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Resumo

O escaldao solar na fruta constitui um importante problema econdémico na
maioria das regides de producdo de maga, a nivel mundial. As perdas por ele
provocadas podem ir de 10% a 50% da producéo.

Tendo isto em consideracgdo, existe uma grande necessidade de se estudar a
eficacia das diversas estratégias de prevencdo do escalddo, de modo a ajudar os
fruticultores no combate ao mesmo.

Sendo assim, o presente estudo foi realizado num pomar de macieira ‘Gala’
(Malus domestica Borkh), clone ‘Galaxy Selecta’, pertencente ao INIAV, |.P. de
Alcobacga, durante a campanha de 2021. Foram testadas oito estratégias de mitigacéo
de queimaduras solares (Eckosil, fertilizagao foliar, reforgo hidrico, quatro protetores
solares: Surround, Vegepron Sun, Agrowhite e Sunstop e uma modalidade
testemunha) ao longo de toda a campanha. Foram avaliados paradmetros de producgéo
e qualidade, assim como aspetos fisioldgicos. Dentro destes ultimos, analisou-se a
fotossintese liquida, fluorescéncia da clorofila, concentragdo de alguns antioxidantes
nao enzimaticos e expressao génica de genes que codificam proteinas de choque
térmico (HSPs).

De acordo com os resultados obtidos é possivel verificar que: as maiores
produ¢des normalizadas foram verificadas nas modalidades Fertilizagao foliar,
Agrowhite e Reforgo hidrico (0,751 0,661 e 0,655 kg/cm? de AST, respetivamente);
frutos com °Brix mais elevado nas modalidades foram Fertilizagdo foliar, Eckosil e
Agrowhite (14,1%, 13,8% e 13,6% de TSS, respetivamente); frutos com maior
pigmentacdo vermelha nos tratamentos com Sunstop, Fertilizagdo Foliar e Agrowhite;
Quanto a fotossintese, valores mais baixos foram apresentados pelas modalidades
Surround e Vegepron Sun, conduzindo a valores de SLA mais elevados.

De modo geral, a maioria das modalidades apresentou igual ou melhor
desempenho relativamente a testemunha. Contudo, é de salientar os resultados
favoraveis obtidos para o tratamento com Agrowhite, uma vez que permitiu minimizar
incidéncia de escalddo solar a colheita, proporcionando frutos com tdo ou melhor

qualidade relativamente a testemunha.

Palavras-chave: Malus domestica Borkh., stress térmico, trocas gasosas,
antioxidantes, HSP



Abstract

Fruit sunburn is a major economic problem in most apple-producing regions
worldwide. Their losses can range from 10% to 50% of production.

Bearing this in mind, there is a great need to study the effectiveness of the
different sunburn prevention strategies, to help fruit growers to combat it.

Therefore, the present study was carried out in an apple orchard 'Gala' (Malus
domestica Borkh), clone 'Galaxy Selecta’, belonging to INIAV, |.P. Alcobaga during the
2021 campaign. Eight sunburn mitigation strategies were tested (silicon, foliar
fertilization, water reinforcement, four sunscreens: Surround WP, Vegepron Sun,
Agrowhite and Sunstop and a control modality without treatments) throughout the
campaign.

Production and quality parameters were obtained, as well as physiological
aspects. Within these, the net photosynthesis, chlorophyll fluorescence, concentration
of some non-enzymatic antioxidants and gene expression of genes coding heat shock
proteins (HSPs) were analyzed.

According to the results obtained, it is possible to verify that: the highest
normalized productions were verified in Foliar nutrition, Agrowhite and Water
reinforcement modalities (0.751 0.661 and 0.655 kg/cm? of AST, respectively); fruits
with higher °Brix in Foliar nutrition, Silicon and Agrowhite modalities (14.1%, 13.8%
and 13.6% of TSS, respectively); fruits with greater red pigmentation in the treatments
with Sunstop, Foliar Nutrition and Agrowhite; As for photosynthesis, lower values were
presented by Surround and Vegepron Sun, leading to higher SLA values.

In general, most of the modalities presented the same or better performance
compared to the control. However, it is worth mentioning the favorable results obtained
for the treatment with Agrowhite, since it allowed to minimize the incidence of sunburn

at harvest, providing fruits with the same or better quality compared to the control.

Keywords: Malus domestica Borkh., heat stress, gas exchange, antioxidants, HSP
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Introducgao

Um dos grandes problemas vivido nos dias de hoje pelos produtores de maca
‘Gala’ (Malus domestica Borkh.) na zona Oeste s&o os prejuizos provocados pelo
escaldao solar dos frutos. Este acidente fisiologico consiste na lesdo da epiderme
causada pela exposicao dos frutos a elevadas temperaturas e intensa radiagao solar
podendo levar ao desenvolvimento de doencgas, depreciacdo dos frutos, quebra de
producgao e problemas de conservacao.

Posto isto, existe uma grande necessidade de se estudar a eficacia das
diversas estratégias de preveng¢ao do escalddo, de modo a ajudar os fruticultores no
combate ao mesmo, melhorando ndo sé a qualidade como a produtividade dos
pomares de maca ‘Gala’. Estas estratégias vao no sentido de evitar que a temperatura
da superficie do fruto exceda determinados limites, impedindo assim a ocorréncia de
escalddo. Sendo assim, o objetivo da presente dissertagdo de mestrado € avaliar o
impacto de diversos tratamentos na redugao do escalddo num pomar de maga ‘Gala’,
a nivel agronomico, fisiolégico e molecular. Para tal, foi realizado um ensaio de campo
em conjunto com o INIAV, |.P. de Alcobacga, que disponibilizou um dos seus campos
experimentais de macieiras ‘Gala’ para a concretizagao do presente ensaio.

Foram estudadas sete técnicas diferentes para a prevengao do escaldido. Ao
longo do ensaio foram realizadas medi¢cées agrondmicas, fisiolégicas e moleculares,
para aferir a eficacia dos diferentes tratamentos e a sua influéncia sobre o
desenvolvimento dos frutos e sobre a produgdo. Foram monitorizadas as trocas
gasosas e indicadores ndo destrutivos de crescimento e de stresse (NDVI, PRI, NPQ,
gp € fluorescéncia da clorofila). Foram também quantificadas as concentragdes de
pigmentos foto-protetores, antioxidantes ndo enzimaticos e a expresséo de genes de
resposta ao stresse. A colheita foram quantificados os parametros agronémicos
indicadores de rendimento e qualidade (°Brix, cor, dureza, teor em matéria seca,

calibre e peso).



1. Revisao Bibliografica

1.1.Espécie Macieira

A cultura da macieira (Malus domestica Borkh.) produz um dos frutos com maior
expressao no volume de produgado e consumo a nivel nacional, totalizando uma area
de produgdo atual com cerca de 14 400 ha (GGP, 2017). Em 2020, a produgao de
macéa apresentou um valor de 265000 t, inferior ao registado no ano de 2019, cuja
producédo fora historicamente elevada, correspondendo a uma diminuigdo de cerca
25% face a campanha de 2019 (INE, 2020). Musacchi & Serra (2018) aludem que as
magas sdo muito apreciadas pelos consumidores ndo apenas pelo seu sabor, mas
também pelas suas propriedades nutricionais devido ao seu alto teor de fendis,
vitamina C e fibra alimentar.

Esta espécie é carateristica de climas temperados, com folha caduca, bienal,
detentora de um elevado nivel de incompatibilidade gametofitica. Devido a esta ultima,
e de acordo com Erig & Schuch (2005) para que ocorra polinizagdo cruzada é
indispensavel a plantacdo de uma ou mais espécies compativeis aquando da
instalagado do pomar. Os seus botdes florais sdo fundamentalmente mistos, incluindo
flores e folhas. As suas inflorescéncias, neste caso designadas de corimbos, podem
conter entre 5 a 10 flores. Relativamente as suas folhas, sao particularmente
actinomorficas, constituidas por 5 sépalas e 5 pétalas, um pistilo composto ou varios

simples e multiplos estames (Bessey & Woods, 1894).

1.2. Cultivar ‘Gala’

Originaria de um dos diversos cruzamentos experimentais de magas realizados
por James Hutton Kidd na Nova Zelandia, a cultivar ‘Gala’ surge no ano 1965 através
polinizagdo cruzada de ‘Golden Delicious’ com ‘Kidd’s Orange Red’ (White, 1987).
Esta cultivar foi, entre 2012 e 2017, uma das mais escolhidas para pomares recém-
plantados a nivel europeu abrangendo 14% da area destes.

A ‘Gala’ encontra-se inserida no grupo das cultivares temporas, com maior
poder de conservagao, apesar de sofrer alguma perda de qualidade. Esta cultivar
apresenta um vigor mediano e um porte semiereto, com ramificacdes abundantes,
bem distribuidas e abertas, e rapida entrada em producgao. Relativamente ao aspeto
visual, a macgé ‘Gala’, ao pertencer ao grupo das cultivares bicolores, apresenta como



dominante a cor vermelha, com algumas estrias sobre um fundo amarelo e/ou verde.
(Trillot et al., 1993).

Contudo, quando as arvores se tornam adultas, os frutos podem perder
rapidamente a coloragdo atraente vermelha-laranja estriada, adquirindo uma
coloragao unicolor. Fatores como o meio ambiente, o tipo de clone, 0 ano e a posi¢cao
relativa do fruto na arvore, fazem com que a intensidade da cor da epiderme do fruto
varie. Aquando da sua maturacdo, a cor de fundo da epiderme do fruto evolui
gradualmente de verde para uma cor branca-amarelada.

Os frutos sao classificados relativamente ao seu calibre, variando entre os 65
e 80 mm de didametro. Nos primeiros anos de idade do pomar, os frutos apresentam
um calibre médio aceitavel. No entanto, este pode vir a diminuir a medida que a arvore
envelhece, caso ndo exista promogao da frutificagdo em verdascas ou a monda seja
insuficiente (Trillot et al., 1995).

Relativamente a qualidade gustativa, os frutos sdo bem adocicados, com pouca
acidez e medianamente perfumados (Hampson & Kemp, 2003). A sua consisténcia é
firme, com polpa fina, branca, sumarenta e muito crocante. No que diz respeito a
colheita, é preferivel fazé-la quando os frutos apresentam uma dureza entre 7 e 9
kg/cm?, enquanto que o teor de sdlidos soluveis (TSS) deve variar entre 12 a 14 °Brix
e a acidez entre 3 a 5 g/L de sumo (Trillot et al., 1995). Nesta cultivar em questéo, e
segundo a otica de Ledo de Sousa (2020), a colheita deve ocorrer entre o final de
julho e o final de agosto, dependendo do clima da regido em que é produzida.

1.3.Escaldao

Barber & Sharpe (1971) afirmam que a queimadura solar € um dano fisiologico
da macgad causado pela radiacdo solar excessiva. Estes danos podem minorar o
rendimento do mercado diminuindo a qualidade do fruto e aumentando o refugo.
Regides subtropicais, aridas e de tipo mediterranico s&o caracterizadas por verdes
com céu limpo, muita luz solar e elevadas temperaturas resultando num elevado risco
de escaldao solar nos frutos (Smit et al., 2008).

Na verdade, as perdas anuais de produtividade devido as queimaduras solares
representam uma grande perda econdémica para os agricultores em todo o mundo
(Felicetti & Schrader, 2009).



1.3.1. Tipos de escaldao

Alguns investigadores identificam trés tipos de queimaduras solares na maca.
Relativamente ao primeiro tipo, designado por escaldado necrotico, Schrader et al.
(2001) consideram que este resulta da morte térmica das células presentes na
epiderme do fruto. Esta degradac&o ocorre quando o fruto atinge temperaturas que
rondam os 52 °C, gerando uma mancha necrética no lado da maga exposto ao sol. O
segundo, e mais comum, denominado escalddo escurecido, ocorre quando a
temperatura da superficie do fruto atinge 46 a 49 °C, na presenca de luz solar. Este
dano resulta numa mancha amarela, bronze ou acastanhada, no lado do fruto exposto
ao sol. Por fim, Felicetti & Schrader (2008) caracterizam o terceiro tipo de escaldao
por queimadura solar foto-oxidativa, referindo-se ao dano foto-oxidativo que ocorre
durante a sua formacdo. Este sucede quando macas ndo aclimatadas a luz solar
intensa sao repentinamente expostas a luz solar, originando uma mancha branca no
fruto. Esta subita exposicdo pode decorrer de monda manual, da colheita seletiva ou

mesmo do deslocamento de um ramo a medida que a carga de frutos aumenta.

1.3.2. Fatores que aumentam a sensibilidade ao escald&o

De acordo com Wunsche et al. (2002) caracteristicas tais como, a espessura
da camada epicuticular, pubescéncia e acumulacdo de compostos antioxidantes
podem tornar a macga mais suscetivel aos danos solares. Posteriormente Felicetti &
Schrader (2009) acrescentaram os pigmentos foto-protetores como fatores
influenciadores. Porém, Brooks & Fisher (1926) salientam ainda que a variagdo nas
condigbes meteoroldgicas, localizagdo geografica e tipo de solo, podem ser
responsaveis por varios niveis de incidéncia de queimaduras solares.

De acordo com estudos realizados por Schrader et al. (2003), a ocorréncia
destes danos fisiologicos deve-se possivelmente ao estado nutritivo, cobertura
vegetal, tamanho do fruto e teor de humidade do solo. Contudo, a suscetibilidade das
macas ao escaldo solar ndo s6 varia com a cultivar, como também com o porta-
enxerto utilizado (Parchomchuk & Meheriuk, 1996).

Mais tarde, Woolf & Ferguson (2000) constataram que as queimaduras solares
sdo igualmente consequéncia do aumento do stresse hidrico. Isto é, qualquer stresse
adicional a planta, ndo s6 aumenta a temperatura dos frutos, como também reduz o

arrefecimento evaporativo, intensificando a incidéncia de queimaduras solares. No



entanto, os principais fatores que induzem todos os trés tipos de queimadura solar
sdo a radiagdo da luz solar e as temperaturas elevadas (Schrader et al., 2003).

1.3.3. Formas de reduzir/ evitar os danos causados pelo escaldao

Embora certos mecanismos de defesa natural fornegam algum grau de
protecao aos frutos, nos ultimos anos tém sido adotadas praticas culturais de modo a
reduzir os danos causados pelo sol (Louw & Korsten, 2014). Existem varios produtos

que podem ser aplicados, sendo um dos mais frequentemente utlizados o caulino.

1.3.3.1. Caulino

De acordo com Schrader et al. (2001), a aplicagdo de caulino parece ser util
para manter a temperatura do fruto abaixo do limite critico para o inicio das
queimaduras solares. Foi observado por Winsche et al. (2002) que a menor incidéncia
de frutos queimados pelo sol deve-se provavelmente a reducao da temperatura da
epiderme do fruto, simultaneamente com um acréscimo da luz, em particular de
radiacao infravermelha, e da sua dispersao dentro da copa.

O Surround® WP é um dos produtos a base de caulino presentes no mercado,
formulado sob a forma de pé molhavel (950 g/kg). E principalmente utilizado para
proteger as culturas contra queimaduras solares provocadas por escaldao e pelo
stresse térmico. Esta protecdo ocorre mediante a formagcdo de uma pelicula de
particulas minerais finas que atua como barreira fisica (BASF, n.d,).

Segundo Glenn et al. (2002), o Surround® WP é aplicado na copa da arvore,
de modo a refletir parte da radiagdo solar, principalmente a UV-B. Este produto
também atinge a superficie do fruto, diminuindo assim a sua temperatura.

O Surround® WP, além dos beneficios anteriormente descritos, também
permite reduzir o stresse hidrico, assim como controlar algumas pragas da macieira
(Sharma et al., 2018). Relativamente a sua dosagem e tempo de aplicagédo, Schrader
et al. (2008) defendem que ambos dependem do tipo de cultura em questao.

1.3.3.2. Silicio

O silicio € um elemento quimico que ao ser aplicado nas folhas, faz com que
estas se tornem mais rigidas, com uma textura mais aspera, retardando a senescéncia

foliar e aumentando o seu teor de clorofila (Adatia & Besford, 1986).



De acordo com Hattori et al. (2005), a aplicagéo de silicio permite melhorar n&o
s6é o crescimento como também o rendimento das plantas, especialmente sob
condigbes de stresse. Por outro lado, Li et al. (2008) relataram que o silicio também
aumenta a tolerancia das plantas a radiagdo UV-B.

Um estudo realizado por Shen et al. (2010) mostrou que a aplicagéo de silicio
reduz significativamente os danos nas membranas celulares provocados pelo stresse
hidrico e elevada radiagdo UV-B. Para além disso, Chen et al. (2011) observaram que
a aplicacéo de silicio na cultura do arroz n&o so alivia o stresse hidrico das plantas,
como também melhora a fotossintese e a absor¢ao de nutrientes minerais.

Um dos variados produtos disponiveis no mercado € o Eckosil, que consiste
numa solugéo na forma de Acido Ortosilicico com agéo reguladora da absorgédo e
transporte de Calcio, Fésforo, Potassio e Magnésio. Este produto proporciona a
acumulagdo de Silicio nas paredes das células vegetais aumentando a rigidez e
resisténcia contra doengas e pragas, reduzindo as perdas por evapotranspiragao
mantendo o equilibrio hidrico mesmo em situacbes de elevada transpiracao
(Asfertglobal, n.d.).

1.3.3.3. Reforgo Hidrico

Segundo Racsko & Schrader (2012), embora o calor excessivo e radiagao
elevada sejam os principais fatores responsaveis pelo escaldao solar, também fatores
indiretos, como humidade relativa, estrutura da copa, poda e rega podem afetar a sua
incidéncia e severidade. Barber & Sharpe (1971) concluiram ainda que o stresse
hidrico agrava o desenvolvimento de queimaduras solares. Neste contexto, Van Den
Ende (1999) afirma que a rega regular das culturas diminui a incidéncia de escaldao
solar.

Mais recentemente, Makeredza et al. (2013) observaram que existe uma
relacdo linear significativa entre o estado hidrico da planta e a incidéncia de
queimaduras solares. Ou seja, estes autores verificaram que ocorre maior incidéncia

de queimaduras solares quando as plantas se encontram em stresse hidrico.

1.3.3.4. Fertilizacao foliar

De acordo com Racskd & Schrader (2012), uma boa gestao de fertilizagdo &
também um método indireto de prevenir ou atenuar a ocorréncia de escaldao solar.

Racsko et al. (2005) encontraram uma relagdo negativa entre a aplicagdo de



nitrogénio e a suscetibilidade das magéas as queimaduras solares. Observaram que
este nutriente ndo so6 influenciava diretamente, através da modificacdo da formacao
da epiderme do fruto, como de forma indireta, ao permitir o desenvolvimento de uma
copa mais densa. Do mesmo modo, Bakeer (2016) observou que a conjugacgao de
nitrato de amaonio com cloreto de calcio levou a uma diminuigao significativa nos danos

causados por queimaduras solares em romazeira.

1.3.3.5. Produtos a base de calcio

O calcio induz resisténcia mecanica da planta aos fatores abidticos permitindo
a sua protecao contra a exposicao solar e stresse hidrico.

Um dos produtos constituidos por este macronutriente é o Agrowhite®,
composto por oxidos de calcio e magnésio. Este consiste numa mistura liquida de
acidos organicos e calcio que tém um efeito barreira na superficie da planta. E um
produto de facil absorcao por formar uma fina pelicula de particulas na planta e a sua
aplicacao permite a planta ndo so proteger-se contra insolagao e desidratagao devido
as altas temperaturas, como também reduzir o ataque de pragas. Consiste num
produto de aplicagao foliar que abrange todo o tipo de culturas, e cuja dose pode variar
entre 12 a 20 kg/ha, com intervalos de aplicagdo de 15 a 30 dias (Codiagro, n.d.).

No mercado encontram-se outros produtos a base de calcio, mais
especificamente sob a forma de carbonato de calcio. Vegepron® Sun €& um deles,
composto por 60% de carbonato de calcio, cuja aplicagdo € principalmente
recomendada para corrigir deficiéncias de calcio. Este produto pode ser utilizado em
diversas culturas na dose 20L/1000L de agua com um intervalo entre aplicagbes de
20 a 30 dias (UPL, n.d.).

Outro produto com esta substancia ativa € o Sunstop® LG, que consiste numa
suspensao concentrada (SC) contendo 20% (p/p) de carbonato de calcio que permite
proteger as culturas contra a ocorréncia de disturbios fisiologicos relacionados com
temperatura e radiacao solar elevadas. Esta protegao ocorre através da formacao de
uma pelicula de finas particulas minerais, atuando como barreira fisica a radicagao
solar prejudicial e fazendo baixar a temperatura de forma significativa. Este tratamento
deve ser utilizado de forma preventiva, sempre que se antecipem condig¢des propicias
ao escalddo solar. Tem como resultado uma menor incidéncia de raios infravermelhos
e UV e, portanto, uma redugao da temperatura da epiderme do fruto que pode ir até 5
°C. Relativamente a cultura da macieira, deve ser aplicada uma dose de 12 kg/ha com



um intervalo de aplicagdes entre 15 e 20 dias. Caso ocorra escorrimento do produto,
deve-se proceder a repeticao do tratamento (Gobbi, n.d.).

