com os fenicios e foi depois continuado por outras civilizagdes que contribuiram
para a expansdo do cultivo da oliveira na regido (Rallo et al., 2005). Apesar disso, ndo ¢ de
excluir a ocorréncia de processos de domesticagao secundaria em regides afastadas do Médio
Oriente, como a Espanha ou o Magrebe. Contudo, estas areas sdo geralmente reconhecidas
como centros de diversificagdo genética da oliveira, e ndo como centros de domesticagao.
(Besnard et al., 2013; Moral et al., 2014).

Atualmente a oliveira, ocupa de forma natural, toda a bacia mediterranica, onde
existem 95% dos olivais a nivel mundial (Diego et al., 2017; Moral et al., 2014; Rugini et
al., 2005). No entanto gracas a interven¢do humana esta espécie também ocupa territorios
onde o clima também ¢ mediterrdneo como por o exemplo a Argentina, Australia, Chile e
Africa do sul (Moral et al., 2014).

Estima-se, atualmente existirem cerca de 2.500 variedades de oliveira (Moral et al.,
2014), embora apenas algumas tenham colonizado uma vasta gama de zonas agroclimaticas

(De Caraffa et al., 2002; Moral et al., 2014).



A oliveira ¢ uma das mais importantes produtoras de o6leo vegetal, o azeite foi
reconhecido como um “alimento medicinal” pela Administragdo de Alimentos e
Medicamentos dos Estados Unidos (FDA), gragas ao seu comprovado efeito protetor contra
doengas cardiovasculares. Com essa designagdo, passou a integrar o seleto grupo de

alimentos com propriedades terapéuticas (Moral et al., 2014).

2.2. Antracnose ou gafa da oliveira

A antracnose da oliveira ¢ das doengas que mais afeta a cultura da oliveira tanto na
producdo como na qualidade do azeite ndo s6 em Portugal, como no resto do mundo. Essa
doenga compromete seriamente a qualidade e o rendimento das azeitonas (Peres et al., 2021).

E causada por um complexo de diversas espécies de Colletotrichum spp. Os
patégenos mais comuns em Portugal sdo Colletotrichum nymphaeae L., Colletotrichum
godetiae L, Colletotrichum acutatum L, Colletotrichum gloeosporioides L. A presenca
dessas espécies nos olivais representa um desafio constante para os produtores, exigindo
estratégias eficazes de monitorizagdo e controlo para minimizar os prejuizos na produgio e
na qualidade do azeite (Peres et al., 2021). A gafa da oliveira ¢ causada por fungos de

diversas espécies (Loureiro et al., 2018).

2.3. Etiologia e taxonomia

A antracnose ¢ uma das principais doengas fingicas que afetam a oliveira (Loureiro
et al., 2018; Peres et al., 2021; Talhinhas et al., 2005), foi descrita pela primeira vez em
Portugal por Verissimo de Almeida, sob a designacao de Gloeosporium olivarum (Ameida,
1899). Mais tarde, esta espécie viria a ser reclassificada como Colletotrichum
gloeosporioides por von Arx, em 1957 (von Arx, 1957). Contudo, foi apenas em 1999 que
Martin e Garcia-Figueres identificaram a existéncia de dois agentes causais distintos da
doenca: Colletotrichum acutatum e Colletotrichum gloeosporioides (Loureiro et al., 2018;
Talhinhas et al., 2005).

Dentro do complexo C. acutatum (s.l.), destacam-se seis espécies. C. simmondsii, C.
fioriniae, C. godetiae, C. acutatum (s.s.), C. nymphaeae e C. rhombiforme. Ja no complexo

C. gloeosporioides (s.l.), sdo reconhecidas duas espécies: C. theobromicola e C.



gloeosporioides (s.s.) (Baroncelli et al., 2017; Loureiro et al., 2018; Mosca et al., 2014;
Schena et al., 2014).

Em Portugal, a gafa da oliveira ¢ causada, maioritariamente, por espécies do
complexo C. acutatum (s.l.), responsaveis por cerca de 97% das infe¢des, enquanto o
complexo C. gloeosporioides representa apenas cerca de 3%. Dentro do primeiro grupo, a
espécie C. nymphaeae ¢ largamente dominante, representando 80% dos isolados, seguida
por C. godetiae (12%) e C. acutatum (s.s). (3—4%). Espécies como C. fioriniae tém sido
identificadas pontualmente, em diferentes anos e localizagdes, enquanto C. rhombiforme foi
isolada apenas uma vez, na regido de Tras-os-Montes (Loureiro et al., 2018; Talhinhas et al.,
2005, 2011).

A distribuicdo geografica destas espécies em Portugal revela padrdes distintos. C.
nymphaeae predomina na maioria das regides do pais, com excecdo de Tras-os-Montes, onde
C. godetiae é a espécie mais frequentemente identificada (Loureiro et al., 2018; Talhinhas
et al., 2011). A regido do Algarve destaca-se pela elevada diversidade genética, tendo sido
identificadas quatro espécies diferentes com frequéncias relativamente semelhantes: C.
gloeosporioides, C. nymphaeae, C. godetiae e C. acutatum (s.s.) (Loureiro et al., 2018).

Apesar da estabilidade observada no padrao populacional em Portugal, a nivel da
bacia do Mediterraneo tém sido registadas alteragdes. A espécie C. godetiae, anteriormente
predominante, parece estar a ser gradualmente substituida por C. acutatum (s.s.), fendémeno
jé verificado em paises como Italia, Tunisia e Grécia (Loureiro et al., 2018; Mosca et al.,
2014). No Hemisfério Sul, esta ultima espécie ¢ igualmente predominante, nomeadamente
na Africa do Sul e na Australia. Curiosamente, nesta tltima tem também sido identificado

C. theobromicola como agente associado a gafa da oliveira (Loureiro et al., 2018).

2.4. Ciclo de Vida e Epidemiologia de Colletotrichum spp. na Oliveira

A gafa da oliveira € causada por fungos do género Colletotrichum spp, englobando
diferentes espécies responsaveis por estratégias de colonizacdo que variam desde relagdes
discretas e assintomaticas até comportamentos agressivos e destrutivos (De Silva et al.,
2017; Loureiro et al., 2018; Peres et al., 2005; Perfect et al., 1999). O conhecimento sobre
os principais aspetos do ciclo e da epidemiologia desta doenga remonta a descri¢ao inicial
do agente patogénico por Almeida, em 1899, tendo sido atualizado em diversos estudos

posteriores (Loureiro et al., 2018; Moral et al., 2009, 2014; Talhinhas et al., 2011).



O éxito de Colletotrichum spp. esta associado a sua capacidade de sobrevivéncia e
disseminagdo. Estes fungos persistem na auséncia de frutos maduros sob a forma de conidios
latentes em folhas e ramos, tanto da oliveira como de outras espécies vegetais, podendo
crescer de forma epifitica e esporular (Loureiro et al., 2018; Talhinhas et al., 2011). Os
conidios nestes 0rgaos germinam, embora com taxas inferiores as observadas em azeitonas
maduras, formando tubos germinativos frequentemente associados a conidiogénese
secundaria (Loureiro et al., 2018; Talhinhas et al., 2011).

Durante a floragdo, as flores podem albergar infecdes assintomaticas desde os
primeiros estadios até ao desenvolvimento dos frutos. Estudos demonstraram que isolados
de C. acutatum (s.l.) e C. gloeosporioides (s.l.) colonizam varias partes florais, incluindo
calice, pétalas, estames e pistilo, onde também podem esporular (Loureiro et al., 2018; Moral
et al., 2009; Sergeeva et al., 2008; Talhinhas et al., 2011). Se as flores ndo forem destruidas,
a infe¢do pode permanecer latente até a maturacdo dos frutos, embora o impacto dessas
infegdes precoces na produgdo final ainda ndo esteja totalmente esclarecido (Moral et al.,
2009).

Estudos comparativos entre variedades ao longo de duas campanhas mostraram que
as folhas acumulam niveis mais elevados de inéculo do que os ramos, mas este decresce
mais rapidamente nas folhas durante o verdo. Assim, as folhas funcionam como reservatérios
de curto prazo, enquanto os ramos desempenham esse papel de forma mais prolongada.
Verificou-se ainda que a severidade da doenca se correlaciona mais com as condigdes
meteoroldgicas do outono do que com as da primavera, sugerindo que as infegdes em flores
e frutos jovens tém papel limitado no desenvolvimento final da doenca (Talhinhas et al.,
2011). Em regides subtropicais, a doenga pode apresentar maior risco, uma vez que as chuvas
de verdao favorecem a manutencdo e aumento do indculo, ao contrario do padrdo
mediterranico (Loureiro et al., 2018).

O processo de infecdo inicia-se quando conidios depositados na superficie da
azeitona germinam e formam um apressorio melanizado, permitindo a penetragao dos
tecidos do hospedeiro. Tanto em C. nymphaeae como em C. gloeosporioides, esta
penetragdo ocorre por meio de uma hifa especializada. Em frutos verdes, o desenvolvimento
cessa até a maturagdo, enquanto em frutos maduros forma-se uma hifa primaria multilobada
na primeira célula epidérmica invadida, caracterizando uma fase biotrofica breve. Segue-se
a fase necrotrofica, marcada por intensa colonizag@o dos tecidos necrosados e formacao de
acérvulos, culminando no aparecimento das lesdes tipicas e rutura da cuticula (Talhinhas et

al., 2011).



Os frutos infetados produzem grandes quantidades de conidios, que originam
infecdes secundarias. Posteriormente, sofrem mumificagdo devido a desidratagdo e podridao
dos tecidos. Os frutos mumificados no solo tém pouca relevancia epidemioldgica, pois sao
rapidamente decompostos; em contraste, os que permanecem na arvore representam fontes
importantes de inoculo, capazes de libertar conidios durante pelo menos seis meses
(Loureiro et al., 2018; Moral & Trapero, 2012; Talhinhas et al., 2011). Contudo, em média,
estes frutos persistem apenas até ao outono seguinte, reforcando o papel dos orgaos
vegetativos como reservatorios de inoculo (Moral & Trapero, 2012).

