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Resumo

A nutricdo do morangueiro (Fragaria x ananassa Dutch.): Efeito na fisiologia e

gualidade dos frutos

O fornecimento de niveis adequados de nutrientes ao morangueiro, principalmente
aqueles relacionados com a qualidade dos frutos, como o potassio e o caélcio, é
fundamental para potencializar a producdo de morangos e elevar a qualidade poés-
colheita. O objetivo geral deste trabalho foi avaliar os efeitos da nutricdo mineral, em
especial a nutricdo potéssica na fisiologia e qualidade pos-colheita de morangos. O
trabalho, incluiu a realizacdo de cinco ensaios, dois dos quais para avaliar o efeito de
diferentes doses de potassio adicionadas a solugdo nutritiva dos morangueiros
cultivados em sistema hidropénico sobre a fisiologia das plantas, produgéo e qualidade
dos frutos. O terceiro teve como objetivo verificar se diferentes concentragdes de
potassio fornecidas ao morangueiro influenciavam a expresséo de genes que codificam
proteinas transportadoras de célcio nas células dos frutos. O quarto, avaliou os efeitos
do nimero de aplicagdes de diferentes concentracdes de cloreto de calcio nos frutos
em pré-colheita na manutencéo da qualidade e conservagdo dos morangos, € o quinto,
teve como objetivo avaliar a potencialidade da espectroscopia com transformacéo de
Fourier na regido do infravermelho proximo (FT-NIR) para determinar o teor de potassio,
calcio e magnésio na parede celular dos morangos. Verificou-se que a concentracao de
potassio na solucdo nutritiva influenciou significativamente a produtividade e o teor de
Ca nos diferentes 6rgaos da planta e parede celular dos frutos. As diferentes
concentracdes de potassio fornecidas aos morangueiros alteraram a expressdo dos
genes que codificam proteinas transportadoras de calcio, pelo que o excesso de
potassio prejudicou a acumulacdo do calcio nas células dos frutos. A utilizacdo do
cloreto de célcio em pré-colheita mostrou-se benéfica para a manutencao da qualidade
dos frutos. Os modelos mateméaticos obtidos para o potassio e para 0 magnésio
utilizando o espectrémetro FT-NIR sdo recomendados para determinacao do teor destes

elementos na parede celular dos morangos.

Palavras-chave: morangos, potassio, calcio, expresséo génica, FT-NIR.
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Abstract

The strawberry nutrition (Fragaria x ananassa Dutch.): Effect on physiology and

fruit quality

The management of nutrients in hydroponic solutions, especially those related to fruit
quality, such as potassium and calcium, is fundamental to potentiate the production of
strawberries and raise fruit quality during postharvest. The main goal of this study was
to assess the effects of mineral nutrition of strawberries on physiology and fruit quality.
This work includes five trials, two of which were carried out to evaluate the effect of
different potassium doses in the nutrient solution on the physiology and fruit quality of
plants cultivated in a hydroponic system. A third trial was carried out to verify if different
potassium doses provided to the strawberries influenced the expression of genes that
encode calcium transport proteins in strawberry cells. A fourth trial was conducted to
evaluate the effects of different concentrations of calcium chloride applications to the
fruits during preharvest, on the maintenance of postharvest fruit quality. The fifth trial had
the objective of investigating the potential of NIR spectroscopy with Fourier
Transformation to evaluate the potassium, calcium and magnesium contents in
strawberry cell walls. The results show that the concentration of potassium in the nutrient
solution significantly influenced the productivity and the Ca content in the different organs
of the plant and cell wall of the fruits. The different concentrations of potassium provided
to the strawberries altered the expression genes encoding calcium transporter proteins,
so that the excess of potassium was detrimental to the distribution of calcium in the cells
of the fruits. Preharvest calcium chloride applications contributed significantly to the
maintenance of fruit quality. Relevant correlations were obtained in the models to

evaluate potassium and magnesium in fruit cell walls using FT-NIR spectroscopy.

Key-words: strawberries, potassium, calcium, gene expression, FT-NIR.
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Prefacio

Enquadramento do problema em estudo

Um fator determinante para a producdo e para a qualidade pdés-colheita dos
frutos € a nutri¢cdo fornecida as plantas. A dindmica de absor¢éo dos diferentes catibes
€ variavel de acordo com a sua concentracao na solugéo nutritiva, o que pode resultar
em fendmenos de competi¢éo idnica e, por consequéncia, em alteracdes na qualidade
dos frutos. De todos os nutrientes utilizados nas culturas de fruteiras, o potassio € aquele
que é frequentemente usado com o objetivo de melhorar a cor e os niveis de solidos
soluveis dos frutos, pelo que é muitas vezes conhecido pelo ‘elemento da qualidade’. O
potassio é dos elementos minerais das plantas, o segundo exigido em maior quantidade
e que interfere em varios processos fisiolégicos; desde o equilibrio osmético das células,
permeabilidade da membrana celular, abertura e fecho estomatico e ativacao de varios
sistemas enzimaticos. Pelos efeitos potenciadores da qualidade dos frutos associados
a presenca de potassio, muitos séo os trabalhos acerca da deficiéncia deste elemento
e das consequéncias que daqui surgem. A deficiéncia deste catido é frequentemente
associada a perda de capacidade fotossintética das plantas e, consequentemente, a
perda da qualidade dos frutos. No entanto, poucas sdo as referéncias acerca dos efeitos
do excesso associados a este catido.

Este elemento ndo apresenta facilmente niveis de toxicidade para as plantas,
pelo que a sua aplicacdo, é por vezes, pratica recorrente entre produtores. E do
conhecimento empirico que o excesso de potassio é potenciador de bitter-pit em maca
variedade Reineta, assim como reduz a capacidade de conservagdo de algumas
variedades de pera. Alguns estudos referem que a presenca deste elemento em
excesso interfere com a razéo K:Ca e, que a alteragcédo desta relacéo vai influenciar a
capacidade de conservacao dos frutos e, consequentemente, a qualidade dos mesmos.
O conhecimento dos efeitos associados quer, a deficiéncia quer ao excesso de potassio
e as consequéncias que daqui advém para a qualidade, é de fundamental importancia
para quem produz. Com o objetivo de perceber a influéncia do potassio no
desenvolvimento dos morangueiros, na producéo e na qualidade dos morangos foram
elaborados dois ensaios que estdo apresentados no capitulo 1l desta tese. No primeiro
ensaio optou-se por um substrato inerte (areia) tendo o efeito da nutricdo potassica sido
avaliado nestas condi¢cfes. No segundo ensaio optou-se por um sistema hidropdnico
comercial com utilizacdo de substrato organico para haver uma aproximagdo as

condicdes reais da cultura.

XXiii



A maioria dos nutrientes absorvidos pelas plantas, estejam eles em excesso ou
em déficit, requerem a acao de uma grande variedade de proteinas transportadoras que
asseguram o seu movimento através dos diferentes compartimentos celulares. O
excesso ou a deficiéncia de um mineral pode levar, ndo s6 ao aparecimento de sintomas
de toxicidade ou deficiéncia, mas desencadear processos fisioldgicos ao nivel molecular
gque influenciam a acumulacdo ou deficiéncia de outros minerais. Com o objetivo de
perceber como é que a presenca de potassio condicionava, ao nivel molecular, a
acumulacdo e redistribuicdo de calcio no citosol foi elaborado um ensaio que esta
apresentado no capitulo Ill.

A deterioracdo dos morangos € resultado da sua intensa atividade metabdlica e
manifesta-se por uma perda acentuada da firmeza dos frutos. A suscetibilidade aos
danos mecéanicos € um sintoma que surge com maior intensidade em frutos que
apresentam desequilibrios na relacdo K:Ca. A relativa imobilidade do calcio nos frutos
leva a que a aplicacdo direta deste catido na epiderme dos mesmos seja uma pratica
que se esta a vulgarizar entre produtores. A utilizacao de cloreto de calcio na epiderme
dos morangos é proposta como economicamente viavel e com potencial para a
manutencdo da qualidade pds-colheita. Com o objetivo de avaliar os efeitos que as
aplicacdes do cloreto de calcio ttm na manutencéo da estrutura da parede celular e,
consequentemente, na manutencdo da qualidade e conservacdo dos frutos, foi
elaborado um ensaio que esta apresentado no capitulo V.

O controlo do estado nutricional das plantas é uma pratica importante entre
produtores e o resultado destas analises quimicas permitem identificar distlrbios
nutricionais causados por excesso ou deficiéncia mineral servindo como orientacéo para
programas equilibrados de fertilizacdo. Atualmente o controlo do teor de nutrientes nos
frutos e no material vegetal em geral, efetua-se por metodologias morosas e
dispendiosas, pelo que o desenvolvimento de uma metodologia que se mostre eficaz na
determinag&o do teor de nutrientes ao nivel das paredes celulares é de fundamental
importancia. Assim no capitulo V deste trabalho é proposta uma técnica de analise
rapida a fracdo das paredes celulares de morango de forma a obter-se a informacao
acerca da sua composicao nutricional, nomeadamente no que diz respeito ao efeito dos

niveis de potéssio no teor de calcio das paredes celulares.
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Introducéo geral

1. Aspetos gerais da cultura do morangueiro

O género Fragaria pertence a familia Rosaceae, subfamilia Rosoideae e inclui
aproximadamente 22 espécies silvestres distribuidas por todas as regides cultivaveis do
globo terrestre, sendo a Fragaria x ananassa Dutch., o hibrido interespecifico
economicamente mais importante (Rousseau-Gueutin et al., 2009).

F. vesca ou morango dos Alpes foi a primeira espécie domesticada por antigas
civilizacdes gregas e romanas no continente europeu antes da descoberta do continente
Americano. Por volta do ano 1300, esta planta ja estava a ser cultivada por toda a
Europa (Darrow, 1966; Hummer e Hancock, 2009) e, em meados do ano de 1600,
comecou a ser substituida pela espécie norte americana F. virginiana (Hancock et al.,
2008).

No inicio do ano de 1700 a espécie chilena F. chiloensis foi trazida para a Europa
pelo oficial do exército francés Amédée Frézier (Hummer e Hancock, 2009). Esta
espécie ja havia sido domesticada ha cerca de mil anos por povos indigenas chilenos e
foi amplamente difundida pelos espanhois nos paises da América Latina no periodo da
colonizacao (Hancock et al., 2008).

O hibrido F. x ananassa surgiu do cruzamento natural das espécies F. virginiana
e F. chiloenses quando as mesmas foram plantadas lado a lado num jardim em Franga
e deste cruzamento resultaram plantas com caracteristicas morfolégicas Unicas e frutos
com aparéncia e aroma muito atrativos (Hummer e Hancock, 2009). Em 1766, o
botanico francés Antoine Nicholas Duchesne reconheceu este hibrido como sendo
“ananassa” devido ao aroma caracteristico do fruto que lembrava o do ananas (Ananas
comosus) (Hancock et al., 2008; Hummer e Hancock, 2009).

O morangueiro € uma planta herbacea de pequeno porte, rasteira e perene que
habitualmente é cultivada como anual ou bianual. E polinizada maioritariamente por
insetos e tem a capacidade de se reproduzir vegetativamente através da emissao de
estolhos (Johnson et al., 2014). Possui sistema radical superficial e ramificado, em que
a maior parte das raizes se localizam nos primeiros 20 cm de profundidade. O caule é
curto e cilindrico e dele emergem as folhas agrupadas em espiral em torno do eixo em
forma de roseta, cujo conjunto é chamado coroa. A planta pode apresentar mais de uma
coroa de onde emergem, além das folhas, as inflorescéncias, os estolhos, as coroas

ramificadas e as raizes adventicias (Palha, 2005).



As folhas séo do tipo compostas, com trés ou cinco foliolos de coloracéo verde,
variando de tonalidade mediante a cultivar ou variedade do morangueiro. Cada folha
apresenta um peciolo inserido na base da coroa protegido por um par de estipulas.
Nestas estipulas encontram-se 0s gomos, ou gemas, que podem evoluir para estolho
ou novas coroas (Palha, 2005).

Os estolhos séo caules prostrados especializados na propagacao vegetativa da
planta. Contudo, o morangueiro pode também propagar-se de forma sexuada, via
semente. No entanto, esta forma de propagacdo € mais utilizadas para fins de
melhoramento genético (Galvao et al., 2014).

As flores desenvolvem-se numa inflorescéncia terminal contendo normalmente
quinze flores (uma flor priméria, duas secundarias, quatro terciérias e oito quaternarias).
Sao actinomorficas com cindo pétalas e sépalas (que podem variar entre seis e oito
dependendo da cultivar), possuem bracteas, agrupam-se em corimbos e sdo de
coloracao branca por vezes ligeiramente rosadas (Liston et al., 2014). Esta espécie
apresenta flores hermafroditas, com estames, pistilos e anteras facilmente distinguiveis,
dispostos em espiral sobre o recetaculo. A fecundacdo dos Ovulos pode ser realizada
pelo poélen da propria flor quando se da a deiscéncia das anteras e esta cai diretamente
sobre os pistilos, ou pelo pélen de flores da mesma planta ou de plantas diferentes
trazidos por polinizadores (Palha, 2005).

Apos a fecundacgéo, forma-se um fruto maltiplo de aquénios, o “morango”, que é
assim denominado por ser um agregado de aguénios desenvolvidos num recetaculo
carnudo (Liston et al., 2014). Para Sanhueza et al. (2011), os frutos verdadeiros sdo 0s
aguénios duros e superficiais, vulgarmente conhecidos como sendo as “sementes”, que
podem chegar até 200, ou ainda, em frutos maiores, totalizar 400 aquénios.

O morango é o pequeno fruto mais apreciado e consumido em todo 0 mundo e
devido a sua importancia, existem varios programas de melhoramento genético do
morangueiro, principalmente nos Estados Unidos da América que visam desenvolver
cultivares adaptadas a diferentes condi¢bes climaticas das regides produtoras e
preferéncias do mercado consumidor (consumo in natura, gastronémico e industrial).

A cultura do morangueiro abrange ampla distribuicdo geografica devido a sua
grande diversidade genética, que conta com inimeras cultivares e hibridos com alta
capacidade de adaptacéo as condicées climaticas e de cultivo (Morales et al., 2012). E
cultivado especialmente em paises do hemisfério norte, em que o clima temperado
favorece a obtencéo de alta produtividade.

Segundo o ultimo levantamento feito pela Food and Agriculture Organization of

the United Nations (FAO) em 2014, os paises que apresentam maior produtividade para



a cultura sédo os Estados Unidos da América, com 565 854 kg ha? de frutos, seguido
pelo México (460 538 kg ha'), Espanha (374 673 kg ha?), Turquia (280 168 kg ha?) e
China (274 351 kg ha') (Faostat, 2017).

Em Portugal, a produ¢cdo do morangueiro apresenta elevada importancia
socioecondmica, sendo a area total cultivada em 2014 de 450 ha (Faostat, 2017) e a
producdo em 2015 de 9 659 t (Instituto Nacional de Estatistica, 2016). A producédo de
morangos no pais ocorre particamente durante todo o ano, sendo a época de maior
oferta de frutos correspondente ao periodo da primavera. Na regido do Alentejo é
possivel suprir a procura pelo fruto no periodo de outono e inverno uma vez que muito
do morango cultivado se encontra em ambiente protegido e a regido dispbe de

condicdes climaticas favoraveis ao desenvolvimento da cultura.

2. Parametros da qualidade do morango

Entende-se por qualidade, um conjunto de atributos, propriedades ou natureza
de um objeto, que quando comparado com outro, apresenta superioridade ou exceléncia
(FAO, 2004). No caso de produtos agricolas, a qualidade pode ser definida como um
conjunto de componentes presentes nos mesmos que determinam a sua aceitagéo pelo
consumidor. Os atributos da qualidade dos frutos do morangueiro tém em consideragéo
0s aspetos que conferem atratividade, relacionados com a aparéncia dos frutos,
durabilidade, sabor, odor, valor nutricional e seguranca alimentar, que abrange a
gualidade microbioldgica e contaminantes quimicos (Mditshwa et al., 2017).

A cor é a primeira caracteristica observada nos frutos de acordo com Moura et
al. (2012) e também é o que pré-determina a qualidade visual do produto. Da familia
dos compostos fendlicos (que se divide em flavonoides, acidos fendlicos e cumarina),
0S pigmentos antocianinas, sao os flavonoides responsaveis pela cor vermelha desta
fruta e sabe-se que tais compostos sao instaveis e facilmente degradaveis (Aaby et al.,
2012).

O aroma é um dos atributos sensoriais primordiais ha qualidade do morango que
demonstra que o aroma deste fruto esta intimamente ligado ao sabor. Cerca de 20
compostos volateis (ésteres, alcaloides e fendis) contribui para o aroma caracteristico
do fruto e existem diferencas quantitativas e qualitativas destes compostos entre
diferentes cultivares de morango (Forney et al., 2000). O equilibrio adequado entre
acucares, acidos e compostos volateis contribuem significativamente para o sabor Gnico

do morango.



Os acucares, sacarose, glucose e frutose sao os predominantes na constituicdo
da fracdo correspondente aos solidos sollveis no morango e sao responsaveis por mais
de 99% dos acucares totais dos frutos maduros (Basson et al., 2010; Whitaker et al.,
2011; Mikulic-Petkovsek et al., 2012). A contribuicdo da sacarose para a qualidade do
fruto foi estudada por Schwieterman et al. (2014) em trinta e cinco cultivares comerciais
de morango, e concluiram que esta contribuia significativamente para a variagdo no teor
de agucar total do fruto, bem como para a varia¢ao da intensidade da dogura e do sabor.

Os &cidos também afetam diretamente o sabor, além de serem importantes para
a gelificacdo das pectinas, regulam o pH celular e podem influenciar na pigmentacao
dos tecidos do fruto. O principal &cido presente no morango € o &cido citrico (Mikulic-
Petkovsek et al., 2012; Schwieterman et al., 2014), estando também presentes em
menor quantidade o acido malico e em quantidade pouco expressiva os acidos glicélico
e chiquimico, de acordo com Woodward (1972) citado por Montero et al. (1996).

A textura é um atributo critico para a aceitabilidade do consumidor de frutos e
vegetais frescos, especialmente quando estes sdo consumidos in natura. A textura
macia do morango € extremamente atrativa para o consumidor, porém é um fator
problematico para produtores e comerciantes devido a sua elevada fragilidade e a
suscetibilidade aos danos.

O morango é um fruto que sofre uma rapida perda de firmeza durante a
maturacdo, o que contribui substancialmente para a uma curta vida pos-colheita e
suscetibilidade & contaminag&o por microrganismos patogénicos (Hernandez-Mufioz et
al., 2008). As propriedades da textura do fruto sédo afetadas pela turgidez das células e
pela estrutura e composicdo dos polissacarideos da parede celular (Brummell e
Harpster, 2001). A base bioquimica do amolecimento do morango néo € clara; porém
tem sido associado a degradacdo da lamela média da parede celular das células do
parénquima cortical, devido as modificacdes provocadas pela atuacdo de varias
enzimas, dentre elas a poligalacturonase, a celulase, a pectina metil esterase, a pectato
liase, a p-galactosidase, a endo-1—4-B-D-glucanase, a xiloglucano endo-
transglicolisilase, a ramnogalacturonase e a expansina (Brummell e Harpster, 2001;
Payasi et al., 2009). A acdo destas enzimas resulta num aumento da solubilizacdo da
pectina, com ligeiras alteracdes no peso molecular da mesma e pequenas diminui¢cdes
no contetdo das hemiceluloses da parede celular dos frutos (Heng Koh e Melton, 2002).

Além do sabor, a qualidade nutricional tem sido cada vez mais considerada pelo
consumidor. Frutos de morangos contém componentes dietéticos importantes, incluindo
vitaminas, minerais, &cido fdlico e fibras, e sdo uma rica fonte de compostos fitoquimicos

principalmente representados pelos polifendis &cido elagico, acido p-cumarico; pelos



flavonoides quercetina, kaempferol, miricetina, além das antocianinas (Panico et al.,
2009; Ariza et al., 2016). O morango é principalmente rico em vitamina C, potassio,
calcio e fésforo (Giampieri et al., 2012). Este teores podem variar em funcéo da cultivar
e do sistema cultivo, porém em 100g de fruto fresco em média h& 58,8 mg de vitamina
C, 153 mg de potéassio, 16 mg de calcio e 24 mg de fosforo (Usda Department of
Agriculture, 2017).

Pelas suas propriedades antioxidantes e anti-inflamatérias, o consumo de
morangos tem-se mostrado benéfico contra doengas cronicas, cardiovasculares,
proliferativas e neurolégicas (Mink et al., 2007; Huntley, 2009; Basu et al., 2010; Yang e
Kortesniemi, 2015).

3. Arelacdo i6nica entre potassio e céalcio na solucdo nutritiva e sua influéncia

no desenvolvimento do morangueiro e na qualidade dos frutos

Os nutrientes fornecidos as plantas sao determinantes para o desenvolvimento
do morangueiro e para a produtividade e qualidade pd6s-colheita dos frutos. Segundo
Mengel (2007), a dindmica de absorcdo de catides € variavel, dependendo da
concentragcdo destes na solugcdo nutritiva, da sua permeabilidade ao nivel das
membranas celulares e do seu mecanismo de absor¢éo, além das relagées ionicas entre
nutrientes, que podem resultar em fendbmenos de competicao ionica. Nesta situacao, o
aumento da concentracdo de um determinado catido no meio pode diminuir a absorcdo
de outros elementos pela planta.

Quando a concentracdo de nutrientes na solugdo nutritiva é alta, dificulta a
absorcdo de agua, podendo gerar um stress hidrico que se reflete em problemas no
crescimento e perda de produtividade pela planta (Andriolo et al., 2009). Por outro lado,
guando a concentracdo de nutrientes na solugdo nutritiva € baixa ocasiona tanto a
diminuicdo do teor em massa seca vegetal quanto a perda de qualidade e da producédo
de frutos (Lorenzo et al., 2003).

No cultivo sem solo, a composicao da solugéo nutritiva e em particular, a relagéo
iGnica entre o potassio e célcio (K:Ca), tem sido sugerida como um dos critérios de
maneio fundamental para o desenvolvimento e crescimento do morangueiro, para
reduzir a ocorréncia de malformacdes (Sharma e Singh, 2008) e para melhorar a
gualidade dos morangos (Lieten, 2006).

O potéssio (K) € um catido absorvido em grande quantidade pelas raizes na
forma i6nica K*, sendo transportado para a parte aérea através do xilema. A sua

redistribuicdo na planta ocorre através do floema, dirigindo-se dos tecidos mais velhos



da planta para os mais novos, que normalmente sdo os tecidos merismaticos ou os
frutos em crescimento. A alta mobilidade do K nos tecidos vegetais deve-se ao facto
deste elemento ndo esté ligado a nenhum composto organico (Wang e Wu, 2013) e ao
elevado numero de sistemas transportadores envolvidos no transporte de K desde as
raizes até a parte aérea das plantas (Lebaudy et al., 2007).

O catido calcio (Ca), por sua vez, é predominantemente absorvido do meio de
crescimento das plantas de forma passiva, na forma iénica Ca?*, sendo transportado no
xilema pelo processo de fluxo de massa. A absorcdo ativa do Ca?" sé ocorre se a
concentragao deste elemento na solugéo nutritiva for menor que a concentracdo no
interior da planta, forcando-a a absorver o nutriente contra um gradiente eletroquimico
(Malavolta, 2006). Ap6s absorcdo, o Ca?* é transportado para o xilema, sendo
encaminhado para a parte aérea com auxilio do processo de transpiracao da planta. A
redistribuicdo desse nutriente na planta praticamente ndo ocorre porque ele é pouco
mével no floema (Prado, 2008). De acordo com White e Broadley (2003), a maior parte
do Ca esta contida na forma de pectatos de calcio, constituindo a lamela média das
paredes celulares. Além da acumulagdo sob esta forma, este elemento também se
encontra na forma de sais calcicos de baixa solubilidade, tais como carbonato, sulfato,
fosfato, silicato, citrato, malato e oxalato. Os processos de absorgéo, transporte e
distribuicdo do Ca?* serédo detalhados nos subitens 3.1.1 e 3.1.2 desta revisao.

O K é usualmente associado com o aumento do crescimento das plantas e da
gualidade gustativa dos frutos e é pratica comum entre produtores disponibilizar
excessivamente este elemento para as plantas no intuito da obterem frutos mais
saborosos. No entanto, o excesso de K no cultivo do morangueiro tem resultado em
interagBes idnicas negativas com o Ca e com o magnésio (Mg) (Greenwood e Stone,
1998; Andriolo et al., 2010).

De acordo com Marschner (2012), os catides K* e Ca?* competem entre si e com
outros nutrientes pelos mesmos locais de absor¢do nas raizes, o que pode resultar
numa nutricdo desequilibrada das plantas. Segundo Jones Jr (2016), o excesso de
fertilizantes potassicos na solucao nutritiva reduz a absorcdo de Ca, umavez que o K é
preferencialmente absorvido e transportado na planta em relacdo ao Ca. Mondal et al.
(2017) observaram em morangueiro que a baixa concentracéo de K na solug&o nutritiva
levou a uma maior absorcdo de Ca e Mg e a acumulacao destes elementos nas folhas,
pelo facto do K em baixa concentracdo na solucdo nutritiva ndo competir com esses
nutrientes no processo de absorcéo.

Séo diversas as composi¢cdes de solugbes nutritivas encontradas na literatura

(Tabela 1), com valores de concentracdes para o catidao K que variam entre 2,2 e 7,5



mmol Lt e Ca entre 2,4 e 4,00 mmol L. No entanto, a dinamica de absorcdo de
nutrientes pelas plantas além de variar em funcéo da concentracdo da solucéo e das
relacbes ibnicas, varia também em funcdo do equilibrio eletroquimico, oxigenacao,
temperatura do ar e da solucdo nutritiva e intensidade da radiacéo solar (Giménez et al.,
2008). Estes fatores exercem efeitos no crescimento, desenvolvimento e produtividade
da cultura, sendo necessario o0 ajuste da concentracdo da solucdo nutritiva utilizada para

as diferentes condicdes de producéo (Tabela 1).

Tabela 1. Concentracdo de macronutrientes em solu¢des nutritivas para o cultivo do
morangueiro.

Concentracdo (mmol L)

Referéncia N-NOs= N-NHs* K* HPOs Ca2* Mg?* S04
Morard (1984) 12,0 20 60 20 30 15 15
Muckle (1993)** 7,2 02 53 14 31 20 4.2
Sarooshi e Cresswell (1994)** 9,8 25 7,5 1,2 24 172
Sonneveld e Straver (1994)** 10,0 0,5 5,2 1,2 2,7 11 11
Hennion e Veschambre (1997) 12,0 2,0 6,0 2,2 30 13 1,0
Moraes e Furlani (1999)** 10,2 2,0 6,4 20 38 16 1,6
Paranjpe et al. (2003)** 4,0 0,7 2,2 1,6 24 16 1,7

*citado por Resch (1992); ** citado por Giménez et al. (2008).

Embora as altas concentragfes de K nos tecidos vegetais possa causar a
reducdo do conteddo de outros nutrientes nas plantas, é relatado por Marschner (2012)
que o crescimento vegetativo pode aumentar sob esta condigdo. Contudo, 0 excesso de
K tem se mostrado negativo para a producgéo e a qualidade de morangos (Andriolo et
al., 2010).