1.3.3.6. Rede de sombreamento

De acordo com Scott (1988), o objetivo inicial da utilizagdo da rede era proteger
a cultura dos danos provocados pelo granizo. Contudo, o uso de redes de polietileno
de alta densidade sobre a copa das arvores reduz também a incidéncia de luz solar
na superficie dos frutos e, consequentemente, a sua temperatura por meio da redug¢ao
da transmissdo da radiagao solar direta pela rede, diminuindo assim as lesbes por
queimadura solar (Stampar et al., 2002). Middleton & McWaters (2002) demonstraram
que a rede de sombreamento reduz os niveis de luz solar ou de radiagao
fotossinteticamente ativa (PAR) em 12-27%. Segundo um estudo feito por Gardner &
Fletcher (1990), chegou-se a conclusao que a rede preta reduzia a radiagdo em 33-
37% enquanto que a rede branca apenas reduzia em 4-8%. No entanto, a atenuacéao
da radiacdo solar pode afetar o desenvolvimento da cor em cultivares de maca
vermelha (Widmer, 2000). Dependendo da densidade e da cor da rede, € possivel
alterar a intensidade consoante a composi¢cdo da luz solar transmitida (Bastias &
Corelli-Grappadelli, 2012). Contudo, o retorno financeiro dos pomares com rede pode
nao justificar os custos de produgédo uma vez que estes séo elevados (Warner, 1997).

1.3.3.7. Painéis solares

Por outro lado, um estudo esta atualmente a ser realizado por investigadores
australianos pertencentes a Tatura SmartFarm na cidade de Vitéria, acerca da
utilizacdo de painéis solar na mitigagdo do escaldao na pera. Este método tem em
vista ndo so proteger os frutos como também gerar eletricidade, e no futuro podera vir
a ser implementado para o controlo do escald&o nos frutos (Solarquotesblog, n.d.)

1.4.Mecanismos fisiologicos de defesa contra a exposi¢cao excessiva a luz solar

Tanto as folhas como os frutos recorrem a diversos mecanismos fisiologicos e
bioquimicos de modo a evitar danos causados pela exposi¢céo solar excessiva (Barber
& Sharpe, 1971). No entanto, os frutos sdo mais suscetiveis do que as folhas n&o s6

devido ao seu tamanho, como também pelo facto de ndo serem capazes de exibir



movimentos ativos em resposta ao excesso de luz solar, ao contrario das folhas
(Racsko et al., 2010).

De acordo com Wunsche et al. (2004), de modo a reagirem ao stresse térmico,
os frutos recorrem a um sistema de defesa complexo (pigmentos foto-protetores,
enzimas antioxidantes, proteinas de choque térmico, entre outros) contra a luz solar
excessiva e/ou calor radiante. Este sistema nao so6 procede a eliminagao de espécies
reativas de oxigénio (ROS), como também protege as proteinas da desnaturagéo e
degradacéo irreversiveis e evita alguns danos a moléculas vitais, permitindo deste
modo reduzir os problemas causados pelas queimaduras solares. Porém, quando as
queimaduras s&0 mais severas, estes mecanismos de defesa acabam por afetar os
frutos da maga em variados niveis: alterando a composigao do pigmento, causando
alteragdes morfologicas e prejudicando a fotossintese, levando a perda de qualidade
dos frutos.

No que diz respeito ao escaldao do tipo foto-oxidativo, em condi¢cbes de
elevada radiacdo solar a absor¢do de fotbes pelos pigmentos fotossintéticos é
frequentemente superior a capacidade de utilizacao pela fotossintese, provocando um
excesso de energia de excitagao (Demmig-Adams et al., 1995). Aparentemente, esse
tipo de queimadura solar € causado pela alta pressao de energia de excitagédo e por
um desequilibrio entre a produgéo e a desintoxicagdo de ROS sob alta luz solar (Li &
Cheng, 2008). Contudo, este excesso de energia de excitagcdo das moléculas de
clorofila pode ser dissipado como calor, minimizando assim o potencial de dano foto-
oxidativo (Muller et al., 2001). Este processo de dissipagdo térmica pode eliminar
pelas folhas mais de 75% dos fotdes absorvidos (Demmig-Adams et al., 1996).
Nenhum dano ocorre quando os sistemas antioxidantes enzimaticos e néao
enzimaticos da epiderme sio capazes de eliminar de forma eficiente as ROS que sao
geradas (Felicetti & Schrader, 2008).

Relativamente ao escaldao escurecido, Schrader et al., (2001) observaram que
este consiste num evento subletal nas macgas, isto €, que ndo conduz a alteracéo da
integridade das membranas celulares. Repararam também que os tratamentos que
diminuiram a radiagao UV-B diminuiram também a incidéncia deste tipo de escaldao,
implicando assim que o UV-B é necessario para induzir esse tipo de dano. Andrews
& Johnson (1996) concluiram que o conteudo de [-caroteno aumentou
significativamente com o aumento da gravidade do dano. Posto isto, e pelo facto de

os carotenoides serem pigmentos amarelos, os autores sugeriram ainda que o



amarelecimento da epiderme durante o desenvolvimento do escalddo escurecido
consiste num mecanismo de prote¢ao que permite eliminar os radicais livres.

O escalddo necrdtico ocorre apenas em macgas com exposi¢cao solar, e é
provocado pelo aquecimento radiante que faz aumentar a temperatura superficial do
fruto até pelo menos 52 °C (Schrader et al., 2001). O desenvolvimento deste tipo de
queimaduras é induzido por stresse térmico que provoca reagdes biofisicas. Quando
a epiderme do fruto, assim como as células corticais subjacentes, atingem uma
temperatura limite, podem ocorrer danos irreversiveis em todo o mecanismo
fotossintético, impedindo que este funcione normalmente (Tang et al., 2007).

Segundo Barber & Sharpe (1971) a queimadura solar intensa nao so altera a
cuticula, como danifica os tecidos epidérmicos e subepidérmicos, tornando as
paredes celulares mais espessas. Ocorre também um aumento da quantidade de
fendis intercelulares e alteracéo das estruturas dos plastidios e dos tilacoides. A morte
de células vegetais dos frutos que apresentam queimaduras solares também é
passivel de ocorrer, bem como a entrada de agentes patogénicos nos frutos através
das feridas no tecido epidérmico, tornando-os ndo comercializavel (Racsko et al.,
2005).

1.4.1. Antioxidantes ndo enzimaticos

1.4.1.1. Acumulagdo de compostos e pigmentos foto-protetores

Um sintoma inconfundivel do escalddo na maca é a mudanca de cor da
epiderme. De acordo com Chen et al. (2008), inicialmente a epiderme da maca
apresenta uma cor esbranquigada, tornando-se acastanhada a medida que aumenta
o stresse térmico. Esta alteracdo da cor do fruto ndo s6 afeta de forma severa a
aparéncia, como também diminui a sua capacidade de conservagao e o0 seu valor
econémico (Wahid et al., 2007). E o contetdo de pigmentos que determina a cor da
maca, sendo que na epiderme encontram-se principalmente clorofilas, carotenoides e
antocianinas (Knee, 1972).

Relativamente as clorofilas, estas assumem um papel fundamental na
fotossintese e recentemente, o seu envolvimento nos sintomas de queimadura de

frutos foi comprovado (Rustioni et al., 2014).
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Quanto aos carotenoides, ndo s6 sdo indispensaveis para que haja a coloragao
de varios tipos de frutos, como também protegem as células e os tecidos contra os
danos provocados pelas queimaduras solares (Merzlyak & Solovchenko, 2002).

As antocianinas s&o os principais pigmentos presentes nas magas vermelhas,
sendo a sua biossintese afetada pela luz (Lancaster & Dougall, 1992). Um estudo feito
por Liu et al. (2019) mostrou que os carotenoides apresentam maior tolerancia ao
stresse térmico do que antocianinas e clorofilas na epiderme da macga. Nesse trabalho,
os autores verificaram que as queimaduras solares ocorreram sob condigdes de
temperatura e intensidade luminosa elevadas, tendo a sintese de antocianinas e
clorofilas da epiderme da macé sido inibida. Nesta situacdo, os frutos protegeram-se
aumentando o teor de carotenoides, fenois e flavonoides (Liu et al., 2019).

De acordo com Velioglu et al. (1998), a fungao destes pigmentos na da macé &
de filtrar o excesso de radiagcdo PAR e UV-B, mas também de inibicdo ou atraso de
oxidagao de outras moléculas, impedindo a iniciagdo ou propagacéo de reagdes em
cadeia de oxidagao, exercendo um papel analogo ao dos antioxidantes enzimaticos.
Liu et al. (2019) observaram ainda, que nos frutos com queimadura solar, ocorreu um
aumento no teor de carotenoides, enquanto os teores de antocianinas e clorofila
diminuiram, mostrando que a acumulacao de carotenoides tende a ser mais eficaz do
que a acumulacao de antocianinas e clorofila no combate as elevadas temperaturas
e niveis de radiagao solar.

Contrariamente aos carotenoides, presentes exclusivamente nos cloroplastos,
as antocianinas (AnC) acumulam-se geralmente nos vacuolos das células
epidérmicas e/ou mesdfilicas, atuando deste modo como atenuantes eficientes de luz
em excesso e prevenindo assim, de forma indireta, o stresse foto-oxidativo. Estes
compostos atuam, portanto, como filtros bioquimicos naturais, geralmente entre os
comprimentos de onda do UV e do azul originando assim uma foto-protecéo eficaz
contra as queimaduras solares de frutos (Neill & Gould, 2003).

De acordo com (Merzlyak et al., 2002), as antocianinas sao pigmentos
fotossintéticos vermelhos, roxos e azuis, que devido a sua intercecédo pela radiagao
solar protegem o sistema fotossintético da incidéncia excessiva de luz. Como
consequéncia, os perfis destes compostos sdo extremamente alterados com a
ocorréncia de queimaduras solares (Felicetti & Schrader, 2008). Diversos autores
(Reay & Lancaster, 2001; Merzlyak et al., 2002; Liu et al., 2019) relataram um aumento

no teor de antocianinas, n&o s6 ao longo do desenvolvimento do fruto, como também
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no lado iluminado do fruto apds a exposicao deste a luz UV-B, relativamente ao lado
sombreado. No entanto, embora um aumento no conteudo de antocianinas e
carotenoides ocorra nas primeiras fases da queimadura solar, o seu decréscimo por
deterioragéo foi observado em casos de queimaduras solares a longo prazo (Merzlyak
et al., 2002; Liu et al., 2019). Contudo, a concentragdo deste pigmento é
especialmente acentuada durante o escald&o escurecido, tendo em conta que as altas
temperaturas sao responsaveis pela degradagéo das antocianinas.

Para além disso, Rabinowitch et al. (1982) consideraram que muito
provavelmente o elevado conteudo de pigmentos foto-protetores nos frutos vermelhos
esta relacionado com a menor incidéncia de dano foto-oxidativo nestes, relativamente
aos frutos de cor verde.

A atividade fotossintética das plantas esta diretamente relacionada com o teor
de clorofilas (Chl), sendo que este é influenciado por diversos fatores de natureza
abidtica ou bidtica (Taiz & Zeiger, 2010). A quantificagdo de clorofilas é relevante para
a definicdo do estado fisiolégico da planta, permitindo aferir sobre a eficacia de
determinadas técnicas culturais no potencial fotossintético e no rendimento das
fruteiras.

A clorofila esta confinada nos tilacoides do cloroplasto (Hall & Rao, 1994; Taiz
& Zeiger, 2010) e consiste no pigmento fotossintético mais proeminente nas plantas.
E um fator importante na determinacdo da taxa de fotossintese pela planta, quanto
maior a concentragao de clorofila, maior a taxa de fixacao de diéxido de carbono, pois
havera mais centros de aprisionamento e, portanto, havera aumento da taxa de
fotossintese e crescimento (Taiz & Zeiger, 2006).

Os carotenoides (Car) desempenham um papel indispensavel na coloragao de
diversos tipos de frutos (Bartley & Scolnik, 1995). Contudo, estes pigmentos detém
também a capacidade de proteger as células e tecidos dos danos provocados pelas
queimaduras solares (Merzlyak & Solovchenko, 2002), e estdo localizados
principalmente nos complexos de captacgéo de luz (Vijay et al., 2017; Liu et al., 2019).
Liu et al. (2019) observaram que, como consequéncia do processo de queimadura
solar, ocorre um aumento do teor de carotenoides e, simultaneamente, uma
diminui¢cao dos teores de antocianinas e clorofilas nas zonas laterais ao escald&o nos
frutos afetados pelo sol.

Quando os frutos se encontram expostos a altas temperaturas e radiagao solar
intensa, os carotenoides agem protegendo as clorofilas da foto-oxidagao, a partir da

12



extingdo dos seus estados excitados e de remogéo de outras ROS (Kruk et al., 2005;
Fu et al., 2019). Posto isto, podemos considerar os carotenoides como pigmentos
fundamentais na protecdo do aparelho fotossintético sob elevadas temperaturas e
radiagdo solar (Fu et al., 2019). Contudo, caso exista excesso de radiagao solar
incidente, e consequentemente, um aumento da gravidade da queimadura, estes

pigmentos serédo severamente degradados (Merzlyak et al., 2002).

1.4.1.2. Antioxidantes ndo enzimaticos de baixo peso molecular

Quando ocorre foto-destruicdo dos pigmentos fotossintéticos, os antioxidantes
esgotam-se completamente, comprometendo a defesa antioxidante das células
(Rustioni et al., 2020). Espécies reativas de oxigénio formadas por foto-reducéo direta
de O2 no centro de reagdo do fotossistema | (PSI) sob condi¢ées de luz solar
excessiva sdo detoxificados por um sistema antioxidante composto por antioxidantes
enzimaticos e ndo enzimaticos (Asada, 1999).

Aléem dos pigmentos fotossintéticos anteriormente descritos, o mecanismo
antioxidante € muito complexo e inclui muitos outros mecanismos foto-protetores,
incluindo antioxidantes nao enzimaticos de baixo peso molecular, que sao
considerados compostos capazes de eliminar ROS sem se converterem num radical
destrutivo. Para além disso, existem as enzimas com atividade antioxidante, que
também podem interromper os processos de oxidagao e que, em algumas situagdes,
atuam em conjunto com estes antioxidantes ndo enzimaticos de baixo peso molecular
(Noctor & Foyer, 1998).

O ascorbato € um antioxidante ndo enzimatico que, nas plantas, se encontra
presente em diferentes compartimentos: no citosol, cloroplasto, vacuolos,
mitocdndrias e matriz extracelular (Horemans et al., 2000). Este possui um papel
indispensavel na redugao dos danos causados por processos oxidativos, devido
sobretudo, a sua cooperagdo com outros antioxidantes, como carotenoides e
tocoferois (Foyer & Noctor, 2005). Para além disso, constitui um dador de eletrbes
capaz de se oxidar a monodesidroascorbato (MDAsA) e desidroascorbato (DAsA)
(Potters et al., 2002).

Contudo, além do seu papel como substrato enzimatico, o ascorbato também
reage diretamente com algumas ROS e contribui para a regeneragdo de certos
carotenoides (Potters et al., 2002).
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A glutationa é um tripeptideo de glutamato, cisteina e glicina e que pode existir
sobretudo em duas formas: a forma reduzida (GSH), e a forma oxidada (GSSG)
(Noctor & Foyer, 1998). Este antioxidante encontra-se envolvido n&o sé no
metabolismo do enxofre, como também na defesa contra o stresse oxidativo (Potters
et al., 2002). Além disso, a temperatura elevada e a luz excessiva podem induzir o
aumento do conteudo de GSH nos frutos, melhorando a sua capacidade antioxidante

perante este tipo de stresse (Zhang et al., 2008).

1.4.2. Proteinas de choque térmico

Os seres vivos respondem ao stresse térmico através da indugao da sintese de
proteinas de choque térmico (HSP) (Vierling, 1991). As HSP abrangem um diverso
conjunto de proteinas que podem variar em peso molecular de 15 a 115 kDa e que se
acredita que desempenham um papel importante na tolerancia térmica (Howarth &
Ougham, 1993). As HSP mais abundantes nas plantas superiores sdo conhecidas
como proteinas de choque térmico de baixa massa molecular (sHSP), variando de 15
a 40 kDa (Polenta et al., 2007). As sHSP constituem o grupo mais diversificado nas
plantas, tanto a nivel da sua funcédo, como da sua localizagao celular. Esta diversidade
demonstra a adaptacdo evolutiva das plantas as condigbes de stresse (Sun et al.,
2010).
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2. Material e Métodos

O presente ensaio ocorreu durante a campanha 2020/2021 num pomar
localizado na Quinta Nova, Alcobaca. O pomar é adulto, com cerca de 17 anos de
idade e em produgdo. Nele pretendeu-se analisar e avaliar o impacto de varios

tratamentos na reducéo do escaldao solar em maca ‘Gala’.

2.1.Descricdo do pomar em ensaio

Este ensaio experimental foi concretizado juntamente com o INIAV |.P. -
ENFVN (Estacao Nacional de Fruticultura Vieira Natividade), em Alcobaca, que cedeu
um dos seus campos experimentais, localizado no pomar Quinta Nova no concelho

de Alcobaca (Figura 1A).
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Figura 1 - Localizagado do pomar em ensaio (A) (fonte: Google Earth); Aspeto geral do pomar de ‘Gala’ a
17/05/2021(B)

Relativamente as caracteristicas do pomar em questéo, este é constituido por
macieiras da ‘Gala’ clone ‘Galaxy Selecta’ com modo de condugdo em eixo central
revestido e rega por gota-a-gota. Na Figura 1B é possivel observar o aspeto geral
deste pomar a 17 de maio de 2021. Com porta-enxerto EMLA9, as arvores foram
plantadas a 22 de dezembro de 2004 num compasso de 4,5 m por 1,2 m perfazendo
uma area toral de 8424 m2. No pomar, além da ‘Gala’ estdo presentes duas
polinizadoras distintas, ‘Granny Smith’ e ‘Golden Reinders’, perfazendo um total de
1560 arvores.

O solo do pomar apresenta enrelvamento permanente e espontaneo na
entrelinha, sendo o controlo das infestantes, presentes ao longo da linha, feito através
de aplicagdo de herbicida. Por outro lado, na entrelinha, este controlo é feito

recorrendo a meios mecénicos, de modo a manter a vegetagao rasteira.
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Relativamente a rega, o sistema utilizado é gota-a-gota, com uma linha de rega
em cada linha de plantagdo. Estas encontram-se instaladas a 30 cm do solo, e a
distancia entre dois gotejadores consecutivos é de 1 m e o seu caudal nominal &€ de
4L/h. O pomar apresenta um programa de rega automatico, que se iniciou a 28 de
junho de 2021. Este compreende uma frequéncia de trés regas semanais, mais
concretamente as tergas, quintas e sabados, com a duragdo de duas horas e meia
por periodo de rega.

Quanto ao clima da regido onde foi implementado o ensaio, Alcobaga pertence
ao tipo Csb, de acordo com a classificagao climatica de Koppen e Geiger, semelhante
a todo o centro litoral e norte de Portugal. Este grupo apresenta climas quentes e
temperados, com pluviosidade no inverno e verbes quentes e secos. Esta regido
apresenta uma temperatura média anual de cerca 15 °C e pluviosidade média que
ronda os 700 mm (CLIMATE-DATA.ORG, n.d.).

Os dados meteorolégicos foram registados e cedidos pela estagéao
meteorologica do INIAV, I.P., e estdo apresentados no Anexo I. Da sua interpretagéo,
podemos verificar que apenas em cinco dias do ano ocorreram temperaturas acima
dos 30 °C, mais precisamente a 12 de junho, 10, 15 e 16 de julho e apds a colheita, a
24 de agosto.

2.2.Modalidades em ensaio e delineamento experimental

Escolheram-se oito modalidades experimentais, correspondendo a cada uma
os diferentes tratamentos: Surround (caulino), Agrowhite (33% Oxido de calcio),
Vegepron Sun (60% carbonato de calcio), Sunstop (20% carbonato de calcio), Eckosil

(acido ortosilicico), Fertilizagao foliar, Reforgo Hidrico e a testemunha (Quadro 1).

Quadro 1 - Modalidades em estudo no presente trabalho.

M1 Testemunha

m2 Sunstop (Fitossistema)

m3 Eckosil (AsfertGlobal)

m4 Fertilizacado Foliar (Tradecorp)
M5 Surround (BASF)

M6 Agrowhite (Codiagro)

m7 Reforgo hidrico

ms8 Vegepron Sun (UPL)
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As arvores de cada modalidade foram escolhidas com base nas suas areas de
secgdo do tronco médias, tornando as modalidades mais homogéneas entre si, e
permitindo normalizar a produ¢do. Cada modalidade em ensaio foi constituida por 20
arvores (5 repeticdes de 4 arvores) distribuidas por cinco talhdes, como representado
na Figura 2. Por sua vez, cada unidade experimental foi composta por quatro arvores,
servindo as duas arvores das extremidades como bordadura do tratamento, de forma
a evitar a ocorréncia de contaminagdo por parte dos tratamentos adjacentes, e

permitindo resultados mais fiaveis.