No que respeita a biologia reprodutiva, o ciclo de vida de espécies de Colletotrichum,
(Figura 1) inclui fases sexual e assexual. A fase sexual promove variabilidade genética,
enquanto a fase assexual assegura a dissemina¢do. Contudo, a recombinagdo sexual ocorre
raramente na natureza, sendo que apenas cerca de 11 espécies apresentam teleomorfos
conhecidos (Wharton & Diéguez-Uribeondo, 2004). Em C. acutatum, a fase sexual nunca
foi observada em condi¢des naturais, mas o teleomorfo (Glomerella acutata) foi induzido em
laboratodrio, sugerindo a possibilidade de recombinacgdo sexual (Johnston & Jones, 1997,

Wharton & Diéguez-Uribeondo, 2004).
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Figura 1- Ciclo de vida do colletotrichumm spp. nos seus hospedeiros

Fonte: Salotti et al., 2025

Outro mecanismo de variabilidade ¢ a compatibilidade vegetativa, caracterizada pela
fusdo de hifas de estirpes distintas. Quando compativeis, formam células heterocarioticas
viaveis, permitindo intercdmbio genético; quando incompativeis, os isolados permanecem
geneticamente isolados (Chacko et al., 1994; Wharton & Diéguez-Uribeondo, 2004). A
analise de grupos de compatibilidade vegetativa (VCGs) tem sido usada para investigar a
estrutura populacional de varias espécies, incluindo C. gloeosporioides e C. acutatum,
revelando que muitos aspetos da genética da compatibilidade permanecem pouco
compreendidos (Wharton & Diéguez-Uribeondo, 2004).

O agente causal da antracnose pode infetar diversas estruturas da oliveira, incluindo
gomos, flores, sépalas, pedicelos, pedunculos, folhas, peciolos, rebentos, ramos, recetaculos
e frutos (Sergeeva, 2011). Sobrevive ao inverno principalmente em frutos mumificados
retidos na arvore, tecidos lenhosos infetados, pedunculos e folhas do ano anterior,
constituindo fontes primarias de indculo. Os sintomas iniciais nos frutos manifestam-se
como pequenas manchas castanhas deprimidas que se expandem rapidamente, geralmente
no apice, regido mais hiumida apds chuvas ou orvalho. Estas lesdes podem coalescer e
provocar enrugamento, escurecimento € mumificagao dos frutos (Sergeeva, 2011). Durante

infecdes ativas, massas viscosas de esporos de cor salmio-alaranjada ou creme sao

10



produzidas e dispersas por salpicos de agua, perpetuando ciclos sucessivos de infe¢cdo e
esporulacao (Sergeeva, 2011).

Assim, o ciclo de vida da gafa resulta da interagdo complexa entre fatores ambientais,
caracteristicas da cultivar e dindmica populacional do patdégeno, tornando o seu controlo um
desafio significativo na olivicultura mediterranica e em regides subtropicais em expansao

(Sergeeva, 2011).

2.5. Rela¢ao com o clima

A germinagdo dos conidios de Colletotrichum spp. € mais eficiente em temperaturas
entre 20 e 25 °C, intervalo considerado ideal para o inicio do processo de infe¢ao (Moral et
al., 2012). No entanto, durante o outono nas regioes de clima mediterranico, estacdo em que
a doenca se manifesta com maior intensidade, estas condi¢des ideais nem sempre se
verificam. Apesar da elevada precipitagdo ¢ humidade relativa tipica deste periodo, as
temperaturas nem sempre atingem valores 6timos para a germinagdo dos conidios, o que
pode limitar, em parte, a ocorréncia da infe¢ao (Loureiro et al., 2018).

Para que o fungo consiga efetivamente infetar os tecidos do hospedeiro, ndo basta a
presenga de conidios viaveis e temperaturas favoraveis. E também necessaria a presenca de
agua livre na superficie da planta ou, pelo menos, uma humidade relativa superior a 98%. A
faixa de temperatura mais propicia a infecdo situa-se entre 17 e 20 °C, intervalo no qual a
penetragdo do patdgeno ocorre de forma mais rapida e eficiente. Ainda assim, a infecao pode
acontecer fora desta faixa, em temperaturas entre 5 e 30 °C, embora nestas condigdes o
desenvolvimento da doenca seja mais lento, ja que o fungo entra num periodo de laténcia até
que o ambiente volte a ser favoravel (Loureiro et al., 2018).

Observagdes de campo realizadas no sul de Espanha indicam que a doenca ¢
particularmente grave em olivais plantados com cultivares suscetiveis. Apesar de existirem
numerosos estudos sobre a antracnose da oliveira, a informacgao sobre os efeitos do ambiente
nas epidemias da doenca ainda ¢ escassa. Para além da temperatura e do estado de maturagao
dos frutos, a precipitacdo € provavelmente um fator critico na maioria das epidemias (Moral
et al., 2012). A maior parte da investigagdo foi conduzida em condi¢des de campo, sendo
limitados os dados obtidos em ambientes controlados. No entanto, essa informagao ¢

essencial para compreender e controlar patogenos foliares e constitui base fundamental para

11



o desenvolvimento de submodelos de infe¢do, componentes-chave na previsao de doengas
(Moral et al., 2012).

De modo geral, para a maioria dos patégenos flngicos em ambientes terrestres, a
infecdo ¢ limitada pela duracdo da humidade superficial ou pela combinagdo de niveis
elevados de humidade e temperatura. Neste contexto, o conhecimento dos fatores ambientais
e agrondmicos que influenciam o desenvolvimento da antracnose ¢ essencial para determinar
o momento mais adequado para aplicagdes de fungicidas, assim como para o
desenvolvimento de modelos preditivos da evolugdo das epidemias durante o outono (Moral

etal., 2012).

2.6. Controlo da doenca

O controlo da gafa ¢é, habitualmente, obtido através da integracdo de diferentes
métodos, que incluem desde praticas culturais até a aplicacdo de fungicidas ou ao uso de
estratégias de controlo bioldgico. Entre as praticas culturais, destaca-se a importancia da
escolha da variedade, dado que a suscetibilidade varia consideravelmente e depende das
espécies de fungo presentes na regido (Loureiro et al., 2018; Moral et al., 2017; Talhinhas et
al., 2015). Além disso, recomenda-se igualmente a ado¢do de técnicas de cultivo que
promovam a sanidade das plantas, com destaque para a pratica de uma fertilizagdo
equilibrada, uma gestao adequada da rega e a realizacao de podas corretas (Loureiro et al.,
2018; Sergeeva, 2011). Praticas que favorecam o arejamento, a entrada de luz solar e a
redu¢do da humidade ajudam a limitar a fonte e dispersdo do indculo, diminuindo a
severidade da doenca. A poda e a remogao de partes afetadas, incluindo frutos mumificados,
reduzem as fontes de indculo para campanhas futuras (Sergeeva, 2011). Em zonas com
elevada incidéncia da doenga, o controlo baseia-se principalmente na aplicac¢ao de fungicidas
cupricos e na escolha criteriosa da data de colheita. Esta decisdo deve considerar o estado de
maturacdo da azeitona (equilibrio entre rendimento em azeite e teor de compostos fenolicos),
as condi¢des meteorologicas (antecipando a colheita antes de periodos himidos) e limitagdes
agronomicas (dificuldade na colheita mecanica de frutos ainda verdes). A aplicagdo dos
fungicidas clpricos ¢ recomendada aquando das primeiras chuvas de outono, antes do
aparecimento dos sintomas, sendo necessario repetir os tratamentos conforme a

suscetibilidade da cultivar, a maturacdo dos frutos e a frequéncia das chuvas (Moral et al.,
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2014). No entanto, em condi¢des ambientais particularmente favoraveis ao desenvolvimento
da doenca, esta estratégia pode tornar-se ineficaz. Algumas espécies de Colletotrichum
demonstram tolerancia ao cobre, o qual ¢ facilmente lixiviado pela chuva, e a repeticao dos
tratamentos pode ser dificultada quando as chuvas outonais sdo persistentes.
Adicionalmente, o uso continuado de cobre levanta preocupacdes ambientais, devido a sua
acumulag¢do no solo e nos recursos hidricos. Como alternativa, tém sido utilizados fungicidas
organicos com bons niveis de protecao, embora muitos nao estejam ainda autorizados para
aplicacdo em olivais na Unido Europeia ou apresentem desvantagens economicas. Em
Portugal, apenas estdo homologados para o controlo da gafa os fungicidas ctipricos, como o
hidroxido, oxicloreto, sulfato de cobre e o sulfato de cobre e calcio com agdo preventiva, e
a trifloxistrobina, um fungicida sistémico com agdo preventiva e curativa, todos autorizados
pela Direcdo Geral de Alimentagdo e Veterinaria (DGAV).

Antecipar a colheita pode ser uma das estratégias mais eficazes para evitar que as
azeitonas sejam afetadas pela doenga, ja que a sua suscetibilidade aumenta a medida que o

fruto atinge maiores niveis de maturacdo (Loureiro et al., 2018; Moral et al., 2015).

2.7. Mosca da azeitona

A Bactrocera oleae Rossi, também conhecida como mosca-da-azeitona, ¢ uma praga
que se alimenta exclusivamente do fruto da oliveira (Daane & Johnson, 2010). E considerada
uma praga chave na cultura da oliveira. As fémeas adultas depositam os seus ovos dentro
das azeitonas, logo abaixo do epicarpo, proporcionando acesso direto ao alimento para as
larvas apds a eclosdo do ovo, cada fémea, na natureza, consegue depositar cerca de 12 ovos
por dia e 200 a 250 durante a sua vida ( Malheiro et al., 2015).

A mosca da azeitona (B. oleae) esta distribuida por todas principais regides olivicolas
do mundo. A sua presenga ¢ particularmente significativa na bacia do Mediterraneo, onde
afeta diversos paises da Europa, como Grécia, Italia, Espanha e Portugal, incluindo também
varias ilhas como os Agores, Baleares, Sicilia, Sardenha, bem como Chipre, Franga, Malta,
Suica, Turquia e os paises dos Balcds. Em Africa, a praga estd presente principalmente no
Norte do continente, nomeadamente na Argélia, Egito, Libia, Marrocos e Tunisia, mas
também ocorre em regides da Africa Central, como Angola, Eritreia, Etiopia, Quénia e

Sudio, e em éareas da Africa Austral, como a Africa do Sul e as Tlhas Canarias. No continente
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asiatico, ¢ encontrada em varios paises do Médio Oriente, como Israel, Jordania, Libano,
Arébia Saudita e Siria, estendendo-se ainda & China, India e Paquistio. A espécie foi
introduzida acidentalmente na California, Estados Unidos, em 1998, tendo-se espalhado por
toda a regido produtora de azeitona até¢ 2004, e posteriormente chegou ao México. J& na
América do Sul, a mosca da azeitona encontra-se presente em paises como Argentina, Chile,
Peru e Uruguai. A Australia destaca-se como uma das poucas regides produtoras de azeitona
no mundo onde a presenca da B. oleae ainda nao foi registada (Malheiro et al., 2015).