A perda na qualidade dos morangos ndo esta relacionada unicamente com a
concentracdo de K fornecida as plantas, mais também com o desequilibrio gerado pelo
excesso deste nutriente na relacdo K:Ca, como ja foi mencionado. No entanto, mesmo
em condicdes em que foram aumentadas as concentragfes de K e Ca na solugéo
nutritiva, foi observado por Khayyat et al. (2007) uma reducdo no peso e numero de
morangos e efeito negativo sobre a acidez titulavel (AT), solidos solUveis totais (SST),
razdo SST/AT e no teor em vitamina C em morangos da cv. Selva. O efeito do aumento
da relacdo K:Ca foi também estudado por Hunsche et al. (2003) que associaram 0s
valores elevados da relacdo K:Ca ao aumento de podridées em macas. Estes efeitos
ocorreram devido ao desequilibrio causado pelo excesso de cargas no meio de

crescimento das plantas, porque a absorcao de K, Ca e outros nutrientes com carga



positiva ndo depende somente da disponibilidade destes em torno das raizes, mas
também da concentracdo destes na solucdo, pois ha um limite para o somatorio de
catides que podem ser absorvidos simultaneamente pela planta (Greenwood e Stone,
1998).

3.1 A influéncia do potassio nos mecanismos de transporte e acumulacdo de

célcio na célula vegetal

3.1.1 Proteinas de transporte iénico entre membranas celulares

A membrana plasmética é composta por uma bicamada fosfolipidica que envolve
a célula vegetal separando-a da parede celular e do meio extracelular (Taiz e Zeiger,
2012). A fungdo da membrana plasmética é regular constantemente a passagem de
ibes, agua, metabolitos e outras substancias para dentro e para fora da célula,
permitindo que esta absorva, retenha e exclua o excedente e mantenha a sua turgidez
(Epstein e Bloom, 2006).

O processo pelo qual a membrana plasmética permite ou restringe 0 movimento
de uma substdncia entre o meio intracelular e extracelular €& denominado
permeabilidade. A permeabilidade depende das propriedades quimicas do soluto e da
composicao lipidica da membrana, assim como das proteinas que efetuam o transporte
de iBes e 4gua na membrana (Davies, 2013).

Poucas moléculas entram e saem da célula ou atravessam a membrana celular
sem ajuda de proteinas de transporte especificas para os solutos que transportam,
existindo por este motivo uma grande diversidade destas proteinas nas células. Na
espécie Arabidopsis thaliana, aproximadamente 5 % do total de genes (849 genes),
codificam proteinas envolvidas no transporte membranar (Taiz e Zeiger, 2012). Mesmo
o transporte de moléculas como a agua, que se pode difundir através das bicamadas de
fosfolipidos é frequentemente acelerado por proteinas de transporte (Lodish et al.,
2000).

As proteinas de transporte sdo divididas em trés classes principais: as que
constituem os canais, as proteinas transportadoras e as que constituem os complexos
proteicos conhecidos como bombas (Figura 1). As trés classes de proteinas sao
transmembranares e apresentam um elevado nivel de especificidade para a substancia
transportada. No entanto, a taxa de transporte destas trés classes de proteinas difere
consideravelmente entre si devido as diferengas no mecanismo de a¢édo de cada uma
(Lodish et al., 2000).
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Figura 1. Esquema representativo das trés classes principais de proteinas de transporte
localizadas na membrana plasmatica das células vegetais: (A) canal, (B) transportadora
e (C) bomba. Fonte: adaptado de Taiz e Zeiger (2012).

As proteinas classificadas como canais estdo associadas a um transporte rapido,
gue ocorre por difusédo simples ou facilitada, através da membrana plasmaética, a favor
do seu gradiente eletroquimico. As proteinas da classe das transportadoras
(carregadoras) asseguram o0 movimento de agua e uma grande variedade de ides e
outras substancias. Estas proteinas ligam-se a molécula a transportar de um lado da
membrada e libertam-na do outro lado, seja para o meio intracelular ou extracelular (Taiz
e Zeiger, 2012). Em contraste com as proteinas do tipo canal, as proteinas
transportadoras ligam-se apenas a um (ou poucos) substrato de cada vez e apés a
ligacdo, esta proteina sofre uma mudanca de conformacdo que impede a ligagdo a
outros substratos. Assim, as proteinas transportadoras estdo associadas a um tipo de
transporte mais lento em comparagdo com o transporte que ocorre através dos canais
(Lodish et al., 2000).

As proteinas da classe das bombas, também descritas como bombas de ATP
(adenosina trifosfato), sdo proteinas que catalisam o transporte ativo primario,
transportando maioritariamente ides de H* ou Ca? na membrana plasmatica e no
tonoplasto (Ramos et al., 2011). Estas bombas sdo ATPases que utilizam a energia da
hidrélise de ATP para mover ides ou moléculas pequenas através da membrana contra

um gradiente de potencial eletroquimico (Lodish et al., 2000).



3.1.2 O mecanismo de transporte de potassio e o influxo de calcio em condi¢cbes

de deficiéncia de potéassio

O K é o nutriente mais abundante nos tecidos das plantas constituindo cerca de
2 a 10 % da matéria seca vegetal (Leigh e Wyn Jones, 1984; Wang e Wu, 2013). A
concentrac@o de K no citoplasma é relativamente estavel para a maioria das espécies
vegetais, pois € controlada homeostaticamente. No entanto, podem ocorrer variagdes
tanto no citoplasma quanto no vacuolo dependendo da concentragdo de K* no meio de
crescimento das plantas (Britto e Kronzucker, 2008). Os fluxos de K* no citoplasma s&o
catalisados por transportadores da membrana plasmatica e tonoplasto, sendo a sua
concentracdo mantida aproximadamente a 100 mM para promover o funcionamento
ideal das enzimas que atuam ao nivel celular (Walker et al., 1996; Shabala e Pottosin,
2010). Em contraste, a concentracéo de K* no vacuolo é dindmica e pode variar entre
10 mM e 200 mM para manter a homeostase de K* no citosol, pois este nutriente pode
ser distribuido e reciclado entre os dois compartimentos celulares (White e Karley, 2010)
ou variar em funcdo da espécie vegetal, do tecido, e principalmente, da disponibilidade
de K* no meio de crescimento das plantas (Walker et al., 1996; Marschner, 2012).

Comparado com a alta concentragéo de K* no citosol e vacuolo das células, a
concentracéo deste nutriente na superficie das raizes é baixa, podendo variar de 0,1 a
1 mM (Maathuis, 2009). As células da raiz absorvem o K* do meio contra o gradiente de
concentracdo, num processo conduzido pelas proteinas do transporte de K* na planta,
gue posteriormente fazem a translocacao deste nutriente das raizes para os outros
orgaos e tecidos vegetais (Wang e Wu, 2013).

O transporte do K* pode ser realizado através de proteinas do tipo canais
retificadores internos, canais retificadores externos e por transportadores de alta
afinidade. As primeiras, permitem a passagem unidirecional do K* do meio extracelular
para compartimentos celulares limitados pela membrana; as segundas, permitem o fluxo
unidirecional do K* para fora dos compartimentos celulares; e as terceiras, também
conhecidos como bomba de s6dio (Na*) e K*, permitem a troca do ido Na* intracelular
por K* extracelular (Epstein e Bloom, 2006).

A identificacé@o e caracterizacao dos diversos canais de K* nos 6rgaos e tecidos
vegetais foi previamente descrita em A. thaliana, sendo estes classificados em cinco
familias: Shaker (incluindo os canais AKT1, AtKC1, SPIK, AKT2, KAT1, KAT2, SKOR e
GORK), TPK (incluindo os canais TPK1 e TPK4), KUP/HAK/KT (incluindo os canais
KUP1, KUP2, KUP4 e HAK5), NHX (incluindo os canais NHX1 e NHX2) e CHX (incluindo
0s canais CHX13, CHX17, CHX20, CHX21 e CHX23) (Wang e Wu, 2013).
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Quando ocorrem flutuagBes na concentracdo de K* disponivel no meio de
crescimento da planta, nomeadamente no que diz respeito a uma diminuicdo da
disponibilidade, esta condicdo € percebida pela membrana plasmatica das células
epidérmicas das raizes, as quais geram um sinal que é posteriormente transmitido ao
citoplasma. Apds perceber o sinal, as células passam por uma série de reacdes
bioguimicas e fisiolégicas que incluem respostas a curto e longo prazo (Schachtman e
Shin, 2007). As respostas de curto prazo ocorrem em poucas horas e envolvem uma
alteracdo do potencial da membrana, producédo de espécies reativas de oxigénio (ROS,
oxygen-reactive species) e sintese de reguladores de crescimento (Shin e Schachtman,
2004).

Inicialmente, mesmo que a concentragdo de K" no meio de crescimento das
plantas seja baixa, a concentracdo de K* nos compartimentos celulares pode ndo ser
afetada (Schachtman e Shin, 2007). No entanto, caso essa condicdo permaneca por
varios dias, a concentracao deste nutriente sera entdo significativamente reduzida no
interior das células das plantas e sera iniciada uma resposta (resposta de longo prazo)
a esta condicao de stress (Schachtman e Shin, 2007). Essa resposta pode passar por
alteracBes metabdlicas (Amtmann et al., 2008) e morfoldégicas (Hodge, 2004),
nomeadamente o aumento da concentragdo de Ca?* no interior das células, induzido
pela hiperpolarizacdo da membrana plasmética e pela acidificacdo extracelular (Wang
2003).

A hiperpolarizacdo da membrana plasmatica aumenta o potencial das
membranas das células vegetais e é a principal forgca motriz que favorece a absorcao
de Ca?" do meio de crescimento das plantas contra o gradiente de concentracéo de Ca?
na raiz (Wang, 2013). O potencial de membrana € dependente da concentragédo de K*
do meio e é estabelecido e mantido principalmente pela atividade das bombas do tipo
H*-ATPase (Palmgren, 2001). O potencial de membrana é hiperpolarizado quando a
concentracdo de K* do meio é baixa (Nieves-Cordones et al., 2008) e despolarizado
quando a concentracdo de K* do meio é elevada (Spalding et al., 1999), podendo a
alteracdo do potencial de membrana atuar como um dos sinais para induzir uma
resposta das plantas a este stress abiético (deficiéncia de K).

As bombas de protbes ATPases (H*-ATPases) sao as principais contribuintes
que geram ndo apenas 0 potencial da membrana, mas também a acidificacao
extracelular e o gradiente de protdes transmembranares (Palmgren, 2001). A deficiéncia
de K" aumenta a atividade destas bombas, levando a libertacdo de H*, que resulta na
acidificagdo extracelular (Wang e Wu, 2013) e consequentemente, na hiperpolarizacéo

da membrana.
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Muitos canais de catiGes ndo seletivos sdo ativados sob o potencial de
membrana hiperpolarizado e s&o, portanto, chamados canais de Ca?" ativados por
hiperpolarizacdo (Demidchik e Maathuis, 2007; Wang e Wu, 2013). Em A. thaliana, os
canais de Ca?" estdo envolvidos na absorcdo de K*, especialmente sob condi¢cbes de
deficiéncia de K, o que sugere que as células vegetais podem exigir uma sinalizacdo
especifica do Ca para sinalizar a deficiéncia de K (Li et al., 2006). O efeito do aumento
da concentracdo de Ca?* intracelular induzido pela baixa concentracdo de K* no meio
foi relatada em células-guarda estomaticas por Allen et al. (2001).

O influxo de Ca?* mediado pelos canais de Ca?* pode posteriormente gerar um
sinal especifico para o stress ocasionado pela deficiéncia de K e o aumento do Ca?"*
citoplasmético podendo ativar ainda os canais de catibes ndo seletivos da
endomembrana e levar a libertagdo de mais Ca?* intracelular (Wang e Wu, 2013).

Acredita-se que o Ca?" entra no citoplasma das células vegetais através de
canais permedveis ao Ca?" localizados na banda Caspari no cértex das raizes e que
este € bombeado a partir do simplasto para a membrana plasmatica através de
proteinas célcio ATPases (Ca-ATPases) ou proteinas permutadoras de catides e
protdes (antiporters CAXs) e que possa ser entregue gradualmente ao xilema (White e
Broadley, 2003).

A atuacdo de outras bombas de Ca?", como as H'-ATPases vacuolares (V-
ATPases) e pirofosfatases (H*-PPases), localizadas no tonoplasto, também
desempenham um papel importante na conducéo da acumulacdo de Ca?* nas células.
Estas proteinas contribuem para o fluxo de Ca?* na membrana do tonoplasto, gerando
um potencial eletroquimico que serve para impulsionar a absorcédo de Ca?* pelas CAXs,
permitindo aumentar o movimento do Ca?* para o vacuUolo (White e Broadley, 2003; De
Freitas et al., 2013).

4. Aimportancia do potassio na fisiologia do morangueiro

O K desempenha importantes func¢des na fisiologia das plantas em geral. Apesar
nao ser constituinte estrutural da célula vegetal ou de moléculas organicas, este
elemento esta envolvido em numerosos processos bioquimicos e fisioldgicos vitais para
0 crescimento vegetativo, producéo e qualidade dos frutos (Cakmak, 2005; Marschner,
2012).

As plantas dependem de K para regular a abertura e o fechamento dos estomas,
0 que € essencial para a fotossintese, para o transporte de agua e nutrientes e para o

arrefecimento das plantas (Mengel, 2007). Quando o K se move nas células-guarda
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estomaticas, estas acumulam agua por osmose e aumentam de volume (Langer et al.,
2004). Este aumento de volume das células faz com que os estomas se abram,
facilitando assim as trocas gasosas. Quando os estomas estdo abertos, ocorre a troca
de diéxido de carbono (COy), vapor de agua e oxigénio entre a planta e a atmosfera
(Taiz e Zeiger, 2012). Os estomas fecham-se para evitar a perda de agua da planta
gquando ndo ha fornecimento de 4gua suficiente e abrem-se para permitir que 0os gases
se movam de dentro para fora da planta (Epstein e Bloom, 2006).

Quando o suprimento K é inadequado, o estimulo para abertura e fecho
estomatico torna-se lento, pois 0s estomas ndo conseguem reagir rapidamente a falta
do K e podem levar horas em vez de minutos para fechar e abrir, causando a perda
excessiva de agua e tornando as plantas mais suscetiveis ao stress hidrico (Lisar et al.,
2012). Plantas sob stress hidrico tendem a enrolar as folhas, reduzindo a area superficial
e, consequentemente, reduzindo a fotossintese (Okada et al., 1992).

A fotossintese é um processo complexo no qual as plantas utilizam a luz solar,
o CO; atmosférico e a 4gua para sintetizar compostos organicos carbonados que sao
armazenados nas células para posterior producdo de compostos energéticos, como
acucares e ATP (Taiz e Zeiger, 2012).

O morangueiro € uma planta com a via metabodlica C3 para fixagdo do CO..
Plantas com este tipo de via metabdlica, em condi¢des de alta disponibilidade de CO,
tem a capacidade de maximizar a eficiéncia fotossintética, sendo esta determinada
basicamente pelo aumento da atividade carboxildsica da enzima Rubisco (RuBP —
Ribulose-1,5-bifosfato) e pela sua capacidade regenerativa. Pelo contrario, o aumento
de temperatura nas plantas C3 provoca uma diminuicdo da taxa fotossintética por
diminuicdo da atividade carboxilasica da Rubisco e consequente aumento da sua
atividade oxigenéasica. O aumento da atividade oxigenasica da Rubisco leva a um
aumento da fotorrespiracao e, consequentemente, a uma diminuicdo da fotossintese
liquida (Taiz e Zeiger, 2012).

A absorcao da luz ocorre nos aparatos fotossintéticos pela acdo de pigmentos
especificos, as clorofilas (Casierra-Posada e Pefia-Olmos, 2015). A luz absorvida pode
comportar-se como particula, carregando energia (fotdo) passivel de absorcdo pelos
vegetais e também como onda eletromagnética. Esta energia s6 € (til quando é
absorvida; caso contrério € perdida sob a forma de calor ou fluorescéncia (Taiz e Zeiger,
2012).

As clorofilas participam nesta absorcdo e captacdo de energia luminosa para
posterior conversdo em ATP e poder redutor, os quais podem ser usados na sintese

dos hidratos de carbono. Desse modo, a presenca destes pigmentos vai condicionar a
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atividade fotossintética das plantas e, consequentemente, a producdo de energia para
a sintese de compostos envolvidos em mecanismos de defesa contra stress bibticos e
abidticos pela planta (Taiz e Zeiger, 2012).

O K atua como catalisador, ativando enzimas envolvidas na regulacdo da taxa
de fotossintese e na producédo de ATP. Durante a producéo de ATP, a planta usa ides
de K para regular o equilibrio elétrico ao nivel da célula, o que é importante para
maximizar a producdo destas moléculas de alta energia (Taiz e Zeiger, 2012). Este é
provavelmente o papel mais critico do K para o funcionamento normal da planta, porque
guando as plantas estdo deficientes em K, a producéo de radicais livres pode aumentar
e causar distarbios no mecanismo de abertura e fechamento dos estomas, o que reduz
a fotossintese e, consequentemente, a producdo de ATP, fazendo com que todos os
processos dependentes desta molécula sejam mais lentos. Este facto limita
posteriormente todos os aspetos do desenvolvimento e crescimento da planta, além de
causar excesso de eletrdes, os quais sdo desviados para a produgédo de ROS (Cakmak,
2005).

Apos a producao de aclcares na fotossintese, ocorre o transporte dos mesmos
através do floema para utilizagdo e armazenamento noutras partes da planta. Parte
deste transporte é efetuado com consumo de energia (ATP). Quando os niveis de K na
planta sdo inadequados, menos ATP é produzido e o sistema de transporte diminui,
estes agucares acumulam-se nas folhas e o desenvolvimento da planta pode ser
significativamente reduzido (Taiz e Zeiger, 2012).

Além da participacdo nos processos fotossintéticos, o K também desempenha
um papel importante no transporte de agua e nutrientes em toda a planta através do
xilema. Tal como acontece com os sistemas de transporte do floema, o papel de K no
transporte do xilema ocorre muitas vezes em conjunto com enzimas especificas e
hormonas de crescimento das plantas (Raven et al., 2005). Quando o fornecimento de
K é reduzido, a translocacdo de nitratos, fosfatos, célcio, magnésio e aminoacidos
através do xilema ficam comprometidas (Raven et al., 2005; Wang e Wu, 2013).

O fornecimento adequado de K pode aumentar a acumulacéo de biomassa seca
total nas plantas (Lindhauer, 1985; Egilla et al., 2001). Esse efeito pode ser atribuido a
atuacdo do K na eficiente regulacdo estomatica associada com as altas taxas
fotossintéticas (Marschner, 2012), bem como ao papel essencial do K na translocacgéo
de fotoassimilados no crescimento das raizes (Romheld e Kirkby, 2010). Niveis
adequados de K contribuem também para 0 aumento da area foliar e da matéria fresca

total da planta, pela melhor retencéo de 4gua nos tecidos vegetais (Wang et al., 2013).
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O K também é um nutriente importante para a melhoria da qualidade dos frutos.
Estudos indicaram que a aplicacdo de K proporcionou maior peso, calibre e producéo
de frutos, aumento no teor de sélidos sollveis totais e concentracdo de acido ascérbico,
intensificacdo da cor e alongamento do tempo de conservacao pés-colheita (Chitarra e
Chitarra, 2005; Neilsen e Neilsen, 2011; Mimoun e Marchand, 2013).

5. Aimportancia do célcio na qualidade e conservacgao dos frutos

5.1 O calcio e a parede celular

O Ca desempenha diversas funcfes fisioloégicas fundamentais na planta,
principalmente nos processos relacionados com as alteragdes na composi¢do quimica
e fisica dos frutos (Belge et al., 2017). Este nutriente promove também o
desenvolvimento e a expansao dos tecidos vegetais por estar envolvido no mecanismo
de regulacdo que da origem a parede celular, além de ser um constituinte estrutural
importante deste tecido, responsavel por manter a sua resisténcia (Hepler e Winship,
2010).

A célula vegetal das plantas superiores possui parede celular priméria, por
vezes, secundaria e uma lamela média, rica em pectato de calcio. A parede primaria é
formada na fase de crescimento dos tecidos e a parede secundéria forma-se em alguns
tecidos das plantas ap6s cessar o desenvolvimento celular. Destas camadas que
constituem a parede celular, a lamela média é a camada mais externa e pode ser
considerada a extensdo da matriz da parede primaria, desempenhando a funcdo de
adeséo intercelular. De acordo com Selvendran e O'neill (2006), a parede das células
vegetais € formada por componentes miofibrilares e matriciais. A fase miofibrilar
caracteriza-se por um elevado grau de cristalizacdo e € composta por microfibrilas de
celulose que se apresentam como estruturas extremamente longas e finas. A fase
matricial € composta por material hidrofilico designado por polissacarideos pécticos e
polissacarideos hemicelulésicos. Podem ainda surgir associadas a parede celular,
glicoproteinas ou proteinas estruturais. As propor¢des medias destes elementos na
parede celular de dicotiledoneas foram definidas por Fry (2001), sendo
aproximadamente 30 % de celulose, 30 % de hemicelulose, 35 % polissacarideos e 5
% de glicoproteina, podendo haver varia¢cdes na parede celular dos frutos com uma
maior propor¢ado em pectinas e menor propor¢do de conteudo proteico (Payasi et al.,
2009).
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Os polissacarideos da matriz constituem a fracdo da parede celular que
apresenta maiores diferencas de composicdo entre espécies vegetais. Nas
dicotileddneas e algumas monocotileddéneas os principais polissacarideos das paredes
celulares séo as pectinas e as xiloglucanas (Carpita e Gibeaut, 1993).

Os polissacarideos pécticos sdo os principais componentes quimicos da lamela
média e sdo habitualmente extraidos com agua quente ou solucbes de agentes
quelantes. Nos frutos de dicotiledéneas os polissacarideos pécticos sdo formados por
cadeias de residuos de &cido galacturonico e ramnose. Estes polissacarideos sao
altamente ramificados por cadeia laterias ricas em arabinose e galactose, gelificam na
presenca de i6es e na lamela média encontram-se associados por pontes de célcio
(Mangas et al., 1992). Grande parte dos residuos de acido galacturénico encontram-se
esterificados com metanol, assumindo assim a designagdo mais comum de pectinas,
sendo que graus mais elevados de esterificacdo dos polissacarideos pécticos
determinam menor capacidade destes formarem ligacdes com o célcio (Mangas et al.,
1992).

Essas ligag6es com o calcio formam o pectato de célcio, que € um composto
insoluvel predominante nos frutos imaturos. Este composto dificulta o acesso e a acao
de enzimas degradativas, tais como as poligalacturonases, produzidas durante o
processo de maturacdo dos frutos e da agdo das enzimas produzidas por fungos e
bactérias que causam a deterioracdo dos tecidos (Marschner, 2012).

Devido a esta funcdo estrutural do célcio na parede celular, este catido esta
diretamente relacionado com o retardar da senescéncia dos frutos e com a maior
resisténcia destes frutos aos danos de natureza fisiolégica, microbiana e mecanica
(Chitarra e Chitarra, 2005).

O Ca?" é um ido que atua também como agente de sinalizacdo em interacdes
que ocorrem na parede celular e nas respostas das plantas ao stress (Dodd et al., 2010;
Hepler e Winship, 2010; Kudla et al., 2010; Gilliham et al., 2011). As mudancas quimicas
que ocorrem na parede celular dos frutos durante o desenvolvimento e maturacao,
incluem a modificacdo das cadeias laterais da pectina e a sua despolimerizacéo; e a
degradacdo da celulose e das hemiceluloses. Para além destes processos, ocorre
também durante a maturacdo, o aumento da atividade de proteinas nao cataliticas, bem
como a acumulacgéo de solutos (Hocking et al., 2016). As alteracdes fisicas dos frutos
verificadas durante a maturacao estdo associadas as modificacdes e solubilizacdo

continua dos polissacarideos pécticos.
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5.2 O célcio e o amolecimento dos frutos

As alteracGes na concentracdo de Ca?* no apoplasto da célula e as modificacdes
que ocorrem NOs compostos pécticos sao importantes para o desenvolvimento fisico
dos frutos. A gelificacdo das pectinas pode ocorrer por alteracdes do pH do apoplasto
ou pela presenca de ides, como o Ca?'. Esta propriedade das pectinas confere aos
frutos alteracdes nas propriedades mecénicas, incluindo na resisténcia a compressao,
na capacidade de retencdo de agua, na porosidade e na elasticidade (Tibbits et al.,
1998; Ngouémazong et al., 2012). A forca de ligacdo do Ca?* a pectina depende do pH,
sendo que as ligagBes mais fortes se formam com o pH apoplastico entre 6 e 7 (Hocking
et al., 2016).

A formacéo dos géis de pectina envolve a ligacéo dos ides de Ca?" aos grupos
carboxilicos nédo esterificados (COO-). Tanto a formacdo quanto a dissolugéo destes
géis é altamente dependente do nivel de esterificagcdo das pectinas e da concentragédo
de Ca?" livre no apoplasto (Tibbits et al., 1998). A hidratacdo do gel pode ser observada
durante a dissolugdo da parede celular e & medida que ocorre a hidratacdo e a
dissolucdo do gel, ocorre também a saida dos ides de Ca?" dos polissacarideos da
lamela média, reduzindo a resisténcia e a estabilidade do gel (Tibbits et al., 1998).
Segundo Zsivanovits et al. (2004), o estado de hidratacdo da pectina tem uma relagéo
inversa com a sua resisténcia; e a suscetibilidade da matriz de pectina a hidratacéo é
determinada tanto pela composicao da mesma quanto pela composicao iénica do meio
envolvente (Zsivanovits et al., 2004).

O processo de amolecimento dos frutos € atribuido a estas alteracdes que
ocorrem na composicao da parede celular, particularmente ao nivel da hidratacao dos
géis de pectina, que resulta na perda de resisténcia e elasticidade dos frutos. No caso
dos morangos, a retencao de agua na parede celular ocorre durante o amadurecimento,
0 que resulta num fruto com textura macia (Redgwell et al., 1997).

A acumulacéo e a distribuicdo do calcio no fruto séo altamente dependentes das
vias fisicas e moleculares de circulagdo da agua e do impacto que a sinalizagdo do
célcio pode ter nas interacdes da parede celular, nomeadamente na regulacdo do Ca?
entre o citoplasma e a parede (Hocking et al., 2016). Os fatores que influenciam a
distribuicdo e a acumulagéo do calcio nos frutos incluem: o fluxo de agua no xilema,
através do processo de transpiracéo (o Ca?* apresenta falta de mobilidade no floema);
a competicdo entre ides pelos sitios de ligagdo nas paredes dos vasos do xilema; a
formacéo de complexos pouco soliveis ou insolUveis (como carbonato, sulfato, fosfato,

silicato, citrato, malato e oxalato); e os mecanismos celulares de transporte de agua
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(Franceschi e Nakata, 2005; Saure, 2005; Gilliham et al., 2011). No caso dos frutos,
gue possuem baixas taxas de transpiracdo e consequentemente, baixas taxas de
transporte no xilema quando comparados com o resto da planta, a distribuicdo do calcio
torna-se mais limitada.

Concentracfes elevadas de Ca nos tecidos pode resultar em toxicidade para as
células, em paredes celulares excessivamente rigidas e em anomalias no
desenvolvimento dos frutos (Cybulska et al., 2011). Quando a concentracao de Ca é
baixa, ocorrem deficiéncias locais deste elemento originando a necrose dos tecidos ou

podendo ocasionar a rutura da parede celular.