S € CaminhoCentral > N |

Legenda:
1 M1 - Testemunha 1 MS - Surround

=1 M2 - Sunstop 1 M6 - Agrowhite
=3 M3 - Eckosil M?7 - Reforgo Hidrico
=0 M4 - Fertilizagdo Foliar M8 - Vegepron Sun

Figura 2 - Disposicdo das unidades experimentais causalizadas com cinco repeticbes correspondentes as oito
modalidades em ensaio.

Na modalidade Reforgo Hidrico (M7), antecipou-se o inicio da rega um més
relativamente a rega gota a gota convencional, adicionando-se neste periodo cerca
de 70 a 75% da evapotranspiracao cultural (ETc), através da aplicagdo semanal de
20 L por arvore. Aquando da ativagao da rega gota-a-gota, mais precisamente a 28
de junho de 2021, passou-se a adicionar aproximadamente 30 a 35% da ETgc,
aplicando 10 L por arvore e suplementando a dotagao fixa aplicada na rega gota-a-
gota do programa de rega pré-estabelecido. Este reforgo foi realizado com recurso a
bilhas de 20 e 30 L, como mostra a Figura 3.
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Figura 3 - Reforgo hidrico realizado nas quatro arvores de cada unidade
experimental da modalidade M7, com recurso a bilhas de 20 e 30 L.

Em relagdo a modalidade Fertilizagao Foliar (M4) os produtos aplicados e
respetiva composi¢ao encontram-se descritos no Anexo Il.

Quanto aos tratamentos, estes foram realizados utilizando um equipamento de
protecdo individual (figura 4A) e com recurso a um pulverizador elétrico Pulmic
Industrial 35, com capacidade até 35 litros (figura 4B). A sua aplicagao foi efetuada
apenas em condi¢des cujo vento se encontrava dentro dos limites regulamentados

para permitir uma boa cobertura dos produtos.

Figura 4 - Aplicagdo dos tratamentos utilizando equipamento de protecdo
individual (A); com recurso a um pulverizador industrial Pulmic 35 (B)

Quanto a sua frequéncia, estes tratamentos foram aplicados em diferentes

periodos, os quais podem ser observados no quadro 2.
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Quadro 2 - Registo dos tratamentos realizados nas diferentes modalidades em ensaio.

28/mai

01/jun
08/jun
11/jun
15/jun
24/jun
28/jun
07/ju
09/ju
16/ju
21/ju
27/ju
05/ago
09/ago

13/ago

M3
(Eckosil)

Eckosil (50
mL/100L)

Eckosil (50
mL/100L)

Eckosil (50
mL/100L)

Eckosil (50
mL/100L)

Eckosil (50
mL/100L)

Eckosil (50
mL/100L)

M4
(Fertilizagao Foliar)

Fitoalgas Green (250 mL/100L)
+ Aton Az (150 ml/100L) + MKP
(300 g/100L) + MAP (300
g/100L)

Calfinish (2 kg/ha) + Folur (100
mi/100L)

15/05/30 (500 g/100L) +
Solubor (150 g/100L)

Radical Calcio (2,5 kg/ha) +
Fitoalgas Green (0,5 kg/ha)

Stimulus (2 L/ha) + Radical
Calcio (2,5 kg/ha)

M7
(Reforgo Hidrico)

Rega (80 L/unidade
experimental)
Rega (80 L/unidade
experimental)

Rega (80 L/unidade
experimental)

Rega (40 L/unidade
experimental)

Rega (40 L/unidade
experimental)
Rega (40 L/unidade
experimental)

Rega (40L /unidade
experimental)
Rega (40 L/unidade
experimental)

Rega (40 L/unidade
experimental)

M2
(Sunstop)

Sunstop
(12 kg/ha)

Sunstop
(12 kg/ha)

Protetores Solares

M5 M6
(Surround)

(Agrowhite)

Surround (2,5 | Agrowhite
kg/100L)

(5 kg/ha)

Surround (2,5 | Agrowhite
kg/100L)

(5 kg/ha)

M8
(Vegepron Sun)

Vegepron Sun
(2 L/100L)

Vegepron Sun
(2L/100L)

Considerou-se pertinente avaliar o grau de aderéncia dos quatro protetores

solares aos frutos bem como a area de protecao que estes promovem. Recorreu-se

ao programa Imaged, que permitiu determinar a percentagem de cobertura promovida

por cada protetor solar.

Foram previamente fotografados 6 frutos de cada uma das modalidades

tratadas com protetores solares (Figura 5A) e introduzidos no programa em formato

8-bit (Figura 5B). Posto isto, definiu-se um threshold com os valores 106 e 255 (Figura

5C), selecionou-se a area de medicéo e aplicou-se a analise de particulas (Figura 5D).

Por fim, obteve-se a percentagem de area de fruto coberta pelo produto (Figura 5E).
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Figura 5 — Avaliagdo da percentagem de aderéncias dos quatro produtos
protetores solares com recurso ao programa ImagedJ.

2.3. Avaliagdes efetuadas nas plantas

2.3.1. Crescimento
2.3.1.1. Area de seccdo do tronco

No inicio e no final da campanha mediu-se os diametros dos troncos, 20
centimetros acima do ponto de enxertia. A area de secgao do tronco (AST) é calculada
com base na média do diametro maximo e minimo dos troncos das arvores marcadas,
de acordo com a seguinte expressédo, tendo sido determinada para uniformizar as
diferengas entre modalidades em andlise e normalizar a produgéo (kg/cm? de AST):

. . diametro médio
Area de secgao de tronco = 7. ( > ) (em?)

2.3.1.2. Area Foliar Especifica

A area foliar especifica (SLA) consiste na area foliar por unidade de peso seco.

Esta encontra-se positivamente relacionada com a taxa fotossintética maxima, um
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parametro determinante na produtividade (Reich et al., 1994) e foi calculada de acordo
com a seguinte expressao:

Area foliar da amostra

Area foliar especifica = Peso seco da amostra (em®.g™h

As folhas foram colhidas no tergco médio do ramo das arvores marcadas, sendo
apenas colhidas folhas localizadas na zona periférica do ramo (folhas exteriores),
assegurando desta forma a conservagdo da posi¢ao relativa, idade e nivel de
exposicao solar das mesmas. Em cada uma das modalidades procedeu-se a recolha
aleatodria de discos de area conhecida, com 3 repeticbes por modalidade. As trés
repeticdes de cada amostra eram compostas por igual numero de discos (20 discos)
(Figura 6A).

Figura 6 - Discos de folhas com 14 cm de didametro para determinagdo do peso fresco (A); placas de petri com
0s mesmos discos foliares apos 48 horas na estufa a 70 °C (B).

Posteriormente a pesagem das amostras das varias repetigdes por modalidade
para a obtencédo do peso fresco, estas foram colocadas numa estufa a 70 °C onde
permaneceram cerca de 48 horas, até atingirem peso constante (Eriksson et al.,
2005). Passado esse tempo, pesaram-se novamente as amostras para obtengédo do
peso seco (Figura 6B). Optou-se pela temperatura de 70 °C e ndo uma mais elevada
de modo a evitar a volatilizagdo dos componentes dos tecidos em estudo (Gower et
al., 1999).

2.3.1.3. Crescimento dos frutos

No inicio do més de Abril, foram marcados frutos na zona periférica da copa
para a monitorizacdo semanal do seu crescimento. Para isso, marcou-se dois frutos
por arvore, um do lado este e outro do lado oeste, em duas arvores de cada unidade

experimental, perfazendo assim um total de 20 frutos por modalidade. O didmetro

21



maximo dos mesmos foi medido no periodo de abril a agosto de 2021. Estas medigdes
foram feitas com recurso a um paquimetro digital com capacidade de medi¢édo de O a
150 mm, e precis&o de 0,01 mm (Adolf Wurth GmbH & Co. KG, Kunzelsau, Alemanha).
Frutos que cairam ao longo deste periodo de medigdes foram substituidos por frutos

de didmetro semelhante.

2.3.2. Produgao e qualidade dos frutos

A colheita, as macas foram pesadas, calibradas e foi avaliada a qualidade da
produgao das arvores marcadas.

Para a avaliagédo da qualidade, foi utilizada uma amostra aleatéria de 30 frutos
por modalidade, pertencentes aos calibres predominantes (65-70 e 70-75)
Inicialmente foram realizadas medi¢cdes de parametros nao destrutivos, tais como cor,
peso, didmetro e altura. Relativamente a cor, caracterizada pela luminosidade (L*), as
coordenadas cromaticas a* e b*, angulo de tonalidade (°Hue) e croma (*C) (Sistema
CIELAB), esta foi determinada com um colorimetro (CR-400, Konica Minolta, Osaka,
Japao). Posto isto, para obter os valores das coordenadas, recorreu-se as seguintes

equagdes (Minolta, 1976):

1
L 116 Y \3 16
k= _— —_——
(Yn) 116

- -
cool (X7 _ (LY
@= 50 () - (7%)
S -

b e 200 (P _ (2
=20)(5) - ()

C = (a *)? + (b *)?

b *
°Hue = tan™! ($> (graus)

Recorreu-se ainda ao esquema de cores CIELAB, representado na Figura 7,

para a interpretacao dos resultados obtidos.
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L =100
(White)

L=0
(Black)

Figura 7 - Espacgo de cor CIE *L *a *b. (Fonte: Ly et al., 2020)

O peso dos frutos foi determinado com recurso a uma balanga digital de
precisao (Mettler PE 2000) e o seu calibre através de um paquimetro digital.

A dureza média foi determinada através de um penetrémetro de bancada (Copa
— informatique SA, modelo PENEFEL) (Figura 8A) com uma ponteira de 11 mm
indicada para magas e o teor de solidos soluveis (TSS) foi medido com um
refratometro digital portatil (Palette PR-100, ATAGO Co. Ltd., Japao) (Figura 8B) que,
através do indice de refragao, permite determinar a % de °Brix do agucar em solucao

aquosa.

Figura 8 - Penetrometro de bancada (A) e refratémetro portatil digital (B) utilizados
na determinagdo da qualidade a colheita.

Realizou-se, ainda, o teste do amido, que nos permite aferir o estado de
maturacao do fruto. Para isso, os frutos foram cortados transversalmente na zona
equatorial e imersos numa solugdo aquosa de iodo, durante cerca de um minuto.
Passado este tempo, retirou-se o fruto e aguardou-se que o iodo reagisse com o
amido presente na polpa, manifestando um padréo com tonalidades claras e escuras,
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como representado na Figura 9. A interpretagédo dos resultados foi feita com recurso
a uma escala classificada de 1 (frutos com muito amido) a 10 (frutos com pouco
amido), cujo valor mais elevado diz respeito a frutos em avancado estado de
maturagao (CTIFL, 1995).

Figura 9 - Aspeto dos frutos apés teste do amido.

A par de todas estas medicdes, foi também realizada uma classificacdo da
incidéncia de escalddo nas diferentes modalidades, utilizando como referéncia a

escala apresentada na Figura 10, que se encontra definida em quadro niveis de

escaldao: ligeiro, moderado, grave e muito grave.

Figura 10 - Escala utilizada com os quatro niveis de escaldao: ligeiro (A), moderado (B), grave (C) e muito grave (D).

2.3.3. Determinacdes Fisiolégicas
2.3.3.1. Fotossintese

Relativamente aos parametros fisioldgicos, estes foram medidos no campo em
dias de céu limpo, recorrendo a um sistema portatil (ADC BioScientific LCpro T
System). Foram medidas apenas folhas expostas e totalmente expandidas do tergo
meédio do ramo e fixou-se a temperatura na camara de medicdo a 25 °C. Foram

avaliados os seguintes parametros: fotossintese liquida (An), conduténcia estomatica
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(gs), transpiragéo (E), e radiacédo fotossinteticamente ativa intercetada na cémara
(PAR). Os diversos dados foram medidos trés vezes durante a campanha, nos dias:
1 de julho, 27 de julho e 13 de agosto. Estas medi¢des realizaram-se em dois periodos
do dia. No periodo da manha, compreendido entre as 9h e as 12h30, as medi¢cdes
foram efetuadas no quadrante este. Por outro lado, durante a tarde, das 15h as 17h30,
estas medicdes realizaram-se no quadrante oeste. Mediram-se duas folhas por
arvore, uma do lado este e outra do lado oeste, numa arvore por unidade
experimental, totalizando desta forma cinco folhas do lado este e cinco do lado oeste
em cada modalidade. Os valores foram registados apenas quando A e gs se

apresentavam estaveis.

2.3.3.2. Fluorescéncia da clorofila

A fluorescéncia da clorofila foi determinada nas mesmas datas em que se
mediu fotossintese, porém apenas no periodo da manha. Os parametros de
fluorescéncia da clorofila foram medidos na pagina superior de folhas pertencentes ao
terco médio de ramos localizados na periferia da copa, num total de cinco folhas por
tratamento (uma folha/arvore, cinco arvores por tratamento) com o auxilio de pingas
para adaptagdo ao escuro (Figura 11A). Com recurso a um fluorometro portatil
(Fluormeter Pen, FP110, Photon System Instruments, CZ) registaram-se os valores
da eficiéncia quantica maxima do fotossistema Il (PSIl) em folhas adaptadas ao escuro
(Fv/Fm) por um periodo minimo de 30 minutos, e a luz (Fv/Fm’) e a fluorescéncia
basal (FO) (Figura11B). As razdes Fv/Fm e Fv’/Fm’ obtiveram-se a partir dos valores
de fluorescéncia maxima (Fm e F'm) e da fluorescéncia basal (FO e F’0), em que Fv e
F’v correspondem a fluorescéncia variavel obtida pela diferenca entre a fluorescéncia
maxima e basal, em folhas adaptadas ao escuro e a luz, respetivamente. Foram ainda
registados valores de dois parametros que estao intimamente ligados a prote¢ao dos
cloroplastos contra os danos provocados pelo excesso de luz. Estes consistem nas
extingdes fotoquimica (gp) e ndo fotoquimica (NPQ), que medem o rendimento da
fluorescéncia da clorofila, representando uma estimativa da energia luminosa que é
canalizada para a fotossintese (qp) € da que é dissipada (NPQ), e a sua medigao
também é realizada em folhas adaptadas ao escuro. Em suma, pretendeu-se
averiguar a existéncia de stresse fisiologico nas plantas com base na avaliagdo do
desempenho do aparelho fotossintético.
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Figura 11 - Medi¢cdo de parémetros de fluorescéncia da clorofila com
recurso a pingas (A) e um fluorémetro portatil (B).

2.3.3.3. indices de Reflectancia

Os indices de reflectancia, mais concretamente NDVI (indice de vegetacéo por
diferenca normalizada) e PRI (indice de reflectancia fotoquimica), foram avaliados nas
mesmas datas de medi¢ao da fluorescéncia da clorofila, no periodo da manha. Estes
parametros de reflectancia foram medidos na pagina superior de folhas pertencentes
ao terco médio de ramos localizados na periferia da copa, num total de cinco folhas
por tratamento (uma folha/arvore, cinco arvores por tratamento). Nestas medicoes
recorreu-se a um analisador da reflecténcia das folhas portatil (PolyPen, RP410,
Photon System Instruments, CZ), representado na Figura 12.

Figura 12 - Medigdo dos indices de
reflectancia com recurso a um analisador
da reflecténcia das folhas portatil.
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2.3.3.4. Medigao das temperaturas maximas de folhas e frutos

Efetuou-se, ainda, a determinacdo das temperaturas maximas de folhas e
frutos, em dias com temperaturas ambiente distintas, de forma a avaliar a eficacia das
diferentes modalidades na reducdo das mesmas. Esta medicdo realizou-se com
recurso a uma camara térmica FLIR E6-XT, Flir Systems AB, Canada com resolugéo
240 X 180 e faixa espectral de 7,5 a 13 um (Figura 13). Em cada modalidade foram
medidas as temperaturas maximas de cinco frutos exteriores, cinco frutos interiores,
cinco folhas exteriores e cinco folhas interiores. Foram realizadas trés medigdes em
folhas e frutos, externos e internos, correspondentes as temperaturas ambiente de 23
°C, 25 °C e 35 °C (1 de julho, 28 de julho e 15 de julho, respetivamente). Contudo,
realizou-se proximo da colheita (13 de agosto) outra medigdo complementar apenas
em frutos externos e internos, com a temperatura ambiente de 30°C, uma vez que
corresponde a um valor intermédio de temperatura em relagcéo as das medicdes de

julho.

Figura 13 - Medigdo das temperaturas mdximas
das folhas e frutos das diferentes modalidades
com recurso a cdmara térmica FLIR E6-XT.

2.3.3.5. Quantificagédo de clorofilas, antocianinas e carotenoides

Para a determinagao do conteudo em clorofila a, b e total, de carotenoides e
antocianinas (umol.g"), procedeu-se a maceragdo prévia com uma solugdo de
acetona em tampao Tris-HCl a 100 mM, pH 7,8 (80:20), de amostras congeladas de
folhas, localizadas no terco médio de ramos externos aleatérios dos diferentes
tratamentos realizados (Figura 14A). Ap6s homogeneizadas (Figura 14B), as solugbes
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foram centrifugadas a velocidade méaxima durante 15 min a 10 °C numa centrifuga de
bancada (Centrifuge 5424 R, Eppendorf) (Figura 14C e 14D). O sobrenadante (extrato
acido) foi transferido para um novo tubo, tendo o pellet sido descartado. Posto isto,
quantificou-se os respetivos teores por espetrofotometria num leitor de microplacas
(Sinergy HT, Biotek, Winooski, USA; software Gen5 3.05) através da leitura dos
comprimentos de onda: 470, 537, 647 e 663 nm, e com recurso as seguintes equagdes
descritas por Sims & Gamon (2002):

Chla (umol.mL") = 0,01373 x 4663 — 0,000897 x A537 — 0,003046 X A647

Chlb (umol.mL") = 0,02405 x 4647 — 0,004305 x A537 — 0,005507 X A663

Chl t (umol.mL"") = Chla + Chlb

Antocianinas (umol.mL") = 0,08173 x A537 — 0,00697 X A647 — 0,002228 X A663
Carotenoides (umol.mL™") = (4470 — 17,1 X chl tot — 9,479 X Antocianinas) / 119,26
Posto isto, converteu-se para umol Chl por g de peso fresco de folha (Richardson et

al., 2002).

Figura 14 - Maceragdo das folhas na presenga de Tris-HCI (A); homogeneizagdo (B) e centrifugagdo das
amostras (C e D)

2.3.3.6. Antioxidantes ndo enzimaticos

Inicialmente foram preparadas as amostras de folhas e frutos (pele e polpa)
que foram colhidas em duas datas distintas, 5 julho e 17 agosto (colheita), utilizando
trés réplicas bioldgicas por modalidade. As amostras foram congeladas em nitrogénio
liquido, seguido da sua maceragdo na presenca do mesmo. De seguida, a cada
réplica, adicionou-se 1 mL de acido metafosforico 6%, pH 2,8, contendo 1 mM EDTA
e previamente arrefecido em gelo. Apds homogeneizadas as solugdes, estas foram

centrifugadas a 27 000 g durante 15 min a 4 °C. O sobrenadante (extrato acido) foi
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transferido para um novo tubo, tendo o pellet sido descartado. Este extrato foi
conservado a -20 °C até a sua utilizagao.

2.3.3.6.1.  Glutationa

As duas formas de glutationa, a reduzida (GSH) e a oxidada (GSSG), foram
analisadas colorimetricamente pelo método 2-vinilpiridina descrito por Anderson et al.
(1995) usando folhas e frutos (polpa e epiderme) congelados previamente e moidos
na presenga de nitrogénio liquido.

Este método consiste no seguinte: para cada réplica, o volume de 6 pL de
extrato acido da amostra foi diluido em 44 pL de Na;HPO4 a 5%, pH 7,5. Para a
quantificacdo de GSSG, a amostra foi incubada 1 hora a 25 °C com 2 pL de 2-
vinylpiridina na hotte, enquanto para a quantificacdo de glutationa total nada se
alterou. De seguida, a cada réplica dos diferentes tratamentos, foram adicionados 50
uL de Reagente 1 (15 mM EDTA, 0,3 mM reagente de Eliman, 0,04% de albumina do
soro bovino, 110 mM Na2HPO4.7H20 e 40 mM NaH2PO4.H20) e 40 yL de Reagente
2 (1 mM EDTA, 50 mM imidazole, 0,02% albumina do soro bovino e 1,5 U/uL de
glutationa redutase).

A absorvancia foi lida num leitor de microplacas (Bio-Tek, Synergy HT) no
comprimento de onda de 412 nm. Foram primeiro lidos os brancos e, logo de seguida,
adicionou-se 10 pL de NADPH (Nicotinamida-adenina-dinucleoétido-fosfato) 9,0 mM. A
leitura final, também a 412 nm, foi efetuada passada 1 hora.

As concentracgdes de glutationa total, de GSH e de GSSG foram expressas em
micromoles por grama de massa fresca. A GSH foi determinada pela diferenga entre
a glutationa total e GSSG. Foi também calculada a percentagem de redugdo que
corresponde a percentagem de total de glutationa presente como GSH e é definida
como: GSH / (GSH + GSSG) x 100.

2.3.3.6.2. Ascorbato

Para a analise dos acidos ascorbico (AsA) e desidroascoérbico (DAsA) recorreu-
se a um método adaptado de Masato (1980) por Carvalho & Amancio (2002).