O desenvolvimento do inseto passa por trés instares larvais; a larva recém-eclodida
alimenta-se como perfuradora do mesocarpo e ao final do terceiro estdgio, pode pupar na
azeitona ou sair para pupar no solo. O desenvolvimento larval de B. oleae depende
largamente da temperatura, e o nimero de geragdes anuais também depende da humidade e
da disponibilidade/qualidade dos frutos (Malheiro et al., 2015).

As perfuracdes da postura de ovos causa grande depreciagdo dos frutos para consumo
de mesa, enquanto os efeitos negativos na produgdo de azeite incluem queda prematura dos
frutos, consumo de polpa pelas larvas (de 50 a 150 mg por larva, conforme o cultivar) e
deterioragdo da qualidade do azeite. O grau dessa deterioracao depende do tipo de infestacao,
percentagem de frutos danificados, estddio de desenvolvimento do fruto e do cultivar em
questdo (Malheiro et al., 2015).

Frutos com perfuracdes de saida, produzidos por larvas ja desenvolvidas, tém sua
integridade celular destruida e os tecidos internos expostos ao oxigénio, acelerando
processos hidroliticos e oxidativos que elevam a acidez livre e o valor de peroxido do azeite
(Malheiro et al., 2015).

Os limites atuais para acidez livre e valor de peroxido do azeite virgem sao de 0,8%
de acido oleico e 20 mEq Ox/kg de azeite, respetivamente. A concentracdo de compostos
fenolicos ainda ndo ¢ critério oficial de classificacdo, mas € consenso que esses compostos
estao diretamente ligados as propriedades sensoriais e funcionais do azeite virgem (Gucci et

al., 2012; Malheiro et al., 2015).
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2.7.1. Relacdo da mosca com a antracnose

A mosca da azeitona mediterranica (B. oleae), ¢ uma das principais pragas
causadoras de feridas na cuticula dos frutos, estas lesdes favorecem a entrada e instalagao de
agentes patogénicos responsaveis pela antracnose e posteriormente o desenvolvimento no
interior do fruto. Desta maneira a mosca da azeitona mediterranica ndo so afeta a integridade
fisica do fruto como também contribui significativamente para o aumento da incidéncia de
gafa, uma das principais doencas que afetam, de forma consideravel, a qualidade e o
rendimento da produg¢do. Por este motivo, o controlo eficaz desta praga € crucial ndo s6 para
evitar danos diretos como também para prevenir infecdes associadas a este tipo de lesdes

(Loureiro et al., 2018).
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2.8. Como ¢ afetada a qualidade do azeite pela antracnose

A obtencao de azeites de elevada qualidade ¢ um objetivo transversal a todos os
olivicultores (Moral et al., 2014).

Para que se obtenham azeites de qualidade elevada (extra virgens e virgens) os frutos
ndo devem conter praticamente nenhum defeito, quer sejam picadas de insetos, presenca de
fungos, etc. pois isso vai interferir diretamente na qualidade do mesmo, outros fatores que
também influenciam esta qualidade sdo, agrondémicos, climaticos e culturais (Moral et al.,
2014).

A obtencdo de um azeite de qualidade ¢ uma premissa fundamental para qualquer
olivicultor. Para isso, € necessario ter em conta os diferentes fatores que podem influenciar
a qualidade do produto final em qualquer uma das etapas do seu processo de producao. Os
fatores climatéricos, edaficos, agronémicos e, especialmente, os relacionados com colheita
ou com estado sanitario da azeitona influencia significativamente a qualidade do azeite de
oliva (Moral et al., 2014).

Os parametros fisico-quimicos (acidez livre, indice de perdxidos, absorvancia no
ultravioleta K270 e K232) e sensoriais que permitem distinguir as categorias comerciais do
azeite virgem. Por sua vez, os azeites de maior qualidade (extra virgem) diferenciam-se pela
quantidade e intensidade das suas caracteristicas sensoriais, tanto ao nivel do olfato como do
paladar. Regra geral, os azeites obtidos a partir de azeitonas caidas apresentam uma acidez
elevada e uma qualidade sensorial deteriorada (Peres et al., 2024). Quando as azeitonas
caidas representam entre 5 a 10% do total dos frutos, regista-se uma descida notavel da
qualidade do azeite (Famiani et al., 2001; Moral et al., 2014).

O estado de maturagdo da azeitona também tem uma influéncia marcante na
qualidade do azeite. Em geral, o teor de compostos fendlicos aumenta nas fases iniciais da
maturacao e diminui posteriormente. Durante a maturacao, verifica-se ainda um aumento do
teor de acido linoleico e, por vezes, do acido oleico, enquanto os dcidos palmitico e estearico
tendem a diminuir, causando uma reducdo da relacdo entre dcidos gordos monoinsaturados
e polinsaturados (Moral et al., 2014).

Para determinar o momento ideal de colheita, recomenda-se a realizagao de analises
periddicas as azeitonas, sendo que, geralmente, esse momento coincide com a fase em que a
pigmentacdo se limita a epiderme. Assim, os sistemas de colheita mais aconselhados sdo
aqueles que permitem colher rapidamente as azeitonas no momento 6timo de maturacao,

evitando a sobre maturagdo e a queda ao solo, e que ndo danificam a epiderme dos frutos.
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Entre estes sistemas, destacam-se os vibradores, quer de tronco quer manuais, bem como as
maquinas automotrizes sobre as copas utilizadas em olivais de sebe de alta densidade (Moral
et al., 2014).

Uma vez colhidas as azeitonas, os processos subsequentes tais como transporte,
armazenamento, batedura, centrifugacdo e armazenamento do azeite também influenciam
fortemente a qualidade do produto final. A obtencdo de azeite de qualidade exige o uso de
azeitonas sas, ou seja, que nao estejam afetadas por insetos ou organismos patogénicos que
provoquem alteracdes nos frutos (Runcio et al., 2008). Entre os insetos, destaca-se a mosca
da azeitona (B. oleae), que pode causar perdas significativas tanto na produ¢do como na
qualidade do azeite, devido a queda dos frutos e as galerias escavadas pelas larvas na polpa
(Moral et al., 2014).

Uma elevada infestagdo por mosca estd associada a aumentos na acidez livre, na
absorvancia no ultravioleta e no indice de peroxidos (Moral et al., 2014; Mraicha et al., 2010;
Tamendjari et al., 2009). bem como a uma diminui¢do da estabilidade e do teor de compostos
fendlicos no azeite (Gémez-Caravaca et al., 2008; Moral et al., 2014; Mraicha et al., 2010;
Tamendjari et al., 2009). Na maioria dos casos, os agentes biologicos que, em ultima
instancia, deterioram a qualidade do azeite os fungos filamentosos as leveduras que
colonizam as galerias das larvas da mosca (Moral et al., 2014).

As espécies de Colletotrichum causam podriddo e queda prematura das azeitonas,
originando azeites com uma coloracdo avermelhada, aumento da acidez e ma qualidade
organolética, com a presenca de defeitos como terra, bolor e sabor himido-terroso (Carvalho
et al., 2008; Moral et al., 2014). Em geral, a medida que aumenta a percentagem de frutos
afetados por antracnose, regista-se uma diminui¢do progressiva da qualidade dos azeites
extraidos. Azeites obtidos a partir de azeitonas afetadas apresentam um aumento no indice
de peroxidos e, sobretudo, na acidez livre (Iannotta et al., 1999), bem como uma redug¢do da
estabilidade oxidativa, do teor de polifendis e de a-tocoferol (Moral et al., 2014).

Deste modo, azeites provenientes de lotes com uma incidéncia de 15-20% de frutos
afetados deixam de ser classificados como azeites virgens extra. Quando a incidéncia
ultrapassa os 40—45%, esses azeites ja ndo podem sequer ser classificados como azeite
virgem, por apresentarem uma acidez superior a 0,8% e 2%, respetivamente (Carvalho et al.,
2008; Moral et al., 2014).

Runcio et al. (Runcio et al., 2008) demonstraram que os azeites obtidos a partir de
azeitonas infetadas pelo patogeno apresentam um aumento significativo no teor de

aldeidos(Runcio et al., 2008), nomeadamente heptanal, octanal e nonanal, atribuidos a
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reagdes de decomposicdo de hidroperdxidos formados durante a auto-oxida¢dao do acido
oleico (Vichi et al., 2003). Além disso, a infecdo por Colletotrichum afeta também os alcoois
alifaticos, os compostos terpénicos e o teor de ceras (Moral et al., 2014).

Por fim, o teor dos acidos gordos nos azeites obtidos a partir de azeitonas degradadas
devido ao empilhamento prolongado em condigdes himidas aumenta de forma consideravel.
Assim, ¢ de esperar que a presenga de Colletotrichum spp., responsavel pelo aumento da
acidez livre e do teor de alcoois alifaticos, provoque uma maior esterificagao entre os acidos

gordos e os alcoois (Gomez-Coca et al., 2012).
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3. Material e Métodos



3.1. Caracterizacio da exploracao

3.1.1. Localizacao das parcelas

Os ensaios foram conduzidos em trés pomares de oliveiras, da empresa Innoliva,
localizados na regido do Alentejo (Portugal), concretamente nos concelhos de Evora, Serpa
e Ferreira do Alentejo. Em todas as exploragdes agricolas incluidas no estudo, a inica cultura

presente € o olival em copa, ndo existindo outras culturas associadas.

No concelho de Evora, o estudo foi desenvolvido na Herdade Sousa, uma exploragao
agricola dedicada exclusivamente a olivicultura, tem um compasso de 6x4 metros. Esta
herdade encontra-se situada nas coordenadas 38°35'35” N; 7°46'04” W, a uma elevagao de
248,6 metros acima do nivel do mar que tem cerca aproximadamente 500 hectares (Figura

2).

Figura 2 - Herdade Sousa
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No concelho de Serpa, o ensaio foi realizado na Herdade do Farrobo, uma exploragdo
agricola igualmente dedicada em exclusivo ao olival em copa, tem um compasso de 6x4
metros. A herdade encontra-se situada nas coordenadas 37°57'37" N; 7°39'08” W, a uma
elevacao de 128,09 metros acima do nivel do mar e tem aproximadamente 172 hectares

(Figura 3).