6. A utilizacdo da espectroscopia do infravermelho préximo (NIR) para avaliagdo

do teor de nutrientes em tecidos vegetais

Desde que os conceitos de nutricdo vegetal foram fundados, muitos esforgos
tém sido colocados no desenvolvimento de métodos para diagnosticar distlrbios,
deficiéncias e excessos nutricionais nas culturas. Atualmente, a utilizagcdo de
tecnologias alternativas aos métodos tradicionais de determinacdo dos teores de
nutrientes nos tecidos vegetais, tem ganho cada vez mais espagco na ciéncia e na
indUstria por apresentarem uma série de vantagens, entre elas, a velocidade de
execucao associada a alta precisao.

A espectroscopia do infravermelho proximo tem sido considerada uma das
tecnologias mais avancadas para a determinacdo do teor em nutrientes de forma néo
destrutiva em produtos de origem vegetal. Caracteriza-se por ser uma técnica de
execucdo rapida, nao gerar subprodutos toxicos, exigir apenas uma preparacao
simplificada das amostras e apresentar um baixo nivel de impacto ambiental (Manley,
2014). Alguns trabalhos recentes que utilizam a espectroscopia do infravermelho
proximo para avaliagdo do teor em macro e micronutrientes em produtos de origem

vegetal podem ser consultados na Tabela 2.
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Tabela 2. Trabalhos envolvendo a utiliza¢do do NIR para determinacgéo do teor de macro
e micronutrientes em diferentes materiais de origem vegetal.

Material

Espécie vegetal Nutrientes Referéncia
Milho
(Zeamaiz L.) Graos P Ferrarini (2004)
Uva
(Vitis vinifera L.) Vinho Ca, K, Mg, P, S, Na, Fe, B, Mn Cozzolino et al. (2008)
Laranjeira
(Citrus sinensis L.) Folhas N, P, K, Ca, Mg, Fe, Mn, Zn Menesatti et al. (2010)
Cevada Van Maarschalkerweerd
(Hordeum vulgare) Folhas Cu et al. (2013)
Cha Mate
(llex paraguariensis) Folhas N, P, K, Ca, Mg, Na, Fe, Zn, Mn, Cu  Rossa et al. (2015)
Batata
(Solanum tuberosum L.)  Tubérculos N Lépez (2016)

6.1 Descrigdo da tecnologia

Os espectros do infravermelho sdo divididos em trés regides: infravermelho
préximo (NIR, near infrared), médio (MID, middle Infrared) e distante (FAR, far Infrared).
No conjunto destas regides, o emprego da espectroscopia no infravermelho, para
determinacdo dos componentes de alimentos, esta quase que exclusivamente
relacionada com o infravermelho préximo.

A radiagdo NIR (800 — 2500 nm, respetivamente 12000 — 4000 cm™) cobre a
transicao da faixa espectral visivel para a regido do infravermelho médio (2500 — 5000
nm, respetivamente 4000 — 200 cm™) (Lodder, 2002). A interacdo da radiacdo
eletromagnética com a matéria permite, através da determinacéo dos niveis de energia
emitidos pelos atomos e moléculas do analito, a quantificacdo de muitas espécies
moleculares organicas e inorgénicas em diferentes tipos de amostras. A incidéncia da
radiacao infravermelha numa amostra pode levar a transi¢céo entre estados energéticos
das suas moléculas constituintes, de acordo com a intensidade da radiagéo incidente.
Assim, a base para a espectroscopia no infravermelho é a vibragdo molecular.

Na area espectral do NIR, representada na Figura 2, observa-se que a luz
incidente interage principalmente com moléculas dos grupos organicos, como -CHs, -
CHa, -OH, -SH ou H-0O, que vibram quando expostas a radiacdo NIR e esta frequéncia
de vibragdes moleculares depende da for¢a das ligagdes quimicas e da massa de cada
atomo envolvido (Van Maarschalkerweerd e Husted, 2015). A radiacdo NIR incidente
numa amostra é absorvida nas frequéncias correspondentes as das vibragfes

moleculares e o restante é refletido ou transmitido (Osborne et al., 1993; Pavia et al.,
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2008). Assim, um espectro NIR é a representacéo grafica do comprimento de onda da
radiacdo absorvida e todas as bandas de absorcdo formadas sdo resultado da
combinacédo de tons, sobretons (sobreposicdes) e de bandas de combinacgéo de grupos

fundamentais contendo as ligacGes acima referidas (Siesler et al., 2008).
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Figura 2. Sobretons (sobreposi¢cdes) e combinacdo de bandas na area espectral do
NIR. Fonte: Adaptado de Xiaobo et al. (2010).

Na analise nutricional das plantas, a espectroscopia NIR pode ser utilizada como
uma analise elementar rapida e precisa, se existir no analito uma correlacdo consistente
entre um nutriente mineral e um composto espectroscopicamente ativo (grupos
organicos) (Van Maarschalkerweerd e Husted, 2015). O nutriente mineral pode formar
parte deste composto ou ser essencial ha sua biossintese. No entanto, segundo Huang
et al. (2009) as moléculas presentes em baixas concentragdes néo serdo detetaveis ou
poderdo comprometer a obtencdo de uma relagcdo linear entre a concentragdo do
nutriente e os dados espectroscépicos, devido a indugdo de outros tipos de reagoes.

O interesse pela utilizagdo da espectroscopia NIR por investigadores e empresas
aumentou gracgas a melhoria e desenvolvimento de novos instrumentos e a utilizacdo de
novos métodos matematicos, nomeadamente a andlise multivariada. Este tipo de
andlise, permite o tratamento de grande volume de dados para construcao dos modelos
de calibragdo, uma vez que os espectros NIR obtidos sédo de dificil interpretacao por
gerarem um volume muito grande de dados (Roggo et al., 2007). A combinacéo da

espectroscopia com transformada de Fourier e técnicas multivariadas, como as

20



regressdes de minimos quadrados parciais (PLSR, partial least-squares regression),
fornece uma poderosa ferramenta para interpretacdo de espectros. A andlise de dados
gquimiométricos é, portanto, necessaria para extrair as informacfes sobre as variaveis
que estdo no espectro do infravermelho proximo da amostra (Singh et al., 2011).

A espectroscopia NIR é considerada por alguns autores como apresentando
resultados mais reprodutiveis que os métodos analiticos convencionais (Manley, 2014)
e tem sido utilizada para determinar os teores da maioria dos nutrientes essenciais as
plantas em vérias espécies vegetais tal como consta na Tabela 2.

Um equipamento com espectroscopia NIR é constituido, em geral, por 4
componentes principais: uma fonte de radiacdo, um dispositivo para a selecdo de
comprimento de onda, um transdutor de sinal (que é um detetor fotoelétrico para medir
a intensidade da luz e converté-la em sinais elétricos) e um sistema para adquirir e
processar os dados espectrais (Lin et al., 2009). A radiacdo que é produzida pela fonte
€ conduzida para o dispositivo onde ocorre a reparticdo do feixe nos seus diferentes
comprimentos de onda, ao incidirem na amostra vao produzir uma interferéncia que é
captada no detetor, sendo gerado um interferograma. Atualmente o0s principais
instrumentos utilizados para medigbes na regido do NIR sdo o0s espectroOmetros
baseados na transformada de Fourier (FT-NIR). A transformada de Fourier é uma
fung&o matematica que aplicada ao interferograma permite a sua conversdo numa curva

de energia permitindo uma mais facil interpretacéo dos espectros.

6.2 Utilizacdo da andlise multivariada para obtencdo de modelos

Para a obtencdo de um modelo que permita prever o valor do parametro de
interesse a partir de uma amostra é necessario obter valores de referéncia do parametro
em causa, pelo que se torna necessario recorrer aos métodos convencionais de analise
(Coates, 1999). A obtencao destes modelos pressupde uma validacdo do préprio
modelo, pelo que é habitual a utilizacdo de dois conjuntos de amostras do material em
estudo. Um conjunto de amostras de onde se obtém os espectros utilizados para a
calibragdo e o outro conjunto (habitualmente representara 1/3 do primeiro conjunto)
serve para a validacdo externa, permitindo assim avaliar a capacidade do modelo para
prever os resultados obtidos a partir de amostras desconhecidas. O conjunto de
amostras de calibracdo e de validacdo sdo independentes e devem consistir em
amostras distintas (Roggo et al., 2007). Estas duas etapas sdo importantes na
calibracdo multivariada: a construgdo do modelo (calibracédo) e a validacdo ou previsao

deste modelo, ou seja, se o modelo construido é realistico ou nao.
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Na etapa de calibracdo, sdo obtidas matrizes com as respostas instrumentais (X)
e com os resultados das concentracfes obtidos pelos métodos analiticos de referéncia
(Y). Os dados assim organizados constituem o conjunto de calibracdo. Diante disto, cria-
se um modelo matematico adequado que possa melhor reproduzir Y a partir dos dados
de X, utilizando para isso uma funcao do tipo (Y = f(X) = Xb). O calculo do coeficiente
b permite a obtencéo do valor do analito em estudo a partir dos respetivos espectros. O
PLSR é um exemplo de método de andlise de regressdo que permite obter um modelo
de calibracdo, capaz de estabelecer a relacdo entre um grande namero de variaveis (X)
extremamente complexas, como 0s espectros NIR, com variaveis de menor dimensao (
Y), tais como concentracBes de nutrientes (Rodriguez-Saona et al., 2001). O PLSR é
considerado um método eficiente principalmente por ser capaz de superar erros
experimentais, tais como a colinearidade e a nao linearidade (Oliveira, 2014). Para
alguns autores a utilizacdo do PLSR resulta em modelos de calibracdo mais préximos
da realidade e consequentemente, reprodutiveis (Williams e Norris, 1987).

Antes da construgdo dos modelos de calibragdo e da validacdo, devem ser
aplicadas técnicas de pré-tratamentos aos espectros para evitar a influéncia de efeitos
indesejaveis, tais como a deformacéo da linha de base, variagdes no caminho 6tico,
ruido e disperséo de luz, que podem afetar negativamente a eficiéncia e a confiabilidade
dos modelos multivariados (Barbin et al., 2012). Entre os varios pré-tratamentos
desenvolvidos, encontra-se a normalizacdo (SNV — standard normal variate
transformation) e a derivagéo.

A SNV é uma técnica capaz de reduzir os efeitos da dispersao da luz nos
espectros obtidos (Rinnan et al., 2009). E um método de normalizacdo espectral, que
estabelece uma escala comum para todos os espectros, centrando cada um no seu
valor médio e ampliando-o pelo seu desvio padréo (Morgano, 2005). Desta forma, a
aplicacdo da SNV corrige a variagdo aditiva e multiplicativa entre os espectros.

A derivagdo faz a compensacgdo do aumento da linha de base e melhora a
separacdo de sinais ndo totalmente sobrepostos, realcando-os. Para este céalculo é
utilizado o algoritmo de Savitzky-Golay, que executa simultaneamente um alisamento
espectral (Savitzky e Golay, 1964). Tanto a primeira como a segunda derivada removem
o deslocamento da linha de base nos dados, enquanto a segunda derivada também é
atil para separar os picos sobrepostos (Burger e Geladi, 2007).

Apds o pré-tratamento dos espectros e a aplicacdo de métodos de andlise
multivariada, a avaliagcdo da calibracdo e validagcdo do modelo pode ser realizada
através da andlise dos erros RMSEP (Raiz quadrada do erro de predigao, root mean

square error of the prediction) e RMSECV (Raiz quadrada da soma dos erros da
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validacdo cruzada, root mean square error of the cross validation) respetivamente.
Através do parametro RMSEP a capacidade de previsdo do modelo € avaliada, desde
gque haja nimero de amostras suficiente, a partir de uma série de amostras de referéncia
que nao participaram no desenvolvimento do modelo (validacdo externa), de
composicao diferente das amostras que fizeram parte com do conjunto de calibracao
inicial (Martens e Naes, 1984). Através do parametro RMSECV, a validacdo do modelo
é feita com base num conjunto de amostras retiradas do conjunto daquelas que néo
participaram do modelo de calibragdo. Além da andlise desses parametros estatisticos,
que auxiliam na escolha dos modelos de calibracdo, existe também a analise dos
valores dos coeficientes de determinacdo (R?). Quanto mais préximo este parametro
estiver de 1, € melhor o ajuste ou a capacidade de previsao do modelo de regresséo
(Morgano, 2005). De facto, quanto maior o valor de R? e quanto menor os valores dos
erros das etapas de calibracdo e validacdo, melhores sdo os resultados obtidos pelos
modelos.

O modelo de validac&o pode ser avaliado qualitativamente e para tal utilizam-se
parametros especificos tais como o desvio residual da predicdo (RPD - residual
predictive deviation) e o nimero de BIAS (tendéncia ou viés). O nimero de BIAS
representa a média dos desvios entre os valores de referéncia e os valores previstos
(Amodio et al., 2017). O valor de BIAS e da inclinacdo da reta sdo outros critérios
utilizados para avaliar o modelo de validagédo dos parametros em estudo. O valor de
BIAS ideal ndo deve exceder 0,6 e a inclinacdo minima (slope) para um modelo
satisfatério deve ser 0,90 (Sanchez et al., 2011; Amodio et al., 2017). O valor de RPD
corresponde a razdo entre o desvio padrdao dos valores de referéncia da variavel de
resposta e o erro médio previsto da validagdo, representando assim a qualidade dos
resultados da validacdo. Relaciona assim o desempenho da calibragdo com o intervalo
de medidas e é frequentemente usado como um indicador de qualidade da calibracao.
Quanto mais elevado for o valor de RPD melhor € o modelo de calibragéo. (Ward et al.,
2011; Williams, 2014).
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Capitulo Il







Efeito de diferentes doses de potassio na fisiologia do morangueiro, na

acumulacéo de K, Ca e Mg, na producéo e qualidade de morangos

1. Introducéo

O cultivo hidroponico tem ganho cada vez mais popularidade na producgéo
comercial de morangos (Treftz et al., 2015a; Treftz e Omaye, 2015b; Choi et al., 2016;
Diel et al., 2017; Murthy et al., 2017). Atualmente existem inUmeros tipos de sistemas
hidropénicos amplamente utilizados no cultivo do morangueiro, podendo estes ser
suspensos ou colocados sobre suportes, com ou sem circulacdo da solucao nutritiva e
podem utilizar diversos substratos para o crescimento das plantas, tais como turfa, areia,
cascalho, espuma de poliuretano, poliestireno expandido, perlite, 1& de rocha,
vermiculita, casca de pinheiro, fibra de coco, etc. (Recamales et al., 2007; Martinez et
al., 2017).

O cultivo sem solo em sistemas hidropdnicos foi desenvolvido para otimizar o
rendimento da cultura, a qualidade dos frutos e reduzir os problemas fitossanitarios das
plantas (Recamales et al.,, 2007). Uma das grandes vantagens em produzir nestes
sistemas ¢é a facilidade de maneio dos nutrientes, pois permite um maior controlo sobre
a zona radicular comparado com o cultivo no solo, o que facilita a gestdo dos nutrientes
com base nas necessidades nutricionais da cultura.

No maneio da solucao nutritiva, além da composicao nutricional, é fundamental
ter em consideracdo as interacdes existentes entre os nutrientes. De facto, uma solugéo
equilibrada é um fator determinante para o crescimento e desenvolvimento vegetativo
das plantas, refletindo-se numa producédo de frutos com elevada qualidade e valor
nutricional.

A fertilizac@o potassica e 0s seus efeitos positivos sobre as caracteristicas
morfoldgicas e fisiolégicas dos morangueiros tém sido amplamente estudados (Lieten,
2006; Andriolo et al., 2010; Sousa et al., 2014; Yaghubi et al., 2016; Mondal et al., 2017).
O K participa no metabolismo dos hidratos de carbono, influenciando diretamente a
produtividade do morangueiro, além de estar envolvido na manutengéo da turgescéncia
das folhas, razdo pela qual este elemento é essencial no transporte interno de
fotoassimilados e no equilibrio eletroquimico das células (Andriolo et al., 2010).

A deficiéncia deste catido esta relacionada com a reducdo da condutancia
estomatica, prejudicando assim a fixacdo de CO», 0 que interrompe a conversao de
energia luminosa em energia quimica no processo fotossintético da folha (Cakmak,

2005); ja o excesso deste elemento pode comprometer a absorcdo de outros catides
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(Marschner, 2012). No que diz respeito aos frutos, o K € o elemento mais associado a
qualidade, uma vez que melhora as caracteristicas fisico-quimica dos morangos, pois
tende a aumentar o teor em solidos sol(veis totais, acido ascorbico, acentua a cor, 0
aroma, o sabor, a firmeza, além de causar o aumento da produtividade da cultura
(Schwarz et al., 2011; Sousa et al., 2014). Contudo, foi relatado por Andriolo et al. (2010)
que o excesso deste elemento pode comprometer a qualidade dos morangos, induzir
alteragcbes no peso dos frutos e, consequentemente, efeitos depressivos ha
produtividade do morangueiro.

A influéncia negativa na qualidade dos frutos associada ao excesso de adubacao
potassica, ndo é um tema abordado frequentemente em trabalhos da area da nutricdo
vegetal. Alguns autores referem a ocorréncia de danos em macas ‘Fugi’ sujeitas a
longos periodos de conservacao, danos estes provocados pelo excesso de adubacao
potassica (Hunsche et al., 2003). De igual modo os valores elevados da razdo K:Ca sao
frequentemente associados ao aumento da suscetibilidade a algumas desordens
fisiologicas. Ha& muito que € conhecida a influéncia que a razéo K:Ca tem na ocorréncia
de Bitter pit em macas ‘Cox’s Orange Pippin’ (Van Der Boon, 1980) e na suscetibilidade
ao enegrecimento interno em magas ‘Braeburn’ (Neuwald et al., 2014). Deste modo, a
fertilizacdo excessiva em K além de causar um aumento na condutividade elétrica da
solucdo nutritiva, pode também resultar numa nutricdo desequilibrada das plantas em
Ca e outros catibes como o0 Mg, mesmo que estes estejam em concentracdo adequada
na solucéo.

O método mais utilizado para avaliar o estado nutricional do morangueiro é a
analise quimica do teor de nutrientes nos diferentes 6rgdos da planta, principalmente
nas folhas (Yavari et al., 2009; Reganold et al., 2010). Entretanto, outros métodos tém
sido introduzidos no diagnéstico das respostas fisioldgicas das plantas a stress
nutricionais, tais como as avaliagfes relacionadas com o teor de clorofilas determinadas
através do indice SPAD (Martinez et al., 2017), a fluorescéncia das clorofilas (Choi et
al., 2016), a condutancia estomatica, a temperatura da folha, o potencial hidrico, a
percentagem de agua nos diferentes 6rgaos da planta, o contetdo relativo em agua da
folha (Kirkham, 2014) e a area especifica das folhas (Yaghubi et al., 2016).

O potencial de utilizacado dos indices que determinam o teor de clorofilas das
folhas como as leituras de SPAD e a fluorescéncia das clorofilas para detetar deficiéncia
de nutrientes como N, Mg e Fe foi bem estabelecido por El-Jendoubi et al. (2011),
Martinez et al. (2017) e Melo et al. (2017). Apesar destes indices ndo serem comumente
relacionados com a nutricdo potassica, por este elemento ndo estar associado a

molécula de clorofila, 0 aumento da concentracdo de K* no meio pode ocasionar o
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desequilibrio na absorcdo de outros nutrientes, principalmente dos que promovem
sintomas de clorose nas folhas, como o N, o Mg e o Fe que alteram o valor destes
indices (Cadet e Samson, 2011).

Neste contexto, o objetivo destes estudos foi determinar o desenvolvimento das
plantas com base em parametros fisiolégicos, no crescimento e na producao de frutos
de duas cultivares de morangueiro cultivadas em sistema hidropénico, com diferentes
doses de potassio disponiveis na solu¢ao nutritiva. Para isso foram realizados 2 ensaios:

Ensaio | — O objetivo foi avaliar o efeito de diferentes doses de K adicionadas a
solugéo nutritiva em sistema hidroponico contendo areia, nos parametros fisiol6gicos do
morangueiro da cultivar San Andreas, nomeadamente, nos parametros fotossintéticos
e hidricos das plantas, na acumulagdo de biomassa, na producdo de morangos, na
particdo de K, Ca e Mg pelos diferentes 6rgaos da planta e parede celular dos morangos.

Ensaio Il — O objetivo foi avaliar o efeito de diferentes doses de K adicionadas a
solugdo nutritiva em sistema hidropénico do tipo do NGS® (New Growing System)
contendo substrato comercial a base de perlite e fibra de coco, sobre os parametros
fisiologicos do morangueiro cultivar Primoris, nomeadamente, nos parametros
fotossintéticos e hidricos das plantas, na acumulacdo de biomassa, na particdo de K,
Ca e Mg pelos diferentes 6rgéos da planta e parede celular dos morangos, na producao

e qualidade dos morangos.

2. Material e métodos

2.1 Ensaio | — Utilizacdo de um sistema hidropdnico contendo areia como

substrato

2.1.1 Instalagcdo do ensaio e obtencdo do material vegetal

O ensaio foi conduzido em sistema hidropdnico, em estufa do tipo gotico ndo
climatizada, com aberturas zenitais de 25% na nave, revestida com filme de policloreto
de vinil (PVC), localizada no campo experimental da Universidade de Evora (P6lo da
Mitra em Valverde, Evora, Portugal, cujas coordenadas geograficas so 38°31°'55.4” N
8°01°'04.0" W).

Foram utilizadas plantas de morangueiro certificadas da cv. San Andreas
frigoconservadas, de raiz nua, propagadas a partir de estolhos, livres de doencas e com

tamanho uniforme de aproximadamente 5 a 7cm, adquiridas em viveiro certificado.
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2.1.2 Tratamentos e delineamento experimental

Os tratamentos foram constituidos por cinco doses de K (1,8; 4,2; 5,7; 7,4 € 9,8
mmol L) definidas a partir da recomendacdo da solucdo nutritiva para a cultura do
morangueiro proposta por Hennion e Veschambre (1997) modificada. As concentragdes
de macro e micronutrientes na solucao utilizada como controlo encontram-se na Tabela
3. O delineamento experimental utilizado foi em blocos causalizados, com um fator de

variagdo com cinco niveis e 16 repeticdes.

Tabela 3. Concentragédo de macro e micronutrientes na solugéo nutritiva utilizada como
controlo.

Hennion e Veschambre (1997) modificada

[mmol L] [mg L]

NO3 9,40 Mo 0,07
H2PO4- 2,00 B 0,14
S0.* 1,00 Cu 0,11
K* 5,70 Mn 0,56
Ca?* 3,00 Zn 0,22
Mg?* 2,00 Fe 1,13
NH4 1,00

2.1.3 Descricéo do sistema hidroponico utilizado

O sistema hidroponico utilizado era constituido por trés fases: fase solida — areia
e pedras do tipo ‘brita’; fase liquida — &gua e solucéo nutritiva e fase gasosa — ar. Este
sistema foi classificado como sendo do tipo semifechado, pois havia reutilizacdo da
solucdo nutritiva drenada.

O ensaio foi constituido por 5 linhas de cultivo (uma para cada dose de K); cada
linha possuia um depdsito de polietileno expandido de baixa densidade (PEBD), com
capacidade para 500L nos quais se armazenava a solucdo nutritiva. Cada depdsito
estava equipado com uma bomba (Power Plus Water: POW 87902 Submersible pump
— 250W, 5000L/h). A forma como o sistema foi dimensionado neste ensaio pode ser
visualizado no Anexo 1 (Figura 1). O funcionamento da bomba foi automaticamente
controlado através da utilizacdo de um temporizador/programador digital previamente
definido.

Os vasos utilizados para a cultura (retangulares com 60 x 10,3 x 19,5 cm de
comprimento, largura e altura, respetivamente, com capacidade volumétrica para 12L)
foram acondicionados por cima de estruturas de aproximadamente 25 cm de altura que

serviram como suporte. Havia quatro vasos por linha. Cada vaso possuia seis furos no
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fundo para drenagem da solucdo excedente recolhida num vaso coletor e
posteriormente devolvida ao depdsito de armazenamento da solucdo nutritiva.

Os vasos foram preenchidos com uma camada de ‘brita’ de aproximadamente
10 cm, coberta por um pedaco de rede de sombreamento e o restante volume foi
preenchido com areia, perfazendo 6L de areia por vaso. Foi instalado um sistema de
rega constituido por tubos de ¥z polegada com gotejadores localizados de 20 em 20 cm,
do tipo autocompensantes. Utilizaram-se dois tubos de rega por vaso havendo um
gotejador disponivel para cada planta.

2.1.4 Preparacédo e maneio da solucéo nutritiva

As fontes de macronutrientes utlizadas para compor os diferentes tratamentos
foram os fertilizantes comerciais Adubos de Portugal - ADP®: nitrato de amoénio (16,9 %
NOs e 17,6 % NH4"), sulfato de magnésio (16 % MgO e 32 % SO;), fosfato de potassio
(34 % K20 e 52 % P,0:s), sulfato de potassio (50 % KO e 46,5 % SOs3) e 0s sais puros
para andlise (P.A. > [99 %]): nitrato de cdalcio (Ca(NOs).), nitrato de potassio (KNOs3),
cloreto de potéassio (KCI), nitrato de so6dio (NaNOs) e sulfato de potassio (K2SO.). As
fontes de micronutrientes utilizadas foram os fertilizantes comerciais: Yara® Nutrel C (0,4
% B; 0,3 % Cu; 7,5 % Fe; 3,7 % Mn; 0,2 % Mo e 0,6 % Zn) e Keliron® (6 % Fe-EDDHA
e 3% Fe).

A solucdo nutritiva de cada tratamento foi preparada com agua obtida de furo
subterraneo perfazendo um volume de 240 L. As quantidades (g) utilizadas de cada

fonte fertilizante para cada tratamento encontram-se descritas na Tabela 4.
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Tabela 4. Quantidade expressa em g 240 L das fontes fertilizantes contendo macro e
micronutrientes adicionadas a 4gua na formulacdo da solugdo nutritiva de acordo com
cada tratamento contendo as doses de potassio?

Tratamento (mmol LK)

Fonte Mineral 18 42 57 74 9.8
g 240L1
NHsNO3 24,55 50,88 24,55 24,55 24,55
MgSO. 72,0 72,0 72,0 72,0 72,0
Ca(NO3)2 103,2 79,2 120,0 120,0 120,0
KH2PO4 60,0 0 89,54 89,54 89,54
KNOs3 0 31,67 72,0 72,0 72,0
CaS04 0 32,64 0 0 0
KCI 0 50,89 0 31,20 74,40
Ca(H2POq)2 19,11 0 0 0 0
NaNOs3 76,8 0 0 0 0
NH4H2PO4 0 50,88 0 0 0
Mg(NOs)2 0 72,0 0 0 0

D Todos os tratamentos receberam 36 g e 24 g previamente diluidos das fontes
fertilizantes contendo os micronutrientes Yara® Nutrel C e Keliron®, respetivamente.

A condutividade elétrica (CE) e o pH da agua utilizada variavam entre 0,60 e 0,73
mS ds? e 6,8 e 7,2, respetivamente. A andlise da agua utilizada encontra-se no Anexo
1 (Tabela 1). A solucéo foi monitorizada a cada dois dias através das medidas de CE
com eletrocondutivimetro digital portatil (Hanna instrument®, Rhode Island, USA) e do
pH com o medidor de pH (Hanna instrument®, Rhode Island, USA).