Para a determinagdo dos ascorbatos total e reduzido (AsA) procedeu-se a
neutralizagdo de 25 uL do extrato acido com 5 uL de trietanolamina 1,5 M. Posto isto,

adicionou-se 30 pL de tampé&o fosfato de sodio 150 mM (pH 7,4).
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Para a quantificagcao do ascorbato total, adicionou-se 15 uL de ditiotreitol (DTT)
10 mM, seguindo-se a sua incubagao por 15 min a 25 °C de forma a reduzir o DAsA
presente no extrato.

Com o intuito de remover o excesso de DTT, acrescentou-se 15 uL de N-
etilmaleimida a 0,5% (p/v) e apds a sua mistura, incubou-se as amostras durante 30
sa25°C.

Relativamente a quantificacdo do AsA, adicionou-se 30 uL de agua destilada,
de modo a igualar os volumes de ambas as amostras. Por fim, adicionou-se
sucessivamente as duas amostras os seguintes reagentes: 60 uL de acido
tricloroacético a 10% (p/v), 60 uL de acido fosférico 44% (v/v), 60 uL de 2,2'-dipiridyl
4% (p/v) dissolvido previamente em 70% de etanol e 30 uL de FeClz 3% (p/v).

Depois de misturados todos os regentes, as amostras foram incubadas a 37 °C

durante 1 h em banho-maria (Figura 15).

Figura 15 - Incubacéo das amostras em banho-maria a 37 °C

Passado o tempo de incubacéo, colocou-se as amostras em microplacas de 96
pocos € leu-se a absorvancia a 525 nm no leitor de microplacas.

Para o calculo da concentragcao de DAsSA subtraiu-se a concentragao de AsA
do ascorbato total determinado.

Esta analise foi realizada para amostras de folhas, epiderme e polpa de frutos
recolhidas em duas datas do ciclo, 5 de julho e 17 de agosto. Contudo, uma vez que
os valores de julho foram demasiado baixos, considerou-se apenas para analise

estatistica a amostra de agosto.
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2.4. Analise da expressao geénica
24.1. Extracdo de RNA

O material vegetal pertencente aos diferentes niveis de escalddo dos frutos
(Figura 16A e 16B) (epiderme e polpa com escaldao) foi moido com almofariz e pildo
na presenca de nitrogénio liquido (Figura 16C).

O RNA total foi extraido com o Kit Spectrum Plant Total RNA Kit (Sigma-Aldrich,
EUA) seguindo as instrugdes do fabricante.

. 7 9 ¢
al L . el

- =3 ; RN

Figura 16 - Fruto, epiderme e polpa, com escalddo, congelado em nitrogénio liquido (A e B); maceragdo do
material vegetal com almofariz e pildo na presenga de nitrogénio liquido (C).

Posteriormente, as concentragdes de RNA foram quantificadas e a pureza dos
acidos nucleicos de cada amostra foi avaliada por espectrofotometria utilizando um
leitor de microplacas (Sinergy HT, Biotek, Winooski, USA; software Gen5 3.05) (Figura
17A) com uma placa de leitura de acidos nucleicos Take3 (Biotek, Winooski, USA)
onde se colocou 2 uL de amostra em cada alvéolo de leitura (Figura 17B).

Figura 17 - Leitor de microplacas utilizado (A); placa de leitura de acidos nucleicos Take 3(B).
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Foram lidas as absorvéancias a 260 nm (para quantificagdo do RNA), 280 nm
(para verificar a contaminagao com proteinas através do racio Azeo/A2s0) € 320 nm,
para aferir a pureza da amostra. Apenas amostras de RNA com concentragdo acima
de 35 ng.uL™' foram usadas.

Verificou-se ainda a integridade total do RNA recorrendo-se a uma eletroforese
em gel de agarose a 2%, juntamente com o marcador 1 Kb* (Thermo-Fisher Scientific,
Waltham, Massachusetts, EUA) durante 45 min, a uma intensidade de corrente de 90
V. O gel de agarose foi visualizado num equipamento de captagcdo de imagem (Gel
Doc EZ Imager, Bio-Rad, Hercules, CA, EUA), de modo a observar as bandas de RNA
ribossomal, que s&o indicativas da integridade do RNA extraido.

24.2. Sintese de cDNA por transcricdo reversa

Para a obtencdo do cDNA as amostras de RNA foram submetidas a uma
reacao de transcrigdo reversa (RT), apos tratamento com RQ1 RNase-Free DNase
(Promega, Madison, WI, EUA) utilizando primer oligo-dT e a enzima RevertAid
Reverse Transcriptase (Thermo-Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, EUA) de
acordo com as recomendacgdes do fabricante. A quantidade de RNA utilizado para as
reacoes de RT-PCR foi de 1 ug. Os cDNAs obtidos foram diluidos na razdo 1:10 e

armazenados a -20 °C até serem utilizados.

243. Selegdo de genes de interesse envolvidos em mecanismo de defesa

Apos alguma pesquisa bibliografica, selecionaram-se genes envolvidos na
resposta das plantas ao stresse abiotico, que codificam proteinas da familia das small
heat shock proteins (sHSP) a serem submetidos a estudo de expressédo génica:
HSP20, HSP23.6, HSP22, HSP18.2A, HSP18.2B, HSP18.2C, HSP17.9A, HSP17.9B
e HSP26.5. As sequéncias dos primers usados em RT-gPCR, bem como o tamanho

dos produtos obtidos, encontram-se no Quadro 3.
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Quadro 3 - Referéncia NCBI e nome dos genes monitorizados nos frutos com escalddo,; sequéncia dos primers
usados na amplificagdo por RT-qPCR e tamanho dos produtos amplificados.

Referéncia
NBCI

XM_002282480
AF369525

XM_002272382

XM_002270560
XM_002263340
XM_002280785
XM_002280644
XM_002281249
XM_002280449
XM_002281224

XM_002267889

244,

Anotacao e
abreviaturas

Actin 1 (ACT1)

Actin 2 (ACT2)

Small heat shock protein,
chloroplastic HSP20 family
(HSP20)

Small heat shock protein 23.6
kDa, mitochondrial (HSP23.6)
Heat shock protein 22.0 kDa
(HSP22)

Class | heat shock
protein,18.2 kDa (HSP18.2A)
Class Il heat shock protein
17.9 kDa (HSP17.9A)
Class | heat shock protein
18.2 kDa (HSP18.2B)
Class Il heat shock protein
17.9 kDa (HSP17.9B)
Class | heat shock protein
18.2 kDa (HSP18.2C)
Small heat shock protein
(HSP26.5) 26.5 kDa class |

Forward Primer

5 GCCTCCGATTCTCTCTGCTCTC 3’
5 TGGATTCTGATGGTGTGAGTC 3'
5' CCTCTGGCAACCCACAAAC 3'

5' CCGCCTCCTCTCCTCTCC 3'

5' GAGGTGAAGATAGAGGTGGACG &
5' GAAGGAGGAAGTGAAGGTTGAG 3'
5' CGTCAAGGAGTACCCCAATTC 3'
5' CCGTTCCAAGACTTCCCATT 3'

5' TTCCTACGCCTTCATCATCG 3'

5' CCATTCCAGGACTTCCCATT 3'

5' AGGGCAGAGGAGACGAGAC 3'

PCR quantitativo em tempo real

Reverse Primer

5 TCACCATTCCAGTTCCATTGTCAC 3’

5' CAATTTCCCGTTCAGCAGTAGTGG 3'

5' GGTCCATTGCGTCCATCAT 3'

5' TCTTCGCCATCATCGTAGTCG 3'
5' GAGCACCCCATTCTCAAGC 3'
5' ACACCGTTCTCCATAGTAGCCT 3'
5' AACTTCCCCACCCTCCTCT 3'

5' CTCCCTTCCTCAACCTCTACCT 3'
5' ACACGCCATCTTGACAAACC 3'
5' CTCGGTGCCACTTGTCATTC 3'

5' ATCAGTCGGAGTCCATGTATCG 3'

O PCR quantitiativo em tempo real (RT-qPCR) foi realizado utilizando o sistema

CFX Connect Real-Time System (Bio-Rad, Hercules, CA, EUA), representado na

Figura 18.

i

Figura 18 - Sistema CFX Connect Réal-Time System (Bio-rad) utilizado
para a realizagdo do PCR em tempo real.

A mistura de reacdo de 20 pL era composta por 1 uL de cDNA diluido, 1 uL de

primer (mix de forward e reverse, 10 uM cada) e Eva Green master mix (SsoFast
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EvaGreen Supermix, Bio-Rad, Hercules, CA, EUA), de acordo com as instrugdes do
fabricante. Posto isto, foi utilizado o programa seguinte: ativagdo inicial da polimerase
a 95 °C durante 3 minutos seguida de 40 ciclos de 95 °C 10 s (desnaturagéo), 60 °C
15 s (emparelhamento) e 72 °C 25 s (extens&o), seguida de uma curva de dissociagéo.
Os produtos de PCR foram corridos em gel de agarose a 2% para garantir que havia
apenas um produto amplificado do tamanho esperado. PCRs com cada par de primers
também foram realizados em amostras sem cDNA, em duplicado.

Para comparar dados de diferentes PCRs, todos os graficos de amplificagao
foram analisados com um baseline threshold de 140 no inicio da regidao de
amplificacdo exponencial para obter Cq (ciclo de quantificagdo), e os dados obtidos
foram exportados para uma pasta de trabalho MS Excel (Microsoft Inc.) para posterior
analise. Para quantificagdo pelo método de 2%2Cd os valores de Cq foram
normalizados para os valores Cq de Act1 e Act2, que se apresentam estaveis em
condicdes de stresse abiotico (Conde et al., 2018; Coito et al., 2012).

24.5. Andlise da expresséo dos genes de interesse pelo método 2-44¢4

Para a analise da expresséo génica através de RT-PCR recorreu-se ao método
2-44C4 (Livak & Schmitten, 2001)(Livak & Schmitten, 2001). Calculou-se inicialmente o
ACq de cada amostra, subtraindo-se os valores de threshold cycle (Cq) dos genes de
referéncia (Act1 e Act2) aos valores de Cq de cada gene alvo. Apos a determinagéo
do ACq para todas as amostras, calculou-se AACq subtraindo-se o ACq de controlo,
antecipadamente escolhido como nivel 1 de escaldéo (escaldao ligeiro), ao ACq da
experiéncia. Posto isto, calculou-se os valores de 244 para cada gene, que
correspondem ao numero de vezes em que a transcrigdo génica variou (aumentou ou
diminuiu) nos diferentes niveis de escaldao, relativamente ao controle. De modo a
facilitar a interpretagdo grafica e normalizar os resultados obtidos, procedeu-se a
logaritmizagdo dos valores de 244C9 (Logz(224C9)) que permitiu também observar

melhor os valores negativos no eixo dos Y.

2.5. Analise estatistica dos resultados

O tratamento dos dados obtidos foi feito com recurso ao programa de estatistica
RStudio 2021.09.1+372 (2009-2021 RStudio, PBC). As médias dos resultados foram
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analisadas estatisticamente a um nivel de confianga de 95% (p<0,05) através de uma
analise de variancia (ANOVA) a um fator. Aplicou-se ainda o teste de Tukey para
avaliar a existéncia de diferencas significativas entre as médias das variaveis em
analise. Nos casos em que os pressupostos para a realizacdo da ANOVA nao se
verificaram, optou-se pela realizagdo do teste Kruskal-Wallis, seguido do teste de

Dunn de comparagdes multiplas com ajuste do valor de p pelo método de Bonferroni.
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3. Resultados

Para uma melhor leitura dos resultados, consultar o Quadro 1 onde se

encontram indicadas as diferentes modalidades em estudo.

3.1.Percentagem de cobertura dos protetores solares

Da determinagao das percentagens de cobertura dos frutos com os 4 protetores
solares, € possivel verificar que a modalidade M5 proporcionou uma maior cobertura
dos frutos, com cerca de 53%, podendo ser indicativo de maior prote¢cdo contra o
escalddo solar (Quadro 4). Em contrapartida, M2 obteve a menor percentagem

rondando os 11%.

Quadro 4 - Percentagem de cobertura dos frutos proporcionada
pelos quatro protetores solares.

% de cobertura

Surround (M5) 53,1 £ 6,42a

Vegepron Sun (M8) 32,9 £ 5,92b

Agrowhite (M6) 18,2 £ 2,18c

Sunstop (M2) 11,3 £ 2,64c
Média + DP

Nota: Letras diferentes em coluna indicam valores
significativamente diferentes pelo teste de Tukey para p <
0,05 e n=6,
Na Figura 19 encontra-se representada a cobertura promovida pelos diferentes

protetores solares.

SURROUND®

AGROWHITE®S

Figura 19 - Registo fotografico da cobertura dos frutos promovida pelos quatro protetores solares.

SUNSTOP®

Nas folhas, ndo foi possivel concretizar esta medi¢céo, tendo em conta
que o programa utlizado n&o permitiu, através do contraste, distinguir a folha do
produto aplicado.

Contudo, através da observagéo da Figura 20 € possivel observar as diferencas

visuais entre modalidades.
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SUNSTOP® LG AGROWHITE® VEGEPRON SUN® SURROUND® WP

Figura 20 - Cobertura das folhas com os diferentes produtos protetores solares.

3.2. Aspetos Agrondmicos

3.2.1.

Crescimento dos frutos

A medigdo semanal dos frutos com paquimetro digital iniciou-se 44 dias apos

a data de plena floracéo e finalizou-se no dia da colheita. Estatisticamente nao se

evidenciaram diferengas significativas no crescimento dos frutos nas diferentes

modalidades (Anexo lll). Contudo, podemos observar que, na ultima data de medigéo,

as modalidades que apresentaram calibres mais elevados foram M6 (72,8 mm) e M2
(72,5 mm) (Figura 21).

75
70
65
60
55
50
45
40

Didmetro dos frutos (mm)

35
30

=@ Testemunha

=@ Sunstop

Eckosil

Fertilizagdo Foliar

107 127

114 121

@@= Surround

Dias apos plena floragdo (DAPF)

=@ Agrowhite

e=@==Reforco Hidrico

@=@um\/egepron Sun
44 51 58 65 71 79 86 93 99 107114121127

Dias ap0s plena floracdo (DAPF)

Figura 21 - Crescimento dos frutos desde 44 dias apos plena floragdo até a data da colheita.

Simultaneamente, foram estas as modalidades que apresentaram maior

crescimento dos frutos ao longo do periodo de medigbes. Em contrapartida, as

modalidades que apresentaram calibre inferior foram M1 e M4 com 70,7 e 71,2 mm

de diametro, respetivamente.
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E de referir ainda que, apesar de M4 apresentar um dos calibres menores, esta
foi a terceira modalidade com maior crescimento ao longo do periodo de medigdes.
Por outro lado, M1 foi a modalidade com menor taxa de crescimento total, mostrando
que qualquer uma das estratégias implementadas contribuiu de forma positiva para o

crescimento dos frutos.

3.2.2. Determinacdes de produgao e qualidade

3.2.2.1. Producgao

Das arvores em ensaio, foi colhida apenas uma arvore por unidade
experimental, isto €, cinco arvores por modalidade. Posto isto, as magas foram
colocadas em caixas de fruta previamente marcadas e, de seguida, foi determinado o
peso da producéo por arvore.

As areas de seccgao dos troncos (AST) das arvores em estudo foram medidas
de forma a normalizar a produgdo em fungdo da AST (kg/cm? AST) e obter um
indicador complementar para analise da producgao.

Da avaliacdo dos valores das AST de cada modalidade, e com recurso ao
Quadro 5, verificdamos que n&o foram encontradas diferencas significativas entre
estas, permitindo deduzir que se encontravam todas em pé de igualdade. Contudo, a
modalidade M7 registou o maior valor de AST (33,93 cm?) e, simultaneamente, foi a
mais produtiva (21,803 kg/arvore). Curiosamente, o terceiro valor mais elevado de
produgdo normalizada (0,655 kg/cm? de AST) pertenceu a esta modalidade,
permitindo aferir que o reforgo hidrico da planta conduz a melhores producgdes.

Quadro 5 - Numero médio de frutos por arvore e respetiva produgdo por arvore, peso médio por fruto, area de
secgdo do tronco (AST) média (2x5 arvores) e produgédo normalizada nas diferentes modalidades.

Modalidade Ndue'?fsgor::ﬂlro Pros:iugéo Produtividade mé%?:(:)or S 2 NE:&iTiiZZa
arvore (kglarvore) (t/ha) fruto (kg) (em?) (kg/cm? de AST)

Testemunha 144.,8 18,88 35,0 0,129 30,24 0,623
Sunstop 126,8 16,85 31,2 0,130 31,99 0,504
Eckosil 110,8 14,25 26,4 0,130 28,86 0,498
Fertilizacdo Foliar 142,4 19,59 36,3 0,139 26,36 0,751
Surround 142,0 16,47 30,5 0,118 30,86 0,543
Agrowhite 168,0 21,65 40,1 0,128 32,53 0,661
Reforco Hidrico 152,6 21,80 40,4 0,142 33,98 0,655
Vegepron Sun 153,4 18,98 35,2 0,128 31,19 0,613
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Nota: nao foram encontradas diferengas significativas entre modalidades para p < 0,05
Por outro lado, a modalidade M4, apesar de apresentar menor area de secc¢ao

do tronco (26,36 cm?), registou a maior produgdo normalizada (0,751 kg/cm? de AST).
Porém, apresentou o quarto menor numero de frutos por arvore, dando a entender
que a fertilizagao foliar das plantas permite obter frutos mais pesados.

Em relagdo ao peso de uma unidade de fruto, ndo foram encontradas
diferengas significativas entre modalidades. Os valores variam entre 0,118 kg para
M5, e 0,142 kg para M7.

3.2.2.2. Distribui¢ao por calibres

Relativamente aos calibres a colheita, a modalidade que apresentou a maior
percentagem para a classe 70 — 75 foi M4, estando a menor percentagem entregue a
M8 (Quadro 6). Pelo contrario, M5 foi a modalidade que apresentou uma maior
percentagem de frutos nos calibres 55-60, calibres este que ndo s&o apreciados pelo
mercado. De modo geral, frutos com calibres superiores a 65 mm encontram-se dentro
das exigéncias e preferéncias do mercado. Tendo isto em conta, as modalidades M4
e M7 foram as que apresentaram percentagem superior de frutos com este calibre.

Quadro 6 - Percentagem de frutos por calibre em cada modalidade a colheita, em amostras de 300 frutos por modalidade.

Modalidade >50 50-55 55-60 60-65 65-70 70-75 75-80 >80 Total >65

Testemunha 0,7 1,3 9,0 35,0 21,7 26,7 4.3 1,3 54,0
Sunstop 0,0 1,0 11,7 29,3 25,0 25,7 7,3 0,0 58,0
Eckosil 0,0 1,0 12,0 32,0 25,7 23,0 5,3 1,0 55,0
Fertilizagdo Foliar 0,0 0,0 2,7 21,0 26,7 37,0 11,6 1,0 76,3
Surround 0,0 0,3 12,3 40,0 22,0 20,7 4.7 0,0 47,4
Agrowhite 0,7 0,7 8,7 39,7 18,7 24,0 53 2,2 50,2
Reforgo Hidrico 0,0 0,7 9,0 30,0 25,0 28,0 57 1,6 60,3
Vegepron Sun 0,0 0,7 8,7 40,0 30,7 17,3 2,6 0,0 50,6

3.2.2.3. Analise de qualidade

Em cada modalidade a analise de qualidade foi efetuada a partir de 30 frutos,
numa amostra composta pelos calibres mais predominantes (65-70 e 70-75 mm) das
cinco arvores colhidas. Nao foram verificadas diferengas significativas para a relagao
diédmetro/altura (Quadro 7).
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Quadro 7 - Analises de qualidade dos 30 frutos colhidos por modalidade com calibre 65-75mm.

Modalidade Calibre DI::S:;O/ Peso (g) °Brix D(Lll(rge/:;;:;(:;a Amido
Testemunha 70,21 1,050 151,86 13,20ab 7,78ab 6,75a
Sunstop 70,59 1,052 162,68 13,36ab 7,60ab 5,92ab
Eckosil 70,28 1,058 158,00 13,82ab 7,59ab 5,67ab
Fertilizagdo Foliar 70,84 1,070 161,81 14,01a 7,65ab 6,00ab
Surround 70,71 1,067 151,11 12,83b 8,02a 4,75b
Agrowhite 70,32 1,037 158,17 13,64ab 7,35b 5,67ab
Reforgo Hidrico 70,49 1,060 158,63 13,14ab 7,34b 6,58a
Vegepron Sun 70,39 1,037 159,68 13,25ab 7,39b 5,42ab

Nota: Letras diferentes em coluna indicam valores significativamente diferentes pelo teste Tukey para
p < 0,05 e n=30 e pelo teste Kruskal-Wallis.

Relativamente ao teor de soélidos soluveis (°Brix), a modalidade M4 foi a que
apresentou valores significativamente mais altos com 14,01%. Em contrapartida, os
frutos de M5 apresentaram o menor valor médio de soélidos soluveis (12,83%) e maior
firmeza da polpa (8,02 kg/0,5 cm?). E ainda de referir que, a modalidade de reforco
hidrico (M7) foi a modalidades que apresentou frutos com menor firmeza, bem como
o segundo valor mais baixo de °Brix. Este ultimo pode ser consequéncia de algum
efeito de diluicdo de acgucares (solidos soluveis), possivelmente, devido ao maior
conforto hidrico da planta. Em relacdo ao teor em Amido, observaram-se diferencgas
significativas entre modalidades indicando que os frutos de M5 estariam menos
maduros (maior teor de amido), estando em concordancia com os valores de °Brix
apresentados anteriormente. Pelo contrario, as modalidades M1 e M7 destacaram-se

com frutos com teor de amido superior, indicando maturagdo mais avangada.