Santana

Figura 3 - Herdade do Farrobo

Na zona de Ferreira do Alentejo, o ensaio foi conduzido na Herdade do Monte
Espada, exploragdo agricola dedicada exclusivamente ao cultivo de olival em copa, tem um
compasso de 6x4 metros. A herdade localiza-se nas coordenadas 37°57'24" N; 8°1829" W,
a uma elevagdo de 61,86 metros acima do nivel do mar e tem cerca de 167 hectares (Figura

4),

1y

Figura 4 - Herdade do Monte Espada
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3.1.2. Caracterizacgao climatica

Os dados meteorologicos utilizados neste estudo foram recolhidos pela estacao
automatica Vigia APAP, no periodo compreendido entre setembro de 2024 e janeiro de
2025. Durante este intervalo, a temperatura média diaria foi de 15,2 °C, registando-se uma
temperatura minima média de 9,9 °C e uma temperatura maxima média de 22,3 °C. A
humidade relativa apresentou uma média de 75,4 %, enquanto a precipitacdo total acumulada
foi de 280,3 mm. A evapotranspiracdo de referéncia (ETo) apresentou um valor médio diério
de 2,2 mm, indicando uma taxa moderada de evaporacao para a regido no periodo em analise

(Vigia APAP, 2025).

3.2. Delineamento do ensaio

3.2.1. Em campo

Nos diferentes pomares avaliados foi definido um critério de amostragem
padronizado de modo a permitir a comparacgao direta da incidéncia de antracnose nos frutos.
Em cada pomar foram selecionadas duas linhas de arvores de forma aleatoria deixando
outras duas linhas entre si, garantindo representatividade dentro da parcela. Em cada linha
marcada foram escolhidas 10 arvores consecutivas, resultando num total de 20 arvores por
data e pomar, conforme ilustrado na Figura 5.

Para assegurar independéncia entre as repeti¢des, foi estabelecido um intervalo fixo
de duas linhas nao avaliadas entre cada linha observada. Além disso, de forma a reduzir a
tendéncia associado as extremidades do pomar, as duas primeiras arvores de cada linha
foram excluidas da contagem, iniciando-se a avaliagdo apenas a partir da terceira arvore.

A delimitagdo das linhas avaliadas foi realizada com recurso a fita de marcacao
vermelha, colocada de forma visivel no inicio e ao longo das duas filas selecionadas,
permitindo a identificacdo clara dos blocos de observagcdo durante todo o periodo
experimental.

Todas as avaliacdes foram conduzidas em pomares de cultivar Arbequina,
reconhecida pela sua elevada suscetibilidade a antracnose, o que assegura condigdes

favoraveis para a expressao da doenca e maior sensibilidade na comparagao entre locais.
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Assim, cada repeti¢do corresponde a um bloco, com 10 arvores consecutivas por fila,
totalizando 20 arvores avaliadas por data. O espagamento de duas filas sem observagao entre
repeticoes garante que os blocos de observacdo sejam independentes, mas ainda

suficientemente préximos para estarem sujeitos a condi¢cdes ambientais semelhantes.

@— Fila de observagao Q— Fila intermédia

3999935399
2999933399
2999335399
2399935399

Figura 5 - Planificagdo das arvores amostradas. Em cada pomar foi replicado o mesmo
ensaio.

Seguidamente, procedeu-se a colheita dos frutos nas arvores previamente marcadas.
Em cada arvore foram recolhidos, de forma aleatdria e representativa, aproximadamente 30
frutos, garantindo a inclusdo de diferentes posi¢cdes na copa (interior/exterior e diferentes
alturas), de modo a minimizar o erro sistematico da amostragem.

Ap6s arecolha, os frutos provenientes das 10 arvores de cada linha foram misturados
e homogeneizados, formando uma unica amostra composta por linha. Desta forma, em cada
pomar resultaram por data duas repeticdes independentes, correspondentes as duas linhas
selecionadas para observagao.

A opcdo por misturar os frutos dentro de cada linha teve como objetivo reduzir a
variabilidade individual entre arvores e obter uma amostra média representativa da condigao
fitossanitaria daquela linha. Assim, cada repeti¢do constitui-se como um reflexo da
incidéncia e severidade da antracnose no conjunto de arvores avaliadas, permitindo
comparagdes robustas entre pomares.

No total, cada repeti¢ao corresponde a aproximadamente 300 frutos (10 arvores % 30

frutos/arvore), perfazendo cerca de 600 frutos por pomar avaliados.
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3.2.1. Em laboratério

No laboratoério, foi retirada uma subamostra constituida por cinquenta frutos,
selecionados do conjunto total recolhido no campo. Em cada fruto procedeu-se a avaliagdo
da presenca de sintomas de antracnose e de danos provocados pela mosca da azeitona.
Determinou-se ainda a percentagem de frutos perfurados e registou-se o peso total da
subamostra de cinquenta frutos, de forma a obter parametros comparaveis entre as diferentes

amostras analisadas.

3.3. Avaliaciao dos Parametros do Azeite

Nesta fase do estudo, foi realizada a analise do azeite extraido de todos os frutos
previamente amostrados (cerca de 300 frutos por repeticao e data). Foram avaliados diversos
parametros relacionados a composi¢do ¢ qualidade do azeite, nomeadamente o teor de
humidade dos frutos, a quantidade de azeite em relacao ao peso fresco, a quantidade de azeite
em relagdo a matéria seca e o teor de acidez. Todos os dados obtidos foram expressos em
percentagem, permitindo uma analise comparativa e objetiva entre os diferentes pardmetros

estudados, bem como a avaliacdo da eficiéncia da extracdo e da qualidade do azeite

produzido a partir da amostra selecionada.

3.3.1. Métodos de Analise Laboratorial da Azeitona: Teor de dgua, 6leo e acidez

A caracterizagao fisico-quimica das amostras de azeitona foi realizada com base em
trés parametros principais: o teor de agua, o teor de Oleo e a acidez livre, utilizando tanto
métodos de referéncia laboratoriais como métodos instrumentais baseados em tecnologia
NIR (Near Infrared). Todos os procedimentos adotados seguem as normas técnicas
reconhecidas, nomeadamente as descritas no Regulamento Comunitario n.° 2568/91 e nos

documentos técnicos do Conselho Oleicola Internacional (COI).

3.3.1.1. Determinagdo do teor de dgua

A avaliagdo da humidade das amostras foi realizada por método gravimétrico, através

de secagem em estufa com monitorizagao de peso. Antes do inicio do ensaio, duas capsulas
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metalicas foram secas a 105 °C em estufa, arrefecidas em exsicador e taradas. Em seguida,
a azeitona foi moida até se obter uma pasta homogénea (Figura 6). Foram pesados exatamente

5,000 g de amostra em cada capsula, com uma precisao de 0,001 g.

Figura 6 - Moinho de martelos para moenda das azeitonas.

As capsulas, contendo as respetivas amostras, foram introduzidas destapadas na
estufa a 105 °C £ 2 °C durante um periodo inicial de 4 horas. Apos esse tempo, as capsulas
foram retiradas, tapadas, arrefecidas no exsicador por aproximadamente 45 minutos e
pesadas. Em seguida, reiniciou-se o ciclo de secagem por mais uma hora, seguido de nova
pesagem. Este processo foi repetido até que a diferenca entre duas pesagens consecutivas
fosse inferior a 0,2% da massa inicial da amostra (equivalente a 0,01 g), assegurando assim
que a perda de massa era exclusivamente devida a evaporagdo da agua.

O teor de humidade foi calculado com base na diferenga entre o peso inicial e o peso
final da amostra seca, utilizando a férmula (equagao 1):

Equagdo 1

) (m1+ m2) —m3
%agua = —7 x 100

onde m; representa a massa da amostra para analise, m:> a massa da cépsula vazia e ms a

massa da cépsula com a amostra apds secagem.
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3.3.1.2. Determinagdo do teor de 6leo pelo método de referéncia (Extragdo por
Soxhlet)

Este método consiste na extracao de 6leo com recurso a éter de petréleo, utilizando
um aparelho de Soxhlet acoplado a um baldo de 250 mL, tal como se pode observar Figura
7. Inicialmente, a azeitona foi moida e homogeneizada, e uma toma de aproximadamente
25,000 g foi embrulhada num cartucho de papel de filtro. Para garantir a eficiéncia da
extragdo, a amostra foi colocada numa estufa a 80 °C, com o objetivo de reduzir o teor de

humidade para abaixo dos 10%, condicdo necessdria para a realizacdo do ensaio.

Figura 7 - Aparelho Soxhlet e baldo para extragdo do déleo da pasta de azeitona.

Dois baldes foram previamente secos em estufa a 103 °C + 2 °C, arrefecidos no
exsicador e tarados com precisdo. A extracao decorreu em duas fases consecutivas, cada uma
com duragdo de 4 horas. Entre as fases, a amostra foi retirada, triturada finamente num
moinho ou com auxilio de areia em almofariz, e novamente embrulhada no cartucho de papel
de filtro para nova extracdo, reutilizando o mesmo balao.

Apobs a extragdo, o solvente foi eliminado por evaporagdo e os baldes foram
novamente colocados na estufa a 103 °C + 2 °C durante 2 horas. Seguiu-se o arrefecimento
em exsicador e a pesagem. A secagem e pesagem repetiram-se até que a diferenca entre duas
pesagens consecutivas ndo ultrapassasse 5 mg. A massa da gordura extraida foi assim
determinada e utilizada no calculo do teor de 6leo (equacao 2):

Equacado 2

%obleo = z—; x100
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sendo moe a massa da amostra analisada e m: a massa de 6leo extraido. O resultado
foi expresso com uma casa decimal, e 0 método exigiu que a diferenca entre determinagdes

paralelas ndo excedesse 0,5 em valor absoluto, para garantir a repetibilidade.

3.3.1.3. Determinacao da acidez livre

A acidez foi determinada segundo o método descrito no Anexo I do COI/T.20/Doc.
n° 34 e no Regulamento CEE N.° 2568/91. A gordura previamente extraida foi pesada
consoante o intervalo de acidez esperado: 10 g para amostras com acidez entre 0% e 2%, 2,5
g para valores entre 2% ¢ 7,5%, ¢ 0,5 g para amostras com valores superiores. A amostra foi
dissolvida numa solu¢ao composta por éter etilico e etanol, numa propor¢ao 1:1 em volume
(entre 50 a 100 mL), a qual se adicionaram 2 a 3 gotas de fenolftaleina como indicador de
pH.