O pH foi mantido em torno de 5,75 + 0,25 com a adig&o de solugéo de correcao,
a base de hidréxido de sodio (NaOH 1 mol L1) ou &cido fosférico (H.PO4 a 10 %) quando
necessario. A CE para cada tratamento em ordem crescente foi em média: 2,2; 2,42;
3,1; 3,86 e 3,98 mS ds.

A troca da solucéo nutritiva foi realizada sempre que a mesma atingiu 30 % de
reducdo no valor inicial da CE em pelo menos um dos tratamentos e ocorreu sete vezes

durante todo o ensaio.

2.1.5 Plantac&o e manutencéo do ensaio

As plantas foram transplantadas no dia 17 de marco de 2015 para 0s vasos
previamente preenchidos com areia e saturados com &gua, com uma distancia de
aproximadamente de 15 cm entre plantas.

Nos primeiros trés dias ap0s a transplantacdo, as plantas foram regadas

somente com agua; do quarto ao décimo dia, cada linha de cultivo recebeu 50 ml de
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solucdo nutritiva por planta do respetivo tratamento, com a concentracao reduzida a 30
%, quatro vezes ao dia. ApoOs este periodo, as plantas receberam os tratamentos a 100
% da concentracéo definida.

O controlo da rega foi automatizado por um temporizador de rega digital
previamente programado para acionar a bomba durante 3 minutos em sete periodos de
rega diarios. A frequéncia e a duracdo da rega foram definidas de acordo com a
evapotranspiracdo da cultura.

Durante todo o ensaio foram realizadas as manutengdes necessarias a cultura,
como a retirada das folhas secas e estolhos; o tratamento contra afideos com
pulverizacédo das plantas com detergente ndo i6nico Tween 20®, a 5 % em agua. Na
fase da floracdo, a polinizacéo foi realizada de forma natural, através de agentes
polinizadores da fauna local.

Os valores maximos e minimos de temperatura e humidade relativa do ar durante
a conducgédo do ensaio foram obtidos com o auxilio de um termo-higrometro digital com
armazenamento de dados (MicrologProll, Fourtec, USA) instalado no interior da estufa
a altura das plantas, cujas leituras foram realizadas diariamente de 10 em 10 minutos a
partir de 24 abril de 2015 até o final do ensaio. Estes dados encontram-se na Figura 3

e 4, respetivamente.

S0 —— T min
45 ——T max
40
35
30
25
20

15

Temperatura (°C)

10

set

3, o)

m
jun

Figura 3. Temperaturas maximas e minimas no interior da estufa durante a condugéo
do ensaio.
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Figura 4. Humidade relativa do ar maxima e minima no interior da estufa durante a
conducao do ensaio.

2.1.6 Avaliacdes

2.1.6.1 Avaliacdo dos parametros fisiolégicos das plantas

Apos 13 semanas da transplantacéo, as plantas foram avaliadas quanto a alguns
importantes parametros fisioldgicos, tais como o teor em clorofilas, a fluorescéncia das
clorofilas, a condutancia estomatica, a temperatura das folhas e o potencial hidrico,
referidos como 1 a 4 na Tabela 5. Estas avaliagdes foram repetidas no ultimo dia de
manutencdo do ensaio na estufa (24 semanas ap0s a transplantagédo) e no mesmo dia
as plantas foram colhidas, arrefecidas a aproximadamente 5 °C em sacos plastico e em
caixa térmica contendo barras de gelo e transportadas rapidamente para o Laboratério
de Fisiologia Vegetal (Pdlo da Mitra, Universidade de Evora), onde foram realizadas as
avaliacdes das massas fresca e seca das folhas, peciolos e raizes, a percentagem de
agua, o conteudo relativo em agua e area especifica da folha, referidos como 5 a 8 da
Tabela 5.
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Tabela 5. Parametros fisioldgicos avaliados nos morangueiros, local de determinacao
na planta e nimero de plantas utilizadas.

Parametros fisiolégicos Determinacdo na planta

Folhas jovens e adultas das 16 plantas de

1 - Teor em clorofilas - indice SPAD
cada tratamento;

2 - Fluorescéncia das clorofilas Folhas jovens de 8 plantas de cada
tratamento;
3 - Condutancia estomatica e Foliolo terminal de uma folha de 8 plantas

4 - Potencial hidrico das folhas
Folhas de 8 plantas de cada tratamento;

5 - Percentagem de agua das folhas,

peciolos e raizes 8 plantas de cada tratamento;

6 - Massas fresca e seca das folhas,

peciolos e raizes 8 plantas de cada tratamento;

7 - Contedo relativo em agua Foliolo terminal de uma folha de 8 plantas
de cada tratamento;

8 - Area especifica da folha Foliolos de uma folha de 8 plantas de cada
tratamento.

Teor em clorofilas - indice SPAD

O teor total em clorofilas das folhas foi estimado utilizando o medidor de clorofila
portatil SPAD-502° (Konica Minolta, USA) em folhas jovens (SPAD FJ) e folhas adultas
(SPAD FA). O SPAD FJ foi avaliado no foliolo terminal da segunda folha completamente
desenvolvida de cada planta, a contar do apice da planta para a base e o SPAD FA foi
mensurado no foliolo terminal da primeira folha totalmente saudavel, a contar da base
da planta para o apice.

As medigbes foram realizadas pela manha entre as 9 e as 10 horas. Cada
medic¢édo foi realizada em duas areas diferentes do foliolo terminal da folha de forma néo
destrutiva e em tempo real. As leituras deste indice ndo possuem unidade e variam
numa escala de 0 a 100, sendo os valores crescentes associados a intensidade da

coloracao verde da folha.

Fluorescéncia das clorofilas

A fluorescéncia das clorofilas foi estimada utilizando um fluorimetro (Pocket PEA,
Hansatech Instruments, U.K.) pela manha (as 10 horas). Uma pequena porcao do tecido

foliar do foliolo terminal das folhas jovens (sendo estas as mesmas folhas jovens em
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que foram feitas as medi¢Bes do teor em clorofilas) foi submetida a escuriddo com o
auxilio de pincas préprias do aparelho por um periodo de 20 minutos, para que 0S
centros do fotossistema Il (FSII) estivessem predominantemente na forma oxidada.
Apbs este periodo, foi encaixada a pinca no fluorimetro, esta foi aberta e recebeu um
pulso de luz saturante que induziu a fluorescéncia foliar, cujo valor de inducéo foi
registado pelo equipamento que disponibilizou em tempo real e de forma ndo destrutiva
os valores da méaxima eficiéncia quéantica do FS Il (F./Fm) e do indice de desempenho
da fotossintese (Plags). As variaveis F/Fm e Plags fornecem informag8es quantitativas
sobre o estado da planta e a sua vitalidade, de acordo com o principio da equacao de
Nernst (Srivastava e Strasser, 1999).

Condutancia estomatica e temperatura da folha

A condutancia estomatica (gs) e a temperatura da folha (tF) foram avaliadas com
um porémetro (AP4, Delta-T Devices, Cambridge, U.K.) as 10 e as 12 horas. Para estas
determinagfes foram escolhidos dois foliolos de folhas distintas, ao acaso, por planta
avaliada, estando estes foliolos em boas condi¢des fitossanitarias e aparentemente com
0 mesmo estadio de desenvolvimento. Os resultados obtidos foram expressos em mmol

m2 st e °C para gs e tF, respetivamente.

Potencial hidrico das folhas

O potencial hidrico (Ww) foi determinado as 12 horas utilizando uma camara de
pressédo tipo Scholander (Model 1000, PMS Instrument Company, USA). Para esta
determinacgéo foi retirado de cada planta avaliada um conjunto de folha e peciolo,
estando a folha completamente desenvolvida e em bom estado fitossanitario. Esta foi
colocada na camara de pressao ficando o peciolo exposto. A presséo interna na camara
foi gradualmente aumentada com a inje¢céo de azoto comprimido até o equilibrio entre
a agua na folha e no xilema. O equilibrio ocorreu quando houve a exsudacéo da seiva
pelo corte feito no peciolo da folha, tendo-se registado de imediato o valor da pressao

(Turner, 1988). Os resultados obtidos foram expressos em MPa.

Percentagem de agua e massas fresca e seca das folhas, foliolos, peciolos e

raizes

Para a determinacdo da percentagem de agua (%H20) nos diferentes 6rgéos

das plantas, estas foram separadas em folhas, peciolos, raizes e foliolos de uma folha
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jovem. As raizes foram lavadas em agua corrente até a remocdo total da areia e o
excesso de agua foi retirado com auxilio de papel absorvente. Determinou-se o peso
fresco (g) dos diferentes 6rgaos das plantas, com o auxilio de uma balanca de precisédo
(PB153, Mettler Toledo AG, Greifensee, Suica). O peso seco (g), foi determinado apés
a secagem do material em estufa a 70 °C até atingirem 0 peso constante (avaliado
regularmente em 6 das amostras). A %H,O das folhas, peciolos, raizes e foliolos foi

determinada através da equacao:

PF — PS

%H20 = PF

Em que:
%H.0 = Percentagem de agua, em %;
PF = Peso fresco do 6rgao da planta, em g;
PS = Peso seco do 6rgao da planta, em g.

Conteudo relativo em agua

O conteldo relativo em agua (RWC, Relative Water Content) foi estimado
gravimetricamente conforme metodologia proposta por Galmés et al. (2007). Foram
utilizados trés discos retirados com o auxilio de um cilindro de metal do foliolo terminal
da segunda folha completamente desenvolvida a contar do apice da planta para a base.

Cada disco vegetal com 1,75 cm?, foi pesado em balanca de precisédo (PB153,
Mettler Toledo AG, Greifensee, Suica) para obtencdo do peso fresco. Em seguida foram
colocados em placa de petri contendo agua destilada. Apo6s 2 horas, estes discos foram
pesados para obtencao do peso targido e colocados em estufa com circulagao forcada
de ar a 70 °C até atingirem o peso constante, sendo entdo pesados para obtencdo do
peso seco.

O RWC foi determinado utilizando a equacdo:

PF — PS

Rwe = [PT —PS

Em que:
RWC = Conteudo relativo em agua, em %;
PF = Peso fresco do disco vegetal, em g;

PS = Peso seco do disco vegetal, em g;
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PT = Peso turgido do disco vegetal, em g.
Area especifica da folha

Para a determinacdo da &rea especifica da folha (SLA — Specific Leaf Area),
foram utilizados os foliolos da segunda folha completamente desenvolvida a contar do
apice da planta para a base, colocados em superficie plana branca e fotografados com
camara fotogréfica (Panasonic, Lumix DMC-LX100).

A éarea de cada foliolo foi medida com auxilio do programa Image J (Image
Process Analysis in Java, National Institute of Mental Health, USA). A SLA foi

determinada utilizando a equacéao:

YAfoliolos

SLA = PS foliolos

Em que:
SLA = &rea especifica da folha, em m? kg?;
> Afoliolos = somatoério da area dos foliolos, em m?;

PS = peso seco dos foliolos, em kg.

2.1.6.2 Avaliacado da producéo de morangos

Foram realizadas 9 colheitas de morangos durante o ensaio em 2015, em 20 e
28 de julho; 03, 10, 12, 18 e 28 de agosto; e 03 e 09 de setembro.

A producdo de morangos foi avaliada em funcdo do nimero e do peso médio
dos morangos obtidos de cada tratamento a cada colheita. Para estas avaliagbes
somente 0s morangos que nao apresentavam nenhuma irregularidade do ponto de vista

comercial foram contabilizados.

2.1.6.3 Avaliacdo do teor em Ca, K e Mg nos diferentes 6rgaos da planta
Teor em Ca, K e Mg total nas folhas, peciolos e raizes

O teor em K, Ca e Mg total foi determinado na matéria seca das folhas, peciolos
e raizes. Para tal utilizaram-se trés amostras compositas contendo a matéria seca de
cada uma das diferentes partes de trés plantas de cada tratamento.

Das diferentes partes das plantas previamente secas em estufa a 70 °C e
moidas, foram pesadas amostras de aproximadamente 1 g £ 0,01 e posteriormente

submetidas a uma digestéo nitroperclorica.
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As amostras sofreram uma pré digestdo durante 12 horas com 1 ml de acido
nitrico (HNO3; P.A [65 %]). Posteriormente, foram adicionados mais 3 ml de HNO; e as
amostras foram levadas a temperatura de + 95 °C até a digestdo total do material
organico e reducao do volume de acido a metade. Posteriormente, foram adicionados 2
ml de &cido perclérico (HCIO4 P.A [70 %]) e gradualmente a temperatura foi elevada até
150 °C, onde se manteve até a solucdo se apresentar cristalina. Filtrou-se a solugao
com filtro de papel (WhatmanTM, n° 02) e aferiu-se o volume em bal&o volumétrico para
25 ml com 4gua destilada.

Cada amostra foi digerida em duplicado e a determinacdo do teor em Ca, K e
Mg total foi efetuada por espectrofotometria de absor¢do atdomica (Spectrometer GBC
Scientific Equipment Pty Ltd, model Avanta Z, Braeside, Austrdlia) com base na
metodologia de Srivastava et al. (2008). Os resultados foram expressos em mg g* (mg
do elemento Ca, K ou Mg g de massa seca).

Teor em Ca, K e Mg total nos morangos

Para a determinacéo do teor de Ca, K e Mg total foram preparadas trés amostras
compoésitas de frutos provenientes de cada tratamento. Cada amostra compdsita
consistiu na utilizacdo de seis morangos.

As amostras de morangos foram previamente congeladas e posteriormente
liofilizadas, moidas e, apos digestdo nitropercldrica (cuja metodologia foi descrita no
subitem anterior - Teor em Ca, K e Mg total nas folhas, peciolos e raizes). O teor em
Ca, K e Mg total nos morangos foi determinado por espectrofotometria de absorcdo
atdbmica (Spectrometer GBC Scientific Equipment Pty Ltd, model Avanta Z, Braeside,
Australia) com base na metodologia de Srivastava et al. (2008). Os resultados foram
expressos em mg g* (mg de Ca, K ou Mg g de morango liofilizado™).

Extragcao e teor em Ca, K e Mg na parede celular dos morangos

A parede celular, também denominada residuo insoltvel em alcool (AIR, Alcohol
Insoluble Residue) é o resultado de uma extracdo de remog¢édo do contetdo citosolico
apos a lise celular. Neste ensaio, o AIR foi extraido a partir de 300 g de morangos das
mesmas amostras descritas no subitem anterior (Teor em Ca, K e Mg total nos
morangos).

A preparacéo do AIR foi feita a partir do procedimento descrito por Coimbra et
al. (1996) modificado. Para a extracdo do AIR utilizaram-se frutos congelados

provenientes de cada tratamento, os quais foram triturados em etanol (96 %, v/v) na
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proporcdo de 1:4 e fervidas durante 10 minutos. Apos o arrefecimento das amostras,
estas foram filtradas com auxilio de uma placa porosa sob vacuo obtendo-se o AIR. Este
foi lavado com éter dietilico até se apresentar praticamente sem pigmentos. O AIR foi
colocado em vidro de relégio e levado a secar em estufa a 60 °C até atingir o peso
constante.

Para a determinacdo do teor em Ca, K e Mg na parede celular foram pesadas
amostras de 0,1 g do AIR e submetidas a uma digestéo nitroperclérica, como descrita
no subitem - Teor em Ca, K e Mg total nas folhas, peciolos e raizes. Apds a digestao
das amostras, o teor de nutrientes foi obtido por espectrofotometria de absorcéo atbmica
(Spectrometer GBC Scientific Equipment Pty Ltd, Avanta ¥ model, Hampshire, IN) com
base na metodologia de Srivastava et al. (2008). Os resultados foram expressos em mg
g! (mg de Ca, K ou Mg g de AIR?).

2.2 Ensaio Il = Utilizac&o do sistema hidropénico do tipo NGS® contendo substrato

organico comercial

2.2.1 Instalacéo do ensaio e obtencédo do material vegetal

O ensaio foi conduzido em sistema hidropoénico, em estufa do tipo gético néao
climatizada, com aberturas zenitais de 25% na nave, revestida com filme de policloreto
de vinil (PVC) localizada em campo experimental da Universidade de Evora (Pdlo da
Mitra em Valverde, Evora, Portugal, cujas coordenadas geogréaficas sdo 38°31’55.4” N
8°01°04.0" W).

Foram utilizadas plantas de morangueiro certificadas da cv. Primoris enraizadas
em alvéolo, livres de doencas e com tamanho uniforme de aproximadamente 10 cm,

adquiridas em viveiro certificado.

2.2.2 Tratamentos e delineamento experimental

Os tratamentos foram constituidos por cinco doses de K (2,15; 4,15; 6,15; 8,15
e 10,15 mmol L?) definidas a partir da recomendacéo da solucéo nutritiva para a cultura
do morangueiro proposta por Hennion e Veschambre (1997) modificada. As
concentracbes de macro e micronutrientes nha solugdo utilizada como controlo
encontram-se ha Tabela 6. O delineamento experimental utilizado foi em blocos

causalizados, com um fator de variagdo com cinco niveis e 12 repeticdes.
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Tabela 6. Concentracdo de macro e micronutrientes na solu¢ao nutritiva utilizada como
controlo.

Hennion e Veschambre (1997) modificada

[mmol L] [mg L]

NOs- 11,85 Mo 0,07
HoPO4 2,00 B 0,14
SO 1,00 Cu 0,11
K* 6,15 Mn 0,56
Ca? 3,00 Zn 0,22
Mg?* 1,00 Fe 1,13
NH* 1,00

2.2.3 Descricéo do sistema hidroponico utilizado

O sistema hidropodnico utilizado era constituido por trés fases: fase solida —
constituida por substrato organico contendo volumes iguais de fibra de coco e perlita;
fase liquida — 4gua e solucéo nutritiva e fase gasosa — ar. Este sistema foi classificado
como sendo do tipo semifechado, pois havia reutilizacdo da solug¢éo nutritiva drenada.

Este sistema foi uma adaptacdo do NGS® (New Growing System) projetado para
o cultivo do morango (modelo: Multibanda DUO®) caracterizado por possuir duas
estruturas metélicas laterais que serviam como suporte para prender duas camadas de
polietileno interligadas que criavam um circuito em dois niveis. O primeiro nivel para
acomodar o substrato organico e as raizes das plantas. Este nivel possuia orificios
utilizados para drenar a solugéo excedente para o segundo nivel que servia como meio

de recolha da solucéo nutritiva drenada (Figura 5).
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Figura 5. Sistema NGS® modelo Multibanda DUO®, especialmente desenvolvido para o
cultivo do morangueiro. Fonte: ngsystem.com.

O sistema era composto por 5 linhas de cultivo (uma para cada dose de K), cada
linha possuia um depdsito de polietileno expandido de baixa densidade (PEBD), com
capacidade para 50L nos quais se armazenava a solugéo nutritiva e equipado com uma
bomba (Power Plus Water: POW 87902 pump — 250 W, 5000 L/h). O funcionamento da
bomba foi automaticamente controlado através da utilizacdo de um temporizador/
programador digital previamente definido.

As linhas de cultivo foram projetadas com um declive de 2 % para que a solucao
drenada pudesse ser direcionada para um tubo do tipo PVC acoplado no final da linha.
Este tubo foi também projetado com um declive de 2 % em direcdo ao depdsito para
facilitar a drenagem da solug&o. A forma como o sistema foi dimensionado neste ensaio
pode ser visualizada em Anexo 2, Figura 1.

As linhas de cultivo foram preenchidas com o substrato organico e instalados os
tubos de rega do tipo gota-a-gota. Os tubos gotejadores utilizados foram do tipo
autocompensantes com %2 polegada, utilizados dois tubos por linha de cultivo, havendo

um gotejador disponivel para cada planta.

2.2.4 Preparagao e maneio da solucdo nutritiva

As fontes de macro e micronutrientes utlizadas para compor os diferentes
tratamentos foram os fertilizantes comerciais Yara®: nitrato de aménio (NHsNOs — 16,9
% NO3 e 17,7 % NH4"), sulfato de magnésio (MgSO. — 16 % MgO e 32 % SOs3), fosfato
monoamonico (MAP — 12 % NH4 e 61 % P.0s) e nitrato de potassio (KNOsz — 13,7 %
NOs e 46,3 % K20) e sal puro para analise (P.A. >[99 %]): nitrato de calcio (Ca(NOs)2).
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As fontes de micronutrientes utilizadas foram os fertilizantes comerciais: Yara® Nutrel C
(0,4 % B; 0,3 % Cu; 7,5 % Fe; 3,7 % Mn; 0,2 % Mo e 0,6 % Zn) e Keliron® (6 % Fe-
EDDHA e 3 % Fe).

A solucdo nutritiva de cada tratamento foi previamente preparada com agua
destilada e acondicionadas em garrafas escuras de vidro com capacidade para 1 L.
Estas solucdes foram adicionadas a agua obtida de furo subterrédneo perfazendo um
volume final de 40 L. Em cada linha de cultivo a solugéo foi armazenada num depdsito
com capacidade para 50 L. As quantidades (g L™ solucdo mae) utilizadas de cada fonte
fertilizante para cada tratamento encontram-se na Tabela 7. A quantidade adicionada
de cada solugcdo méae, em ml, para completar os 40 L de solucdo nutritiva para cada
tratamento foram: 20 ml de nitrato de amonio e 200 ml de sulfato de magnésio, nitrato
de célcio, fosfato monoaménico, nitrato de potassio, Yara® Nutrel C e Keliron®.

Tabela 7. Quantidade expressa em g L das fontes fertilizantes contendo macro e
micronutrientes utilizadas na formulacdo das solucdes mae de acordo com cada
tratamento contendo as doses crescentes de potassio?

Tratamento (mmol L K)

_ 2,15 4,15 6,15 8,15 10,15
Fonte Mineral
g L solugdo mae

Nitrato de amdnio 153,85 153,85 153,85 153,85 153,85
Sulfato de magnésio 25,0 25,0 25,0 25,0 25,0
Nitrato de calcio 68,88 68,88 68,88 68,88 68,88
Fosfato monoamaénico 46,56 89,86 100,06 100,06 100,06
Nitrato de potassio 43,6 84,3 1249 165,5 206,0

D A solucdo méae contendo os micronutrientes foram iguais para todos os tratamentos e
foram constituidas de 30 g e 20 g de Yara® Nutrel C e Keliron®, respetivamente.

A condutividade elétrica (CE) e pH da 4gua utilizada variavam entre 0,40 e 0,71
dSm?e6,7 e 7,0, respetivamente. A andlise laboratorial da agua utilizada encontra-se
no Anexo 2 (Tabela 1). A solucéo foi monitorizada a cada dois dias atraveés das medidas
de CE com eletrocondutivimetro digital portatil (Hanna instrument®, Rhode Island, USA)
e pH com o medidor de pH (Hanna instrument®, Rhode Island, USA).

O pH foi mantido em torno de 6,25 * 0,25, com a adi¢do de solucéo de correcéo,
a base de hidréxido de s6dio (NaOH 1 mol L) ou &cido fosférico (H.PO4 a 10 %) quando
necessario. A CE para cada tratamento em ordem crescente foi em média: 1,70 £ 0,04;
1,92 +0,4; 2,18 +0,02; 2,52 + 0,03 € 2,75 + 0,06 dS m™.
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A troca da solucédo nutritiva foi realizada sempre que a mesma atingiu 30 % de
reducao no valor inicial da CE em pelo menos um dos tratamentos e esta foi realizada

nove vezes durante todo o ensaio.

2.2.5 Plantagdo e manutencgéo do ensaio

As plantas foram transplantadas no dia 01 de novembro 2015 para o sistema
NGS® previamente preenchido com o substrato organico saturado em agua. As plantas
foram dispostas em linha dupla, conforme os orificios que sé&o predefinidos no sistema
Multibanda DUQO® perfazendo uma distancia de 15 cm entre plantas.

Nos primeiros trés dias apos a transplantacdo, as plantas foram regadas
somente com 4gua e do quarto ao sétimo dia com a solugéo de cada tratamento com a
concentracdo reduzida a 30 %. ApGs este periodo, as plantas receberam os tratamentos
a 100 % da concentracédo definida.

O controlo da rega foi automatizado por um temporizador de rega digital
previamente programado para acionar a bomba durante 3 minutos em sete periodos
diarios. A frequéncia e a duracdo da rega foram definidas de acordo com a
evapotranspiragéo da cultura.

Durante todo o ensaio foram realizadas as manutengfes necessarias a cultura,
como a retirada das folhas secas e o tratamento contra afideos com pulverizagdo das
plantas com detergente néo iénico Tween 20®, a 5 % em agua, quando necessario. Na
fase da floracdo, a polinizac@o foi realizada de forma natural, através de agentes
polinizadores da fauna local.

Os valores de temperatura e humidade relativa do ar maxima e minima durante
a conducdo do ensaio foram obtidos com o auxilio de um termo-higrémetro digital
(MicrologProll, Fourtec, USA), com armazenamento de dados a cada 10 minutos,
instalado no interior da estufa a altura das plantas de 10 de marco a 20 de junho de

2016. Estes dados encontram-se nas Figuras 6 e 7, respetivamente.
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Figura 6. Temperaturas maximas e minimas no interior da estufa durante a condugéo
do ensaio.
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Figura 7. Humidade relativa do ar maxima e minima no interior da estufa durante a
conducao do ensaio.
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2.2.6 Avaliacdes

2.2.6.1 Avaliagdo dos parametros fisiologicos das plantas

Apos 15 semanas da transplantacao, as plantas foram avaliadas quanto a alguns
importantes parametros fisioldgicos, tais como o teor em clorofilas, a fluorescéncia das
clorofilas, a conduténcia estomatica, a temperatura das folhas e o potencial hidrico,
referidos como 1 a 4 na Tabela 8. Estas avaliagdes foram repetidas no ultimo dia de
manutencdo do ensaio na estufa (33 semanas apds a transplantagcéo) e no mesmo dia
as plantas foram colhidas, arrefecidas a aproximadamente 5 °C em sacos plastico e em
caixa térmica contendo barras de gelo e transportadas rapidamente para o Laboratério
de Fisiologia Vegetal (Polo da Mitra, Universidade de Evora), onde foram realizadas as
avaliacdes das massas fresca e seca das folhas e peciolos, da percentagem de agua,
do conteldo relativo em agua e da area especifica da folha, referidos como como 5 a 8
na Tabela 8. A metodologia utilizada para avaliar cada um destes parametros foi a
mesma utilizada no Ensaio | — Utilizacdo de um sistema hidropénico contendo areia

como substrato, descrita em 2.1.6.1 Avaliacdo dos parametros fisiologicos das plantas.

Tabela 8. Parametros fisioldgicos avaliados nos morangueiros, local de determinacao
na planta e nimero de plantas utilizadas.

Parametros fisiolégicos Determinagédo na planta

Folhas jovens e adultas das 12 plantas de

1 - Teor em clorofilas - indice SPAD
cada tratamento;

2 _ Fluorescéncia das clorofilas Folhas jovens das 12 plantas de cada
tratamento;

3 - Condutancia estomatica e Foliolo terminal de uma folhas das 12

temperatura da folha plantas de cada tratamento;

4 - Potencial hidrico das folhas Folhas de 8 plantas de cada tratamento;

5 - Percentagem de agua das folhas e

Peciolos 12 plantas de cada tratamento;

6 - Massas fresca e seca das folhas e

peciolos 12 plantas de cada tratamento;

7 - Conteudo relativo em agua Foliolo terminal de uma folha de 8 plantas
de cada tratamento;

8 - Area especifica da folha Foliolos de uma folha de 8 plantas de cada
tratamento.
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2.2.6.2 Avaliacéo da producéo de morangos

Foram realizadas 16 colheitas durante o ensaio em 2016, em 15, 22 e 29 de
fevereiro; 07 e 16 de marco; 04, 08, 12, 15, 19 e 25 de abril; 02, 06, 12 e 23 de maio; e
01 de junho.