3.224. Cor

Relativamente a coloracdo dos frutos a colheita, observaram-se diferengas
significativas entre modalidades, cujos dados se encontram no Anexo IV. As
modalidades que apresentaram frutos mais avermelhados, isto €, valores mais baixos
para o parametro °Hue, foram M2, M4, M6 e M7 (Figura 22). Pelo contrario, M5 e M1

foram as que registaram valores mais elevados para este parametro.
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Parametros Colorimétricos
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Testemunha Sunstop Eckosil Fertilizagdo Surround Agrowhite Refor¢o  Vegepron Sun

Foliar Hidrico

Modalidades

Figura 22 - Valores médios dos parédmetros colorimétricos a*, b* e °Hue (tonalidade), dos 40 frutos das diferentes
modalidades analisados a colheita. Letras diferentes indicam valores significativamente diferentes pelo teste Tukey
para p < 0,05 e n=3.

As modalidades M5 e M8, cujos tratamentos cobriram mais os frutos,
apresentaram valores de *C (croma) mais baixos, ou seja, menor saturagédo e
intensidade das cores. Os frutos que apresentaram maior luminosidade, isto €, valores
de *L superiores, foram os da modalidade M5. Contrariamente, M2, M6 e¢ M4
apresentaram os valores mais baixos.

No que diz respeito aos valores das coordenadas *a e *b, M5 apresentou em
simultdneo o menor valor de *a e o maior de *b, mostrando ter frutos com tons
vermelho-amarelados. Apenas M2, M4 e M6, os quais apresentaram valores °Hue
mais baixos, apresentaram os valores de *a mais elevados, juntamente com os
valores de *b mais baixos, concluindo-se que estas foram as modalidades com maior

presencga de pigmentacédo vermelha na sua epiderme.
3.2.2.5. Matéria seca

De acordo com McGlone et al. (2003), elevadas percentagens de matéria seca
(MS) na cultivar ‘Gala’ estdo fortemente relacionadas com altos teores de compostos
soluveis, nomeadamente agucares.

Cerca de 80% da proporcao de MS é constituida por agucares, amido e acidos
organicos (Suni et al., 2000).

Relativamente a percentagem de MS nas diferentes modalidades, é possivel
observar que existem diferencas significativas (Figura 23). A colheita, a modalidade
que apresentou maior percentagem foi M4, enquanto M5 foi a que apresentou o menor

valor.

41



Percentagem de matéria seca
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Figura 23 - Percentagem de matéria seca dos frutos a colheita nas diferentes modalidades. Letras diferentes
indicam valores significativamente diferentes pelo teste Tukey para p < 0,05 e n=3.

3.2.2.6. Intensidade de escaldao

No que diz respeito a percentagem de escalddo e a sua distribuicdo por
diferentes niveis de intensidade, ndo foram observadas diferengas significativas entre
modalidades. Contudo, podemos retirar algumas conclusdes através da interpretagao
da Figura 24 e do Anexo V. Relativamente a maior incidéncia de escaldao, esta foi
apresentada por M3, logo seguida por M2. Pelo contrario, M5 e M8 foram as
modalidades com menor incidéncia de escaldgo.

Percentagem de frutos com os diferentes niveis de escald&o

—_ 7
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N
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1]
b 4 [ - — | H muito grave
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3 — mgrave
E —
8 2 I - m moderado
U, 1 . . .
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5 ) i
[
L Testemunha  Sunstop Eckosil Fertilizagdo  Surround  Agrowhite Reforgo Vegepron
Foliar Hidrico Sun
Modalidades

Figura 24 - Distribuicdo da percentagem de frutos nos diferentes niveis escalddo, por modalidade. Ndo foram
encontradas diferengas significativas entre modalidades para p < 0,05.

E de referir ainda que, no geral, o escaldao ligeiro sobressaiu-se em todas as
modalidades, relativamente aos restantes niveis. Contudo, M1 mostrou ter maior

incidéncia de escaldao grave, e M2 maior incidéncia de escalddo muito grave.
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3.3. Parametros Fisiolégicos
3.3.1. Fotossintese liquida, transpiracao e condutancia estomatica

Os valores médios, respetivo desvio-padrao e diferengas significativas de
fotossintese liquida, transpiracéo e condutancia estomatica medidos nos periodos da

manha e da tarde, constam nos Anexos VI e VII, respetivamente.

3.3.1.1. Periodo da manha

Comparando a fotossintese liquida medida no periodo da manha nas diferentes
datas e modalidades, apenas foram encontradas diferengas significativas nas datas 1
e 27 de julho (Figura 25).

E possivel observar que, no geral, este parametro sofreu um aumento ao longo
do tempo nas diferentes modalidades, a excegédo de M6.

A 1 de julho, o maior valor registado pertenceu a M7 e o menor a M3. Ja a 27
de julho, foi M4 que apresentou maior valor, enquanto M6 o valor mais baixo.

Fotossintese Liquida no periodo da manha
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Figura 25 - Fotossintese Liquida nas diferentes modalidades em trés datas distintas no periodo da manha. Letras
diferentes entre modalidades para a mesma data indicam valores significativamente diferentes pelo teste Tukey
para p < 0,05 e n=5 e pelo teste Kruskal-Wallis.

E possivel verificar ainda que, na ultima medicdo realizada, correspondente a
temperatura do ar mais elevada (27 °C) comparativamente as restantes medic¢des, as
modalidades M7, M1, M2 e M4 apresentaram valores significativamente superiores
em relacdo as modalidades M5, M6 e M8.

Relativamente a transpiracdo (E) ndo foram encontradas diferengas
significativas entre modalidades e o padrao foi igual para todos os tratamentos ao
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longo das trés datas (Anexo VI). Contudo, é possivel verificar que, no geral, E foi
diminuindo ao longo do tempo, a medida que a temperatura ambiente aumentou.
Relativamente a condutancia estomatica (gs), também esta ndo apresentou
valores significativamente diferentes entre modalidades. Contudo, verificou-se uma
tendéncia decrescente ao longo do tempo, com exce¢cédo das modalidades M1 e M5.
Evidenciou-se, ainda, uma grande abertura dos estomas por parte da modalidade
reforgo hidrico (M7) na primeira medi¢cdo, que se foi perdendo com o aumento da

temperatura ambiente.

3.3.1.1. Periodo da tarde

A fotossintese liquida (An) ndo apresentou diferencas significativas entre
modalidades, no periodo da tarde (Figura 26), bem como a transpiragdo (E) e a
condutancia estomatica (gs) (Anexo VII). Contudo, podemos verificar que An, ao
contrario de E, apresentou uma tendéncia decrescente ao longo das trés datas, e,
portanto, a medida que a temperatura ambiente subiu. A 13 de agosto, data para a
qual a temperatura ambiente foi maior, com cerca de 27 °C, M4 apresentou valor de
An superior as restantes modalidades (15,28 pmol.m2.s™'). Porém, M5 e M8
apresentaram os valores mais baixos para este parametro (13,03 e 12,72 ymol.m2.s-
', respetivamente), tal como foi observado para o periodo da manha.

Fotossintese Liquida no periodo da tarde
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1
1
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An (umol.m2.s1)
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Modalidades

Figura 26 - Fotossintese Liquida nas diferentes modalidades em trés datas distintas no periodo da tarde. N&do
foram encontradas diferengas significativas entre modalidades para p < 0,05.

A gs mostrou, de forma geral, uma diminuigdo ao do tempo, excetuando as
modalidades M2, M3 e M5. Verificou-se também, em concordancia com a medi¢ao
realizada no periodo da manha, que M7 apresentou valores mais elevados para este
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parametro em todas as datas, isto €, maior abertura estomatica, que foi diminuindo ao

longo do tempo.

3.3.2. Fluorescéncia da clorofila

A fluorescéncia da clorofila foi utilizada com o intuito de monitorizar a eficiéncia
fotoquimica maxima do fotossistema Il (PSll), permitindo aferir se a integridade das
membranas dos tilacoides ou o proprio aparelho fotossintético sofreram alteragdes. A
eficiéncia fotoquimica do PSII constitui o principal parametro utilizado na avaliagao de
danos no sistema fotossintético permitindo, desta forma, averiguar se as plantas
estiveram expostas a algum tipo de stresse (Krause & Weis, 1991).

Os valores médios, respetivo desvio-padréo e diferengas significativas dos
parametros da fluorescéncia da clorofila constam no Anexo VIII.

Através da observagéo da Figura 27A é possivel constatar que relativamente a
Fv/Fm, apenas foram observadas diferencgas significativas entre modalidades a 27 de
julho, em que a modalidade Surround (M5) foi a que apresentou valor mais baixo para
este parametro. Por outro lado, Sunstop (M2) e Eckosil (M3) foram as que
apresentaram os valores mais elevados.

Relativamente a F’v/F’'m, ndo foram encontradas diferengas significativas entre

modalidades.
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Figura 27 - Eficiéncia fotoquimica méaxima do PSII determinada em folhas adaptadas ao escuro (Fv/Fm) (A) e a luz
(F'v/F’'m) (B) em trés periodos do ciclo nas diferentes modalidades.

No que diz respeito as fluorescéncias basais (F'O e FO0), encontraram-se
diferengas significativas para ambas apenas a 1 de julho. A modalidade Testemunha
(M1) apresentou valor de FO superior e significativamente diferente de Surround (M5)
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e Reforgo hidrico (M7) (Figura 28A) e valor de F’0 significativamente superior a M7
(Figura 28B).
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Figura 28 - Fluorescéncia basal do PSII determinada em folhas adaptadas ao escuro (F0) (A) e a luz (F0) (B), em trés
periodos do ciclo nas diferentes modalidades.

3.3.3. NPQ e qp

Para os parametros NPQ (extingao nao fotoquimica) e qp (extingéao fotoquimica)
nao foram identificadas diferengas significativas entre modalidades, tendo o maior
valor de NPQ sido registado a 14 de agosto para Fertilizagao foliar (M4). O valor mais
baixo para este parametro foi registado a 14 de agosto para Agrowhite (M6) (Figura
29A).

Relativamente a extingao fotoquimica (qp), esta apresentou valores mais

elevados na modalidade Testemunha (M1) a 28 de julho (Figura 29B).
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Figura 29 - Valores de NPQ (A) e qp (B) registados nas diferentes modalidades a 28 de junho e 14 de agosto, e sua
variagdo. Nao foram encontradas diferengas significativas entre modalidades para p < 0,05.
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3.3.4. NDVI e PRI

Foram analisados dois parametros de reflectancia, mais concretamente o
indice NDVI, utilizado comumente como indicador da vitalidade da planta e o indice
PRI, correspondente ao indice de reflectancia que informa acerca da eficiéncia do uso
da luz por parte da folha. Relativamente aos indices de vegetagcdo NDVI e PRI, ndo
existem diferencgas significativas entre modalidades. Contudo, € de mencionar que os
valores mais altos de NDVI foram registados a 1 de julho, em todas as modalidades
(Figura 30A).

Porém, & importante referir que as modalidades correspondentes aos
tratamentos com protetores solares com maior cobertura, apresentaram valores de
NDVI inferiores as restantes modalidades, e a 0,7, podendo indicar uma vegetacgao

menos saudavel.
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Figura 30 - Valores de NDVI (A) e PRI (B) registados nas diferentes modalidades a 1 e 27 de julho e a 13 de
agosto. Ndo foram encontradas diferengas significativas entre modalidades para p < 0,05.

Relativamente ao indicador PRI, este apresentou os valores mais elevados a
27 de julho, com excecgao das modalidades Eckosil (M3) e Reforgo hidrico (M7) (Figura
30B). Conquanto, estes valores elevados podem ser indicadores de uma menor

eficiéncia da luz.

3.3.5. Temperatura maxima de folhas e frutos, externos e internos

Da interpretagcdo das Figuras 31, 32 e 33 € possivel verificar que as

modalidades tratadas com protetores solar registaram temperaturas maximas mais
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baixas nos frutos exteriores que as restantes modalidades. Contudo, € de realcar que
para a medigdo com temperatura ambiente superior (35 °C), a modalidade M5 registou
as temperaturas mais baixas com 48,18 °C de média, demonstrando o seu potencial
na protegcdo dos frutos contra temperaturas elevadas. Pelo contrario, a modalidade
M7 ndo mostrou grande eficacia na redugao da temperatura dos frutos exteriores.

Temperatura ambiente 23°C
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Figura 31 — Temperaturas maxumas registadas em frutos e folhas, externos e internos, a temperatura ambiente
de 23 °C.

Quanto aos frutos localizados no interior da copa, ndo se observam diferengas
acentuadas entre modalidades nas medi¢des realizadas com temperatura ambiente
de 23 e 25 °C. Porém, podemos verificar que para a temperatura ambiente de 35 °C,
M5 e M6 registaram temperaturas mais elevadas dos frutos internos (39,94 e 31,18
°C).

Relativamente as folhas verifica-se que, no geral, a medida que a temperatura
ambiente aumenta, diminui as diferencas entre as temperaturas das folhas externas
e internas. As folhas externas apresentam temperaturas superiores a 30 °C apenas
para as temperaturas ambiente de 25 e 35 °C. Quanto as folhas internas, a sua
temperatura s6 ultrapassa os 30 °C para a temperatura ambiente de 35 °C.
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Figura 32 - Temperaturas registadas em frutos e folhas, externos e internos, a temperatura ambiente de 25 °C.
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Figura 33 - Temperaturas registadas em frutos e folhas, externos e internos, a temperatura ambiente de 35 °C.

Tal como foi referido anteriormente no ponto 2.4.3.4., em jeito complementar
realizou-se uma medicao para a temperatura ambiente intermédia de 30 °C, apenas
para os frutos exteriores e interiores. Da observacao da Figura 34 verifica-se que,
mais uma vez, a modalidade M5 lidera com temperatura de frutos exteriores mais
baixa (47,74 °C), juntamente com as modalidades M7 e M8 (47,88 °C e 48,48 °C,

respetivamente).
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Temperatura ambiente 30°C
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Figura 34 - Temperaturas registadas em frutos externos e internos, a temperatura ambiente de 30 °C.

3.3.6. Area foliar especifica

Tal como foi referido anteriormente, a area foliar especifica (SLA) esta
diretamente relacionada com a taxa fotossintética maxima (Reich et al., 1994), em que
valores mais baixos de SLA correspondem a folhas mais espessas e, portanto, com
maior disponibilidade de assimilados.

Através do Anexo IX, podemos observar este parametro foi muito variavel ao
longo do ciclo, nas diferentes modalidades. De forma a facilitar a interpretacéo dos
dados, calculou-se a média das trés medicbes realizadas na 12 metade do ciclo
vegetativo (maio a junho) e na 22 metade do ciclo (julho a agosto).

Recorrendo a Figura 35 verifica-se que, no geral, todas as modalidades
apresentaram uma diminuicdo de SLA ao longo do ciclo, com excegao de M5 e M7.
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Figura 35 - Evolugéo da area foliar especifica (SLA) das diferentes modalidades ao longo do ciclo cultural.
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O valor mais baixo pertence a M4, e corresponde a segunda metade do ciclo.
E ainda de salientar que, para ambas as metades do ciclo cultural, M5 foi a modalidade
que apresentou valores de SLA superiores, ou seja, folhas menos espessas, possivel
consequéncia da baixa taxa fotossintética provocada pelo tratamento em questao.

Contudo, apenas foram observadas diferengas significativas entre modalidades
a 19 de julho. Nesta altura do ciclo vegetativo, a modalidade M4 apresentou valor de
SLA (101,8 cm?.g™") significativamente inferior a M5 (126,4 cm?.g™"), o maior valor

registado.

3.3.7. Pigmentos fotossintéticos

Os valores médios, respetivo desvio-padrao e diferengas significativas dos
pigmentos fotossintéticos medidos a 5 de julho e 17 de agosto, constam nos Anexos

X e Xl, respetivamente.

3.3.7.1. Clorofilaaeb

Como foi dito anteriormente, a atividade fotossintética esta diretamente
relacionada com o teor de clorofila nas plantas. Podemos observar que, entre 5 de
julho e 17 de agosto, os teores de clorofila a e b sofreram uma diminui¢ao (Figura 36).
Contudo, verifica-se que os teores de clorofila b foram sempre inferiores aos de

clorofila a.
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Figura 36 - Concentragbes de clorofila a e b nas diferentes modalidades a 5 julho e 17 agosto.
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Os valores médios do teor de clorofilas medidos para a mesma data
demonstram diferengas significativas. A 5 de julho, a modalidade que apresentou
valores de clorofilas a e b superiores as restantes foi M1, contrariamente a M2 que
apresentou os valores mais baixos. Ja a 17 de agosto, M7 mostrou ser detentora de

concentracdes mais elevadas para ambas as clorofilas.

3.3.7.1.1. Razao Clorofila a/Clorofila b

Relativamente a razao clorofila a/clorofila b, esta demonstra um crescimento
entre as duas datas (Figura 37). Porém, apenas foram encontradas diferengas
significativas para 17 de agosto, em que as modalidades M1, M2, M5 e M6 foram as

que apresentaram valores superiores relativamente a M3 e M4.
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Figura 37 - Razéo Clorofila a/ Clorofila b nas diferentes modalidades a 5 julho e 17 agosto. Letras diferentes entre
modalidades para a mesma data indicam valores significativamente diferentes pelo teste Kruskal-Wallis para p <
0,05 e n=6.

3.3.7.2. Carotenoides e Antocianinas

No que diz respeito as concentracdes de carotenoides e antocianinas, foram
encontradas diferengas significativas entre modalidade, para cada data de medigao.

De modo geral, apenas as modalidades M2, M3, M7 e M8 sofreram um
aumento das concentragdes de carotenoides entre 5 de julho e 17 de agosto. Por sua
vez, e relativamente as antocianinas, M1, M6 e M8 foram as unicas a registar um

aumento da sua concentracao, durante o mesmo periodo (Figura 38).
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Figura 38 - Concentragdo de carotenoides nas diferentes modalidades a 5 julho e 17 agosto, e a sua variagao.
Letras diferentes entre modalidades para a mesma data indicam valores significativamente diferentes pelo teste
Kruskal-Wallis para p < 0,05 e n=6.

A 17 de agosto, M3, M6, M7 e M8 foram as modalidades que apresentaram
concentragdes de antocianinas significativamente mais elevadas em relagédo a M2 e
M4. Por outro lado, M3, M6, M7 e M8 apresentaram também concentracbes de
carotenoides significativamente superiores a M4 (Figura 39).
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Figura 39 - Concentragdo de antocianinas nas diferentes modalidades a 5 julho e 17 agosto. Letras diferentes
entre modalidades para a mesma data indicam valores significativamente diferentes pelo teste Kruskal-Wallis para
p <0,05e n=6

3.3.7.2.1. Razéo Clorofila total/carotenoides

No que diz respeito a razao clorofila total/carotenoides, é possivel observar uma
diminuicdo entre as duas datas de medi¢cdes (Figura 40). Foram também
apresentadas diferengas significativas entre modalidades, para ambas as datas. As
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modalidades M2, M3, M4 e M7 apresentaram valores significativamente superiores
em relagdo a M1, M5, M6 e M8. Por outro lado, 17 de agosto as modalidades M3, M4

e M7 mostraram valores significativamente superiores a M1, M6 e M8.
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Figura 40 - Raz&o Clorofila total/ Carotenoides nas diferentes modalidades a 5 julho e 17 agosto. Letras diferentes
entre modalidades para a mesma data indicam valores significativamente diferentes pelo teste Kruskal-Wallis para
p < 0,05 e n=6.

3.3.8. Antioxidantes ndo enzimaticos de baixo peso molecular

3.3.8.1. Nas Folhas

Os valores médios, respetivo desvio-padrao e diferengas significativas das
concentragbes de ascorbato total, AsA e DASsA, e glutationa total, GSH e GSSG nas

folhas, constam nos Anexos Xll e XIllI respetivamente.

3.3.8.1.1. Ascorbato

Apesar de nao terem sido identificadas diferengas significativas dos teores de
ascorbatos oxidado e reduzido, podemos retirar algumas conclusdes através da
analise da Figura 41. Posto isto, verifica-se que a modalidade M7 n&o s6 apresentou
valores mais elevados de AsA, como de DAsA. Pelo contrario, M5 foi a modalidade
cujo valor de DAsA foi inferior. Contudo, a concentragdo de AsA mais baixa foi

apresentada por M2.
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Figura 41 - Concentragbes de AsA (acido ascorbico) e DAsA (desidroascorbico) nas folhas de diferentes
modalidades a colheita. Nao foram encontradas diferengas significativas entre modalidades para p < 0,05.