A titulagdo foi realizada com uma solug¢do de hidroxido de so6dio 0,1 mol/L até a
viragem da coloragdo para carmim. Quando a solucdo apresentava turvacdo durante a
titulagdo, adicionava-se mais solvente para assegurar a clareza da reagdo. O volume de base
consumido foi anotado para calculo da acidez, de acordo com a seguinte formula (equagao

3):

Equacgdo 3

VXxcx M

%Acidez = T0xm

em que V¢ o volume (em mL) de NaOH utilizado, ¢ a concentragdo da base titulante,
M a massa molar do acido oleico (282 g/mol), € m o peso da amostra (g). A acidez foi
expressa com duas casas decimais para valores entre 0% e 1% e com uma casa decimal para

valores superiores.

27



3.3.1.4. Método por NIR (Near Infrared)

Em alternativa ao método de extragdo, foi também utilizado um analisador
automatico baseado em tecnologia NIR para determinar os teores de dgua, oleo e acidez
diretamente na pasta de azeitona. Utilizou-se o equipamento FoodScan (modelo OliveScan),

da marca Foss, concebido especificamente para analise de azeitona (Figura 8).

Figura 8 - Equipamento NIR para determinagdo do teor de dgua, dleo e acidez na pasta de
azeitona.

A pasta de azeitona foi previamente moida com crivo de 3 a4 mm e homogeneizada.
Uma por¢do da amostra foi colocada na célula do equipamento (Figura 9), a qual foi
submetida a rotagdo automatica, permitindo medigdes em diferentes pontos. A luz
proveniente da fonte radiante atravessa a amostra por meio de um sistema de lentes e fibras
oOticas, sendo que a luz ndo absorvida é captada por um detetor. O sinal ¢ processado e
transmitido para o computador, onde os valores sdo calculados com base em curvas de

calibragdo previamente estabelecidas.

Figura 9 - Analisador automatico para determinagdo de percentagem de gordura,
humidade e acidez em pasta de azeitona
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Este método, de natureza ndo destrutiva, apresenta a vantagem de permitir resultados
imediatos, com elevada reprodutibilidade, sendo adequado para analise de um elevado

numero de amostras com rapidez.

3.3.1.5. Consideragoes finais sobre os métodos

A combinagdo dos métodos analiticos cldssicos como a gravimetria e a extragao por
Soxhlet com tecnologias de andlise instrumental, como o NIR, permitiu uma avaliacao
completa e eficaz da composicao da azeitona. Enquanto os métodos de referéncia garantem
o rigor necessario para a validacdo dos resultados, o NIR oferece rapidez e consisténcia,
sendo particularmente vantajoso em contextos de elevado niimero de amostras ou ensaios de
rotina. O uso de ambas as abordagens asseguram que os resultados obtidos ao longo da
campanha sejam tecnicamente solidos, fidveis e compardveis com outras investigacdes

realizadas no mesmo ambito.
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4. Resultados



As amostras foram avaliadas em trés momentos distintos entre outubro, novembro e
dezembro de 2024, com o objetivo de quantificar a incidéncia de antracnose, o impacto da
mosca da oliveira, e os parametros de qualidade dos frutos e azeite. Assim, foram analisados
a incidéncia da doenca, percentagem de frutos perfurados, peso e humidade dos frutos, teor
de azeite e acidez do azeite produzido, além da precipitacdo e do esforgo de trabalho

envolvido.

4.1. Evolucao da Antracnose

A evolugao temporal da antracnose ao longo da campanha de 2024 demonstrou uma
intensificagdo progressiva da doenga (Quadro 1), acompanhando a maturagdo dos frutos. No
inicio de outubro, a incidéncia era praticamente residual, com valores médios de apenas 2
frutos infetados em 50 (4%). Contudo, a medida que a campanha avangou, verificou-se um
aumento consistente. O pico ocorreu em dezembro, com 23 frutos infetados em 50 (46%),
refletindo a elevada incidéncia do patogeno nesta fase tardia da maturagdo. Esta incidéncia
do patogeno ndo se limitou aos frutos, estendendo-se também as folhas e aos ramos da
oliveira (Figura 10).

Estes resultados confirmam a natureza cumulativa da antracnose, cuja incidéncia

tende a intensificar-se no outono, em condi¢des favoraveis de humidade e temperatura.

Figura 10 - Ramos afetados pela antracnose em dezembro onde se observa desfoliagdo intensa.
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Quadro I - Evolug¢do da antracnose ao longo das datas de amostragem nas diferentes herdades.

outubro Novembro dezembro

Sousa

Farrobo

Monte

espada

Nas parcelas avaliadas, verificou-se que, ao longo do periodo de observagao, houve
um incremento progressivo na severidade dos sintomas nas plantas. Esse fendomeno foi
particularmente evidente na parcela Sousa, onde as lesdes apresentaram maior expansao e
registrou-se também elevag¢do na incidéncia de frutos com sinais de necrose. No Monte
Espada, observou-se igualmente uma intensificagdo gradativa dos sintomas, embora em
menor magnitude quando comparado a parcela Sousa. Ja em Farrobo, o agravamento dos
sintomas ocorreu de forma mais moderada, indicando uma progressao menos acentuada da

doenca nessa area.
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4.2. Avaliacao dos estragos da mosca da azeitona

A presenga da mosca da azeitona (B. oleae) acompanhou, em certa medida, esta
evolucdo. Em outubro, os valores foram baixos (1,5 a 4 frutos com picadas), mas em
dezembro ja se registavam mais de 10 frutos em média com perfuracdes, correspondendo a
cerca de 20% de frutos danificados. Embora a percentagem de frutos perfurados tenha
permanecido relativamente inferior a da antracnose, a sua contribuicao para a degradacao da
qualidade ndo pode ser desvalorizada, uma vez que a existéncia de feridas de alimentagdo

potencia a entrada de patégenos, podendo agravar a severidade da doenca (Quadro 2).

Quadro 2 - Orificios de oviposi¢do e de saida da larva

Orificio representativo da | Orificio representativo da | Orificio de saida da mosca

oviposicao oviposi¢ao adulta

Figura 11 - Micélio de fungo na sequéncia dos estragos provocados pela
mosca da azeitona.

Como se pode observar na Figura 11, imagem da esquerda evidencia o orificio de
saida deixado pela larva da mosca da azeitona (B. oleae) na epiderme do fruto. Esta

perfuragdo constitui uma porta de entrada natural para diferentes microrganismos,
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favorecendo a instalacdo de infecdes secundarias. A amplia¢do apresentada na imagem da
direita ilustra a presenca de micélios fungicos desenvolvendo-se a partir desse mesmo
orificio.

Este processo demonstra a estreita relagdo entre o ataque da mosca da azeitona e o
desenvolvimento de doengas fungicas, uma vez que as lesdes causadas pela praga
comprometem a integridade da epiderme e do mesocarpo, criando condi¢des favoraveis a
colonizagao por fungos patogénicos. Assim, a interagdo entre praga e patdogeno tem impacto

direto na qualidade do fruto e, consequentemente, na qualidade do azeite produzido.

4.3. Condicoes climatéricas

Entre as variaveis analisadas, destacam-se a temperatura média, que ¢ fundamental
para acompanhar o amadurecimento do fruto e prevenir danos causados por geadas. A
humidade relativa ¢ outro parametro relevante, pois influencia o desenvolvimento de
doencas como o olho-de-pavao ou a gafa, que podem afetar significativamente a produgao.
A precipitagdo acumulada ¢ essencial para avaliar se ocorreram periodos de seca ou de
excesso de chuva que poderiam interferir tanto com o estado sanitario do olival como com
0 acesso ao terreno para efeitos de colheita.

Tendo em conta que a campanha de colheita da azeitona decorre normalmente entre
os meses de outubro e janeiro, as condigdes climaticas durante este periodo tém um papel
determinante na defini¢do da quantidade e qualidade da producdo. Chuvas intensas ou
prolongadas podem atrasar a colheita e dificultar a entrada no olival. Temperaturas
moderadas favorecem a estabilidade e a qualidade do fruto, enquanto eventos extremos,
como geadas ou ventos fortes, podem comprometer o rendimento final.

Este tipo de analise meteorologica €, por isso, uma ferramenta importante para o
planeamento agricola e para a tomada de decisdes técnicas relacionadas com a colheita e a

gestao do olival.
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Figura 12 - Precipitagdo acumulada durante o periodo de setembro 2024 a janeiro de
2025.

Durante o periodo em analise (Figura 12), a evolugao da precipitagdo revelou padroes
relevantes para a compreensdo da dinadmica fitopatoldgica observada nas culturas. Em
setembro, registou-se uma precipitacdo muito reduzida até ao dia 24, data a partir da qual se
iniciou uma ligeira acumulacdo (1,2 mm). Em outubro, verificou-se um crescimento mais
acentuado da precipitacdo a partir do dia 7, destacando-se episddios intensos nos dias 11 (7,2
mm), 12 (22 mm), 15 (12,7 mm) e 16 (13,7 mm), totalizando cerca de 94 mm no final do
més. Novembro manteve a tendéncia de precipitagdo significativa, com um pico expressivo
a 15 de novembro (30,2 mm), seguido de um novo episddio importante no dia 25 (9,2 mm).
Em dezembro, apdés um inicio seco, registaram-se precipitagdes dispersas de pequena
intensidade, ndo ultrapassando os 5 mm didrios. No final do ano, a precipitacdo total

acumulada ascendia a aproximadamente 161,2 mm.

Estes dados meteorologicos sdo particularmente relevantes no contexto
fitossanitario, uma vez que a precipitacao desempenha um papel determinante na inducao e
propagacao de doencas fingicas, como a antracnose. O outono, caracterizado por um regime
pluviométrico relativamente elevado, apresentou dois periodos criticos — meados de outubro
e de novembro — que coincidem com os picos de incidéncia da doenga observados nos dados
de campo e de laboratorio. Estas condigdes favoreceram significativamente o

desenvolvimento e disseminagdo de infe¢cdes fingicas nas culturas analisadas.
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Figura 13 - Evolu¢do da temperatura média diaria no periodo de setembro 2024 a janeiro
de 2025.