A producdo de morangos foi estimada em fungdo do nimero e do peso médio
dos morangos obtidos de cada tratamento a cada colheita. Para estas avaliagbes
somente 0s morangos que ndo apresentavam nenhuma irregularidade do ponto de vista

comercial foram contabilizados.

2.2.6.3 Avaliagdo da qualidade fisico-quimica dos morangos

Os morangos produzidos foram avaliados quanto ao peso, firmeza, cor (L*, h° e
C*), solidos soluveis totais (SST), acidez titulavel (AT), pH e relacdo SST/AT. Estas
avaliacdes foram feitas formando uma amostra compdésita dos frutos obtidos a cada
duas datas de colheita, totalizando 8 avalia¢cdes ao longo do periodo de producao. Para
estas avaliagbes, 0s morangos que apresentavam alguma irregularidade do ponto de

vista comercial eram descartados.

Firmeza

A andlise da firmeza foi realizada utilizando texturémetro TA.HD.Plus (Stable
Micro Systems Ltd., Surrey, UK) equipado com sonda cilindrica de 3 mm de base plana
(P\3). As medi¢Bes foram realizadas num ponto Unico na zona equatorial de cada um
dos morangos inteiros. A profundidade de penetracdo foi de 8 mm e considerou-se a
velocidade de avanco da sonda de 1 mm s™. Os dados obtidos foram da forca maxima

em Newtons (N) no gréfico contendo a Forca vs Deformacéao.

Cor (L*, h°e C*)

A cor da epiderme dos morangos foi determinada com auxilio de colorimetro
Minolta CR 400 Konica Minolta (Konica Minolta Inc., Tokyo, Japéo), no padrdo C.I.E
L*a*b*, em que a coordenada L* expressa o grau de luminosidade da cor medida (L* =
100 = branco; L* = 0 = preto); os valores a* e b* expressam a componente cromética do
vermelho/verde e amarelo/azul, respetivamente e foram utilizados para calcular o
angulo Hue, h° = arctan (b*/a*) que expressa a intensidade da tonalidade da cor (valor

de h® = Q° = cores purpuras; h® = 90° = coloragdo amarelada; h°® = 180° = coloracao
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verde azulada; h® = 270° = colorac&do azul) e o croma, C* = Va *2+ b *2 que expressa a
saturagdo da cor entre mais viva ou mais palida.

Para determinacéo destes parametros foram realizadas duas leituras em lados
opostos, na regido equatorial dos morangos colhidos por cada tratamento. As leituras
foram realizadas com o iluminante C, angulo de visdo de 2° em &rea de 8 mm de

diametro.

Solidos soluveis totais (SST)

Para a determinacdo dos soélidos solGveis totais (SST), foram cortadas as
sépalas juntamente com o pedicelo dos frutos e retiradas algumas gotas de sumo. O
SST foi avaliado por refratometria utilizando o refratometro digital Atago PR-101 (Atago
CO., Ltd, Téquio, Japéo) previamente calibrado com agua destilada, com precisao de +
0,2 % para um espectro de °Brix entre 0 e 45 % a 25 °C.

O valor dos SST obtido por fruto foi expresso em °Brix.

Acidez titulavel (AT), potencial hidrogenidnico (pH) e razdo SST/AT

Apoés a determinacdo dos SST dos morangos, estes foram divididos em duas
amostras compadsitas com numero de frutos equivalente. Cada amostra foi triturada e a
partir da polpa de frutos obtida, foram pesados 6 g e diluidos em 50 ml de 4gua destilada.
Nesta diluicdo foram realizadas as analises do pH e acidez titulavel (AT), utilizando o
titulador automatico (Crison Compact Tritrador — versdo S, Crison Instruments, S.A.,
Barcelona, Espanha) previamente calibrado com solucbes padréo de pH 4,01 e 7,00.

As leituras foram realizadas através débito de hidroxido de sddio (NaOH) a 0,1
M na solugéo de trabalho até atingir um valor de pH de 8,2. O valor do pH foi obtido
diretamente e o valor de AT foi expresso como percentual de acido citrico (%) através
da equacdo:

VxNx0,064
T= ———x100

Em que:

AT = acidez titulavel, em % de &cido citrico;

V = volume de NaOH gasto na titulacdo, em ml;

N = normalidade de solucédo de NaOH

P = peso da amostra de polpa de ‘frutos’ utilizada na titulacédo, em g;

Meq. de acido citrico = 0,064
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A razdo SST/AT é frequentemente utilizada como indice de qualidade poés-

colheita dos frutos e foi obtida pela divisdo entre os dois parametros.

2.2.6.4 Teor em Ca, K e Mg nos diferentes érgdos da planta
Teor em Ca, K e Mg total nas folhas e peciolos

O teor em K, Ca e Mg total foi determinado na matéria seca das folhas e peciolos.
Para tal utilizaram-se trés amostras compdsitas contendo a matéria seca de cada uma
das diferentes partes de trés plantas de cada tratamento.

A descricdo detalhada da metodologia utilizada para a avaliacdo deste
parametro foi a mesma utilizada no Ensaio | — Utilizacdo de um sistema hidropénico
contendo areia como substrato, descrita em 2.1.6.3 Avaliacéo do teor em Ca, K e Mg

nos diferentes érgaos da planta — Teor em Ca, K e Mg total nas folhas, peciolos e raizes.

Teor em Ca, K e Mg total nos morangos

Para a determinacdo do teor de Ca, K e Mg total foram preparadas quatro
amostras compoésitas de frutos provenientes de cada tratamento. Cada amostra
compaosita consistiu na utilizagao de oito morangos.

A descricdo detalhada da metodologia utilizada para a avaliacdo deste
parametro foi a mesma utilizada no Ensaio | — Utilizacdo de um sistema hidropénico
contendo areia como substrato, descrita em 2.1.6.3 Avaliagéo do teor em Ca, K e Mg

nos diferentes érgdos da planta — Teor em Ca, K e Mg total nos morangos.

Extracdo e teor em Ca, K e Mg na parede celular dos morangos

O residuo insoltuvel em alcool (AIR) dos morangos foi extraido a partir de 400 g
de morangos das mesmas amostras descritas no subitem anterior (Teor em Ca, K e Mg
total nos morangos).

A descricdo detalhada da metodologia utilizada para a avaliacdo deste
parametro foi a mesma utilizada no Ensaio | — Utilizagdo de um sistema hidropoénico
contendo areia como substrato, descrita em 2.1.6.3 Avaliagéo do teor em Ca, K e Mg
nos diferentes 6rgdos da planta — Extracéo e teor em Ca, K e Mg na parede celular dos

morangos.
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2.3 Analise estatistica dos dados

Os dados obtidos nos ensaios | e Il foram submetidos a analise de variancia
(Anova) e comparagdo de médias realizada pelo teste de Tukey, com nivel de
significancia p < 0,05. Foi realizada a analise de correlagdo de Pearson, entre alguns
parametros avaliados na fisiologia das plantas, com nivel de significancia p < 0,05. As
tabelas com as matrizes de correlacdo entre pardmetros estdo apresentadas para o
Ensaio | em Anexo 1, tabela 2 e para o Ensaio Il em Anexo 2, tabela 2.

Para todas as analises e testes estatisticos mencionados, foi utilizado o
programa estatistico SPSS® for Windows, Statistic version 24 (SPSS Inc., Chicago, IL,
u.s.).
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3 Resultados e Discussao

3.1 Ensaio | — Utilizacdo de um sistema hidropdnico contendo areia como

substrato

3.1.1 Efeito das doses de potassio na fisiologia das plantas e na producéo de

frutos

3.1.1.1 Fisiologia

Os resultados obtidos para o indice SPAD na folha jovem (FJ) e adulta (FA), para
o indice de desempenho da fotossintese (Plas) € a maxima eficiéncia quéantica do
fotossistema ll (F./Fm) das plantas nas avaliagdes realizadas na 132 e 242 semanas apos

a transplantagdo dos morangueiros apresentam-se na Tabela 9.

Tabela 9. indice SPAD nas folhas jovens (FJ) e adultas (FA), indice de desempenho da
fotossintese (Plaps) € maxima eficiéncia quantica do fotossistema Il (Fv/Fm) (média £ erro
padrdo) avaliados na 132 semana (12 avaliagcdo) e 242 semana (22 avaliagdo) apés a
transplantacdo dos morangueiros cv. San Andreas em funcdo das doses de K na
solucéo nutritiva (1,8; 4,2; 5,7; 7,4 € 9,8 mmol L1).

132 semana apos a transplantacao dos morangueiros (12 Avaliacéo)

Dose K SPAD FJ SPAD FA Plabs Fu/lFm
1,8 45,4 + 0,85a 47,8+ 0,37a 10,2 +0,63b 0,828 + 0,002a
4,2 44,2 + 0,93a 47,1 + 1,04a 11,3 £ 0,43ab 0,833 + 0,001a
57 42,7 +0,79a 43,9+ 0,70b 10,9 £ 0,51ab 0,834 +0,001a
7,4 42,7 + 0,65a 46,1 + 1,02ab 10,9 £ 0,53ab 0,834 +0,001a
9,8 45,1 + 0,80a 47,6 + 0,61a 12,8 + 0,60a 0,832 + 0,002a

242 semana apos a transplantacdo dos morangueiros (22 Avaliagao)

Dose K SPAD FJ SPAD FA Plabs Fu/Fm
1,8 42,1 +0,47a 45,5 + 0,49ab 10,0 £ 0,42a 0,840 + 0,003ab
4,2 42,0 + 0,99a 47,1 +0,51a 10,7 £ 0,41a 0,841 + 0,002a
5,7 41,7 + 0,56a 43,6 + 0,50b 10,2 £ 0,52a 0,838 + 0,001ab
7.4 41,9 £ 0,62a 44,9 + 0,43b 9,8 £ 0,59a 0,835 + 0,002ab
9,8 42,3+ 0,57a 44,8 + 0,61b 11,1+ 0,66a 0,833 = 0,002b

Médias e erros padrdo seguidas por diferentes letras minlsculas na coluna, diferem
significativamente entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).

O indice SPAD é utilizado como uma estimativa do teor de clorofilas e

geralmente apresenta correlacao linear direta com a concentragéo de azoto (N) (Bullock
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e Anderson, 1998; Schrdder et al., 2000) e ferro (Fe) (El-Jendoubi et al., 2011), estando
normalmente associado a intensidade da cor verde das folhas.

As doses de K néo apresentaram efeito significativo sobre o teor de clorofilas
nas folhas jovens (SPAD FJ) nas duas avaliacdes realizadas. No entanto, os valores
deste indice obtidos em ambas as folhas, jovens (FJ) e adultas (FA) das plantas
avaliadas parecem indicar que estas, com 13 semanas de desenvolvimento, estavam
ligeiramente mais verdes do que as folhas com 24 semanas.

O efeito das diferentes doses de K sobre o indice SPAD sé pode ser observado
nas FA a partir da dose controlo (5,7 mmol L? de K), que apresentaram o menor valor
para este indice em ambas as avaliacdes realizadas. Apesar deste indice ndo ser
comumente relacionado com a nutricdo potassica da planta, o aumento da
condutividade elétrica promovido pelas doses crescentes de K poderia ocasionar o
desequilibrio na absor¢cdo de outros nutrientes, principalmente dos que promovem
sintomas de clorose como N, Mg e Fe afetando o valor SPAD nas folhas. As variacfes
no valor do indice SPAD observadas neste ensaio, foram também relatadas por Roosta
(2014) e Martinez et al. (2017) que encontram valores de SPAD para as folhas do
morangueiro entre 26,7 e 58,4. Estas variagbes normalmente também podem ocorrer
em funcdo da cultivar, estagio fenologico, ciclo da cultura e condigbes de cultivo (El-
Jendoubi et al., 2011; Pestana et al., 2011; Martinez et al., 2017).

Neste ensaio, ndo foram visualizadas anomalias na coloracdo verde das folhas
dos morangueiros e aparentemente as plantas mantiveram-se verdes
independentemente da dose de K. Sun et al. (2015) ao estudarem a cv. San Andreas,
obtiveram um indice SPAD médio em folhas adultas que consideraram sem nenhuma
anomalia de cor de 49,2. Estes mesmos autores ao estudarem o efeito da salinidade
sobre o indice SPAD de sete cultivares de morangueiro, ndo observaram em folhas
adultas, efeito significativo da concentracao salina neste indice.

A medi¢céo de parametros relacionados com a fluorescéncia das clorofilas tem
apresentado grande interesse em estudos que visam avaliar plantas sob condi¢cbes de
stress bidticos e abibticos que afetam diretamente a fotossintese (Melo et al., 2017;
Yadav et al., 2017). Neste ensaio, houve efeito das doses de K sobre a performance
fotossintética das plantas, medida através da fluorescéncia das clorofilas com o indice
de desempenho (Plaps) € @ maxima eficiéncia quantica do FSII (FJ/Fnm).

O Plaps € um parametro sensivel a varios tipos de stress e € amplamente utilizado
para comparar reagfes fotoquimicas primarias (Strasser et al., 2004), uma vez que

incorpora os processos de transferéncia de energia dos primeiros eventos de absor¢éo,
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até a reducdo dos recetores finais de eletrées do fotossistema | (FSI) (Martinazzo et al.,
2012).

A maxima eficiéncia quantica do FSII é obtida através da relacdo Fu/Fn = Fn-
Fo/Fm. Quando os centros de reacdo de PSII estdo abertos (no escuro) e uma luz de
baixa intensidade é fornecida, o PSIl emite um valor minimo de fluorescéncia, Fo. A
emissao de fluorescéncia aumenta rapidamente a partir de um nivel minimo e atinge um
maximo (Fm) logo apos o inicio da iluminagdo (Yadav et al., 2017). A diferencga entre Fo
e Fm € denominada como fluorescéncia variavel, F.. A relacdo F./Fn é relatada como um
bom indicador de stress salino nas folhas, uma vez que indica danos no aparelho
fotossintético (Krause e Weis, 1991; Yadav et al., 2017).

Na avaliacdo realizada na 132 semana ap0s a transplantacdo dos morangueiros,
houve efeito benéfico da dose mais elevada de K (9,8 mmo L?) sobre o Plas €
correlagdes positivas entre 0 Plass € Fu/Fm (r = 0,86; p < 0,01). Na avaliacéo realizada na
242 semana, ndo houve efeito das doses de K sobre este parametro e foi observada
uma ligeira reducéo nos valores deste indice em relagdo a avaliacéo realizada na 132
semana.

Houve um aumento significativo no valor deste parametro a partir da dose 4,2
mmol L de K, sendo maximo (12,8 + 0,6) na dose mais elevada (9,8 mmol L de K).
Estes resultados sugerem que a aplicagédo de K aumenta o desempenho do FSI das
folhas e néo interfere na maxima eficiéncia quantica do FSIl neste estagio de
desenvolvimento (132 semana apos a transplantacdo dos morangueiros). No entanto,
com o passar do tempo de desenvolvimento das plantas, como observado na avaliacao
realizada na 242 semana apos a transplantagdo dos morangueiros, a aplicacdo de K
parece ndo exercer efeito sobre as reacdes fotoquimicas priméarias da cultivar de
morangueiro estudada e causa uma ligeira reducao na relacéo F./Fnm.

Verificou-se uma correlagdo positiva na avaliacéo realizada na 132 semana ap6s
a transplantacdo dos morangueiros entre o0 Plas € 0 SPAD FJ (r = 0,63; p < 0,05), ambos
medidos na mesma folha (FJ). O indice SPAD estima o teor em clorofilas das folhas e
esta4 diretamente relacionado com a capacidade fotossintética da planta (Ma et al.,
2012). Outros autores também verificaram a existéncia de uma correlacéo positiva entre
0 Plas € 0 SPAD FJ na espécie Atriplex nummularia (Melo et al., 2017).

Os resultados obtidos para a condutancia estomatica (gs), temperatura da folha
tF) e potencial hidrico (Ww) das folhas nas avaliacdes realizadas na 132 e 242 semana

apoés a transplantagdo dos morangueiros apresentam-se na Tabela 10.

53



Tabela 10. Condutancia estomatica as 10h (gs10h) e as 12h (gs12h), temperatura da
folha as 10h (tF10h) e as 12h (tF12h) e potencial hidrico das folhas (Ww) (média + erro
padrdo) avaliados na 132 semana (12 avaliacdo) e 242 semana (22 avaliagdo) apés a
transplantacdo dos morangueiros cv. San Andreas em funcdo das doses de K na
solucéo nutritiva (1,8; 4,2; 5,7; 7,4 e 9,8 mmol L1).

132 semana apos a transplantacdo dos morangueiros (12 Avaliacéo)

Dose K gs10h gs12h tFoloh tF12h WYw
(mmolm2s1) (mmolm2s?) C) (°C) (MPa)
1,8 132+ 18a 157 + 15a 27,6 +0,48a 30,9+0,19a -0,55+0,02a
4,2 136 + 18a 171 £ 14a 27,3+ 0,54a 31,1+0,20a -0,48 +0,02a
57 139+ 17a 160 + 10a 27,5+ 0,61a 31,2+0,19a -0,64 +0,30a
7.4 129 + 20a 177 + 20a 27 ,0+ 0,56a 31,2+0,18a -0,46 £0,20a
9,8 118 + 18a 144 + 14a 27,1+ 0,46a 31,4+0,17a -0,42+0,10a
242 semana apos a transplantacdo dos morangueiros (22 Avaliagéo)
Dose K gs10h gs12h tFoloh tF12h Yw
(mmolm2s?) (mmolm2s7) () (°C) (MPa)
1,8 95+ 7a 103 + 22b 25,62+0,68a 28,16 £+2,42a -1,14+0,09a
4,2 127 + 13a 136 + 18ab 25,31+0,71la 27,71+2,37a -1,09+0,07a
57 122 +11a 177 + 15a 25,26 £0,68a 27,59 +2,3la -0,88+0,06a
7,4 98 + 8a 141 + 13ab 25,16 £+ 0,66a 27,39+2,26a -0,90+0,04a
9,8 99 + 8a 133 + 14ab 24,75+0,75a 27,38+ 2,27a -0,99 + 0,07a

Médias e erros padrdo seguidas por diferentes letras minldsculas na coluna, diferem
significativamente entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).

As respostas das plantas avaliadas através de indicadores fisiol6gicos como a
condutancia estomatica, temperatura foliar, potencial hidrico, contetdo relativo em agua
e percentagem de agua nos diferentes 6rgéos vegetativos sdo capazes de identificar o
estado hidrico das plantas (Kirkham, 2014), que segundo alguns autores, podem estar
intimamente relacionadas com a nutri¢cdo potassica (Wang e Wu, 2013).

Houve um efeito positivo do aumento das doses de K sobre a condutancia
estoméatica na avaliagdo realizada na 242 semana apoés transplantacdo dos
morangueiros medida as 12 horas (gs12h). Nestas plantas, a dose controlo (5,7 mmol L
1 de K) apresentou o valor mais elevado para a condutancia estomatica (177 mmol m-
251,

Ainda que néo haja diferencas estatisticas significativas, a dose 1,8 mmol L de
K parece induzir uma conduténcia estomética menor as 10 horas (gs10h) nos
morangueiros avaliados na 242 semana apoés a transplantacéo. No processo de abertura
estomatica é observado um aumento na concentracdo de K nas células-guarda, o que
provocou a entrada de agua nestas células com consequente aumento da pressao

responsavel pela abertura dos estomas (Taiz e Zeiger, 2012). Com efeito, varios autores
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referem que os estomas podem ter dificuldades em abrir completamente sob condicbes
de deficiéncia em K (Tomemori et al., 2002; Jin et al., 2011; Wang e Wu, 2013).

S&0 escassos os trabalhos que visam comparar o efeito da concentracdo de K
no meio sobre a condutancia estomética das folhas do morangueiro sem submeter estas
plantas a outros tipos de stress como o hidrico, salino ou infe¢des fungicas. Nestes
casos, a literatura sugere que o efeito do K na conduténcia estomética s6 é observado
qguando as plantas sdo submetidas a algum tipo de stress e posteriormente sdo
fertilizadas de K (Ashley et al., 2005; Amtmann et al., 2008; Wang e Wu, 2013).

Comparando os valores de condutancia estomatica medida as 10 e as 12 horas,
gs10h e gs12h, respetivamente, nota-se um incremento superior a 15 % no valor da
gs12h em relacdo a gs10h nas duas avaliagbes realizadas (132 e 242 semana apoés a
transplantacao dos morangueiros). A abertura estomatica superior nas avaliacbes de
gs12h, estd de acordo com o facto de a luz ser o fator ambiental condicionante da
abertura e fecho estomético em plantas ndo sujeitas a stress hidrico (Taiz e Zeiger,
2012). Contudo, presume-se que nos horarios mais quentes do dia a gs diminua para
evitar que o potencial hidrico da folha seja reduzido abaixo de niveis considerados
criticos para a estabilidade do sistema de transporte de agua da planta (Oren et al.,
1999). Porém, o aumento na condutancia estomatica nas avaliagdes realizadas as 12
horas, pode dever-se ao facto de a esta hora ainda nao ter sido atingida a temperatura
atmosférica méxima dentro da estufa.

O facto dos valores médios de gs obtidos neste ensaio serem inferiores ao valor
médio obtido por Sun et al. (2015) para a cv. San Andreas (302 mmol m™2 s™), pode
estar relacionada com a temperatura do ar no interior da estufa. Esta diferenga pode ter
ocorrido devido ao facto das suas plantas terem sido cultivadas em estufas com
temperatura controlada para 26,5 °C e as plantas deste ensaio terem sido cultivadas a
maior parte do ciclo a temperaturas superiores a 35 °C. Assim, os valores de
condutancia relativamente baixos observados nas duas avaliacdes realizadas neste
ensaio (132 e 242 semana ap0Os a transplantacdo dos morangueiros), parecem ser
explicados pelas temperaturas elevadas que ocorriam habitualmente no interior da
estufa e ndo pelas diferentes doses de K.

As diferentes doses de K néo influenciaram significativamente a temperatura das
folhas tanto as 10 (tF10h), como as 12 horas (tF12h) em ambas as avaliacdes (132 e
242 semana apos a transplantacdo dos morangueiros). A temperatura das folhas esta
negativamente relacionada com a transpiracdo (Morales et al., 2015) que € um dos
principais mecanismos de arrefecimento das plantas. Na primeira avaliacdo, este

comportamento foi observado quando se correlacionou a tF com a gs. Verificaram-se
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valores de correlacdo negativa elevados e significativos entre a tF12h e a gs10h (r = -
0,83;p=<0,01)egsl2h (r=-0,77; p<0,01). Assim, os valores de gs relativamente baixos
observados nas duas avaliacbes neste ensaio podem ser explicados por esta relacao
entre a tF provocada pela temperatura do ar dentro da estufa e ndo pelas diferentes
doses de K.

O potencial hidrico (W) nao foi influenciado pelas doses de K em ambas as
avaliacdes realizadas (132 e 242 semana ap0s a transplantacdo dos morangueiros). No
entanto, valores mais negativos de ¥, foram observados nos morangueiros na 242
semana apos a transplantacéo. A variagéo nos valores do W, entre as duas avaliagfes
realizadas pode estar relacionada com a fase de desenvolvimento em que as plantas
foram avaliadas e com as condi¢des atmosféricas no dia da avaliacao. De facto, esta
situacdo pode ser explicada pela correlacdo negativa entre W,, e tF12h (r = - 0,28; p <
0,01) na 132 semana e na 242 semana de desenvolvimento das plantas, com a tF10h (r
=-0,58; p=<0,01) etF12h (r =- 0,58; p < 0,01). O WY, pode variar também em funcéo
da cultivar como mostrado por Grant et al. (2010) ao avaliar o W, de dez diferentes
cultivares de morangueiro, onde obteve variacdes de valores entre -0,8 e -2,0 MPa.

Os resultados obtidos para a percentagem de agua (% H20) das folhas, peciolos

e raizes das plantas apresentam-se na Tabela 11.

Tabela 11. Percentagem de agua (% H20) das folhas, peciolos e raizes (média * erro
padrdo) dos morangueiros cv. San Andreas em funcdo das doses de K na solucéo
nutritiva (1,8; 4,2; 5,7; 7,4 e 9,8 mmol L?).

Dose K % H20 Folhas % H20 Peciolos % H20 Raizes
1,8 0,76 + 0,014a 0,85 + 0,004a 0,81 + 0,01ab
4,2 0,75 + 0,004a 0,85 + 0,003a 0,83 +0,01a
57 0,75 + 0,005a 0,85 + 0,004a 0,75+ 0,03b
7,4 0,76 + 0,003a 0,86 + 0,003a 0,85+ 0,01a
9,8 0,75 + 0,005a 0,86 + 0,004a 0,84 + 0,01a

Médias e erros padrdo seguidas por diferentes letras mindsculas na coluna, diferem
significativamente entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).

Nao houve efeito das doses de K sobre a %H.O na parte aérea das plantas
(folhas e peciolos). Devido a auséncia deste efeito nos demais parametros que medem
a condicdo hidrica da planta (Ww e gs), era esperado que também ndo houvesse
influéncia do K na %H-0.

No entanto, nas raizes a dose controlo (5,7 mmol L de K) apresentou um valor
significativamente menor de %H.O (0,75). Porém, comumente, este parametro €&

avaliado nas folhas ou foliolos no morangueiro e, neste ensaio, as %H,O para estes
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orgaos vegetativos estdo de acordo com os valores obtidos por Martinez-Ferri et al.
(2016), quando compararam a %H,O das folhas e foliolos de seis cultivares de
morangueiro ndo sujeitas a stress hidrico.

As doses de K também néo influenciaram a %H-0, o conteldo relativo em agua
(RWCQ) e a area especifica (SLA) no foliolo (Tabela 12).

Yaghubi et al. (2016), ao comparar o efeito do aumento da CE em duas cultivares
de morangueiro, concluiram que o K adicionado ao meio foi capaz de recuperar o RWC
das plantas que estavam mantidas sob elevada CE. Contudo, em condi¢cfes em que as
plantas ndo foram mantidas sob alta CE, a aplicagdo de doses crescentes de K néo
apresentou efeito significativo sobre o RWC das folhas, com valor médio de 0,85 %.

Tabela 12. Percentagem de 4gua (% H>0) dos foliolos, contetdo relativo em agua dos
foliolos (RWC) e area especifica dos foliolos (SLA) (média + erro padrdo) dos
morangueiros cv. San Andreas em fungéo das doses de K na solugéo nutritiva (1,8; 4,2;
5,7, 7,4 e 9,8 mmol L),

Dose K % H20 Foliolos RWC (%) SLA (m2 kg?)
1,8 0,72 £ 0,007a 0,88 £ 0,01a 18,1 + 0,65a
4,2 0,73 £ 0,003a 0,88 £ 0,01a 19,4 + 0,52a
57 0,74 £ 0,003a 0,90 £ 0,01a 21,4 +1,49a
7,4 0,74 £ 0,008a 0,95 £ 0,06a 21,4 +0,80a
9,8 0,73 £ 0,005a 0,87 £0,01a 18,7 £ 0,57a

Médias e erros padrdo seguidas por diferentes letras minldsculas na coluna, diferem
significativamente entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).