3.3.8.1.2. Glutationa

Através da Figura 42 podemos observar que, de forma generalizada, as
concentragbes de GSH sofreram uma diminuigéo entre julho e agosto. O oposto foi
observado para as concentracées de GSSG, que mostraram um aumento entre as
duas datas, a excegao de M4. O valor mais elevado de concentragédo de GSH nas
folhas a 5 de julho foi apresentado por M7 (441,78 umol.g™* peso fresco). Por outro
lado, foi M1 que apresentou maior concentragdo de GSSG (130,93 umol.g™* peso
fresco).
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Figura 42 - Concentragbes de GSSG (glutationa oxidada) e GSH (glutationa reduzida) nas folhas de diferentes
modalidades a 5 de julho e 17 de agosto. Ndo foram encontradas diferengas significativas entre modalidades para
p <0,05.
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Relativamente a medicdo de agosto, os valores mais elevados das
concentragdes de GSSG e GSH foi registado por M7 (384, 83 e 406,44 ymol.g™! peso
fresco, respetivamente).

Contudo, em relagéo as concentragdes de GSH e GSSG a 5 de julho, ndo foram
encontradas diferengas significativas entre modalidades. Porém, a 17 de agosto, M3
e M7 apresentaram valores de GSSG significativamente superiores a M1, M2 e M5.
No que diz respeito as concentragdes de GSH as modalidades M7 e M8 registaram

valores significativamente superiores a M2 e M6.

3.3.8.1.3.  Percentagem de redugéao

Tanto a percentagem de redugédo de ascorbato, como de glutationa, permite-
nos analisar a quantidade presente na sua forma reduzida (AsA e GSH,
respetivamente), em relagcédo ao seu total existente nas plantas. Estes valores tornam-
se, portanto, num indicador do potencial redox nas plantas, permitindo-nos aferir
acerca da eficiéncia na remogéo de ROS (Mittler, 2002). Quanto maior a percentagem
de reducdo, mais eficiente se torna o mecanismo de remoc¢ao de ROS.

Através da Figura 43, podemos verificar que nao foram encontradas diferengas
significativas entre modalidades para a percentagem de reducdo de glutationas e

ascorbatos nas folhas a colheita.
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Figura 43 - Percentagem de redugdo dos ascorbatos e glutationas nas folhas das diferentes modalidades a
colheita. Nao foram encontradas diferengas significativas entre modalidades para p < 0,05.
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3.3.8.2. Na epiderme dos frutos

Os valores médios, respetivo desvio-padrao e diferengas significativas das
concentragdes de ascorbato total, AsA e DASA, e glutationa total, GSH e GSSG na

epiderme dos frutos, constam nos Anexos XIV e XV respetivamente.

3.3.8.21. Ascorbato

Relativamente as concentragbes de AsA e DAsA na epiderme dos frutos, e
apesar de ndo terem sido encontradas diferengas significativas entre modalidades,
algumas conclusées podem ser retiradas (Figura 44).
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Figura 44 - ConcentragGes de AsA (dcido ascorbico) e DAsA (desidroascdrbico) na epiderme de frutos nas diferentes
modalidades a colheita. Nao foram encontradas diferencas significativas entre modalidades para p < 0,05.

No que diz respeito aos teores de AsA, a modalidade M6 foi a que apresentou
valor médio superior, em oposi¢cdo a M1, cujos valor foi o mais baixo. Em relagcéo as
concentragbes de DAsA, M3 foi a modalidade que registou um valor superior,
enquanto o valor mais reduzido foi apresentado por M4.

3.3.8.2.2. Glutationa

Relativamente as concentragdes de glutationa oxidada (GSSG) e reduzida
(GSH) na epiderme dos frutos, foram encontradas diferengas significativas entre
modalidades para ambas as datas. A 5 de julho, as modalidades M8, M2 e M3
mostraram valores de GSSG significativamente superiores a modalidade testemunha.
Por sua vez, e para a mesma data, apenas M3 apresentou concentragcdes de GSH
significativamente superiores a modalidade controlo (Figura 45).
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Figura 45 - Concentragbes de GSSG (glutationa oxidada) e GSH (glutationa reduzida) na epiderme de frutos nas
diferentes modalidades a 5 de julho e a 17 de agosto.

No que diz respeito as medigdes realizadas em agosto, as modalidades M1 e
M3 apresentaram valores de GSH significativamente maiores que M5, M6 e M8. Por
outro lado, apenas a modalidade M7 apresentou concentragdes de GSSG
significativamente superiores as de M8.

E ainda de referir que, no geral, as concentragbes de GSSG tenderam a
diminuir ao longo das duas datas de medicéo, excetuando apenas a modalidade M1.
Em oposi¢cdo, as concentragdes de GSH sofreram, de forma generalizada, um
aumento para o mesmo periodo, com excecédo das modalidades M3, M4, M5 e M8.

3.3.8.2.1.  Percentagem de redugéao

Apenas foram encontradas diferengas significativas entre modalidades na
percentagem de reducao de glutationa na epiderme dos frutos (Figura 46).
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Figura 46 - Percentagem de redugao de ascorbato e glutationa na epiderme dos frutos das diferentes modalidades
a colheita.
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A modalidade que apresentou maior percentagem de reducao de glutationa a
colheita foi M2, ao contrario de M5 e M6 que apresentaram os valores mais baixos.
Por sua vez, M6 e M8 apresentaram a maior percentagem de redug¢ao de ascorbato,
em oposicao a M3, ao qual pertenceu o menor valor.

3.3.8.3. Na polpa dos frutos

Os valores médios, respetivo desvio-padréo e diferengas significativas das
concentragdes de ascorbato total, AsA e DASA, e glutationa total, GSH e GSSG na

polpa dos frutos, constam nos Anexos XVI e XVII, respetivamente.

3.3.8.3.1. Ascorbato

As concentracdes de AsA e DAsA presentes na polpa dos frutos apresentaram
algumas diferengcas entre modalidades, contudo estas ndo foram significativas.
Porém, podemos retirar algumas conclusdes através da interpretagcado da Figura 47.
Observou-se que M6 foi a modalidade que apresentou maior concentracdo de DASA,
porém também registou o valor mais baixo de AsA. Relativamente a concentragéo

deste ultimo, M4 foi a modalidade com maior valor, mas com menor valor de DASA.
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Figura 47 - Concentragdes de AsA (acido ascorbico) e DAsA (desidroascorbico) na polpa de frutos nas diferentes
modalidades a colheita. Ndo foram encontradas diferencas significativas entre modalidades para p < 0,05.

3.3.8.3.2. Glutationa

Para as concentragdes de glutationas, apenas foram encontradas diferencas
significativas em GSH a 17 de agosto e GSH e GSSG a 5 de julho na polpa dos frutos
nas diferentes modalidades. Relativamente a GSSG a 5 de julho, M3 apresentou uma
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concentragao significativamente superior a M2. No que diz respeito as concentragbes
de GSH em julho, as modalidades que apresentaram valores mais elevados e
significativamente superiores a M3 foram M8 e M4. Por outro lado, em agosto M6 foi
a unica modalidade a apresentar valor superior e significativamente diferente a M8
(Figura 48).
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Figura 48 - Concentragbes de GSSG (glutationa oxidada) e GSH (glutationa reduzida) na polpa de frutos nas
diferentes modalidades a 5 de julho e 17 de agosto.

3.3.8.3.1.  Percentagem de redugéao

As percentagens de reducdo de ascorbato e glutationa mostraram algumas
diferengas entre modalidades, apesar destas ndo serem significativas. Podemos
observar através da Figura 49 que M6 foi a modalidade com maior percentagem de

reducdo de glutationa.

90
80
70
60
50
X 40 ® Redugdo ascorbato
30 M Redugdo glutationa
20
-l
0 mE -
Testemunha  Sunstop Eckosil Fertilizagdo  Surround Agrowhite Reforgo  Vegepron Sun
Foliar Hidrico
Modalidades

Figura 49 - Percentagem de redugdo de ascorbato e glutationa na polpa dos frutos das diferentes modalidades a colheita.
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Contudo, foi a que apresentou menor percentagem de reduc&o de ascorbato.
As modalidades M7 e M4, por sua vez, apresentaram os valores mais elevados para

este ultimo.

3.4.Expressao de sHSPs

Apenas foram encontradas diferengas significativas entre niveis de escaldao
para os genes HSP26A e HSP22. O gene HSP26A apresentou um aumento de
expressao para o nivel de escaldao 3 (grave), enquanto HSP22 apresentou aumento
de expressé&o para o nivel de escaldao 4 (muito grave) (Figura 50).

Contudo, e para ambos os genes, apenas foram encontradas diferencas

significativas entre os niveis de escaldéo 2 e 3.
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Figura 50 - Quantidade relativa de transcricdo de genes que codificam sHSPs, nos diferentes niveis de escaldao.
Letras minusculas diferentes para o mesmo gene traduzem médias significativamente diferentes entre niveis de
escaldéo, pelo teste Tukey com a= 0,05 e n=3.

3.5. Analise Econdmica

Procedeu-se a estimativa do rendimento obtido pelo agricultor, tendo em conta
as distribuicdes de calibre obtidas em cada modalidade. Para isso, utilizou-se como
base os pre¢os pagos ao agricultor por uma central fruteira da zona oeste. Uma vez
que as classes de calibre desta central diferiram apenas ligeiramente do presente

ensaio, procedeu-se a uma estimativa dos precos. Supds-se que todos os frutos a
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colheita se encontravam na Categoria | de qualidade. Os pregos por calibre para esta

categoria encontram-se no Quadro 8:

Quadro 8 - Classes de calibre e respetivos pregos
por kg adaptados de uma central fruteira.

Classes de calibre  Pregol/kg (€)

<55 0,000
55-60 0,100
60 - 65 0,330
65-70 0,575
70 -75 0,700

>75 0,700

Da interpretacdo do Quadro 9 podemos verificar que as modalidades M4 e M7
proporcionam maior retorno econdémico para os produtores de maca (21 815 €/ha e
21 045 €/ha, respetivamente), tendo em conta que foram as duas modalidades que

apresentaram maior percentagem de calibres acima dos 65 mm.

Quadro 9 - Estimativa do valor pago pela central ao
produtor, expresso em € por hectare, para as
diferentes modalidades.

Modalidade €/ha
Testemunha 18035
Sunstop 16266
Eckosil 13270
Fertilizag3o Foliar 21815
Surround 14784
Agrowhite 20436
Reforgo Hidrico 21045
Vegepron Sun 17018

Em oposicéo, as modalidades que registaram rendimentos mais baixos foram M3 e
M5, com apenas 13 270 e 14 784 €/ha, respetivamente.
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4. Discussao

O objetivo primordial deste trabalho foi avaliar a eficacia de diferentes
estratégias na redugao do escaldao solar em macgas ‘Gala’, bem como o seu impacto
nos processos fisioldgicos da planta, na sua produtividade e qualidade a colheita.

4.1. Aspetos agronémicos

Um dos varios parametros agronomicos avaliados foi o crescimento dos frutos
ao longo do ciclo. Da sua analise verificou-se que M1 foi a modalidade com menor
taxa de crescimento total, mostrando que qualquer uma das estratégias
implementadas contribuiu de forma positiva para o crescimento dos frutos. Nas ultimas
3 semanas de medicdo, observou-se um crescimento positivo dos frutos das
modalidades M2 e M4, sendo possivel que as suas estratégias de tratamento tenham
permitido um aumento do didmetro dos frutos. Contudo, as diferengas entre
modalidades n&o foram significativas.

A modalidade M7 que apresentou AST superior foi também a que produziu
mais, dando a entender que as suas arvores, por terem o caule mais grosso, tiveram
maior potencial para ter maior crescimento vegetativo e, consequentemente, produzir
mais. No entanto, ndo foram encontradas diferencas significativas entre areas de
secgao do tronco, uma indicacdo de que as arvores se encontram equilibradas e
homogéneas. Contudo, quando normalizadas as produgdes, a modalidade M4
evidenciou-se claramente, produzindo mais por cm? de area de secgdo de tronco. As
modalidades M7 e M6 foram as mais produtivas, porém, apenas M7 e M4 produziram
frutos de maior calibre. As modalidades M5, M6 e M8, correspondentes a 3 dos 4
protetores solares, foram as unicas que apresentaram frutos com pesos médios
inferiores aos da testemunha. O mesmo foi observado em estudos realizados por
diversos autores, em que a aplicagao de Surround provocou uma redugao do tamanho
dos frutos, possivelmente devido a um aumento na quantidade de luz refletida,
resultando num maior sombreamento das folhas e frutos (Glenn et al., 1999; Schupp
et al., 2002). Porém, M7 distinguiu-se, permitindo concluir que esta modalidade ndo
s6 origina maiores produgdes, como também gera frutos com maior peso e, portanto,
com maiores calibres.

Passando para a analise qualitativa a produgao, e relativamente ao grau °Brix,

todos as modalidades apresentaram valores dentro do aceitavel (=12%), de acordo
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com as Normas Técnicas para a Produgéo Integrada de Pomodideas (Cavaco, 2012).
Porém, a modalidade que originou frutos com maior °Brix foi M4, com valores
significativamente superiores as modalidades M5 e M7. Todavia, € de destacar o baixo
valor de °Brix em M7, o que pode ser consequéncia de algum efeito de diluicdo de
acucares (soélidos soluveis), possivelmente, devido ao maior conforto hidrico da
planta. Das quatro modalidades tratadas com protetores solares, apenas M5 e M8
apresentaram valores de °Brix inferiores a modalidade testemunha. Este resultado
pode estar diretamente relacionado com a sua estratégia destes tratamentos, uma vez
gue sao os produtos que promovem maior cobertura dos frutos, podendo influenciar
negativamente a acumulagao de agucares, tendo em conta que impedem a intercegéo
de tanta luz no fruto e, por sua vez, a sintese de fotoassimilados. Porém, diversos
autores nao notaram diferencas no teor de sélidos soluveis nos frutos tratados com
Surround WP (M5) (Gindaba & Wand, 2005; Glenn et al., 2001; Schupp et al., 2002).

Quanto a dureza, e segundo o documento das Normas Técnicas para a
Producéo Integrada de Pomdideas emitido pelo Ministério da Agricultura e a DGADR,
todas as modalidades apresentaram valores de dureza étima (7,0 e 8,0 kg/cm?) a
colheita (Cavaco, 2012). Era expectavel que o Surround (M5) originasse frutos mais
firmes. Contudo, nas modalidades que apresentaram valores mais elevados para este
parametro, poderia ter sido atrasada a colheita favorecendo a maturagédo dos frutos
pela maior degradagao de amido e o aumento do °Brix, minimizando as diferencas de
°Brix entre modalidades.

Em relagdo aos parametros colorimétricos verificou-se que das modalidades
tratadas com protetores solares, M5 e M8 originaram frutos menos vermelhos. Pelo
contrario, M2 e M6 apresentam, juntamente com M4, valores de °Hue mais baixos e,
consequentemente, frutos com maior presenga de pigmentagdo vermelha na sua
epiderme. Varios estudos verificaram falta de coloragdo vermelha em frutos tratados
com protetores solares, mais especificamente com caulino (Surround WP) (Glenn et
al., 1999; Schupp et al., 2002). Tendo em conta que a preferéncia dos consumidores
séo frutos mais vermelhos, este pode ser um fator limitante para a entrada destes no
mercado. E importante salientar o facto de dois protetores solares, Sunstop (M2) e
Agrowhite (M6) terem originado frutos ndo s6 mais vermelhos relativamente a
testemunha, como em pé de igualdade em relacdo a modalidade Fertilizagdo Foliar
(M4). Este acontecimento pode estar relacionado com o facto destes dois produtos

serem o0s que apresentam menor taxa de cobertura do fruto, e que originam frutos
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com boa aceitabilidade no mercado, apesar da sua prote¢ao contra o escaldao nao
ser tao eficaz.

Quanto aos valores de matéria seca, evidenciou-se que as modalidades que
apresentaram teores mais elevados, foram também aquelas cujo °Brix a colheita foi
superior, podendo existir alguma relagdo entre estes dois parametros. Contudo, a
modalidade com maior percentagem de MS a colheita foi a fertilizagdo foliar (M4), o
que nos leva a aferir que frutos de plantas bem nutridas apresentam maior
acumulacao de compostos, tais como fibras e agucares.

As modalidades tratadas com protetores solares, a excegdo de M2, permitiram
uma grande reducdo da percentagem de frutos com escalddo face as restantes
modalidades, com maior eficacia promovida pelo Surround (M5), apesar de nao
existirem diferengas significativas entre modalidades. Contudo, é importante salientar
que, de junho a agosto, periodo de maior calor, apenas existiram 4 dias com
temperaturas superiores a 30 °C. De acordo com as Normais Climatologicas 1981-
2010 (IPMA, n.d.), a média do numero de dias com temperatura superior a 30 °C foi
9,8, ou seja, mais do dobro relativamente ao ano 2021. Tendo em conta os dados
referidos anteriormente, é possivel verificar que 2021 foi um ano atipico, cujas
condigbes climaticas ndo foram favoraveis ao desenvolvimento do escalddo solar.
Podemos ainda verificar que a percentagem de frutos com escalddo nas modalidades
tratadas com protetores solares, apresentou uma relagdo inversamente proporcional
ao grau de cobertura dos frutos. Isto €, quanto maior a cobertura dos frutos pelos
produtos, menor incidéncia de escalddo solar. Por outro lado, as modalidades
fertilizagdo foliar (M4) e reforgo hidrico (M7), apesar de apresentarem reduzidas
diferengas na percentagem de frutos com escaldao relativamente a modalidade
testemunha, a sua distribuicdo nos diferentes niveis de intensidade foi distinta. Ou
seja, apesar de ndo diminuirem tanto a percentagem do escaldao solar nos frutos,
permitiram reduzir a incidéncia nas classes de maior gravidade, uma vez que mais de
metade dos frutos com escalddo solar na testemunha apresentaram niveis

moderados, graves e muito graves.

4.2.Parametros fisiologicos

Passando para a analise do comportamento fisiolégico das plantas nas
diferentes modalidades, a taxa fotossintética apresentou diferengas significativas
apenas no periodo da manha. E de destacar que a modalidade M4 teve um acréscimo
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da fotossintese liquida mais cedo que as restantes modalidades, podendo ter sido um
efeito positivo da estratégia nutricional adotada. No geral, as modalidades M5 e M8,
correspondentes a dois dos quatro protetores solares, apresentaram valores inferiores
de fotossintese nas diferentes datas e em ambos os periodos. As restantes
modalidades tratadas com protetores solares ndo apresentaram valores tdo baixos
possivelmente pelo facto de os produtos utilizados proporcionarem uma menor
percentagem de cobertura. Os resultados obtidos vao de encontro ao estudo de outros
autores que também em condigdes menos stressantes observaram uma diminuicao
da fotossintese liquida nas macieiras tratadas com produtos a base de caulino (Glenn
et al., 2001). A maioria defende que esta diminuicdo se deve ao efeito de
sombreamento provocado pela aplicagcdo do produto que, devido ao aumento da
reflexdo, reduz a luz disponivel para a fotossintese (Le Grange et al., 2004; Wunsche
et al., 2004). Contrariamente, Glenn et al. (2003) observaram um aumento na
fotossintese da copa sob elevada temperatura do ar.

Relativamente aos parédmetros de fluorescéncia da clorofila notou-se um
aumento generalizado da sua eficiéncia maxima do PSIl em folhas adaptadas ao
escuro (Fv/Fm) ao longo do periodo de medigdo. Contudo, a eficiéncia maxima do
PSIl em folhas adaptadas a luz (F'v/F’'m) sofreu uma diminuicdo em quase todas as
modalidades, com exce¢ao de M5 e M8. De acordo com os valores de Fv/Fm retirados
nas diferentes datas, podemos observar que existiu mais stresse no inicio da época
de medigao, que foi diminuindo com o passar do tempo. Porém, nenhuma modalidade
demonstra ter sofrido grande stresse, uma vez que todas apresentam valores dentro
dos limites do 6timo.

Quanto a fluorescéncia basal, verificou-se a mesma tendéncia de Fv/Fm
confirmando-se a existéncia de maior stresse no inicio da época (valores de FO mais
elevados) que, de forma generalizada, foi diminuido ao longo do tempo. Contudo, M7
parece ter menor indicagao de stresse, uma vez que se manteve consistentemente
com valores de FO mais baixos. Relativamente a fluorescéncia basal, M7 e M5
apresentaram valores mais baixos, com tendéncias diferentes que poderdo estar
relacionadas com o tipo de tratamento aplicado. Porém, a modalidade M5 teve um
efeito mais positivo, uma vez que a sua fluorescéncia basal real foi diminuindo. Esta
ocorréncia pode ser explicada pelo facto de este tratamento impedir a entrada de tanta
luz, permitindo, desta forma, reduzir o stresse oxidativo, uma vez que parte da luz é

refletida antes que possa causar efeitos negativos. Na modalidade reforgo hidrico (M7)
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isto n&o se verifica, ou seja, a luz que incide € a luz que entra, aumentando assim o
stresse, embora com pouca expressividade.

De acordo com Horton et al. (1996), sob condicbes de stresse ocorre um
aumento do NPQ e, simultaneamente, uma reducédo de qp,. Contudo, apenas as
modalidades M2, M3, M7 e M8 apresentam esta tendéncia. De salientar o maior
aumento de NPQ evidenciado na modalidade M8, e o maior decréscimo de qp
observado em M7.