A analise da temperatura média diaria entre os meses de setembro e outubro de 2024
(Figura 13), evidencia uma tendéncia clara de descida térmica progressiva, caracteristica da
transi¢ao sazonal do verdo para o outono. Durante o més de setembro, as temperaturas
mantiveram-se elevadas, com valores médios acima dos 20 °C, atingindo pontualmente os
27 °C, especialmente a meio do més. Esta fase foi marcada por condi¢cdes favoraveis ao
desenvolvimento vegetativo das culturas, com temperaturas ainda tipicas do final do verao.

Com o avango para outubro, observa-se uma transi¢do térmica gradual. As
temperaturas médias diarias comegam a oscilar entre os 19 °C e os 23 °C, revelando um
arrefecimento progressivo, ainda que pontualmente irregular. No final de outubro, regista-
se uma descida mais acentuada, com médias que passam a situar-se entre os 12 °C e os 15 °C.
Esta reducdo coincide com a ocorréncia de episddios intensos de precipitagcdo, sugerindo a
entrada de frentes frias e o inicio de um padrdo climatico mais invernoso.

A descida das temperaturas apds os picos pluviométricos revela uma correlagao entre
as condi¢des meteorologicas adversas (chuva e frio) e o avango fenologico da cultura da
oliveira. Estas alteracdes no regime térmico, particularmente quando abruptas, podem
influenciar tanto o metabolismo da planta como a dinamica de agentes patogénicos,

nomeadamente os que favorecem a instalagao de doencas fungicas.
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Figura 14 - Variag¢do da humidade relativa durante o periodo de setembro 2024 a janeiro
de 2025.

A humidade relativa do ar apresentou uma variagao consideravel durante o periodo
compreendido entre setembro e outubro de 2024 (Figura 14), refletindo a influéncia direta
das condi¢des meteorologicas e da transi¢do sazonal. No més de setembro, os valores
oscilaram entre 30% e 85%, com os niveis mais baixos registados nos dias de maior
temperatura, em que o ar se apresentava mais seco. Estas oscilagdes demonstram uma grande
amplitude higrométrica, tipica de finais de verdo, com dias quentes e noites mais frescas.

Ao longo de outubro, verificou-se um aumento progressivo da humidade relativa,
com uma estabilizacdo gradual dos valores. A partir da segunda quinzena, os niveis
mantiveram-se persistentemente acima dos 70%, coincidindo com a ocorréncia de episddios
de precipitagdo e com a descida das temperaturas médias. Durante este periodo, destacam-
se picos de humidade superiores a 90%, diretamente associados a eventos pluviométricos
intensos, como no dia 31 de outubro, quando se registaram 92%.

No final do més de outubro, a humidade relativa apresentou-se consistentemente
elevada, com médias superiores a 75%. Este cenario criou um ambiente microclimatico
extremamente favordvel a proliferagdo de doengas fungicas, como a antracnose, cuja
instalacdo e progressao estao fortemente dependentes de condigdes de elevada humidade e
temperatura moderada. A persisténcia destes valores reforca a importancia do

monitoramento e na previsao de riscos fitossanitarios em olivais.
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4.4. Analise estatistica

4.4.1. Matriz de correlacao

Quadro 3 - Matriz de correlagdo entre as variaveis incidéncia de antracnose, incidéncia
de mosca, teor de agua, peso de 50 frutos, teor de oleo na matéria seca e acidez.

Matriz de Correlagdes

Incidéncia de antracnose  Incidéncia de mosca Teor de dgua no fruto (%) Peso de 50 frutos (g) Teor de dleo Ps (%)  Acidez (%)

Incidéncia de antracnose R de Pearson —
gl -

p-value —

Incidéncia de mosca R de Pearson 0.562* —
gl 16 —
p-value 0.015 _
Teor de &gua no fruto (%) R de Pearson -0.620** -0.374 —
gl 16 16 —
p-value 0.006 0.126 —
Peso de 50 frutos (g) R de Pearson -0.271 -0.073 0.586* —
gl 16 16 16 —
p-value 0.276 0.775 0011 —
Teor de dleo Ps (%) R de Pearson 0.568* 0.221 -0.143 -0.283 —
gl 16 16 16 16 —
p-value 0.014 0379 0.570 0.255 —
Acidez (%) R de Pearson 0.875 *** 0.519* —0.870 *** -0.574* 0437 —
gl 16 16 16 16 16 —
p-value <001 0.027 <.001 0.013 0.070 —

Nota. * p < .05, * p < .01, ** p < .001

A andlise de correlagdo (Quadro 3), mostra que algumas varidveis estdo mais
diretamente relacionadas entre si e exercem maior influéncia no comportamento dos frutos.
A acidez destaca-se como a caracteristica central, pois apresenta as correlagdes mais fortes.
Frutos mais 4cidos tendem a ter menor teor de agua e também menor peso, além de
apresentarem maior incidéncia tanto de antracnose como de mosca.

O teor de agua, por sua vez, esta diretamente associado ao peso dos frutos, o que faz
sentido, ja que frutos mais pesados tendem a conter mais d4gua. No entanto, observa-se que
frutos menos afetados pela antracnose tendem a ter mais agua e sao menos acidos.

A antracnose apresenta ainda uma relacdo importante com o teor de 6leo no peso
seco, indicando que frutos afetados tendem a ter uma altera¢dao nesse parametro, o que pode
refletir modificagdes metabolicas causadas pela doenca. Ja a mosca, embora nio apresente
tantas correlagdes fortes, também esta relacionada com a acidez, reforgando o papel dessa

variavel como determinante na qualidade e sanidade dos frutos.
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4.4.2. ANOVA nao paramétrica

Quadro 4 — Anova ndo paramétrica (Kruskal-Wallis) para comparagdo das datas de

colheita.
Kruskal-Wallis
e df p
Incidéncia de antracnose 109 2 0.004

Pairwise comparisons - Incidéncia de antracnose

W P
1 2 353 0.034
1 3 408 0.011
2 3 1.82 0.401

Quadro 5 — Anova ndo paramétrica para comparag¢do da incidéncia de antracnose nos
diferentes pomares experimentais

Kruskal-Wallis

2

X df P

Incidéncia de antracnose 3.37 2 0.185

Inicialmente, foi realizada uma ANOVA ndo paramétrica, uma vez que o0s
pressupostos necessarios para a aplicagdo da ANOVA paramétrica ndo foram cumpridos. Na
primeira analise, avaliou-se a evolu¢do do nivel de antracnose ao longo das diferentes datas
de observacdo (Quadro 4). Verificou-se a existéncia de diferencas estatisticamente
significativas entre a primeira e a segunda data (p < 0,05), bem como entre a primeira e a
terceira data (p < 0,05). Contudo, ndo se observaram diferencas significativas entre a segunda
e a terceira data (p > 0,05).

Adicionalmente, procedeu-se a andlise comparativa entre as parcelas em estudo
(Quadro 5), também através de uma ANOVA ndo paramétrica. Neste caso, ndo foram

encontradas diferencas estatisticamente significativas entre as parcelas (p > 0,05).
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4.5. Evolucio da Antracnose e parametros de qualidade dos frutos
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Figura 15 - Incidéncia de antracnose nos frutos para as diferentes datas de amostragem
nos trés pomares experimentais.

A Figura 15 representa a incidéncia de Antracnose/gafa nos frutos evidencia a
evolucdo da doenga nos trés locais analisados (Monte Espada, Farrobo e Sousa). Em todos
eles observa-se uma tendéncia crescente ao longo do tempo, embora com pequenas
diferencgas na intensidade registada em cada parcela. Esta evolugdo paralela sugere que os
fatores ambientais (como a precipitagdo, a temperatura e a humidade relativa) tiveram um
impacto determinante, condicionando de forma semelhante a progressao da doenga em todos
os locais. Assim, pode concluir-se que a presenga da Antracnose nao esteve limitada a uma
localizagdo especifica, mas sim generalizada, acompanhando as condi¢des que favoreceram

o desenvolvimento do fungo.
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Figura 16 - Relagado entre a fragdo de frutos perfurados e incidéncia de antracnose nos
mesmos frutos.

Na Figura 16, onde ¢ comparada a interagao entre os frutos perfurado pela mosca e a
incidéncia de antracnose no fruto, a maioria das observagdes apresenta valores relativamente
baixos, indicando uma situagdo inicial controlada. No entanto, a ocorréncia de um pico
elevado nas ultimas datas de registo demonstra que, em determinados momentos, a doenga
pode manifestar-se de forma mais intensa. Este resultado ¢ consistente com a ideia de que,
numa fase avancgada do ciclo do fruto, a suscetibilidade pode aumentar ou que determinadas
condi¢des ambientais podem ter proporcionado um surto repentino da doenca. Esta
constatacdo sublinha a importancia de um acompanhamento continuo, uma vez que uma
evolucdo aparentemente lenta pode, em pouco tempo, resultar em niveis de incidéncia
prejudiciais a produgao.

A Correlagdo entre praga e doenga mostra uma associagdo positiva entre a
percentagem de frutos perfurados e a incidéncia da doenca. Ou seja, sempre que o nimero
de frutos perfurados aumenta, verifica-se também um incremento da incidéncia da doenca.
Este resultado sugere uma interagao entre fatores bidticos, em que a praga pode facilitar a
entrada e instalacao do agente patogénico. Do ponto de vista pratico, este resultado destaca
a importancia de um controlo integrado, dado que a gestdo da praga podera ter reflexos

diretos na reducdo da incidéncia da doenca, atuando de forma preventiva.
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Figura 17 - Relagdo entre a incidéncia de antracnose e o teor de acidez medido no azeite.

A relagdo entre a incidéncia de antracnose nos frutos e a acidez do azeite encontra-
se representada na Figura 17. Verifica-se uma associa¢do exponencial positiva significativa
(p< 0,05) entre as duas variaveis (R? = 0,9076), evidenciando que mesmo baixos niveis de

infecdo tém impacto direto na qualidade do azeite.
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5. Discussao



A antracnose da oliveira, causada por diferentes espécies do género Colletotrichum
spp., constitui uma das doengas mais relevantes e limitantes da olivicultura em regides de
clima mediterranico. Diversos autores (Loureiro et al., 2018; Peres et al., 2021; Talhinhas et
al., 2005) referem que a doenca ndo s6 compromete a produtividade dos olivais como
também afeta de forma decisiva a qualidade do azeite produzido, colocando em causa a sua
valoriza¢ao comercial.