A area especifica foliar (SLA) também néo foi influenciada pelas doses de K.

Este resultado estd de acordo com os obtidos por Yaghubi et al. (2016) que, ao
disponibilizarem 1000 e 1500 ppm de silicato de potassio aos morangueiros, ndo

encontraram diferencas significativas entre doses, com SLA médio para a cv. Kurdistan

de 22,35 m?kg?! e para a cv. Paros de 34,62 m? kg™.

3.1.1.2 Biomassa e producdo de frutos

Os resultados obtidos para a producdo de biomassas fresca e seca pelos

diferentes érgaos vegetativos da planta apresentam-se na Tabela 13.
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Tabela 13. Massas fresca (MF) e seca (MS) das folhas (F), peciolos (P) e raizes (R) (média
* erro padrdo) dos morangueiros cv. San Andreas em fungéo das doses de K na solucdo
hidropénica (1,8; 4,2; 5,7; 7,4 e 9,8 mmol L?).

Dose K MFF (g) MFP (g) MFR (g) MSF (g) MSP (g) MSR (g)

1,8 31,2 + 3,64c 22,5+ 3,09b 25,7 +2,75a 7,21 +0,76¢ 3,37 £0,52b 5,06 + 0,69ab
4,2 56,9 £ 3,17a 41,0 £ 2,39a 29,2+2,18a 14,02+0,83a 6,12+0,32a 5,03 +0,40ab
57 46,1 +3,28abc 32,0+ 3,57ab 28,3+240a 11,55+0,78ab 4,87 +0,49ab 6,12 +0,25a
7,4 37,4 £ 4,00bc 27,2+ 267ab 24,1 +222a 8,99+0,99b 3,96+0,43ab 3,87 %0,67b
9,8 49,2 + 4,63ab 41,0+ 5,52a 27,7+3,11a 12,12+1,19ab 5,94 +0,80ab 4,60 + 0,73ab

Médias e erro padrdo médio seguidas por diferentes letras mindsculas na coluna, diferem
significativamente entre si, a 5% de probabilidade pelo teste de Tukey.

Os resultados mostram que o melhor desenvolvimento vegetativo em relacao a
producdo de massa fresca do morangueiro, tanto na parte aérea, como na raiz foi obtido
com a dose 4,2 mmol L de K. Observou-se também que a dose 1,8 mmol L* de K
comprometeu a acumulacdo da MFF e MFP.

Houve também efeito das doses de K sobre a producdo de massa seca dos
peciolos, folhas e raizes e, tal como ocorreu para a massa fresca, a dose 4,2 mmol L*
de K foi a que proporcionou a maior acumulacdo de MSP e MSF e a dose mais baixa
de K (1,8 mmol L'Y) comprometeu a acumulagdo de MSP, MSF e MSR. E relatado na
literatura que uma concentracdo adequada de K pode aumentar a acumulacao total de
massa seca das plantas (Egilla et al., 2001). Redug¢des na producdo de massas fresca
e seca do morangueiro cv. Toyonoka foram também observadas por Mondal et al. (2017)
ao testarem os efeitos de diferentes doses de KNOs sobre a solug&o nutritiva fornecida
as plantas.

Além da baixa disponibilidade de K comprometer a producdo de massa seca das
plantas, por ser constituinte de até 10 % do seu valor (Wang e Wu, 2013), a deficiéncia
de K esté relacionada com a redugdo da condutancia estomatica. Esta deficiéncia
prejudica a fixacdo de CO, pelas folhas, o que interrompe a conversdo de energia
luminosa em energia quimica no processo fotossintético (Cakmak, 2005).

Como foi verificado neste ensaio, na avaliacdo realizada na 242 semana apos a
transplantacdo, os morangueiros cultivados sob a menor dose de K (1,8 mmol L?)
apresentaram a menor gs12h, o que sera provavelmente a causa da menor producéo
de biomassas fresca e seca nestas plantas.

Os resultados mostram que as diferentes doses de K influenciaram a producéo

de frutos pelos morangueiros (Tabela 14).
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Tabela 14. Numero e peso médio da producdo de morangos cv. San Andreas (média +
erro padrdo) por colheita em funcéo das doses de K na solucdo nutritiva (1,8; 4,2; 5,7,
7,4 e 9,8 mmol L) por semana de colheita.

Dose K NUmero de morangos Peso médio (g fruto? colheita?)
1,8 8,8 + 2,56ab 78,7 £ 24,08ab
4,2 9,3 +2,38ab 80,1 + 18,95ab
5,7 17,0 = 3,86a 137,7 £ 29,56a
7,4 12,7 £ 2,41ab 110,2 £ 22,37ab
9,8 6,9 +2,01b 41,7 +11,45b

Médias e erros padrdo seguidas por diferentes letras minlsculas na coluna, diferem
significativamente entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).

A dose controlo (5,7 mmol L de K) foi a que produziu o maior nimero e peso
médio de morangos por colheita, sendo 60 % superior no nimero e 70 % superior no
peso médio dos frutos, relativamente a producéo obtida com a dose 9,8 mmol L de K,
gue promoveu o0 menor rendimento da cultura. Resultados similares para a reducéo da
producdo do morangueiro cv. San Andreas em funcdo do aumento da concentracdo de
ibes na solucéo nutritiva foi observado por Sun et al. (2015), mesmo sendo esta cultivar,
considerada por estes autores, como tolerante a valores de CE de 4,4 dS m™.

A principal hip6tese que pode explicar a reducdo observada na producdo do
morangueiro, por efeito da dose mais elevada de K (9,8 mmol L?), baseia-se na
absorcdo competitiva em relagcdo ao somatério total de catides no interior da planta,
como demonstrado por Greenwood e Stone (1998). Estes autores relataram que a
elevada concentracdo de K poderia induzir deficiéncias de outros catides, como o Ca e
0 Mg, que se refletem na reducéo da producao de frutos pela planta. Resultados obtidos
por Lieten (2006) confirmam esta hipotese. O autor observou uma reducdo no ndamero,
no tamanho e na producédo de morangos no tratamento com a relacdo K:Ca:Mg mais
elevada na solugdo nutritiva dos morangueiros. Andriolo et al. (2010) também
observaram que a dose 9 mmol L de K na solugdo nutritiva das plantas reduziu o
namero médio de morangos produzidos.

A dose 4,2 mmol L* de K foi a que apresentou a maior producdo de biomassa
fresca e seca das plantas (Tabela 13). No entanto, as plantas cultivadas nesta dose
tiveram o rendimento em peso médio de morangos 58 % inferior a dose controlo (5,7
mmol L de K) e frutos com o menor teor em K (Figura 8).

Comportamento semelhante ao deste ensaio foi observado por Mondal et al.
(2017) e segundo estes autores, esta relacionado com a adequacao da dose de K para
promover o equilibrio entre de absorcao deste elemento pelo morangueiro, na fase de

desenvolvimento vegetativo e producdo de frutos. Rengel e Damon (2008) também
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afirmaram que a absorcéo de K pelas plantas pode ser alterada em funcdo do estadio
de desenvolvimento, principalmente na passagem dos estadios vegetativo para o
reprodutivo.

3.1.2 Efeito das doses de potassio sobre o teor em K, Ca e Mg nos diferentes

6rgaos da planta e na parede celular dos morangos

3.1.2.1 Teor em K, Ca e Mg na planta e nos frutos

Verificou-se neste ensaio que houve efeito das diferentes doses de K sobre o
teor de K, Ca e Mg nos diferentes 6rgédos da planta (Figura 8).
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Figura 8. Teor em K, Ca e Mg ha massa seca dos diferentes 6rgaos da planta (raizes,
peciolos, folhas e frutos), em fungéo das doses de K na solugéo nutritiva (1,8; 4,2; 5,7;
7,4 e 9,8 mmol L'). Médias e erros padréo seguidas por diferentes letras, diferem
significativamente entre si pelo teste de Tukey (p<0,01).

Os valores de referéncia para os niveis adequados de nutrientes nas folhas do
morangueiro no inicio da floragédo variam entre 11,0 a 25,0 mg g* para o K, 5,0 a 15,0
mg g parao Cae 2,5a4,5mgg? parao Mg (Campbell, 2000).

Os resultados mostram que o maior teor em K nas raizes, peciolos, folhas e
frutos foi observado com a dose mais elevada (9,8 mmol L* de K). O teor de K nas
folhas nesta dose foi inferior ao teor médio de 23,37 mg g obtido por Sun et al. (2015)
nas folhas do morangueiro, ap6s producao de frutos. Contudo, foi superior ao obtido por
Antunes et al. (2014) para o fruto (18,34 mg g*) da mesma cultivar utilizada neste
ensaio.

Foi observado um comportamento linear crescente em funcdo das diferentes
doses de K para o teor deste elemento nos peciolos, folhas e frutos. Era esperado que
este comportamento ocorresse e possivelmente nado foi evidente para as raizes por
estas terem sido lavadas antes de serem analisadas. Isto deve-se ao facto do K ser um
elemento altamente lavavel nos tecidos externos da planta (Marschner, 2012).

Mondal et al. (2017) também observaram que com a reducdo da concentragdo
de KNOs na solucdo nutritiva do morangueiro, o teor de K nas folhas, coroas e raizes
diminuiu em aproximadamente 80 % em relagdo a dose controlo.

Para todas as doses de K estudadas neste ensaio, a acumulagdo deste catido
nos diferentes 6rgdos da planta seguiu a sequéncia decrescente: frutos > folhas >
peciolos > raizes. Segundo Marschner (2012), uma sequéncia de acumulagdo de
nutrientes nos diferentes 6rgaos vegetais em que os frutos apresentam o maior teor do
nutriente e as raizes o menor, € caracteristica de elementos altamentes méveis no
floema, como é o caso do K.

Ao contréario da relagéo de distribuicao do K nas diferentes partes da planta, o
Catende a concentrar-se em tecidos mais velhos, visto que possui baixa capacidade de
redistribuicdo para os tecidos mais novos, como os frutos (Marschner, 2012).

Este comportamento de acumulacdo do Ca nos tecidos mais velhos das plantas
foi observado neste ensaio. De facto, o teor de Ca nas raizes dos morangueiros da
maioria dos tratamentos com as diferentes doses de K foi similar aos das folhas ou dos
peciolos e o menor teor deste elemento foi encontrado nos morangos (Figura 8).

Ao nivel das raizes verificou-se que o maior teor de Ca ocorreu na dose mais

baixa de K (1,8 mmol L?'). Segundo Marschner (2012), os grupos carboxilos dos
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polissacarideos de carga negativa das raizes funcionam como locais de ligacdo dos
catides da solugdo nutritiva e o Ca?* é o catido que preferencialmente se liga a estes
grupos carboxilos. O mesmo autor refere ainda que a mobilidade do K* através da
membrana celular é bastante superior a mobilidade do Ca?*. Assim, para as plantas da
dose 1,8 mmol L de K, a rapidez de transporte do K* através da membrana celular
associada a baixa concentracdo deste catido na solucao nutritiva parece ter contribuido
para a concentragdo mais elevada do Ca?* nas raizes destes morangueiros. De igual
modo & medida que as doses de K* aumentaram na solugdo nutritiva, os efeitos da
rapidez do transporte deste catido ao nivel das membranas ndo foram téo evidentes e
o teor de Canas raizes diminui, provavelmente pela ligacdo da K* ocupar os locais de
ligacdo que poderiam ser ocupados pelo Ca?*

Apesar dos teores de Mg nas folhas estarem dentro do intervalo adequado
proposto por Campbell (2000), 0 mesmo comportamento para o teor de Ca foi observado
para o teor de Mg nas folhas e peciolos em fung¢éo das diferentes doses de K (Figura
8). Provavelmente, estes resultados devem-se ao antagonismo caracteristico verificado
entre magnésio e potassio (Marschner, 2012). Segundo Meurer (2006), o incremento da
concentracéo de K na solucéo nutritiva tem efeito depressivo na absor¢gédo de magnésio,
engquanto o inverso nao ocorre.

A relacdo de antagonismo entre o K e o Ca e Mg, verificada na capacidade de
acumulacdo desses catides nos tecidos das plantas sob o efeito de doses crescentes
de K adicionadas na solugdo nutritiva, foi observada neste ensaio. Em funcdo do
aumento das doses de K na solug&o nutritiva, o teor de K nas raizes, peciolos e folhas
aumentou, enquanto o teor Ca e Mg nos mesmo 06rgdos diminuiu. O mesmo
comportamento para a relacdo K:Ca:Mg foi observado por Mondal et al. (2017) nas
folhas do morangueiro submetido a doses crescente de KNOs.

Consequentemente, a dose mais baixa de K (1,8 mmol L) favoreceu a absorcéo
e acumulacao de Ca e Mg nos érgaos vegetativos da planta. O teor mais elevado de Ca
nas folhas (12,15 mg g*), obtido com a dose 1,8 mmol L de K foi préximo do obtido por
Sun et al. (2015) para a mesma cultivar usada neste ensaio ao trabalharem com
diferentes CE na soluc¢do nutritiva. Estes autores observaram que em condi¢cdes de
baixa CE, igual a 1,1 £ 0,1 dS m™, com a concentracdo mais baixa de K na solucédo
nutritiva, o teor de célcio nas folhas foi de 13,85 mg g*. Mondal et al. (2017) ao reduzirem
a concentracdo de KNOs ha solugéo nutritiva do morangueiro, observaram que houve
um acréscimo no teor de Mg nas folhas, como no presente ensaio. Estes autores
também ndo encontraram efeito significativo das diferentes doses de K sobre o teor

deste nutriente nos frutos.
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3.1.2.2 Teor em K, Ca e Mg na parede celular dos morangos

Os resultados obtidos para o teor de K, Ca e Mg na parede celular (AIR) dos
morangos encontram-se na Figura 9. Assim como nos morangos liofilizados, ndo houve
efeito das doses de K para o teor em Mg; contudo, houve efeito sobre o teor de K e Ca
no AIR.
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Figura 9. Teor em K, Ca e Mg na parede celular dos morangos (média + erro padréo),
em funcédo das doses de K na solucéo nutritiva (1,8; 4,2; 5,7; 7,4 e 9,8 mmol L'!). Médias
e erros padrdo seguidas por diferentes letras, diferem significativamente entre si pelo
teste de Tukey (p<0,05).

O Ca foi o nutriente em maior concentragdo na parede celular dos frutos da
maioria dos tratamentos com as diferentes doses de K. Isto deve-se ao facto de cerca
de 60 % do Ca?" celular se encontrar na parede celular, especialmente na regido da
lamela média (Hanson et al., 1993), sendo o constituinte mineral de maior
predominancia neste tecido.

A dose mais elevada de K (9,8 mmol L) parece ter influenciado o teor em Ca no
AIR dos frutos, apresentando um teor em Ca significativamente inferior em comparacéo
com as restantes doses de K estudadas. Esta ocorréncia pode esta relacionada com a
influéncia que a ligacdo de Ca na parede celular sofre pelo efeito da pressdo de
turgescéncia da célula (Boyer, 2009), que pode ter sido promovido pelo excesso de K.
Segundo Hepler e Winship (2010) quando os pectatos de Ca sdo submetidos a tensdo
fisica, como as impostas pela presséao de turgescéncia de 0,2 MPa, as ligacdes podem

ser enfraquecidas e diminuir a afinidade das ligacGes de Ca?*.
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A diminuic&o do teor de Ca na parede celular na presenca de excesso de K na
solucédo nutritiva pode ainda ter origem na influéncia do ido K* no potencial de membrana
das células vegetais. O potencial de membrana hiperpolarizado € a principal forca motriz
gue favorece a absorcéo de Ca?* do meio de crescimento das plantas contra o gradiente
de concentragdo de Ca?" na raiz (Wang, 2013). Quando a concentracdo de K na
solucdo nutritiva é baixa, 0 processo de hiperpolarizacdo da membrana aumenta, e
consequentemente, favorece a absorcdo de Ca?* (Nieves-Cordones et al., 2008). No
entanto, quando a concentracdo de K* na solugdo nutritiva € elevada, ocorre a
despolarizagédo do potencial de membrana (Spalding et al., 1999). Consequentemente,
a absorcdo de Ca?" é influenciada, podendo este processo de despolarizacdo da
membrana plasmatica desencadear fenémenos de redistribuicido do Ca?" ao nivel

celular e levar a deficiéncia deste nutriente nos tecidos vegetais.

3.1.3 Conclusoes

A partir dos resultados obtidos neste ensaio conclui-se que as doses de K
adicionadas a solucdo nutritiva em sistema hidroponico contendo areia ndo foram
suficientes para causar sintomas de deficiéncia, de toxicidade, nem efeitos negativos no
estado hidrico dos morangueiros cv. San Andreas.

A baixa disponibilidade de K na soluc¢éo nutritiva dificultou o processo de abertura
estomatica e causou uma reducao no teor de K nos diferentes 6rgaos da planta.

Tanto a baixa disponibilidade, quanto o excesso de K na solucdo nutritiva
causaram uma drastica reducéo na producdo de morangos, além do excesso de K ter
tido efeito negativo para a acumulacdo de biomassa fresca e seca das folhas.

O aumento das doses de K reduziu a acumulacdo de Ca nos peciolos e folhas
do morangueiro, apesar das doses ndo terem tido efeito negativo no teor de Ca total nos
frutos. No entanto, quando se avaliou o teor de calcio presente no AIR dos frutos tornou-
se mais visivel o efeito que 0 excesso de potassio na solucdo nutritiva teve na reducéo
do Ca da parede celular.

Os resultados sugerem que, apesar de nenhuma das doses de K estudadas na
solugdo nutritiva do morangueiro impedir a producéo, a dose recomendada (5,7 mmol
L! de K) é a que proporciona a melhor producéo de frutos para a cv. San Andreas em

sistema hidroponico contendo areia nas condi¢cdes em foi conduzido este ensaio.
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3.2 Ensaio Il — Utilizag&o do sistema hidropénico do tipo NGS® contendo substrato

organico comercial

3.2.1 Efeito das doses de potassio na fisiologia das plantas, na producéo e na

qualidade dos frutos

3.2.1.1 Fisiologia

Os resultados obtidos para o indice SPAD na folha jovem (SPAD FJ) e adulta
(SPAD FA), para o indice de desempenho da fotossintese (Plas) € para a maxima
eficiéncia quantica do fotossistema Il (F./Fn), nas avaliagdes realizadas na 152 e 332

semana apos a transplantacdo dos morangueiros, apresentam-se na Tabela 15.

Tabela 15. indice SPAD nas folhas jovens (FJ) e adultas (FA), indice de desempenho
da fotossintese (Plabs) € maxima eficiéncia quantica do fotossistema Il (F./Fn) (média +
erro padrao) avaliados na 152 semana (12 avaliacao) e 332 semana (22 avaliacdo) apos
a transplantacdo dos morangueiros cv. Primoris em funcdo das doses de K na solugéo
nutritiva (2,15; 4,15; 6,15, 8,15 e 10,15 mmol L?).

152 semana ap@s a transplantacao dos morangueiros (12 Avaliagao)

Dose K SPAD FJ SPAD FA Plabs Fv/Fm
2,15 50,5+ 1,13a 58,1+0,71a 8,6 +0,77a 0,80 £ 0,004a
4,15 52,1+1,29a 58,3 £ 0,81a 8,8 +0,84a 0,80 £ 0,004a
6,15 51,2+ 1,10a 59,1 + 0,86a 8,7+0,83a 0,80 + 0,006a
8,15 53,5+1,18a 58,9 +0,74a 9,6 + 0,86a 0,80 + 0,006a
10,15 53,3+0,91a 57,7 £0,67a 8,9 +0,80a 0,79 £ 0,004a

332 semana apés a transplantacdo dos morangueiros (22 Avaliagao)

Dose K SPAD FJ SPAD FA Plabs Fv/Fm
2,15 35,5+1,69b 42,6 +£2,20b 51+0,79b 0,79 £ 0,009b
4,15 39,8 + 2,07ab 49,28 +1,83a 6,9 £ 0,98ab 0,81 + 0,005a
6,15 42,1 +1,54a 50,01 +0,87a 8,7 £0,79ab 0,81 £ 0,005a
8,15 39,8 +1,27ab 51,83 +1,09a 9,0+1,52a 0,81 £ 0,007a
10,15 41,4 +1,32ab 50,99 +1,13a 9,3+0,91a 0,82 + 0,003a

Médias e erros padrdo seguidas por diferentes letras minlUsculas na coluna, diferem
significativamente entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).

Dentro de um intervalo de 0 a 100, quanto maior € a leitura SPAD maior é a
intensidade da cor verde da folha. Porém, segundo El-Jendoubi et al. (2011), valores
superiores a 60 resultam da saturacdo do aparelho pela leitura em folhas muito
espessas ou opacas, nao sendo estes valores fidveis para concluir o estado nutricional

da planta.
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As diferentes doses de K ndo afetaram o indice SPAD nas folhas jovens
(SPADFJ) e adultas (SPADFA) avaliadas na 152 semana apdés a transplantacdo dos
morangueiros. Na segunda avaliacdo (332 semana apds a transplantacdo dos
morangueiros), os valores de SPADFJ e SPADFA foram inferiores em comparac¢do com
os valores da avaliagdo anterior.

Paratodas as plantas deste ensaio, independentemente da dose de K, ndo foram
observadas anomalias na coloragdo das folhas. No entanto, a dose mais baixa (2,15
mmol L de K) promoveu a redugdo nos valores de SPAD, tanto nas folhas jovens
(SPADFRJ), como nas folhas adultas (SPADFA).

Palencia et al. (2015) sugeriram que os valores de SPAD variariam durante o
ciclo de cultivo da cv. Primoris e observaram valores de SPAD médios de 50 e 55
avaliados na 122 e 242 semanas ap0s a transplantagdo dos morangueiros,
respetivamente. Diversos autores relataram que variacfes nos valores deste indice
podem ocorrer em funcéo do estadio fenoldgico, do ciclo e das condi¢des de cultivo da
cultura (El-Jendoubi et al., 2011; Pestana et al., 2011; Martinez et al., 2017).

Neste ensaio, correlacdes positivas foram encontradas entre o teor de clorofilas
estimado através do indice SPAD e o indice mensurado a partir da fluorescéncia das
clorofilas, Plas (r = 0,55; p < 0,01), ambos medidos nas mesmas folhas (folhas jovens)
na 152 semana apos a transplantagdo dos morangueiros. Correlagdes positivas entre
estes indices medidos nas folhas jovens do morangueiro foram também encontradas no
ensaio | deste capitulo e por outros autores na espécie Atriplex nummularia (Melo et al.,
2017).

A determinacdo da fluorescéncia das clorofilas fornece informacdes basicas
sobre 0 mecanismo fotossintético e tem sido utilizada para detetar mudangas no
fotossistema Il que ocorrem nas plantas sob condi¢cBes de stress, através do Plays € Fu/Fm
(Yamane et al., 2000). Segundo Melo et al. (2017), a reducao dos valores obtidos é o
comportamento normal para o indice de desempenho da fotossintese (Plaps) € @ maxima
eficiéncia quantica do fotossistema Il (F./Fn) pelas plantas em resposta ao stress salino.

Os paréametros Plas € Fu/Fm estédo significativamente correlacionados com as
doses de K. Além disso, os resultados destes indices (Plass € Fv/Fm) correlacionarem-se
positivamente entre si na avaliagdo realizada na 152 semana (r = 0,74; p < 0,01) e na
332 semana (r = 0,81; p < 0,01) apds a transplantacdo dos morangueiros.

Na avaliacdo realizada na 332 semana ap0s a transplantacdo dos morangueiros,
os valores destes parametros tenderam a aumentar em funcéo das doses crescentes
de K. A dose mais baixa de K (2,15 mmol L?) foi significativamente deletéria ao Plaps €

ao F./Fm, sugerindo que houve um stress decorrente da baixa disponibilidade de K
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nestas plantas. No entanto, segundo estudo realizado por Shu et al. (2013), o valor de
F./Fn para plantas submetidas a condicdes de stress é normalmente abaixo de 0,75 e
valores entre 0,79 a 0,84 séo considerados 6timos por Maxwell e Johnson (2000) para
a maioria das espécies de plantas. Assim, com base nestes valores de referéncia, nas
duas avaliagbes realizadas (15 e 332 semana apds a transplantacdo dos
morangueiros), as diferentes doses de K ndo parecem ter causado danos ao mecanismo
fotossintético das plantas.

Os resultados mostram que as diferentes doses de K influenciam
significativamente a condutancia estomatica das folhas avaliadas tanto as 10 (gs10h)
guanto as 12 horas (gs12h) nas duas avaliagBes realizadas nos morangueiros (Tabela
16).

Tabela 16. Conduténcia estomatica as 10h (gs10h) e 12h (gs12h), temperatura da folha
as 10h (tF10h) e 12h (tF12h) e potencial hidrico (Yw) na primeira e segunda avalia¢ao
(média + erro padrdo) avaliados na 152 semana (12 avaliacdo) e 332 semana (22
avaliacao) apos a transplantacdo dos morangueiros cv. Primoris em fungéo das doses
de K na solucéo nutritiva (2,15; 4,15; 6,15, 8,15 e 10,15 mmol L?).

152 semana ap0s a transplantacdo dos morangueiros (12 Avaliagdo)

gsl0h gsl2h tF10h tF12h Yy
Dose K (mmol m2 s?) (mmol m-2 s-1) (°C) (°C) (MPa)
2,15 234 +11,4ab 240+ 11,4ab 19,64 +1,33a 25,28 £0,9a -1,12 + 0,04a
4,15 210 +9,2ab 234 +15,9b 19,86 +1,27a 25,15+ 1,0a -1,1+0,03a
6,15 238 + 8,2a 225 +6,0b 21,05+ 1,24a 25,72 +£0,9a -1,12 + 0,05a
8,15 241 +7,6a 278 £15/4a 20,94 + 1,26a 24,64 +£1,0a -1,08 + 0,05a
10,15 197 £+ 11,9b 243 + 14,4ab 21,99 + 1,09a 24,72 £1,0a -1,05 + 0,04a
332 semana apés a transplantacao dos morangueiros (22 Avaliagao)
gs10h gsl2h tF10h tF12h Yy
Dose K (mmol m?s?) (mmol m-2 s-1) (°C) (°C) (MPa)
2,15 172 £ 19,2a 145 + 22,1b 28,67 £0,61a 36,34 £0,3a -1,51 + 0,08a
4,15 170 £ 10,2a 225 £ 29,4ab 28,36 + 0,60a 35,10 + 0,4ab -1,66 = 0,10ab
6,15 158 + 19,3ab 239 + 39,1a 29,41 +1,62a 33,34 +0,5¢c -1,73 +£0,11ab
8,15 162 + 14,4ab 122 +15,2b 28,15 +0,51a 34,94 + 0,4ab -1,98 £ 0,13b
10,15 194 + 8,9a 217 + 27,2ab 28,29 £ 0,40a 33,66 + 0,3bc -1,79 £ 0,06ab

Médias e erros padrdo seguidas por diferentes letras minlsculas na coluna, diferem
significativamente entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).