Passando para os parametros de reflectancia, verificou-se que as modalidades
M5, M6 e M8 apresentaram valores de NDVI mais baixos, podendo ser indicador de
mais stresse uma vez que ha menos clorofila presente. Contudo, e tendo em conta
que as diferengas entre modalidades sao reduzidas e sem significancia, o stresse
existente pode ser infimo. Relativamente ao PRI, as diferengas foram muito reduzidas,
nao havendo indicagao de stresse severo. Efetivamente ndo era suposto este existir
porque o objetivo dos tratamentos era proteger as plantas. Posto isto, observou-se
que algumas das modalidades tratadas parecem ser ligeiramente mais eficientes do
que a testemunha nas primeiras datas, acabando por se igualarem no final.

Quanto as temperaturas das folhas e frutos, verificou-se que todas as
modalidades tratadas com protetores solar registaram temperaturas mais baixas nos
frutos exteriores que as restantes modalidades. Porém, apenas as modalidades M5 e
M8 mantiveram consistentemente os seus frutos abaixo dos 50 °C nos dias com
temperaturas ambiente de 30 e 35 °C. Ora, tendo em conta que Schrader et al. (2001)
concluiram que ocorre degradacgéo térmica das células presentes na epiderme dos
frutos quando estes atingem os 52 °C, gerando uma mancha necratica, podemos aferir
que M5 e M8 conferiram, de facto, maior protecdo dos frutos contra temperaturas
elevadas. O mesmo nao se verificou para as restantes modalidades que, apesar de
registarem na sua maioria valores médios de temperaturas abaixo dos 50 °C,
apresentaram desvios-padrées mais elevados, podendo chegar a registar mais 3 °C,
como foi o caso da modalidade testemunha. Por outro lado, Schrader et al. (2001)
consideraram que o tipo de escalddo mais comum, nomeadamente o escaldao
escurecido, ocorre quando a temperatura superficial do fruto atinge entre 46 a 49 °C.
Verificou-se que, para os dias com temperatura ambiente igual ou superior a 30 °C,
todas as modalidades apresentaram temperaturas dos frutos dentro deste intervalo,
apesar de as modalidades tratadas com protetores solares registarem temperaturas
mais baixas. E de salientar a diferenca de cerca 2,5 °C entre a modalidade testemunha
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e M5 na medi¢gdo com temperatura ambiente a 35 °C, reforgando a eficacia do produto
Surround WP na protecao da planta contra temperaturas elevadas.

Em relagado as areas foliares especificas, todas as modalidades apresentaram
uma tendéncia semelhante ao longo do tempo. Avaliando a média dos valores obtidos
na segunda metade do ciclo, concluiu-se que algumas modalidades tratadas com
protetores solares, mais precisamente M5 e M8, apresentaram valores de SLA mais
elevados, correspondendo a folhas menos espessas, possivelmente devido a uma
menor atividade fotossintética ao longo do tempo. E ainda de referir que, estas duas
modalidades correspondem aos tratamentos que promovem uma maior cobertura dos
frutos, apresentando um comportamento quase tipico de folhas de sombra, com maior
area por unidade de peso.

Da avaliacdo dos teores de clorofilas nas folhas verificou-se que estes séo
consistentes com os valores de SLA, existindo uma diminuicdo generalizada na
medicao realizada em agosto. Na primeira data, os valores mais elevados de clorofila
foram observados nas modalidades M1, M5, M6 e M8. Mais uma vez, é possivel
observar que as folhas dos tratamentos com protetores solares de maior cobertura
tém um comportamento idéntico a folhas de sombra, uma vez que tendem a ter maior
teor em clorofilas, de modo a ultrapassarem o problema de receberem menos luz. A
modalidade M7, bem como M3, apresentam valores de clorofilas a e b mais estaveis
no tempo, possivelmente devido as estratégias utilizadas em cada uma. Também os
protetores solares M2 e M8 sofreram menor reducéo, apesar de superior a M7 e M3.

Na razao clorofila a/b observou-se um aumento generalizado, ou seja, a
quantidade de clorofila a foi maior que a de b no segundo periodo. Este acontecimento
podera ser explicado pela menor quantidade de luz que estaria a chegar a folha em
agosto, possivelmente devido a um maior indice de area foliar nesta altura do ciclo
em relagcdo ao més de julho. Ou seja, as folhas poderéao ter estado mais ensombradas,
com menor quantidade de radiagdo acumulada a chegar até elas.

De acordo com Demmig-Adams (1998) e Demmig-Adams & Adams (1992),
elevados niveis de radiacéo solar provocam um aumento do teor de carotenoides em
folhas e frutos, associado a uma diminuigdo das concentragdes de clorofila. Na
verdade, as modalidades M2, M3, M7 e M8 aparentam ter sido sujeitas a maior
stresse, uma vez que aumentaram o seu teor em carotenoides.

Davison et al. (2002) observaram que plantas mais tolerantes a temperatura e
radiacao elevadas apresentaram uma reducédo na producédo de antocianinas. Posto
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isto, e tendo em conta que todas as modalidades, excetuando M1, M6 e M8, sofreram
uma diminuicdo no teor de antocianinas, podemos afirmar que a maioria dos
tratamentos contribuiu para maior tolerdncia ao stresse térmico relativamente a
modalidade testemunha.

Quanto a razao clorofila total/carotenoides, quanto mais baixa for, maior a
degradacédo de clorofilas pelo stresse e, consequentemente, maior produgdo de
carotenoides. Deste modo, quanto mais baixa for esta razdo, maior indicagao de que
a planta esteve sujeita a stresse. As modalidades que sofreram menor redugéo da
razao clorofila total/carotenoides foram M5, M6 e M8, muito provavelmente devido a
reducdo do stresse provocada por estes tratamentos, que permitiram uma maior
protecao da planta contra o stresse térmico.

Avaliando as concentragdes de antioxidantes nas folhas, verificou-se que a
modalidade M5 foi a que apresentou maior reducdo de acido ascorbico, podendo
significar que a planta ndo teve necessidade de responder ou reagir ao stresse
térmico, possivelmente devido a protecdo concedida pelo seu tratamento.
Relativamente a glutationa, o seu teor total foi diminuindo para o final do ciclo, o que
seria expectavel, tendo em conta que a glutationa também serve de armazenamento
de enxofre, e este pode estar a ser mobilizado para os frutos. Isto é, esta diminuicao
pode n&o estar relacionada com o stresse, mas sim com a fenologia e as relagdes
source-sink. No geral, foram identificadas elevadas percentagens de redugédo de GSH,
com excegao das modalidades M6 e M3 que apresentaram percentagens baixas no
final do ciclo, podendo indicar algum stresse.

Na epiderme dos frutos, as quatro modalidades tratadas com protetores solares
apresentaram maior percentagem de redugao de ascorbato, indicando maior protegcao
da cultura fomentada pelos seus tratamentos. Contudo, M6 e M8 registaram os
valores mais elevados. Pelo contrario, a modalidade M3 apresentou menor
percentagem de redugado, uma indicagédo de que pode estar mais exposta ao stresse.
Ja as percentagens de reducdo de glutationa foram mais estaveis e semelhantes,
dando de novo a ideia de que foi o ascorbato que respondeu mais ao stresse,
enquanto a glutationa teve maior peso no armazenamento de enxofre.

Na polpa, as modalidades que apresentaram maiores percentagens de redugao
de ascorbato foram M4 e M5. Porém, as modalidades tratadas com protetores solares
podem ter afetado negativamente o teor de acido ascérbico, uma vez que

apresentaram percentagens de reducgao inferiores.
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4.3.Expressao de HSP

Um elemento comum e muito tipico presente no stresse térmico € a expressao
de proteinas de choque térmico (HSPs) (Vierling, 1991), cujos niveis de expressao
aumentam sob stresse. As sHSPs desempenham papéis estruturais na preservacao
da integridade das membranas celulares durante o stresse e s&o conhecidas por
retornar aos niveis basais logo ap6s o término do stresse aplicado (Barua et al., 2003).

A HSPZ23.6 localiza-se em mitocondrias e o gene que a codifica representou
uma excegao ao padréo tipico de regulacdo positiva de sHSPs. De facto, em Triticum
durum e Vitis vinifera o nivel de transcritos de HSP mitocondriais, ou seja, HSP23.6,
estava diretamente relacionado com a capacidade de adquirir termotolerancia
(Rampino et al., 2009; Carvalho et al., 2015).

A familia HSP20 é conhecida por uma forte regulagédo positiva em resposta a
varios stresses bibticos e abioticos (Swindell et al., 2007), pelo que os baixos niveis
de regulagao de HSP17.9 em resposta a queimaduras solares foram surpreendentes.

A HSP26.5, localizada na mitocéndria (Desikan et al., 2001; Wang et al., 2004),
€ mais especifica e pode fornecer algumas informag¢des sobre a resposta especifica
a queimadura solar. Os seus niveis de regulacédo foram altos em todos os niveis de
gueimaduras solares.

O transcrito que codifica HSP22, uma HSP do tipo HSP26, teve uma resposta

mais tipica em todos os niveis de queimadura solar.

4 .4. Analise Econdmica

Quanto a analise econdmica realizada as diferentes modalidades, verificou-se
que a Fertilizac&o Foliar e o Refor¢o Hidrico proporcionam maior retorno econémico
para os produtores de maca (21 815 €/ha e 21 045 €/ha, respetivamente), uma vez
que foram as duas modalidades que apresentaram maior percentagem de calibres
acima dos 65 mm, os mais valorizados. Pelo contrario, os tratamentos com Eckosil e
Surround originaram rendimentos inferiores com apenas 13 270 e 14 784 €/ha,
respetivamente.

Ora, apesar de existir alguma discrepancia entre produtividades, é de notar o
facto da modalidade Fertilizagado Foliar deter o 3° valor mais elevado (36,6 t/ha) e,

simultaneamente, o maior retorno econémico. Este retorno econémico deve-se a esta
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modalidade proporcionar calibres mais valorizados economicamente demonstrando,

novamente, o impacto positivo da sua estratégia de nutrigao.

4.5.Quadro-resumo

Para uma melhor interpretacdo dos resultados, realizou-se uma avaliacéo
global dos dados obtidos mais relevantes. Para isso, classificou-se cada parametro
nas diferentes modalidades com valores percentuais relativamente ao valor mais
elevado, sendo que quanto maior o valor, melhor o resultado. A classificagdo de cada
modalidade encontra-se representada no Quadro 10.

Quadro 10 - Avaliagédo das diferentes modalidades relativamente a sua influéncia nos parametros fisiologicos e de
qualidade analisados.

M1 M2 M3 M4 M5 M6 M7 M8
Peso Médio dos Frutos 91 91 91 98 83 90 100 90

PRODUCRO  produgso Normalizada 83 67 66 100 72 88 87 82
Cor 78 100 77 98 66 98 91 84

°Brix 94 95 99 100 92 97 94 95

CUALIDADE Dureza 97 95 95 95 100 92 92 92
Amido 100 88 81 8 70 81 97 80

Protecao escaldao 97 97 95 97 100 98 96 98

% Matéria seca 94 95 100 96 97 92 93 97

Fotossintese 9 97 90 100 74 99 98 83

FISIOLOGIA NDVI 99 100 99 100 97 98 99 97

Baixa T°C dos frutos 97 97 98 98 100 99 96 99
Classificagao total 93 93 90 97 86 94 95 91

De modo geral, a maioria das modalidades apresentou igual ou melhor
desempenho relativamente a modalidade testemunha, com excegédo de M3, M5 e M8.
Genericamente, a modalidade M4 permitiu melhores resultados, tendo uma
classificacdo mais elevada.

71



5. Conclusoes e Perspetivas

A protecdo das culturas contra os diferentes tipos stresse abiodtico €
imprescindivel para alcancgar produgdes com qualidade e, consequentemente, uma
boa aceitabilidade do consumidor.

O clima é o principal fator determinante da produtividade agricola, influenciando
de forma direta a produc¢ao de alimentos a nivel mundial. Posto isto, devera ser dada
maior consideragdo as alteragbes climaticas fruto do aquecimento global, uma
realidade vivida nos dias de hoje. Alias, de acordo com a Organizagdo das Nacdes
Unidas (ONU, n.d.), a ultima década foi a mais quente de sempre e estima-se que nos
préximos anos, 0 nosso clima seja cada vez mais extremo. Contudo, e de acordo com
as Normais Climatoldgicas 1981-2010 (IPMA, n.d.), constatou-se que 2021 foi um ano
atipico, cujas condi¢des climaticas ndo foram favoraveis ao desenvolvimento do
escaldao solar. Porém, no nosso clima mediterranico ainda se verificaram algumas
tendéncias entre os tratamentos.

E também de extrema importancia a aquisicéo prévia de conhecimento do clima
da regido onde se encontra instalada a cultura, bem como das carateristicas culturais,
antes da adog¢ao de qualquer uma das medidas preventivas.

A primeira conclusao a retirar do presente trabalho € que, indiscutivelmente,
quanto maior a percentagem de cobertura instigada pelo protetor solar, maior a
protecdo dos frutos contra temperatura e radiagao extremas. Contudo, alguns destes
tratamentos podem, simultaneamente, produzir frutos com igual qualidade
relativamente aos néo tratados (testemunha).

De acordo com os resultados obtidos para as diferentes modalidades € possivel
concluir que:

¢ Relativamente a produ¢ao normalizada, obteve-se bons resultados para
as modalidades Fertilizagao Foliar, Agrowhite e Refor¢o Hidrico (0,751;
0,661 e 0,655 kg/cm? de AST, respetivamente);

e As modalidades que proporcionaram frutos mais doces foram
Fertilizagao Foliar, Eckosil e Agrowhite com 14,01%; 13,82% e 13,64%
°Brix, respetivamente;

¢ Quanto a coloracdo dos frutos, as modalidades Sunstop, Fertilizacao
Foliar e Agrowhite destacaram-se com maior pigmentag¢ao vermelha nos

frutos.
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¢ A modalidade Surround foi a que originou na generalidade dos casos
frutos mais pequenos, menos doces (12,83% °Brix), menos vermelhos e
com estado de maturacdo mais atrasado, podendo evidenciar a
necessidade de adiar um pouco a colheita.

e As modalidades tratadas com Surround e Vegepron Sun mantiveram
consistentemente os seus frutos com temperaturas inferiores a
testemunha. Contudo, apresentaram valores de fotossintese mais
baixos que conduziram a valores de SLA mais elevados,
correspondendo a folhas menos espessas, possivelmente devido a uma

menor atividade fotossintética ao longo do tempo.

Da avaliagdo das quatro modalidades tratadas com protetores solares, é
possivel concluir que apenas Agrowhite apresentou resultados mais satisfatorios face
a testemunha. Este resultado permite concluir que o tratamento com o produto
Agrowhite®, ndo sé permitiu minimizar a percentagem de frutos com escaldéo solar a
colheita, como também proporcionou frutos com tdo ou melhor qualidade
relativamente a testemunha, demonstrando ser uma boa alternativa para os
produtores.

Em suma, é imperativo aprofundar o conhecimento dos mecanismos
fisiologicos existentes nas culturas quando estas se encontram expostas a fatores
ambientais, mais concretamente temperaturas elevadas, de modo que possam ser
desenvolvidas e implementadas estratégias de mitigacdo mais eficazes.

Para trabalhos futuros, sugere-se a continuacdo do presente estudo em
condigbes ambientais mais severas, nomeadamente temperaturas mais elevadas, de
modo a conhecer a eficacia das diferentes estratégias na mitigagdo do escald&o solar.
Seria também interessante apostar no melhoramento dos produtos para protecao
solar existentes no mercado, permitindo colmatar o seu impacto negativo na qualidade
da produgédo e nos processos fisioldgicos da planta. Sugere-se, ainda, uma avaliagao

econdmica mais exaustiva, tendo em conta o custo dos produtos aplicados.
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ANEXOS

Anexo | - Dados meteoroldgicos recolhidos pela estagdo meteorolégica do INIAV, |.P., de maio a Agosto de 2021.
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Anexo Il — Produtos e respetiva composigao, utilizados na modalidade Fertilizagao Foliar (M4).

Produtos Composicao

Fitoalgas Green (0,5 kg/ha) | Ascophyllum nodosum: 100% sobre matéria fresca (s.m.f.)

Ascophyllum nodosum: 16,5% (p/v) ou 15% (p/p) sobre matéria seca (s.m.s.)

Aton Az (150mi/100L) | Aminoécidos livres: 6% (p/v) ou 5% (p/p)

Azoto (N): 4,4% (p/v) ou 3,4% (p/p)

Célcio (Ca0): 1,2% (p/v) ou 1% (p/p)

Boro (B): 0,1% (p/v) ou 0,09% (p/p)

Ferro (Fe) quelatado com EDTA: 1,1% (p/v) ou 0,9% (p/p)

Manganés (Mn): 0,8% (p/v) ou 0,7% (p/p)

Molibdénio (Mo): 0,1% (p/v) ou 0,09% (p/p)

Zinco (Zn): 1,3% (p/v) ou 1,1% (p/p)

MKP (300 g/100L) | Fosforo (P205): 51.8%

Potassio (K20): 34.3%

MAP (300 g/100L) | Azoto (N): 12%

Fosforo (P205): 61.4%

Calfinish (2 kg/ha) | Célcio (CaO): 34% (p/p)

Boro (B): 0,82% (p/p)

Zinco (Zn) quelatado com EDTA: 1,72% (p/p)
Folur (100 ml/100L) | Azoto (N) na forma ureica: 22,4% (p/v) ou 20% (p/p)

15/05/30 (500 g/100L) | Azoto (N) total: 15% (p/p)

Azoto (N) nitrico: 8,5% (p/p)

Azoto (N) amoniacal: 3,5% (p/p)

Azoto (N) ureico: 3% (p/p)

Fosforo (P205) soluvel em agua: 5% (p/p)

Potassio (K20) soluvel em agua: 30% (p/p)

Enxofre (SO3) soluvel em agua: 11,5% (p/p)

Magnésio (MgO) soluvel em agua: 2% (p/p)

Boro (B) soluvel em agua: 0,02% (p/p)

Cobre (Cu) quelatado com EDTA: 0,01% (p/p)

Ferro (Fe) quelatado com EDTA: 0,06% (p/p)

Manganés (Mn) quelatado com EDTA: 0,04% (p/p)

Molibdénio (Mo) soluvel em agua: 0,003% (p/p)

Zinco (Zn) quelatado com EDTA: 0,02% (p/p)

Intervalo de estabilidade da fragdo quelatada pH 4-7

Radikal (2,5 kg/ha) | Azoto (N) total: 6,9% (p/p)

Azoto (N) nitrico: 6,4% (p/p)

Azoto (N) amoniacal: 0,5% (p/p)

Fosforo (P205) soluvel em agua: 5% (p/p)

Potassio (K20): 25,7% (p/p)

Boro (B): 0,3% (p/p)

Célcio (Ca0): 11,7% (p/p)

Zinco (Zn): 1% (p/p)

Fortan (3 kg/ha) | Potéssio (K20): 30% (p/p)

Magnésio (MgO): 7,5% (p/p)

Ferro (Fe): 1% (p/p)

Manganés (Mn): 1% (p/p)

Zinco (Zn): 4% (p/p)

EDTA: 6% (p/p)

Stimulus (2 L/ha) | Ascophyllum nodosum: 40% sobre matéria fresca (s.m.f.)
Ascophyllum nodosum: 6,6% (p/v) ou 6% (p/p) sobre matéria seca (s.m.s.)
Aminoéacidos livres: 10,6% (p/v) ou 9,6% (p/p)

Azoto (N): 4,0% (p/v) ou 3,6% (p/v)

Matéria organica: 18,9% (p/v) ou 17,2% (p/p)

Carbono organico: 11% (p/v) ou 10% (p/p)

Solubor (150 g/100L) | Boro (B): 20,5%
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Anexo lll - Crescimento dos frutos das diferentes modalidades de 26 de maio até a colheita.

Modalidades 26/mai 02/jun 09/jun 16/jun 22/jun 30/jjun 07/jul 14/jul  20/jul 28/jul 04/ago 11/ago 17/ago
M1 30,18 34,82 38,62 4343 4748 5140 5558 58,77 62,06 64,78 67,39 68,81 70,69
M2 30,77 3517 3895 43,80 4848 5261 57,11 60,20 63,35 66,52 68,95 70,29 72,50
M3 31,20 3594 39,93 4454 49,09 5287 57,14 59,82 62,64 66,10 68,74 69,89 71,91
M4 29,76 34,68 38,51 43,44 47,76 51,73 5596 58,98 61,70 64,87 67,36 69,30 71,21
M5 31,15 36,05 39,83 4466 49,03 5281 57,06 5992 62,88 66,00 68,57 70,09 72,14
M6 31,04 3590 39,81 4446 49,07 53,18 5749 60,82 64,11 67,08 69,63 70,95 72,81
M7 31,00 3538 39,17 44,06 4848 5249 57,00 60,16 62,75 66,03 68,57 69,91 71,85
M8 30,88 3563 39,31 4426 48,32 52,07 56,28 59,24 62,33 65,18 67,90 69,41 71,26

Anexo IV — Parametros de cor dos frutos das diferentes modalidades, pelo sistema SIELAB. Destacaram-se a negrito os valores superiores
referentes a cada parametro.