Os resultados obtidos no presente estudo corroboram esta visdo, evidenciando que a
antracnose ¢ um fator determinante na depreciagdo qualitativa do azeite. Ao longo do
periodo de observagao, entre outubro de 2024 ¢ janeiro de 2025, verificou-se uma evolugao
temporal marcada da doenga, com intensificagdo progressiva da sua incidéncia. Esta
dinamica encontra-se em conformidade com o descrito por Moral et al. (Moral et al., 2014),
que identificam o outono humido como a estagdo mais propicia para a manifestacao
sintomdtica da antracnose. Assim, este periodo do ciclo anual da oliveira constitui um
momento critico para a sanidade da cultura e para a qualidade do produto final.

A metodologia adotada neste trabalho, baseada em amostragens sequenciais em
diferentes herdades e em analises laboratoriais dos parametros fisico-quimicos do azeite,
permitiu estabelecer uma associacdo direta entre a severidade da antracnose e as alteragdes
na qualidade do produto. Os resultados demonstraram que existe uma relacdo exponencial
entre a intensidade da doenca e a acidez do azeite, confirmando os trabalhos pioneiros de
Carvalho et al. e lannotta et al. (Carvalho et al., 2008; Iannotta et al., 1999). Estes autores ja
haviam evidenciado que mesmo niveis relativamente baixos de infe¢do sao suficientes para
comprometer a classificagdo comercial do azeite. Na presente investigagao, verificou-se que
o aumento da incidéncia da doenga se repercutiu em elevacdes significativas da acidez,
inviabilizando a certifica¢do de azeites como virgem extra. Estes dados corroboram ainda os
achados de Runcio et al. (Runcio et al., 2008), que demonstraram que infe¢des fingicas
provocadas por Colletotrichum alteram de forma relevante ndo apenas o perfil quimico, mas
também o perfil organolético do azeite, reduzindo a sua qualidade sensorial e o seu valor
comercial.

Um aspeto particularmente relevante observado neste estudo foi a interagdo entre a
antracnose € a mosca da azeitona (B. oleae). Os frutos que apresentavam perfuracdes devido
a praga mostraram-se mais suscetiveis a infecdo fungica, revelando uma correlacao positiva
entre os dois fatores. Tal resultado confirma as observagdes reportadas por Loureiro et al. e

por Daane & Johnson (Daane & Johnson, 2010; Loureiro et al., 2018), que descreveram a
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praga como um facilitador da penetracdo do patogeno. Esta constatacdo reforca a
necessidade de uma abordagem integrada no manejo da oliveira, em que o controlo de B.
oleae contribui indiretamente para a reducao da severidade da antracnose. Desta forma,
evidencia-se a importancia do conceito de protecdo integrada, onde a interacao entre pragas
e doengas deve ser considerada de forma holistica, permitindo intervengdes mais eficazes e
sustentaveis.

As condigdes climaticas registadas durante o periodo de ensaio (temperatura média
de 15,2 °C, elevada humidade relativa e precipitagdo acumulada de 280,3 mm) foram
particularmente favoraveis ao desenvolvimento da doenca. Estes resultados alinham-se com
os trabalhos de Talhinhas et al. e Moral et al. (Moral et al., 2014; Talhinhas et al., 2005), que
destacam a conjugac¢do de temperaturas amenas e elevados niveis de humidade como fatores
criticos para a infecdo e disseminacao de Colletotrichum spp.. Tal evidéncia reforga a
pertinéncia de considerar a previsao meteorologica como ferramenta de apoio a decisdo no
planeamento da colheita. Estratégias de colheita ajustadas ao risco climatico podem
contribuir para mitigar os impactos da antracnose, sobretudo em anos com outonos
particularmente humidos.

De forma convergente com a literatura (Moral et al., 2014; Peres et al., 2021) os
resultados obtidos evidenciam que a antracnose ndo compromete apenas a produtividade da
cultura, devido a queda precoce dos frutos, mas também exerce um efeito negativo
expressivo na qualidade do azeite. Este impacto verifica-se ndo s6 através do aumento da
acidez, mas também pela redugdo da estabilidade oxidativa e pela degradacao dos compostos
fenolicos. Tais parametros sdo cruciais para a valorizacdo comercial e nutricional do azeite,
uma vez que os compostos fendlicos contribuem para as propriedades antioxidantes e para
o perfil sensorial do produto. A severidade destes efeitos foi particularmente notdria na
parcela Sousa, onde a intensidade dos sintomas foi mais elevada. Este resultado sugere que
fatores locais, como o microclima ou o maneio cultural, podem acentuar a suscetibilidade da
oliveira a doenca, confirmando a importancia de considerar a variabilidade intra-regional na
definicdo de estratégias de controlo.

Neste sentido, o presente trabalho reforga a evidéncia de que a antracnose deve ser
considerada ndo apenas como uma doenga de impacto agrondmico, mas também de elevada
relevancia tecnologica e comercial. Os resultados obtidos mostram que a colheita precoce
constitui uma das estratégias mais eficazes para preservar a qualidade do azeite, em linha
com as recomendacoes de Carvalho et al. e Moral et al. (Carvalho et al., 2008; Moral et al.,

2014). Constatou-se que, para garantir um nivel de acidez inferior a 0,5%, valor de referéncia
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para azeites virgem extra de elevada qualidade, a incidéncia da antracnose ndo pode
ultrapassar os 5 a 7% dos frutos nos pomares. Da mesma forma, para que a acidez se
mantenha abaixo de 1%, a incidéncia da doenga deve permanecer inferior a 20%. Acima
destes limiares, a acidez aumenta rapidamente, ultrapassando os limites que definem a
categoria virgem extra (<0,8%) e mesmo a categoria virgem (0,8-2%). Nessas
circunstancias, o azeite passa a ser classificado como lampante (>2%), improprio para
consumo direto, o que representa uma perda significativa do seu valor comercial.

Em sintese, os resultados obtidos neste estudo corroboram a literatura existente ao
demonstrar que a progressao da antracnose conduz inevitavelmente ao aumento da acidez e
a degradagdo da qualidade do azeite (Carvalho et al., 2008; Iannotta et al., 1999; Moral et
al., 2014; Peres et al., 2021; Runcio et al., 2008). Ao mesmo tempo, destacam a importancia
de estratégias preventivas, como a colheita precoce e o manejo integrado de pragas, na
mitigacdo dos impactos da doenga. Dada a forte dependéncia da incidéncia da antracnose
em relagdo as condig¢des climaticas, a integragao de ferramentas de previsdo meteoroldgica
no processo de tomada de decisdo assume-se como elemento-chave para assegurar a
sustentabilidade da produgdo olivicola e a manutencdo da qualidade do azeite na regido

mediterranica.
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6. Conclusao



O presente trabalho permitiu avaliar de forma detalhada a influéncia da antracnose
da oliveira (Colletotrichum spp.) na qualidade do azeite produzido em diferentes pomares
do Alentejo, evidenciando a relevancia desta doenca como um dos principais fatores
limitantes da olivicultura mediterranica.

Através de amostragens sucessivas ao longo da campanha de 2024 e da andlise de
parametros fisico-quimicos, ficou demonstrado que a incidéncia da antracnose aumenta
progressivamente durante o outono, acompanhando a maturacdo dos frutos e sendo
fortemente condicionada por fatores ambientais, nomeadamente a humidade relativa elevada
e as temperaturas amenas. Os resultados mostraram uma relagdo exponencial entre a
incidéncia da doenga ¢ a acidez do azeite, confirmando que mesmo niveis relativamente
baixos de infecdo (5-7%) sdo suficientes para comprometer a classificacdo comercial do
azeite virgem extra (<0,8% de acidez). Quando a incidéncia ultrapassa os 20%, a acidez
tende a superar 1%, conduzindo rapidamente a desvalorizagdo do azeite para categorias
inferiores, e em muitos casos para azeite lampante (>2%).

Outro aspeto relevante foi a interag@o entre a antracnose e a mosca da azeitona (B.
oleae). Observou-se uma correlagdo positiva entre os frutos perfurados pela praga ¢ a
incidéncia da doenca, o que reforga a importancia de um controlo integrado que considere
simultaneamente pragas e patdgenos como elementos interligados no impacto final sobre a
producao e a qualidade.

Do ponto de vista pratico, os resultados sublinham a necessidade de adotar estratégias
de maneio que incluam a monitorizagao rigorosa da doenga, a escolha adequada do momento
de colheita e o controlo da mosca da azeitona como medidas preventivas. A antecipagio da
colheita revelou-se uma das solugdes mais eficazes para reduzir o impacto da antracnose,
evitando que a incidéncia atinja niveis criticos capazes de comprometer a qualidade do
azeite.

Em sintese, esta investigacdo confirma que a antracnose deve ser considerada nao
apenas como um problema fitossanitario, mas também como um fator determinante para a
qualidade tecnologica e comercial do azeite. A integracdo dos resultados obtidos com a
literatura existente contribui para reforcar a importancia da gestdo integrada da doenca e abre
perspetivas para futuras investigagdes focadas em técnicas de previsdo baseadas em modelos
climaticos, selecdo de cultivares menos suscetiveis e estratégias de controlo mais

sustentaveis.