Os valores da gs10h na 12 avaliagdo (152 semana apos a transplantacdo do
morangueiro) foram relativamente proximos em todas as doses de K, mais decresceram
significativamente nas plantas regadas com a doses 10,15 mmol L de K. Na gs12h, a

dose controlo (6,15 mmol L de K) apresentou o menor valor de gs12h, sendo a dose
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8,15 mmol L? de K a que apresentou o maior valor para este parametro. Houve
correlacdo positiva entre os valores obtidos na gs10h e gs12h (r = 0,21; p < 0,05).

Na 332 semana apéds a transplantacdo dos morangueiros, foi observado, para a
condutancia estomatica medida as 10 (gs10h) e as 12 horas (gs 12h), um comportamento
inverso ao da 12 avaliacdo (152 semana apdés a transplantacdo dos morangueiros). Os
valores de gs10h reduziram em funcdo do aumento das doses de K até a dose 8,15
mmol L%, tendo a dose mais elevada de K (10,15 mmol L) promovido o aumento no
valor deste parametro e, para os valores de gs12h, a dose controlo (6,15 mmol L* de K)
apresentou o maior valor.

Apesar da interacdo de diversos fatores ambientais, tais como luz, temperatura
e humidade relativa do ar que atuam sobre a abertura e o fecho dos estomas e,
consequentemente, sobre a condutancia estomatica, ficou evidente o efeito das doses
de K sobre esse parametro. As plantas dependem de K para regular a abertura e o fecho
dos estomas, 0 que € essencial para a fotossintese, para o transporte de agua e
nutrientes e o arrefecimento das plantas (Mengel, 2007).

Nas condigbes ambientais da 12 avaliacdo (15 semanas apos a transplantagéo
dos morangueiros), a dose controlo (6,15 mmol L) foi eficiente em promover a abertura
estomatica as 10 horas e ao fecho estomético no periodo com temperatura mais elevada
(12h), favorecendo a manutencéo da hidratacdo das plantas. Na segunda avaliagéo (33?2
semanas ap0s a transplantagdo dos morangueiros), este comportamento néo foi
observado para a dose controlo (6,15 mmol L?), ocorrendo o aumento da abertura
estomatica as 12 horas. O facto de neste dia a temperatura maxima no interior da estufa
ter sido amena (28,6°C) e ndo ter havido temperaturas superiores a esta antes da
avaliacdo da gs12h, pode ter contribuido para a manutencgéo da abertura estomatica da
maioria das plantas das diferentes doses de K a esta hora, na avaliagdo realizada na
332 semana ap0s a transplanta¢do dos morangueiros.

Segundo Hikosaka et al. (2006), as plantas aclimatam-se a temperatura do
ambiente, alterando as suas respostas aos parametros relacionados com a fotossintese.
Quando as plantas séo cultivadas sob temperaturas elevadas, a temperatura 6tima para
a fotossintese torna-se maior e o inverso ocorre para as temperaturas mais baixas.
Assim, a temperatura da folha esta relacionada com a temperatura do ar e as plantas
ndo submetidas a condi¢Bes de stress conseguem manter a temperatura foliar inferior
adoar (Jun et al., 2017).

Na avaliacdo realizada na 152 semana apos a transplantacéo, ndo houve efeito
das diferentes doses de K sobre a temperatura das folhas medidas as 10 (tF10h) e as

12 horas (tF12h) e sobre o potencial hidrico (Ww). Na 22 avaliagéo (332 semana apdés a
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transplantacdo dos morangueiros), as diferentes doses de K também néo afetaram a
tF10h; no entanto, houve efeito destas doses sobre a tF12h e sobre o W,,.

A temperatura das folhas esta negativamente relacionada com a transpiracao
(Morales et al., 2015), que é um dos principais mecanismos de arrefecimento das
plantas. Neste ensaio, este comportamento foi observado quando se correlacionou a tF
com a gs. As respostas das plantas as condi¢cdes ambientais foram confirmadas através
das correlagbes negativas entre a tF12h e a gs12h (r =- 0,38; p < 0,05), na avaliacdo da
152 semana e entre a tF12h e a gs12h (r = - 0,39; p < 0,05), na 332 semana apés a
transplantacdo dos morangueiros.

As diferentes doses de K exerceram pouco efeito sobre a temperatura das folhas
(tF). Na 332 semana apdés a transplantacdo dos morangueiros, a tF12h foi
significativamente influenciada pela dose mais baixa de K (2,15 mmol L%), que
apresentou folhas com temperaturas mais altas, e pela dose controlo (6,15 mmol L),
gque apresentou folhas com temperaturas mais baixas na avaliagdo realizada na 332
semana apos a transplantacdo dos morangueiros.

N&o foi observado efeito das diferentes doses de K sobre o W, dos morangueiros
avaliados na 152 semana apo0s a transplantagéo. Variacdes nos valores deste potencial
foram observadas na 22 avaliacdo (332 semana apOs a transplantagdo dos
morangueiros), em que estes valores foram 0 menos e o mais negativo na dose 2,15
mmol L de K e 8,15 mmol L de K, respetivamente.

As respostas das plantas para os valores de WY, menos negativos na 12 avaliagédo
e mais negativos na 22 avaliagdo podem estar relacionadas com a fase de
desenvolvimento em que aquelas foram avaliadas e com as condigbes atmosféricas no
dia da avaliagdo. Mesmo observando que as doses 2,15 e 8,15 mmol L? de K
influenciaram o valor do Wy, estas doses ndo foram suficientes para alterar a capacidade
hidrica das plantas, pois segundo Grant et al. (2010), os valores do Y. nos
morangueiros podem alcancar valores entre -2,0 e -0,8 MPa sem serem deletérias a
condicao hidrica das plantas.

Nao foi observado efeito das diferentes doses de K sobre a percentagem de agua
(%H20) das folhas e peciolos e sobre o conteudo relativo em agua (RWC) dos foliolos
(Tabela 17).
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Tabela 17. Percentagem de agua (%H-0) das folhas e peciolos, conteddo relativo em
agua dos foliolos (RWC) e area especifica dos foliolos (SLA) (média + erro padrdo) do
morangueiro cv. Primoris em funcdo das doses de K na solugédo nutritiva (2,15; 4,15;
6,15, 8,15 e 10,15 mmol L1).

Dose K %H20 Folhas %H-20 Peciolos RWC (%) SLA (m? kg™t)
2,15 0,67 + 0,002a 0,80 + 0,027a 0,91 + 0,03a 12,7 +0,44b
4,15 0,68 + 0,007a 0,79 + 0,008a 0,83 £ 0,02a 16,5 £ 1,06a
6,15 0,67 £ 0,006a 0,77 £ 0,008a 0,86 £ 0,03a 13,2 +1,83ab
8,15 0,67 £ 0,006a 0,78 £ 0,006a 0,83 +£0,03a 14,2 + 0,66a
10,15 0,68 + 0,003a 0,79 + 0,004a 0,84 £ 0,01a 15,0 £ 0,75a

Médias e erros padrdo seguidas por diferentes letras mindsculas na coluna, diferem
significativamente entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).

O RWC e a %H.O nas diferentes partes vegetativas das plantas sédo
consideradas medi¢des alternativas do estado hidrico das plantas, refletindo a atividade
metabdlica nos tecidos vegetais (Kirkham, 2014).

Os resultados obtidos neste ensaio para estes parametros indicam que nem a
reducdo e nem o excesso de K na solucdo nutritiva dos morangueiros afetaram as
condicbes hidricas das plantas. Resultados semelhantes aos deste ensaio foram
encontrados por Yaghubi et al. (2016), ao avaliarem o efeito da aplicacdo de doses
crescentes de K sobre o RWC de duas cultivares do morangueiro. Segundo estes
autores, as diferentes doses de K néo alteraram o valor do RWC nas duas cultivares,
gue foi em média 0,85 %.

Houve efeito das diferentes doses de K sobre a area especifica dos foliolos
(SLA). A dose 2,15 mmol L™ de K promoveu uma redugéo significativa da SLA quando
comparada com a SLA das demais doses de K (Tabela 17).

A reducgdo na SLA nos morangueiros pode estar relacionada com o facto da fonte
de N utilizada na formulagdo desta dose ndo possuir o nitrato de potéassio (KNOs), como
pode ser visualizado na Tabela 13, sendo que esta é a principal fonte de N e K sugerida
na literatura para a cultura do morangueiro. O azoto (N) é o nutriente exigido em maior
gquantidade para o crescimento e desenvolvimento das culturas (Miller e Cramer, 2005).
Além do N, o K é o nutriente exigido em maior quantidade pelas plantas, constituindo
até 10 % da sua matéria seca (Leigh e Wyn Jones, 1984; Leigh, 2001).

A menor producdo de massas fresca e seca das folhas dos morangueiros
também foi obtida com a dose 2,15 mmol L de K (Tabela 18). A reducgdo da SLA e das
massas fresca e seca das folhas dos morangueiros foi observado também por Mondal
et al. (2017), quando os morangueiros foram cultivados com 1/32 da dose de KNOs

recomendada na solugcdo nutritiva. Segundo Jordan-Meille e Pellerin (2004), esta
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reducdo da biomassa devido a deficiéncia de K é muitas vezes decorrente da reducao

na area foliar das plantas.

3.2.1.2 Biomassa e producéao de frutos

Os resultados obtidos para a producdo de biomassas fresca e seca pelos
diferentes 6rgéos vegetativos das plantas apresentam-se na Tabela 18.

Tabela 18. Massas fresca (MF) e seca (MS) das folhas (F) e peciolos (P) (média + erro
padrdo) do morangueiro cv. Primoris em funcdo das doses de K na solugdo nutritiva
(2,15; 4,15; 6,15, 8,15 e 10,15 mmol LY).

Dose K MFF(q) MFP(qg) MSF(g) MSP(g)
2,15 11,2 + 3,34b 5,1+3,13b 3,71+£1,13b 1,11 +0,36b
4,15 19,0+ 7,71a 9,5+4,23a 5,98 + 2,38a 1,93+0,82a
6,15 17,2 +7,51a 6,5 + 3,05ab 5,69 + 2,42a 1,47 + 0,66a
8,15 18,9 + 6,09a 7,1+3,13ab 6,30 + 2,15a 1,62 +0,76a
10,15 25,7 +2,93a 10,8 + 1,70a 8,20 + 0,88a 2,27 +0,32a

Médias e erros padrdo seguidas por diferentes letras minlsculas na coluna, diferem
significativamente entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).

A producgéo de MF e MS das folhas e peciolos aumentou em funcéo das doses
crescentes de K a partir da dose 4,15 mmol L**. Comparando a MF da parte aérea (folhas
e peciolos) obtida na dose 2,15 mmol L de K com a média das demais doses (4,15;
6,15; 8,15 e 10,15 mmol L'* de K), a reducdo foi de 42,8; 31,2; 62,7 e 55,3 % e na MS
da parte aérea foi de 39,1; 32,7; 39,15 e 53,97 %, respetivamente as doses de K. Um
resultado inverso foi observado para a peso médio dos frutos, em que a dose 2,15 e
10,15 mmol L de K foram as que produziram frutos com maior (15,80 g fruto'1) e menor
(13,75 g fruto) peso médio, respetivamente (Tabela 19).

Quando se analisam os oOrgdos aéreos (folhas, peciolos e frutos)
separadamente, revela-se que os frutos sdo os 6rgaos consumidores de assimilados
mais importantes nas plantas (Reekie et al., 2007). Esta provavelmente foi a causa de
ter havido reducdes significativas entre a producdo de biomassas fresca e seca das
folhas e peciolos e maior nimero e peso médio dos frutos na dose 2,15 mmol L (Tabela
19).
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Tabela 19. NUmero e peso médio da producao de morangos (média + erro padrao) por
colheita em funcéo das doses de K na solu¢do nutritiva (2,15; 4,15; 6,15, 8,15 e 10,15
mmol L) por semana de colheita.

Dose K Numero de morangos Peso médio (g frutos colheitat)
2,15 13,1 + 2,86a 207,2 + 42,86a
4,15 7,57 £1,24b 113,0 + 18,88¢
6,15 9,86 + 1,04a 149,4 + 18,54b
8,15 7,64 +1,56b 114,5 £ 21,15¢c
10,15 10,29 £ 1,58a 141,5 + 18,43b

Médias e erros padrdo seguidas por diferentes letras minlsculas na coluna, diferem
significativamente entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).

Apesar da dose 10,15 mmol L* de K ter produzido os frutos de menor peso
individual (13,75 £ 0,6 g), as doses 4,15 e 8,15 mmol L de K foram as menos produtivas
em namero e peso médio de frutos (Tabela 19). E pouco provavel que estas variacdes
tenham ocorrido por efeito das diferentes doses de K afetarem a emissdo de
inflorescéncias, uma vez que esta € uma variavel associada principalmente com a
temperatura do ar e fotoperiodo. A menor producéo de frutos nas doses acima de 2,15
mmol L! de K pode ser atribuida ao aborto prematuro das flores, resultante de
perturbagdes na absor¢édo de Ca e Mg induzidas pelo K, como observado por Andriolo
et al. (2010).

A concentracdo 2,15 mmol L de K na solugdo nutritiva para o cultivo do
morangueiro foi proposta somente por Paranjpe et al. (2003). Nas principais
recomendacdes formuladas para a cultura, esta concentragdo € considerada
extremamente baixa, como pode ser visualizado na Tabela 1 do Capitulo I. No entanto,
€ provavel que esta dose tenha sido a mais produtiva devido ao efeito da formacéo de
uma zona de acumulacdo de nutrientes em torno das raizes, libertando o K
gradativamente as plantas. Este efeito provavelmente foi devido ao facto do substrato
organico utilizado ser composto por proporc¢des iguais de perlite e fibra de coco, em que
o primeiro material é caracterizado como um material inerte sem capacidade de troca
catiénica (CTC) e o segundo, a fibra de coco, apresentar CTC. Segundo Ebrahimi et al.
(2012), a combinagdo de fibra de coco e perlita no substrato apresenta elevada
capacidade de troca catidnica.

Devido a formacdo desta zona com acumulacdo de sais, o decréscimo no
namero de frutos com o aumento da dose de K na solucdo nutritiva pode estar
relacionado com o efeito da salinidade no substrato, causado pelas doses elevadas do

fertilizante potassico. Como confirmacao deste efeito, Karlidag et al. (2009) descrevem
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gue o morango € considerado uma espécie sensivel a salinidade e € negativamente
afetado pelo stress salino em termos de crescimento e de producdo. Andriolo et al.
(2010) também afirmam que o excesso de K se mostrou prejudicial a producdo e

gualidade dos morangos.

3.2.1.3 Efeito das doses de potassio sobre os atributos da qualidade fisico-

quimica em morangos

Os parametros relacionados com a qualidade dos frutos foram determinados a
cada 2 semanas durantes as 16 semanas de colheita. A evolucéo ao longo das colheitas
em funcdo das diferentes doses de K, pode ser visualizada na Figura 10.

As diferentes doses de K parecem ndo causar alterages na cor dos frutos (L*,
°h e C*). No entanto, para o0 peso, a firmeza e os sélidos sollveis totais (SST), notam-
se que ocorreram algumas variagdes ao longo do periodo de produgdo dos morangos.

Os frutos mais pesados foram produzidos em geral entre a terceira e a sexta
semana de colheita, para todas as diferentes doses de K estudadas. Os frutos foram
mais firmes durante as seis primeiras semanas de colheita (semana 1 a 6) para todas
as doses de K. Os resultados sugerem que ap6s a sexta semana de colheita do
morangueiro cv. Primoris, a firmeza dos frutos apresenta uma reducdo que se mantem
até o final do ciclo produtivo da planta independentemente das doses de K.

Os SST apresentam variacdes ao longo do periodo de colheita e estas variagcdes
apresentam padrdes ligeiramente diferentes em fungéo das diferentes doses de K. Em
geral, os SST foram maiores nas 8 primeiras semanas de colheita (semana 1 a 8),
reduzem-se ou mantem-se estaveis até a décima segunda colheita e voltam a aumentar
até a ultima semana de produgéo.

Estas variacbes nos parametros da qualidade relacionadas com o peso, firmeza
e SST revelam um comportamento normal dos frutos, que podem ocorrer devido a
particdo de fotoassimilados pela planta, pois os acucares sintetizados nas folhas sao
translocados para os frutos numa relacéo fonte-dreno. Esta producéo de assimilados,
além de ser dependente da disponibilidade de nutrientes no meio de crescimento é
também altamente dependente das condigbes ambientais, principalmente de luz e

temperatura (Taiz e Zeiger, 2012).
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Figura 10. Evolucdo do peso médio dos frutos, da firmeza (N), dos sdlidos sollveis
totais (SST), da luminosidade (L*), do &ngulo hue (°h) e do croma (C*) (média e erro
padréo) ao longo das semanas de colheita dos morangos cv. Primoris em funcéo das
doses de K na solucéo nutritiva (2,15; 4,15; 6,15, 8,15 e 10,15 mmol L1).

Apesar da observacdo destas variacdes globais, em funcdo das semanas de
colheita nos parametros da qualidade avaliados nos morangos, verificou-se que ndo
houve diferencas estatisticas significativas no peso, firmeza, luminosidade (L*), angulo
hue (°h), croma (C*) (Tabela 20) e potencial hidrogenionico (pH) (Tabela 21) nos

morangos, em funcdo das diferentes doses de K.

Tabela 20. Peso, soélidos sollveis totais (SST), firmeza, luminosidade (L*), &ngulo hue
(°h) e croma (C*) dos morangos (média + erro padrdo) em funcdo das doses de K na
solucdo nutritiva (2,15; 4,15; 6,15, 8,15 e 10,15 mmol L?).

Peso SST Firmeza Angulo hue Croma
Dose (g frutol) (°Brix) (N) L* (°h) (C»
215 15,85+0,60a 7,82+0,18b 2,55+0,07a 41,30+0,27a 0,74 +0,005a 44,01+0,29a
415 1493 £0,62a 8,96 +0,26a 2,63+0,10a 41,97 +0,35a 0,74 +£0,006a 44,94 +0,41a
6.15 15,16 £ 0,57a 8,68+ 0,18a 2,36 +0,07a 42,03+0,31a 0,75+0,006a 45,16 +0,31a
815 14,98 £ 0,66a 9,27 +0,18a 2,52+0,10a 41,80+0,32a 0,73 +0,006a 44,94 +0,36a
1015 13,76 £0,50a 8,62+0,17a 2,39+0,07a 41,85+0,24a 0,74 +0,005a 45,14 +0,36a

Médias e erros padrdo seguidas por diferentes letras minlsculas na coluna, diferem
significativamente entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).

Andriolo et al. (2010) ao avaliarem as doses 4,28; 6 e 9 mmol L de K na solucéo
nutritiva do morangueiro cv. Azara nao observaram efeitos sobre a firmeza dos frutos,
sendo o valor médio 1,54N. Assim, no presente ensaio pode-se inferir o mesmo
comportamento, ou seja, que a adubacédo potassica nao altera a firmeza dos morangos
da cv. Primoris nas condi¢des observadas.

Os valores obtidos para o peso dos frutos estdo de acordo com os encontrados
por Dehghanipoodeh et al. (2016), 15,66 + 6,67 g fruto® para a mesma cultivar deste
ensaio. Segundo Lin et al. (2004), o uso de altas doses de fertilizante potassico tem
contribuido para o aumento do teor dos SST, da produtividade e do peso dos frutos. Foi
possivel observar o efeito benéfico das doses crescentes de K sobre o SST. Entretanto,
mesmo nao havendo diferencas estatisticas significativas sobre o peso em fungéo das
diferentes doses de K, a dose excessiva (10,15 mmol L de K) parece promover a
reducdo deste pardmetro nos morangos.

Cardefiosa et al. (2015) ao estudarem o efeito do aumento da CE inicial de 1,7
dS m?, através da adicdo de cloreto de soédio (NaCl) na solucdo nutritiva, ndo

observaram varia¢des nos parametros da cor L*, °h e C*, na avaliacao realizada 60 dias
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apos a transplantacao dos morangueiros cv. Primoris, cultivados em substrato organico
em sistema hidropénico NGS®. Apesar do aumento da CE no presente ensaio ter
ocorrido devido a adi¢éo de K na solugéo nutritiva e ndo de NacCl, a cor dos frutos da cv.
Primoris parece ndo sofrer influéncia do aumento da CE. Segundo Miszczak et al.
(1995), os parametros da cor nos morangos sao mais afetados por processos
fisiol6gicos da maturacdo e da conservacéao, do que por outros fatores.

O efeito significativo das diferentes doses de K foi observado na acidez titulavel
(AT) e na relacéo SST/AT dos frutos, em que as doses superiores a 2,15 mmol L* de K
contribuiram significativamente para o aumento na AT dos frutos e a dose mais elevada
de K (10,15 mmol L?) influenciou negativamente a relacdo SST/AT. Sobre o pH dos
frutos, néo foi verificado efeito significativo das diferentes doses de K (Tabela 21).

Tabela 21. Acidez titulavel (AT), pH e razdo SST/AT total dos morangos (média + erro
padrédo) em funcdo das doses de K na solucao nutritiva (2,15; 4,15; 6,15, 8,15 e 10,15
mmol L1).

AT SST/AT
Dose K (% acido citrico) pH (°Brix/% &acido citrico)
2,15 0,71 + 0,09b 3,31 +0,05a 12,30 + 0,78a
4,15 0,75 + 0,09a 3,35+ 0,03a 12,61 +0,43a
6,15 0,76 + 0,08a 3,26 £ 0,04a 12,11 + 0,64a
8,15 0,84 + 0,07a 3,23 +0,03a 11,53 +0,43a
10,15 0,84 + 0,07a 3,23 +0,04a 10,57 + 0,46b

Médias e erros padrdo seguidas por diferentes letras minlsculas na coluna, diferem
significativamente entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).

Andriolo et al. (2010) também observaram o efeito da adubacdo potassica na
variavel AT da cv. Azara, que assim como no presente ensaio, foi mais elevada nos
morangos produzidos com a dose de maior concentracdo de potassio. Mesmo nao
havendo diferencas estatisticas significativas entre a AT dos frutos produzidos acima
das doses 2,15 mmol L de K, houve uma tendéncia das doses 8,15 e 10,15 mmol L™
de K para produzirem frutos mais acidos.

O efeito do aumento da concentracdo de K sobre o aumento da AT dos
morangos foi também observado por Mondal et al. (2017) na cv. Toyonoka. O aumento
neste parametro parece ndo ser um comportamento dependente da cultivar do
morangueiro e sim de uma alteracdo quimica gerada pelo excesso deste catido nos
frutos. Quimicamente, 0 morango é considerado com boa qualidade quando apresenta
acidez titulavel ndo superior a 0,8 % (Mitcham, 2016). Segundo Ariza et al. (2015), a AT

(% de &cido citrico) da cv. Primoris é de cerca de 0,76 + 0,03.
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O equilibrio entre o teor de acucares e acidos é comumente associado com o
sabor dos morangos e medido através da relacdo SST/AT (Liu et al., 2016). No presente
ensaio houve uma tendéncia de reducéo no valor de SST/AT em funcdo do aumento da
concentracédo de K na solucédo nutritiva dos morangueiros. A dose 10,15 mmol L de K
reduziu significativamente esta rela¢do nos frutos.

Cultivares do morangueiro com frutos que possuem relacdo SST/AT de, pelo
menos, 7,0 sdo considerados de sabor doce e &cido aceitavéis para o consumo in natura
(Wozniak et al., 1996) citado por Liu et al. (2016). Num ensaio realizado por Resende et
al. (2008), em que estes autores avaliaram a relacdo SST/ATT de diferentes cultivares
de morango e relacionando-a com a aceitacdo pelo consumidor, observaram que as
maiores relacdes SST/ATT, com valores médios de 13,5 na cv. Camp-Dover foram
associadas a melhor percecado do aroma do fruto e aceitacao pelos consumidores.

3.2.2 Efeito das doses de potassio sobre o teor em K, Ca e Mg nos diferentes
orgaos da planta e na parede celular dos morangos

3.2.2.1 Teor em K, Ca e Mg na planta e morangos

A acumulacgéo de K, Ca e Mg nos peciolos, folhas e frutos dos morangueiros em
funcao das diferentes doses de K estdo apresentados na Figura 11.

Os valores de referéncia para a suficiéncia de nutrientes nas folhas do
morangueiro no inicio da floragédo variam entre 11,0 a 25,0 mg g* para o K; 5,0 a 15,0
mg g parao Cae 2,5a4,5mgg?parao Mg (Campbell, 2000).

Os teores de K encontrados nas folhas do morangueiro para todas as diferentes
doses de K estudadas foram inferiores aos valores de referéncia. Este comportamento
pode ser explicado pelo facto destes teores terem sido determinados nas folhas apés o
final da produgéo dos frutos, enquanto que os valores de referéncia foram estabelecidos
nas folhas no inicio da floracdo do morangueiro.

O teor de K nos peciolos e folhas aumentou em funcéo das doses crescentes de

A dose mais baixa (2,15 mmol L de K) foi a que apresentou frutos com maior
teor de K (14,76 mg g?), que reduziu para cerca de 9,81 mg g a partir da dose controlo
(6,15 mmol L?! de K). Resultados inversos ao deste ensaio foram encontrados por
Mondal et al. (2017) para o teor de K nos morangos e por Asao et al. (2013) para o teor

de K em meldes em funcdo do aumento das doses de K, utilizando a fonte fertilizante
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KNOs. Em geral, estes autores observaram uma tendéncia de reducéo do teor de K nos
frutos com a diminuicdo das concentracdes de KNOs.

A explicacao para o elevado teor de K nos frutos neste ensaio ter ocorrido nas
duas doses mais baixas (2,15 e 4,15 mmol L de K) pode estar relacionada com a
particdo de nutrientes pelo morangueiro em condi¢des de baixas concentracdes de K.
Observa-se que os teores de K nos peciolos e folhas das doses mais baixas (2,15 e
4,15 mmol L de K) sdo os menores em relacdo as demais doses. Segundo Marschner
(2012), o elevado teor de nutrientes com alta mobilidade nos frutos, como € o caso do
K, deriva da captagdo direta das raizes e grande parte da translocacdo das folhas.
Assim, é possivel que os teores de K diminuam acentuadamente nas folhas e peciolos
durante a maturacdo dos frutos e sejam quase totalmente exportados para os frutos em
situagOes de déficit deste catido na solucéo nutritiva.
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Figura 11. Teor em K, Ca e Mg na massa seca dos diferentes érgdos da planta
(peciolos, folhas e frutos), em funcdo das doses de K na solucdo nutritiva (2,15; 4,15;
6,15, 8,15 e 10,15 mmol L?). Médias e erros padrdo seguidas por diferentes letras,
diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).

Os teores de Ca determinados nas folhas abaixo dos niveis de suficiéncia
proposto por Campbell (2000), foram observados somente na dose 2,15 mmol L de K.
Os peciolos e folhas com maior teor de Ca foram obtidos com a dose 8,15 mmol L de
K. Nos frutos, o teor de Ca aumentou em funcéo das doses crescentes até a dose

controlo (6,15 mmol L de K), a partir da qual reduziu 42%.
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O teor de Mg nos peciolos apresentou comportamento crescente em funcéo das
doses crescentes de K na solugdo nutritiva, mas nao houve diferencas significativas
para o teor de Mg nas folhas e frutos. Se considerarmos os valores de referéncia de 2,5
a 4,5 mg g! para o Mg nas folhas (Campbell, 2000), as diferentes doses de K
adicionadas na solucdo nutritiva ndo originaram uma acumulagcédo de Mg nas folhas do
morangueiros fora do intervalo aceitavel.