Cor
Modalidade
*L *a *b *C °hue

M1 56,74+5,83a 22,10+10,98b  29,37+3,98a  39,68+3,39ab  55,19+16,40a
M2 51,30+6,60b 32,29+9,85a 27,61+3,03b  43,87+6,04a  42,45+11,56b
M3 56,15+10,25ab 22,33+16,19ab  29,43+5,45a 41,05+5,01ab 55,88+23,69ab
M4 51,71+6,53b 29,32+8,99a 25,76+2,93b  40,75+4,57ab  43,59+12,40b
M5 59,22+7,48a 17,57+11,18b  30,34+3,86a  38,78+3,70b  62,02+16,59a
M6 51,1548,74b 30,76x11,54a  26,91£3,51b  42,741521a  43,61+£15,66b
M7 54,63+7,54ab  28,20+12,17a 28,09+3,68ab 42,04+5,54ab  47,52+15,92b
M8 55,18+6,91ab  23,89+10,88b  28,15+3,56ab  39,09+3,74b  51,74+16,14ab

Nota: Letras diferentes em coluna indicam valores significativamente diferentes pelo teste Kruskal-Wallis para p < 0,05 e n=40.



Anexo V - Percentagem dos frutos que apresentaram os quatro niveis de escaldao nas diferentes modalidades. Destacaram-se a negrito os valores
superiores referentes a cada parametro.

Modalidades Ligeiro Moderado Grave Muito Grave %Escaldao Total

M1 | 190 0,83 0,85 0,70 4,28
M2 | 319 1,11 0,26 0,78 4,64
M3 | 4,24 1,25 0,20 0,56 6,26
M4 | 319 1,25 0,26 0,17 3,88
M5 | 0,38 0,00 0,00 0,33 0,71
M6 | 136 0,80 0,17 0,17 3,00
M7 | 259 1,04 0,15 0,44 4,22
M8 | 151 0,86 0,00 0,20 2,57

Anexo VI - Parametros fotossintéticos medidos no periodo da manha em trés momentos do ciclo. Destacaram-se a negrito os valores superiores
referentes a cada parametro nas trés datas de medigéo.

. An (umol.m?.s™) E (umol.m?.s™) gs (umol.m?.s™)
Modalidade - - " - - .

01/jul 27/jul 13/ago 01/jul 27/jul 13/ago 01/jul 27/jul 13/ago
M1 12,49ab 14,58ab 16,42a 3,82a 3,87a 2,63a 0,24a 0,29a 0,21a
M2 11,61ab 13,80ab 16,31a 3,67a 3,25a 2,68a 0,28a 0,24a 0,22a
M3 11,10b 14,12ab 15,47ab 3,66a 3,39a 2,56a 0,27a 0,26a 0,21a
M4 12,06ab 16,28a 16,60a 3,85a 3,69a 2,72a 0,31a 0,28a 0,23a
M5 11,83ab 12,76b 13,94ab 3,50a 3,31a 2,56a 0,24a 0,27a 0,19a
M6 11,94ab 12,41b 15,53ab 3,94a 3,56a 2,60a 0,30a 0,25a 0,21a
M7 13,45a 14,14ab 16,55a 4,10a 3,38a 2,23a 0,38a 0,26a 0,19a
M8 11,26b 12,28b 13,19b 3,87a 3,52a 2,74a 0,27a 0,26a 0,23a

Nota: Letras diferentes em coluna indicam valores significativamente diferentes pelo teste Tukey e Kruskal-Wallis para p < 0,05 e n=5.
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Anexo VIl - Parametros fotossintéticos medidos no periodo da tarde em trés momentos do ciclo. Destacaram-se a negrito os valores superiores
referentes a cada paréametro nas trés datas de medigéo.

An (umol.mZs™)

E (umol.m?.s™)

gs (tmol.m?.s™)

Modalidade 01/jul 27/jul 13/ago 01/jul 27/jul 13/ago 01/jul 27hul  13/ago
M1 13,36 13,56 13,80 3,33 3,02 2,40 0,25 0,20 0,18
M2 13,37 13,55 14,81 3,45 2,71 2,54 0,25 0,20 0,22
M3 12,33 13,20 13,81 3,59 2,76 2,82 0,27 0,19 0,18
M4 12,35 13,82 15,28 3,35 2,90 2,22 0,30 0,24 0,25
M5 11,31 11,61 13,13 3,29 2,94 2,58 0,25 0,21 0,22
M6 11,58 12,19 15,00 3,81 3,39 2,73 0,28 0,21 0,21
M7 13,65 14,23 15,03 3,43 3,10 2,67 0,34 0,25 0,25
M8 12,15 12,82 13,02 3,40 3,16 2,36 0,30 0,22 0,20
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Anexo VIII - Parametros da fluorescéncia da clorofila medidos em trés momentos ao longo da campanha. Destacaram-se a negrito os valores
superiores referentes a cada parametro nas trés datas de medicao.

Modalidade F'0 F'm F'v F'v/F'm FO Fm Fv Fv/Fm

M1 4990a 20040a 15050a 0,75a 4651a 22295a 17644a 0,79a

M2 4480a 16058ab 11577a 0,72a 4311ab 20351a 16040a 0,79a

° M3 3990a 12867ab 8877a 0,69a 4018ab 17521a 13503a 0,77a
< M4 4442a 14640ab 10198a 0,64a 4554ab 22480a 17926a 0,79a
-E. M5 3786a 11073b  7286a 0,57a 4795a 18311a 13516a 0,73a
M6 5323a 16136ab 10812a 0,67a 4387ab 19549a 15162a 0,78a

M7 3378a 10909b 7531a 0,68a 3424b 15444a 12020a 0,78a

M8 4667a 16581ab 11914a 0,72a 4608ab 20936a 16328a 0,78a

M1 4262a 12651a 8389a 0,66a 3661a 18371a 14710a 0,80ab

M2 4071a 13425a 9354a 0,68a 3569a 19182a 15613a  0,81a

o M3 4469a 15244a 10776a 0,69a 4317a 23583a 19266a 0,82a
§ M4 4203a 17763a 13559a 0,74a 3994a 20710a 16716a 0,80ab
~ M5 3623a 9801a 6177a 0,57a 4628a 19192a 14564a  0,76b
N M6 4554a 13793a 9239a 0,67a 3994a 19515a 15521a 0,79ab
M7 3635a 11723a 8088a 0,64a 3609a 17765a 14155a 0,80ab

M8 4904a 14923a 10019a 0,66a 4648a 20652a 16004a 0,77ab

M1 4234a 12923a 8689a 0,61a 3432a 22562a 19130a  0,85a

M2 3593a 11695a 8102a 0,59a 3348a 22672a 19324a  0,85a

o M3 3567a 6965a 3398a 0,46a 3346a 22638a 19292a 0,85a
3 M4 4544a 11184a 6640a 0,50a 3868a 26851a 22983a 0,86a
® M5 3402a 10217a 6816a 0,59a 3149a 20624a 17475a  0,85a
2 M6 3793a 12175a 8383a 0,64a 3466a 22640a 19174a  0,85a
M7 3881a 12728a 8847a 0,58a 3544a 24482a 20939a 0,85a

M8 4245a 15852a 11607a 0,71a 3639a 25735a 22095a 0,86a

Nota: Letras diferentes em coluna indicam valores significativamente diferentes para a mesma data pelo teste Kruskal-Wallis para p < 0,05 e n=5.
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Anexo IX - Area foliar especifica registada em 6 datas, para as diferentes modalidades. Destacaram-se a negrito os valores superiores de SLA

referentes a cada data.

Area folia especifica (SLA)

Modalidade 27/mai 07/jun 21/jun 05/jul 19/jul 11/ago
M1 104,73+4,53a 120,93+2,38a 104,88+2,55a 125,55+3,34a 110,11+0,28ab 86,48+3,19a
M2 112,78+0,83a 119,80+0,47a 102,63+0,59a 127,24%1,89a 106,33+1,49ab 89,76+0,69a
M3 111,17¢5,11a 115,2944,75a 101,84+0,77a 124,53+3,05a 106,01+0,53ab 88,15+1,29a
M4 107,67+2,01a 113,29+17,28a 102,59+3,43a 123,28+4,85a 101,82+2,60b 89,68+6,93a
M5 108,21+5,42a 124,27%17,02a 106,19+2,05a 126,36+1,58a 126,36%+2,75a 86,97+4,61a
M6 100,53+2,11a 116,63+7,18a 103,79+1,58a 125,87+2,58a 105,57+1,73ab 88,83+1,80a
M7 102,81+3,23a 111,45+2,31a 103,79+1,07a 122,34+1,13a 105,56+1,32ab 91,90%6,05a
M8 107,18+2,14a 116,00+4,55a 104,02+4,46a 125,84+1,19a 112,13+1,29ab 87,90+1,61a

Nota: Letras diferentes em coluna indicam valores significativamente diferentes pelo teste Kruskal-Wallis para p < 0,05 e n=3.

Anexo X - Concentragao de clorofilas a (Chl a), b (Chl b) e totais (Chl T), Carotenoides (Car) e antocianinas (AnC) e razdes Chl a/ Chl b e Chl T/Car
(média + desvio-padréo) nas folhas das diferentes modalidades em ensaio a 5 de julho de 2021. Destacaram-se a negrito os valores superiores

referentes a cada parametro.

Concentragio de pigmentos (umolg™ de massa fresca)

Modalidades 5/jul

Chl a Chilb ChiT Car AnC Chl a/Chlb Chl T/Car
M1 0,65+0,01a 0,38+0,06a 1,03+0,07 0,44+0,06 0,45+0,08 2,94+0,24 0,85+0,29
M2 0,45+0,07b 0,23+0,03b 0,68+0,10 0,20+0,02 0,77+0,12 2,86+0,10 1,16+0,28
M3 0,54+0,04b 0,29+0,03ab 0,83+0,07 0,23+0,01 0,92+0,10 2,46+0,08 1,51+0,21
M4 0,55+0,12ab 0,32+0,08ab 0,86+0,20 0,25+0,08 1,05+0,21 2,54+0,10 1,61%0,60
M5 0,64+0,02a 0,36+0,04a 1,00+0,06 0,39+0,03 0,36+0,09 2,95+0,19 1,08+0,16
M6 0,62+0,02a 0,32+0,03ab 0,94+0,05 0,35+0,02 0,40+0,10 2,99#0,15 0,99+0,08
M7 0,53+0,05b 0,29+0,03ab 0,82+0,07 0,23+0,02 1,02+0,08 2,66+0,05 1,34+0,15
M8 0,63+0,04a 0,36+0,08a 0,98+0,12 0,38+0,02 0,42+0,09 2,67+0,35 1,00+0,27

Nota: Letras diferentes entre modalidades para a mesma data indicam valores significativamente diferentes pelo teste Kruskal-Wallis para p < 0,05 e n=6.
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Anexo Xl - Concentragao de clorofilas a (Chl a), b (Chl b) e totais (Chl T), Carotenoides (Car) e antocianinas (AnC) e razées Chl a/ Chl b e Chl T/Car
(média £ desvio-padrao) nas folhas das diferentes modalidades em ensaio a 17 de agosto de 2021. Destacaram-se a negrito os valores superiores

referentes a cada parametro.

Modalidades

Concentragio de pigmentos (umol.g”' de massa fresca)

17/ago
Chla Chl b ChIT Car AnC  Chlachip _CN
T/Car

M1
M2
M3
M4
M5
M6
oM7
M8

0,20+0,05ab 0,07%0,02b 0,27+0,07  0,32+0,07 0,45+0,10 1,72+0,15 2,31+0,04
0,21+0,08ab 0,07%0,03b 0,28+0,11  0,24+0,07 0,31+0,08 1,93+0,12 3,44+0,15
0,43+0,19a 0,17+0,10ab  0,60+0,29 0,40+0,12 0,58+0,23  1,84+0,27 3,58%0,26
0,18+0,03b 0,07+0,01b 0,25+0,04 0,15+0,02 0,23+0,02  1,71+0,07 3,42+0,05
0,21+0,04ab 0,07+0,01b 0,28+0,05 0,26+0,04 0,32+0,04 1,80+0,09 2,55+0,03
0,26%0,10ab  0,09+0,03ab  0,34+0,14 0,35+0,07 0,56+0,20 1,95+0,05 2,69+0,20
0,47+0,18a 0,18+0,06a 0,65+0,25 0,48+0,22 0,70+0,26  1,83+0,08 3,58%0,11
0,33+0,03ab  0,12+0,01ab  0,46+0,04 0,46%0,03 0,55+0,06 1,76+0,04 2,57+0,03

Nota: Letras diferentes entre modalidades para a mesma data indicam valores significativamente diferentes pelo teste Kruskal-Wallis para p < 0,05 e n=6.

Anexo XIllI - Concentragdo de ascorbato total, oxidado (DAsA) e reduzido (AsA) (média + desvio-padréo) e percentagem de redugao (%) nas folhas
das diferentes modalidades em ensaio a colheita. Destacaram-se a negrito os valores superiores referentes a cada parametro.

Concentracdo de ascorbato (umol.g” de massa fresca)

Modalidade 17/ago
Total AsA DAsA %Reducao

M1 4,51+4,27 2,36+1,72 2,20+£3,18 55,3
M2 4,86+2,40 1,09+1,09 3,89+2 57 24 .1
M3 6,73+4,74 1,33+1,48 5,44+4,09 20,7
M4 7,20+4,98 2,10+2,51 5,26+3,45 241
M5 3,1310,85 1,80+1,70 1,334£0,99 50,1
M6 7,81+5,41 1,85+2,20 5,95+5,90 27,7
M7 19,47+22,01 4,44+6,42 15,59124,40 29,2
M8 6,79+3,79 2,14+2 95 4,65+1,01 20,8

Nota: Letras diferentes em coluna indicam valores significativamente diferentes pelo teste Kruskal-Wallis para p < 0,05 e n=6.
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Anexo XllII - Concentragao de glutationa total, oxidada (GSSG) e reduzida (GSH) (média + desvio-padrao) nas folhas das diferentes modalidades
em ensaio em dois momentos da campanha. Destacaram-se a negrito os valores superiores referentes a cada parametro.

Concentragio de glutationa (umol.g™ de massa fresca)

Modalidade 05/jul 17/ago
Total GSSG GSH %Reducao Total GSSG GSH %Reducao

M1 493,70+87,47 103,84+31,02 441,78%+83,24 80,9 219,48+47,77 154,57+63,30b 142,191£49,01ab 48,7
M2 380,83£183,81 59,75+53,30 350,95+194,02 75,6 182,72+45,38  149,98+47,87b  107,73+40,68b 41,6
M3 374,19£118,87 126,94+75,77 310,72+130,69 70,1 332,91+45,22  328,92+58,10a 168,45+39,88ab 33,9
M4 457,31+£128,85 116,05+26,19 399,29+118,73 76,9 291,65+117,73 182,84+157,42ab 200,23194,61ab 62,2
M5 455,19+142,84 115,26+30,28 397,56+138,22 76,3 207,25+£35,51 132,01£83,48b 141,25+£33,66ab 56,3
M6 377,91£38,89 92,42+21,92 331,70+41,52 78,1 223,04+49,75 220,32+61,03ab 112,88+33,21b 341
M7 396,23+81,18 130,93%50,58 330,77+69,49 72,0 598,861149,15 384,83%+99,03a 406,44+121,01a 51,1
M3 296,91+£53,90 114,46+30,46 239,68+50,84 67,5 397,53469,42 262,36+86,34ab 266,35+58,13a 51,0

Nota: Letras diferentes em coluna indicam valores significativamente diferentes pelo teste Kruskal-Wallis para p < 0,05 e n=6.

Anexo XIV - Concentragao de ascorbato total, oxidado (DAsA) e reduzido (AsA) (média + desvio-padrao) e percentagem de redugéo (%) na epiderme
dos frutos das diferentes modalidades em ensaio a colheita. Destacaram-se a negrito os valores superiores referentes a cada parametro.

Concentracio de ascorbato (umol.g” de massa fresca)

Modalidade 17/ago
Total AsA DAsA %Reducgao

M1 0,40+0,34 0,10+0,16 0,40+0,41 28,1
M2 0,43+0,42 0,19+0,26 0,39+0,43 38,1
M3 0,77+0,85 0,20+0,30 0,85+0,40 11,1
M4 0,08+0,14 0,22+0,37 0,18+0,19 33,3
M5 0,82+0,51 0,35+0,31 0,58+0,47 411
M6 1,03+0,50 0,68+0,63 0,39+0,30 53,5
M7 0,53+0,39 0,19+0,28 0,50+0,16 21,6
M8 0,32+0,27 0,24+0,33 0,19+0,27 59,2
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Anexo XV - Concentragéo de glutationa total, oxidada (GSSG) e reduzida (GSH) (média + desvio-padrao) e percentagem de redugéo (%) na
epiderme dos frutos das diferentes modalidades em ensaio em dois momentos da campanha. Destacaram-se a negrito os valores superiores
referentes a cada parametro.

Concentragéo de glutationa (umol.g™' de massa fresca)

Modalidade 05/jul 17/ago
Total GSSG GSH %Reducao Total GSSG GSH %Reducao

M1 135,83+70,69  40,09+9,27b 115,78+70,00b 69,7 368,55+48,37 90,82+14,64ab 323,14+49,77a 77,8
M2 312,33+104,07 124,75+21,15a 249,95+107,86ab 62,4 305,39+83,15 73,71+13,59ab 268,54+82,63ab 77,6
M3 342,44+56,13 120,45+47,38a 282,21%49,78a 70,8 319,39+50,13 88,83+24,45ab 274,97+46,32a 75,7
M4 321,67+54,33 103,05+29,64ab 270,14+49,52ab 72,4 289,30+70,01 70,81+13,63ab 253,89+70,69ab 77,5
M5 321,83+34,44 103,65+39,90ab 270,01+44,73ab 72,3 210,32+21,31 82,03+8,88ab  169,30+17,83b 67,3
M6 207,24+74,73 111,40+44,43ab 151,54+74,55ab 55,7 188,09+8,67 72,04+8,65ab 152,07+12,21b 67,8
M7 272,65+68,80 94,62+25,00ab 225,34166,07ab 69,2 285,44+30,07 91,42+14,02a 239,72+32,41ab 72,2
M8 265,58+69,62 134,77+20,48a 198,20+71,67ab 57,5 202,19+27,45 64,49+7,16b  169,94+26,92b 72,3

Nota: Letras diferentes em coluna indicam valores significativamente diferentes pelo teste Kruskal-Wallis para p < 0,05 e n=6.

Anexo XVI - Concentragédo de ascorbato total, oxidado (DAsA) e reduzido (AsA) (média + desvio-padrdo) e percentagem de redugao (%) na polpa
dos frutos das diferentes modalidades em ensaio a colheita. Destacaram-se a negrito os valores superiores referentes a cada parametro.

Concentracio de ascorbato (umol.g” de massa fresca)

Modalidade 17/ago
Total AsA DAsA %Reducao

M1 1,26+0,37 0,22+0,26 1,21+0,53 17,1
M2 1,22+0,40 0,35+0,86 1,14+0,72 17,0
M3 1,41+£0,94 0,24+0,35 1,29+0,93 17,7
M4 1,32+0,82 0,49+0,99 1,02+0,64 23,0
M5 1,22+0,47 0,12+0,29 1,38+0,61 7,5
M6 1,65+1,19 0,03+0,06 1,94+1,09 0,8
M7 1,11£1,13 0,23+0,40 1,08+0,78 24,0
M8 1,64+0,56 0,15+0,30 1,79+0,63 9,0
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Anexo XVII - Concentragao de glutationa total, oxidada (GSSG) e reduzida (GSH) (média + desvio-padréo) na polpa dos frutos das diferentes

modalidades em ensaio em dois momentos da campanha. Destacaram-se a negrito os valores superiores referentes a cada parametro.

Concentragéo de glutationa (umolg™ de massa fresca)

Modalidade 05/jul 17/ago
Total GSSG GSH %Reducéo Total GSSG GSH %Reducéo

M1 35,73+591 157,97+100,36ab -43,25+48,59ab -31,3 200,42+56,16 55,51+8,46 172,66+56,38ab 74,6
M2 61,45+72,72  97,15+30,57b  12,88+74,02ab -5,6 207,95+34,04 64,23+36,47 175,84+46,60ab 73,0
M3 49,34+22 93  23550+81,76a  -68,41+53,76b -39,3 227,62+47,03 66,89+11,23 194,18+47,52ab 73,7
M4 191,27+141,82 102,28+26,38ab  140,13+137,71a 40,6 220,96+34,88 63,86+20,83 189,04+36,63ab 74,6
M5 126,37+125,38 101,07+25,97ab  75,83+127,29ab 22,6 201,58+17,49 58,36+10,22 172,41+17,49ab 74,7
M6 156,57+163,78 101,83+21,45ab 105,65+158,37ab 23,2 331,92+34,67 53,42+12,91 305,20+29,63a 85,3
M7 66,82+27,36  105,84+37,17ab  13,90+36,55ab 10,3 181,88+34,67 46,47+12,91 158,65+29,63b 77,7
M8 240,40+173,76 176,78+30,32ab 152,01+172,78a 32,6 235,10+21,07 56,34+22,69 206,93+27,07ab 78,6

Nota: Letras diferentes em coluna indicam valores significativamente diferentes pelo teste Kruskal-Wallis para p < 0,05 e n=6.
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