48



As perspetivas futuras decorrentes deste trabalho apontam para a necessidade de
aprofundar o estudo da antracnose da oliveira e do seu impacto na qualidade do azeite,
através do desenvolvimento de modelos de previsdao da doenca baseados em dados
climéticos, capazes de apoiar a tomada de decisao no campo. Torna-se igualmente essencial
implementar programas de monitorizagao continua da incidéncia da antracnose, de forma a
permitir uma avaliacdo mais rigorosa da evolucdo da doenca ao longo da campanha e em
diferentes regides. A sele¢do e ensaio de cultivares com maior tolerancia ao patdégeno
constituem também uma linha de investigacao prioritaria, uma vez que podem contribuir
para a reducao da suscetibilidade dos olivais. Paralelamente, importa avaliar alternativas de
controlo mais sustentaveis, que reduzam a atual dependéncia de fungicidas cupricos, tendo
em conta as crescentes preocupacdes ambientais e regulamentares. Assim, os resultados
obtidos nesta dissertacao nao apenas permitem compreender melhor os mecanismos através
dos quais a antracnose compromete a qualidade do azeite, mas também fornecem orientagdes
relevantes para o desenvolvimento de estratégias de manejo mais eficientes, sustentaveis e

ajustadas a realidade dos olivais mediterranicos.
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8. Apéndices



Apéndice 1 - Dados amostrais

Data Parcela Amostra |Cultivar Antracnose 50 frutos  |Incidéncia nos frutos (%Mosca 50 frutos Frutos perfurados (%) Peso 50 frutos|Alternaria|Humidade (%) Azeite no peso fresco (%] Azeite na matéria seca (%|Acidez (%
04/10/2024|Monte Espada 1|Arbequina 2 0,04 4 0,08 73,5 59,79 12,85 31,96 0,32
04/10/2024|Monte Espada 2|Arbequina 5 0,10 12 0,24 108,41|Sim 59,18 12,95 31,72 0,32
30/10/2024|Monte Espada 1|Arbequina 16 0,32 11 0,22 80,27 63,61 14,91 40,97 1,1
30/10/2024|Monte Espada 2|Arbequina 22 0,44 4 0,08 108,55 67,56 12,51 38,56 1,96
06/12/2024|Monte Espada 1|Arbequina 12 0,24 7 0,14 78,01 62,21 16,96 44,88 3,26
06/12/2024|Monte Espada 2|Arbequina 39 0,78 8 0,16 48,85 41,28 25,32 43,12 29,85
04/10/2024 |Farrobo 1|Arbequina 1 0,02 0 0,00 60,66 57,76 15,99 37,86 0,30
04/10/2024 |Farrobo 2|Arbequina 0 0,00 1 0,02 61,83 63,75 13,38 36,91 0,40
08/11/2024|Farrobo 1|Arbequina 3 0,06 5 0,10 82,27 64,95 14,23 40,6 0,9
08/11/2024|Farrobo 2|Arbequina 7 0,14 2 0,04 80,2 64,07 14,51 40,38 1,46
06/12/2024 |Farrobo 1|Arbequina 9 0,18 7 0,14 77,15 64,52 14,76 41,6 2,06
06/12/2024 |Farrobo 2|Arbequina 16 0,32 7 0,14 72,02 62,43 15,67 41,71 3,32
11/10/2024|50usa 1|Arbequina 3 0,06 1 0,02 85,58 57,10 15,99 37,27 0,20
11/10/2024|50usa 2|Arbequina 5 0,10 2 0,04 89,23 57,58 16,36 38,57 0,28
08/11/2024|Sousa 1|Arbequina 15 0,30 4 0,08 93,29 62,3 15,81 41,94 2,2
08/11/2024|Sousa 2|Arbequina 16 0,32 5 0,10 100,06 63,09 15,41 41,75 2,07
06/12/2024|Sousa 1|Arbequina 26 0,52 22 0,44 69,92 91,98 20,10 41,86 16,5
06/12/2024|Sousa 2|Arbequina 36 0,72 11 0,22 61,3 49,27 21,34 42,07 19,94
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Anexo 1 - COI/T.20/Doc. No 34/Rev. 1. Determination of free fatty acids, cold method
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METHOD

DETERMINATION OF FREE FATTY ACIDS, COLD METHOD

1. SCOPE AND FIELD OF APPLICATION

This mebioel describes the determination of free Gty acids in olive oils and alive pamace oils
The comtent af Free Gty acids is expressed as scidity, caloulsted as the peroentage of oleic acid.

ka

. PRINCIPLE

Asample i% dissolved in o mixture of solvents amd e Free Gally acids present are inded asing
a polassium bydrodde or sodiom bydroocde solation.

3. REAGENTS
All the reagents should be of recognized analytical guality and the water used sither distilled
ar of equivalent purily.

3.1, Diethyl ether; 85 % ethanal ('), mixtore of egual parts by valume.

Mewlralize precisely ot the moment of wee with the potassium bydroxide solution [3.2), with
the ackdition of 0.3 ml of the phenslphthalein solution (3.3) per 100 ml of mixiune.

Nante 10 Diettyd etfeer &5 Mfpfely inffarmmeide aod may form expiosive perosddes. Special care
shioneled bes takes i f% e

Mt £ 0 ¢ f5 nent possibde (o wve dietfod ether, o micore of soiventy contaiming efhamod aod
ferlirene iy e preed, I pecescry, athanod may be replaced by propanod -2,

3.2, Potassium bydroside or sodium hydroxide, derated ethanelic or squeous solotion, o KOH)
aborud 0.1 muol!l o, i necesary, clKOH) about 0.5 meold, Commercial solutions are available.

Thie exaaed concentration ol the polassiom hydroxide salution (or sodium bydrosdde soluidom)
mwust bee known aml checked prioe o uses, Use g solution prepared an least five days befone uss

and decamted info a brown glass boule with a rubles stopper. The solution should be
colpurbess ar siray oodoured.

I phase separatian is observed when using aquesas solalion ol patassium Bydroxide (or
s hydrasdide), replace he aquecus solution by am ethanolic solotion

MNente 30 A slable codowrless sofution of potassion Sydrocdde for sodivm ydreddel may e
prepared oy feffows. Bring o the bodd T 00 mi of etfanol or seiter with 8 g of potasioen
fapdrosdcde for sodivm hydrocide) aod 005 goof alwmiviom shavings and contiove Boiling
waider reflux Sor ome foor, Dl Smmesfiatedy. Dissolve i the disiilfare the reguived guanticy
of potassium fydrovide for socdiam hydroxide). Leave for severad daps amd decaern She olear
superaziand ekl from the precipilale of potassiom carfonate for sodiven carborare), The
serlintienn amay alve be prepared withoen aistiflation ax Sifows: o § O mi of stanad for
waler) add & ml of alveviniom bufyiabe aod leave the mixfare foe several dons, Decand e
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3.3

supernatant lguid and dissolve the required guantity of potassivm Rydroxide (or sodium
hydroxide). The solution is ready for use.

Phenolphthalein, 10 g1 solutlon in 95 to 96 % ethanol (wv), alkall blue 6B or
thymolphthalein, 20 g/l solution in 95 to 96 % ethanol (viv). In the case of strongly coloured
oils, alkali blue or thymolphthalein shall be used.

4. APPARATUS

4.1.
4.2
4.3.

Usual laboratory equipment including:

Analytical balance;
250 ml conical flask;

10 ml burette class A, graduated in 0.05 ml, or equivalent automatic burette.

i PROCEDURE

al.

2.2

3.3

Preparation of the test sample

When the sample is cloudy, it should be filtered.

Test portion

Take a sample depending on the presumed acidity In accordance with the followling table:

Expected acidity Mass of Welghing
(oleic acidity g/100g) = sample (g) | accuracy (g)

Do 10 0.02
=210 7.5 2.5 0.01
=T.4 0.5 0.001

Welgh the sample in the conical flask (4.2).

Determination

Dissolve the sample (5.2) in 50 to 100 ml of the previously neutralized mixture of diethyl
ether and ethanol (3.1).

Titrate while stireing with the 0.1 mol/l solution of potassium hydroxide (3.2) (see Note 4)
until the Indicator changes (the colour of the coloured indicator persists for at least 10
seconds).

Note 4: If the quantity of 0.1 mald potassium hydroxide soludton required exceeds 10 mi, use
the .5 mold solution or change the sample mass according o the expected free acidity and

the proposed fable.

Note 5: If the solution becomes clowdy during titravion, add enough of the solvents (3.1) to
give a clear sofution.

Carry out a second determination only If the fiest resule 1s higher than the specified lmit for
the category of the ofl.
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6. EXPRESSION OF RESULTS

Acidity, as peroentage af oleic acid by weight i egual 1o
M M Vxex M

N —

'i.l" —-e———
*EX T000 " Tm 0% m

w e

W o= the volume of litrated polassiom Bydroside salution wed, inomillilitnes;

¢ = [he exacl concentration in moles per litre of the lrated solution of polassiom hydroside
sl

Bl = 2E2 glmal, the molar mecs in grams per mole of oledc acid;
= Lhie miass of the sanple, in grams

Cllesic avidity is reparted s lollows:
(&) e pwr elecimal places for values from 0 wp o amd including 1:
(B} 10 ome elecimal place For values rom 1 up o and including 100

PRECISION VALUES OF THE METHOD
Amnalysis of the collabarative lesi resulis

Mare than 20 laboralaries took parl in the collaborative test amanged by the Intemational (live
Canmeil in 2014 arad 2015,

The besit was perlormmed an 5 samples in 2004 and 3 samples in 2005
PAC1-2004: crade olive pomace oil

P 2-2004: refined olive poarssee oil

A S-2004: refined alive oil

P 4-2004: exira virgin olive odl (Mardo Solinas prize] — 2001 crop
PACS5-2004: exira virgin olive ol (Mardo Solinas prise] — 2004 crop
PAG-2005: T lampante olive oil + 30% grape seed oil

PA T-2015: Late harvest extra virgin olive oil

P B-2005: B lampante alive oil + 10% palm alein

Thee resulis ol the collaborastive pests have been satistically processed sceording (o the rles Laid
dinwn in the infermational standards 130 5725-2. Outhers were examined by applymg Cochran’s
and Cirubbs” test (o the laboratory results for esch determmatvon (rephicates o amd & and each
sample.

The 1zlde lisis

n mumadier of pariicipating laboraioriess

ouliers mamadier of laboraiories wilh oullying values

FTEET] e af the accepled results (g 100g)

S repeatability standard desiation {g/100g)

RIS, (%) relative stamdard deviatiom for repestability {Srx 100/ mean)

r value below which the absolute dilference between lwo single independent test
resulls obtained with the suee mebod on flentical et material in the same
Labaratory by the same operator using the same equipment within short inlervals
ol lime may be expecied 1o lie with a probability of 85% (50 muoltiplied by 2.8)
{100

Be reprovlucibility standard deviation (g 100g)
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RDSg (%) relative standard deviation for reproducibility (SR x 100/mean)
R value below which the absolute difference between two single test results
obtained with the same method on identical test material in different laboratories
with different operators using different equipment may be expected to le with a
probability of 95% (SR multiplied by 2.8) (g/100g)
A B C D E F G H
n 22 22 22 22 22 20 20 20
outliers 1 1 2 2 1] z 3 2
mean 6,3 0,11 0,07 0,13 0,15 1,4 0,50 0,69
r 0,144 0,019 0,018 0.011 0,021 0.015 0,018 0,022
Sy 0,052 0,007 0,008 0,004 0,007 0,005 0,006 0,008
RSD. (%) 0.8 6.1 9.3 32 4.8 0.4 1.3 1.1
R 0,535 0,074 0,043 0.063 0,100 0121 0,074 0,085
Sk 0,19 0,027 0,015 0.019 0,036 0,043 0,026 0,030
RSD (%) 3,0 24,2 22,7 14,7 23,3 3,1 5.3 4.4
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