As doses crescentes de K na solucdo nutritiva parecem ter beneficiado a
absorcao e acumulacdo de Ca e Mg nos peciolos e folhas, em consequéncia de um
aparente efeito sinérgico entre estes elementos.

Verificou-se que 0 maneio das doses de K na solugéo nutritiva pode modificar a
particdo dos nutrientes estudados nos tecidos vegetais, sendo este efeito mais evidente
sobre o teor de K e Ca nos diferentes 6rgéos da planta nas condigbes deste ensaio.

3.2.2.2 Teor em K, Ca e Mg na parede celular dos morangos

Houve efeito das diferentes doses de K sobre o teor de K, Ca e Mg na parede
celular (AIR) dos morangos (Figura 12). O teor de Ca, tal como ocorreu no Ensaio |
deste capitulo, foi o elemento de maior expressdo em mg g* no AIR dos frutos para

todas as doses de K avaliadas.
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Figura 12. Teor em K, Ca e Mg na parede celular dos morangos (média + erro padréo),
em funcéo das doses de K na solugdo nutritiva (2,15; 4,15; 6,15, 8,15 e 10,15 mmol L
1. Médias e erros padréo seguidas por diferentes letras, diferem significativamente entre
si pelo teste de Tukey (p<0,05).

O teor de K na parede celular foi maximo (6,64 + 0,79 g mg™) na dose mais

elevada de K (10,15 mmol L?), em contrapartida ao teor de Ca e Mg, que foi
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significativamente mais baixo nesta dose. O efeito de antagonismo na relacédo K:Ca:Mg
pode ser observado também na parede celular dos frutos, mesmo estando o Ca em
concentracdo mais elevada neste tecido, por ser constituinte mineral de maior
predominancia na parede celular (Hanson et al., 1993).

A acumulacédo de calcio em frutos de tomate mostrou-se dependente do fluxo de
agua no xilema, influenciada pela transpiracéo e taxa de crescimento (De Freitas et al.,
2014). No entanto, a acumulagéo de nutrientes nos frutos € determinada néo so pelas
taxas de importacdo de 4gua, mas também pela sua prevaléncia relativa e mobilidade
no floema e xilema. Ao contrario do Ca?*, que é apenas movel no xilema, o K* é mével
no xilema e floema, com concentragfes de K* no floema até dez vezes as encontradas
no xilema (Hocking et al., 2016).

Tal como apresentado no ensaio 1 deste capitulo, o K ndo faz parte da estrutura
da parede celular e o motivo pelo qual o excesso de K (10,15 mmol L) reduziu o teor
de Ca na parede celular dos frutos pode estar relacionado com a influéncia deste
elemento no processo de transporte de dgua e consequente turgescéncia celular. A
parede celular, sob pressao de turgescéncia superior a 0,2 MPa, enfraquece as ligacdes
dos pectatos de calcio na lamela média (Hepler e Winship, 2010). O excesso de K pode
também promover a despolarizacdo da membrana plasmatica (Spalding et al., 1999) e
desta forma inibir a absorcdo de Ca?*, podendo desencadear a baixa acumulacéo de Ca
e a deficiéncia deste nutriente nos tecidos vegetais. Acresce ainda o facto do K se poder
ligar aos mesmos locais de ligagédo do Ca, tal como foi explicado no subitem 3.1.2.2 —
Teor em K, Ca e Mg na parede celular dos morangos dos resultados e discussdo do

Ensaio I.

3.2.3 Conclusoes

A partir dos resultados obtidos neste ensaio conclui-se que as diferentes doses
de K adicionadas a solucdo nutritiva em sistema hidrop6nico contendo substrato
organico, nas condi¢cdes em que este ensaio foi realizado, ndo influenciaram os indices
relacionados com a clorofila e 0 estado hidrico dos morangueiros cv. Primoris.

As diferentes doses de K afetaram a condutancia estomética dos morangueiros.
A baixa disponibilidade de K reduziu o processo de abertura estomatica e esta aumentou
em funcéo das doses crescentes de K na solucdo nutritiva.

Ficou claro com os resultados obtidos neste ensaio, que o aumento das doses

de K acima da dose controlo (6,15 mmol L?), favorece o acréscimo da area especifica
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foliar, sendo o estabelecimento da SLA uma varidvel chave para interpretar o
crescimento do morangueiro sob disponibilidade limitada de K.

A dose 2,15 mmol L de K causou uma reducéo significativa na biomassa fresca
e seca das folhas e dos peciolos do morangueiro; em contrapartida, foi esta a dose que
produziu maior biomassa fresca e nimero de frutos para a cv. Primoris, nas condicdes
em gue foi realizado este ensaio.

Em geral, as diferentes doses de K nédo afetaram os parametros da qualidade
dos frutos, nomeadamente, o peso médio, os solidos sollveis totais, a firmeza, a
luminosidade, a saturacdo e a intensidade da tonalidade da cor vermelha, a acidez
titulavel, o pH e a relagdo SST/AT para a cv. Primoris, nas conducgdes em que foi
realizado este ensaio.

O teor de K nas folhas e peciolos e de Ca nas folhas aumentou em funcao das
doses crescentes de K. A influéncia das diferentes doses de K observadas sobre o teor
de Mg nos diferentes 6rgéos da planta foi de pouca relevancia para a cv. Primoris nas
condi¢cbes deste ensaio em sistema hidroponico contendo substrato orgéanico.

O excesso de K aumentou o teor de K na parede celular dos morangos e reduziu
o teor de Ca e Mg, numa demostracéo clara de que, apesar de ter ndo sido observado
0 antagonismo entre estes catibes, quando se analisa 0 seu teor total no fruto, este
efeito pode ser observado numa analise mais precisa da parede celular dos frutos.
Assim, o maneio do K na solucéo nutritiva modifica a partigéo, principalmente do K e Ca

nos diferentes 6rgdos do morangueiro e parede celular.

De forma geral, os resultados obtidos no ensaio | e Il confirmam que as diferentes
doses de K ndo apresentam grande efeito sobre os parametros fotossintéticos da planta
e ndo afetam de forma negativa o estado hidrico dos morangueiros, independentemente
da utilizacdo da cultivar do morangueiro San Andreas ou Primoris e do sistema
hidropdnico contendo areia ou substrato organico.

O facto da dose controlo (5,7 mmol L de K) ter sido a mais produtiva no ensaio
| e a dose mais baixa de K (2,15 mmol L) a mais produtiva no ensaio Il, podem ser
atribuidos a utilizacéo do substrato inerte (areia) e do substrato organico (perlite e fibra
de coco) com capacidade de troca cati6nica.

Assim, ficou claro com os resultados destes dois ensaios, que 0 maneio da
concentracdo de K na solucdo nutritiva em funcdo do meio de crescimento das plantas,
areia ou substrato organico, é de extrema importancia para a maximizacao da producgéo
de frutos, economia de fertilizante e, consequentemente, para um sistema produtivo

mais sustentavel.
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Capitulo 1l







Influéncia do potassio na expressao de genes que codificam enzimas envolvidas

no transporte intracelular do célcio em morangos

1. Introducdo

A maioria dos nutrientes absorvidos pelas plantas estdo na forma iénica e
requerem uma grande variedade de proteinas transportadoras que asseguram 0 seu
movimento através das membranas celulares e o seu armazenamento nos diferentes
compartimentos celulares como as paredes celulares, o citosol e os vacuolos (Epstein
e Bloom, 2006).

As plantas dependem de um suplemento suficiente de minerais para o
crescimento e desenvolvimento adequado e o excesso ou a deficiéncia de um mineral
pode levar ndo apenas ao aparecimento de sintomas de toxicidade ou deficiéncia do
mineral em questao, mas também desencadear processos fisioldgicos que envolvam a
acumulacdo ou deficiéncia de outros minerais, como por exemplo ocorre no caso da
interacédo K*:Ca?".

O Ca é um mineral de extrema importancia para o crescimento ideal das plantas
e qualidade dos frutos. No entanto, a absorcdo desse elemento é fortemente
dependente da presencga de outros catides, como por exemplo o K* (Tuteja e Mahajan,
2007; Wang e Wu, 2013). A nivel molecular, a presenca de niveis elevados de K* pode
reduzir a absorcdo de Ca?*, por outro lado, a deficiéncia de K* pode desencadear uma
série de reacfes bioquimicas que incluem a sintese de moléculas relacionas com a
sinalizacéo, fluxo e acumulacdo do Ca?* no citosol (White e Broadley, 2003; Mcainsh e
Pittman, 2009; Laohavisit et al., 2012; Wang e Wu, 2013).

O Ca é um dos mais importantes constituintes minerais da parede celular
(Epstein e Bloom, 2006) ligando-se a fosfolipidos e proteinas na superficie da
membrana, sendo por iSS0 necessario para manter a estrutura e integridade da parede
celular (White e Broadley, 2003). Além de funcionar como componente estrutural, o Ca®
atua como molécula sinalizadora na percecao de condi¢des de stress bidtico e abibtico
a que a planta esta sujeita, provocando mudancas nos niveis de Ca?" celulares e,
consequentemente, desencadeando as respostas biolégicas da planta (Tuteja e
Mahajan, 2007).

Para manter os niveis de Ca?* adequados é necessario que o transporte deste
catido esteja ativo no citosol. Para tal, o bom funcionamento das proteinas
transportadoras de Ca?" é imprescindivel, de modo a que apés a sinalizacdo sejam

restabelecidos os niveis baixos de Ca?* no citosol. A remocédo de Ca?* do citosol para o
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apoplasto ou para organelos intracelulares contra o seu gradiente eletroquimico requer
um transporte ativo que necessita de energia, sendo as bombas Ca-ATPases as
principais proteinas que catalisam esse movimento e promovem a particao e distribuicdo
de Ca?* nos diferentes 6rgdos da planta (Hirschi, 2001).

As proteinas V-ATPase e PPase sdo também bombas de Ca?*, que criam um
potencial eletroquimico em toda a membrana dos organelos de armazenamento, sendo
também usadas por outras proteinas como os CAXs, para impulsionar a absorcédo de
Ca?* (White e Broadley, 2003). Consequentemente, as V-ATPases e as PPases também
podem desempenhar um papel importante na conducédo da acumulacdo de Ca?* nas
células.

Em adicdo as bombas de Ca?" que asseguram o transporte de Ca?* associado
ao consumo de energia, estdo as proteinas CAXs que medeiam a particao e distribuicao
do Ca?* do citosol para o vactolo nos diferentes 6rgédos vegetais, estando envolvidos
em Varias vias de resposta ao stress biético e abidtico em plantas (Pittman e Hirschi,
2016).

A funcdo de todas estas proteinas encontra-se bem documentada em A.
thaliana. Em morangueiro, tendo em conta a pesquisa efetuada, ndo foi possivel
encontrar nenhum trabalho que aborde esta tematica. Considerando a importancia que
o K tem na qualidade dos frutos, associado a inexisténcia de sintomas de toxicidade,
quer ao nivel de parte vegetativa, quer nos frutos até a data da colheita, é de elevado
interesse perceber se uma sobredosagem, comum nesta cultura, estd associada a
alteracdes fisiologicas que possam implicar uma diminuigdo da qualidade do fruto.

Suspeita-se que um excesso de K* fornecido a planta possa estar associado a
um desequilibrio nos processos fisioldgicos que, consequentemente, desencadeiam a
nivel molecular, a ativacdo de genes codificadores da sintese de proteinas envolvidas
no transporte ativo de Ca?" através da membrana plasmatica e organelos de
armazenamento (parede celular, citosol e vacuolo). Porém, até ao momento ndo se
conhece nenhum estudo em morangueiro que pretenda compreender o envolvimento
dos transportadores de Ca?* na manutencdo da homeostase celular associada a um
excesso de K. Assim, o objetivo deste ensaio foi verificar se diferentes concentracfes
de K fornecidas ao morangueiro estdo associadas a movimentos de Ca?* na célula com
o objetivo de readquirir a homeostase iénica no meio intracelular. Para tal, avaliou-se a
variagcdo do nivel de transcritos de genes que codificam proteinas envolvidas no
transporte de Ca?* nas células de frutos de morango.

Tendo em conta trabalhos prévios efetuados noutras espécies (De Freitas et al.,

2010; De Freitas et al., 2013), foram considerados 10 genes de interesse: V-ATPase e

86



PPase, que fazem parte de complexos proteicos que constituem bombas de transporte
gue geram um gradiente eletroquimico através da membrana no tonoplasto e afetam
indiretamente o movimento de Ca?* no compartimento vacuolar; tés genes pertencentes
a familia das CAXs (CAX3, CAX5 e CAX6); cinco genes da familia das Ca-ATPases
(Ca-ATPasel, Ca-ATPase2, Ca-ATPase3, Ca-ATPase4 e Ca-ATPasell).

Para tentar estabelecer uma relacdo entre o nivel de transcrito (expressao
génica) e o nivel celular de K* e Ca?* foi determinada a concentracéo total de ambos os

ibes nas mesmas amostras que foram utilizadas no estudo molecular.

2. Material e Métodos

2.1 Material vegetal, instalagdo e conducdo do ensaio

Foram utilizadas plantas de morangueiro F. x ananassa cv. San Andreas
adquiridas de viveiro certificado, frigoconservadas, de raiz nua, propagadas a partir de
estolhos, livres de doengas, com 5 a 7 cm de comprimento da parte aérea.

As plantas foram transplantadas para vasos de 3 L contendo uma camada de
aproximadamente 3 cm de pedra do tipo ‘brita’ no fundo, coberta por um circulo de rede
de sombreamento e o restante volume do vaso foi preenchido com areia lavada. Para
promover a drenagem eficiente da agua e da solucdo nutritiva excedente, 0s vasos
possuiam trés furos no fundo e pratos com tamanhos apropriados. As plantas foram
mantidas em camara de crescimento artificial regulada a temperatura de 25 °C, 85 % de
humidade relativa, 500 mmol m2s* de intensidade luminosa e 16 horas de fotoperiodo.
A instalacdo do ensaio foi feita no laborat6rio de Melhoramento e Biotecnologia Vegetal
da Universidade de Evora, no Pélo da Mitra em Valverde, Evora, Portugal.

A rega foi feita manualmente durante todo o ensaio. A periodicidade e o volume

da rega apés a transplantacao dos morangueiros encontram-se descrita na Tabela 22.
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Tabela 22. Periodicidade e volume da rega ap0s a transplantacdo dos morangueiros.

Periodo apos a

transplantacao Periodicidade da rega Volume

2 vezes ao dia

1- 3 dias 9:00 e 17:30 horas 100 ml de agua destilada.
4 vezes ao dia 100 ml de cada tratamento com
9:00, 12:00, 15:00 € 17:30 a concentracédo reduzida a 50
4 -10 dias horas %.

4 vezes ao dia
9:00, 12:00, 15:00 € 17:30 400 ml de solucéao intercalada

> 10 dias horas com 200 ml de agua destilada.

Durante todo o ensaio foram realizadas manuten¢gfes das plantas, como a
remocao das folhas secas. Na fase da floracdo, a polinizagéo foi realizada manualmente
com o auxilio de um pincel macio.

O ensaio, que se realizou entre 18 de marco e 3 de agosto de 2015, foi
constituido por dois fatores de variagdo: trés doses de K (2,15; 6,15 e 10,15 mmol L) e
trés periodos de colheita dos frutos.

Cada periodo de colheita correspondeu a um intervalo de 14 dias, sendo que o
primeiro periodo ocorreu aos 60 dias apos a transplantacao (16 junho a 01 julho), o
segundo entre 02 e 15 julho e o terceiro entre 16 julho e 03 de agosto.

O ensaio foi realizado com cinco plantas por tratamento. Para as analises
realizadas foram utilizados dois morangos por planta de trés das cinco plantas,
totalizando seis morangos (repeticdes biologicas) por tratamento e por periodo de
colheita.

Os morangos foram colhidos todos no mesmo estadio de maturagéo, quando no
minimo ¥ da epiderme apresentava coloracdo vermelha (aproximadamente 30 dias
apos a antese).

No ato da colheita, foram descartados o pedicelo e as sépalas dos morangos e
estes foram imediatamente acondicionados em sacos plastico previamente
identificados, congelados em azoto liquido e armazenados em camara ultra congeladora

(-80 °C) para posterior extracdo de RNA total.

2.2 Preparacéo da solucéo nutritiva

A solugdo nutritiva de cada tratamento referente as diferentes doses de K foi

definida a partir da recomendacédo da solucdo nutritiva para a cultura do morangueiro
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proposta por Hennion e Veschambre (1997) incluindo algumas maodificacbes. As
concentracdes de macro e micronutrientes utilizadas como controlo encontram-se na
Tabela 3.

A quantidade (g L) utilizada de macronutriente em cada tratamento encontra-
se descrita na Tabela 23 e os micronutrientes foram fornecidos através da diluicdo de
0,1 gL'e 0,15 g L? para cada tratamento das fontes comerciais Yara® Nutrel C e

Keliron®, respetivamente.

Tabela 23. Quantidade (g L*') das fontes minerais contendo macronutrientes
adicionadas a 4gua na formulacdo da solu¢&o nutritiva de acordo com cada tratamento
contendo as doses crescentes de potassio.

Fonte Tratamento (mmol L K)
Mineral 2,15 6,15 10,15
gLt

NH4NOs3 0,1 0,1 0,1
MgSO, 0,3 0,3 0,3
Ca(NO3), 0,43 0,5 0,5
KH2PO4 0,25 0,373 0,373
KNO3 0 0,3 1,5
KCI 0 0 1,55
Ca(HzP04), 0,08 0 0
NaNO3 0,32 0 0

As solugdes nutritivas foram preparadas semanalmente com agua destilada e a
CE e pH foram monitorizados com o auxilio de eletrocondutivimetro (Hanna instrument®,
Rhode Island, USA) e do medidor de pH (Hanna instrument®, Rhode Island, USA),
respetivamente.

O pH foi ajustado a 5,75 + 0,25 com a adi¢cdo de uma solugéo de correcéo de
hidréxido de sédio (NaOH 1 mol L) ou &cido fosférico (H.POs4 a 10 %) quando
necessario. A CE para cada tratamento em ordem crescente foi em média: 1,55; 1,73 e
2,07 dS mt.

2.3 Isolamento do RNA total e sintese do DNA complementar

Cada um dos seis morangos considerados como réplicas biol6gicas
independentes foram macerados individualmente com azoto liquido em almofariz
previamente tratado com NaOH e esterilizado. Deste macerado, foram utilizadas

aproximadamente 100 mg para a extracdo do RNA total utilizando o kit de purificagéo
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comercial Maxwell 16 LEV simplyRNA (Promega) e o equipamento Maxwell 16
(Promega), seguindo os procedimentos de acordo com as instrucBes do fabricante,
incluindo o uso de DNAse para garantir a eliminacdo de DNA genémico contaminante.

As amostras foram eluidas em 50 pl de tampao de eluicdo, conforme as
instrucdes indicadas no protocolo do kit utilizado para a extracdo do RNA total. A
gquantificacdo do RNA total e a avaliacdo da sua pureza foram determinadas com base
nas razdes de absorvancia a 260/280 e 230/260 obtidas no espectrofotdémetro
NanoDrop-2000C (Thermo Scientific, Wilmington, DE, EUA).

A integridade do RNA total extraido foi avaliada através de uma eletroforese em
gel de agarose (1,2 % em tampdo TAE 1x.). A presenca das duas subunidades
ribossémicas foi avaliada ap6s a coloragdo do gel numa solucéo de EtBr (2 ngm L™)
durante 20 minutos seguido de uma lavagem do gel em agua destilada durante 20
minutos. O resultado da eletroforese foi visualizado no sistema Gene Flash Bio Imaging
(Syngene, Cambridge, Reino Unido).

Para a sintese do cDNA utilizou-se 0,8 pg de RNA total e o kit cDNA Maxima
First Strepara RTgPCR (Thermo Scientific, Wilmington, DE, EUA) seguindo as

instrucdes do fabricante.

2.4 Determinacao do nivel de transcricao por PCR em tempo real

A determinacédo do nivel de transcrito foi efetuada por PCR em tempo real com
auxilio do aparelho Applied Biosystems 7500 Real-Time PCR System (Applied
Biosystems, Foster City, CA, EUA). Para a mistura de reacao, foi utilizado 1x Maxima
SYBR Green qPCR Master Mix, 300 nM de cada primer e 3 pl de cDNA (previamente
diluido 1:10) num volume total de reacao de 18 ul.

Dos genes codificadores de proteinas envolvidas no transporte de Ca?* na célula
vegetal, foram considerados 10 genes de interesse (Tabela 24). Para selecdo dos genes
de referéncia a utilizar na normalizacdo dos resultados dos genes de interesse foram
considerados 4 genes previamente descritos como genes de referéncia em trabalhos
semelhantes (Chen et al., 2011a; Velada et al., 2016): Actina, Gliceraldeido 3-fosfatase
desidrogenase (GAPDH), 18S ribossomal (18sRNA) e Oxidase alternativa 2 (AOX2).

Os genes foram identificados em F. vesca ou F. x ananassa por homologia com
as sequéncias anotadas de A. thaliana depositadas na base de dados do National
Center for Biotechnology Information (NCBI, https://www.ncbi.nim.nih.gov/) e Plaza 3.0

(https://bioinformatics.psb.ugent.be/plazal/versions/plaza v3 dicots/). Para confirmar
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que o gene identificado correspondia de facto ao gene de interesse, a sequéncia obtida

por homologia foi utilizada para uma andlise por Blastn no NCBI.

Os primers foram desenhados com auxilio do software Primer Express v3.0

(Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA) utilizando as sequéncias previamente

identificadas. Todos os pares de primers foram avaliados quanto a sua probabilidade

para formar dimeros e estruturas secundarias. As sequéncias dos primers utilizados

encontram-se descrita na Tabela 24.

Tabela 24. Sequéncia dos primers utilizados neste estudo e outros parametros

considerados relevantes.

Gene (acesso no Phytozome Ampl. ™

e NCBI) Sequéncia do primer (5' - 3") (bp) (°C) R?/ E (%)
V-ATPasel Fw: GGCCTGTCGCATCAAAGC 59 83 0,998/99,32
(FV0G18110) Rv: CAGAACACGCTGCCCAGTAA

PPase Fw: CATACTGGTTTTCAGCCATGACA 71 78 0,999/101,42
(FV6G01830) Rv: GCGAACCTCTTCGACCATTTT

CAX3 Fw: TTGTGTGGTTGGTTGGAATGA 66 78  0,995/101,46
(FV6G10520) Rv: CAATCGTTCCGACGACATACTC

CAX5 Fw: TTTGGCTGAGCGTTTAGGTTATG 64 80 0,999/98,44
(FV3G34880) Rv: ACCCCCAACAGTAGGTCCAGTA

CAX6 Fw: CTGCAACCGGAGCAACTTG 60 83  0,998/100,85
(FV6G35820) Rv: CCCAGACTGCTTCTGCTGTTC

CaATPasel Fw: TTCCTGCCGATATGCGTGTA 59 80  0,999/104,79
(XM_004302762) Rv: GCCCTGCTCAACCCTCAA

CaATPase2 Fw: GCCCTGCAGGACATGACTCT 63 80  0,999/100,69
(XM_004288199) Rv: TCCAACGAGAAGCGACACAA

CaATPase3 Fw: CATTGCAACGGATGGCATTA 62 79 1,00/103,89
(XM_004290935) Rv: CTCAACCAGCATCCTTTTATGAGA

CaATPase4 Fw: TCCGGTGTGGTCGAAAGAC 58 83  0,998/102,46
(XM_004295908) Rv: CTCGCGGCTCACCTTGAAT

CaATPasell Fw: AAATGGAGAGCTACCTGCACAAG 58 84  0,991/100,38
(XM_004303594) Rv: TCCGCCGAGAGGTGCTT

Actina Fw: CCCGACGGCCAAGTCA 56 83  0,997/104,40
(XM_004306544) Rv: AGGACTTCTGGGCACCTGAA

GAPDH Fw: CCAAGGCTGTCGGAAAGGT 55 82 0,998/99,09
(AB363963) Rv: GCCATTCCGGTCAATTTGC

18sRNA Fw: CGGCCGGAGCTCCAA 53 84  0,998/103,76
(XM_011464048) Rv: CGAGCTTCCTCGTCATTGTAGA

AOX2 Fw: GCTCCGACGCGAAGAAAG 58 81 0,999/97,78

(XM_004299702)

Rv: TTCGGCCTCGCAATTCC
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Ampl. = tamanho do amplicdo, Tm = temperatura de Melt, R¥E = coeficiente de
determinacédo e eficiéncia dos primers. As sequéncias correspondentes aos genes V-
ATPasel, PPase, e CAXs foram retiradas do PLAZA 3.0
(https://bicinformatics.psb.ugent.be/plazalversions/plaza_v3_dicots/). As sequéncias
correspondentes aos restantes genes indicados na tabela foram obtidas no NCBI
(https://mww.ncbi.nim.nih.gov/).

A amplificacéo teve inicio com 10 minutos a 95 °C e decorreu posteriormente
durante 40 ciclos com o programa de 15 segundos a 95 °C e 60 segundos a 60 °C.

Para garantir a especificidade dos primers, foi analisada a curva de melting
gerada para cada reacdo (Anexo — Figura 1 a 14). A possibilidade de ocorréncia de
contaminacbes e a formacdo de dimeros foram descartadas utilizando controlos
negativos (NTCs). Todas as amostras foram feitas em duplicado.

Para a determinacéo da eficiéncia de amplificacdo (E), foi feita uma curva padréo
para cada par de primers com quatro pontos, utilizando como template do primeiro ponto
uma mistura ndo diluida contendo todas as amostras de cDNA do ensaio. Os trés pontos
seguintes corresponderam as diluicbes de 1/4, 1/16 e 1/32 da amostra utilizada como
template no primeiro ponto. O célculo do valor de E foi efetuado utilizando a formula E
= 1Q (1/incinacdo dared) ‘onde o valor da inclinacdo da reta foi obtido através do software
Applied Biosystems (AB). Os valores correspondentes ao ciclo de quantificacdo (Cq)
para cada amostra, ou seja, a0 momento em que € detetada a amplificag&do exponencial,
foram obtidos com o software Applied Biosystems 7500 (Applied Biosystems, Foster

City, CA, EUA) e utilizados ulteriormente para o calculo da expressao relativa.

2.5 Determinacéo da expresséo e estabilidade do gene de referéncia

O algoritmo GeNorm foi utilizado para determinar a estabilidade da expresséo
de cada um dos 4 genes candidatos a genes de referéncia (GR). Os dados utilizados
para o calculo do algoritmo foram os valores das quantidades relativas (QR) calculadas
utilizando o valor Cq de cada amostra e seguindo o método delta-Ct (ACt) utilizando a
formula GR = E~“Y, onde E corresponde a eficiéncia de amplificacdo de cada par de
primers e ACq = menor valor de Cq detetado no ensaio — Cq da amostra (Vandesompele
et al., 2002).

O algoritmo GeNorm avalia a variagdo dos dados e determina o melhor nimero
de genes de referéncia necessarios para mais corretamente efetuar a normalizagdo dos
resultados da expressdo dos genes de interesse tendo como valor limite o 0,15

(Vandesompele et al., 2002).
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2.6 Analise da expressao génica

Para a normalizacdo dos niveis de expressao dos genes de interesse, os valores
de Cq foram convertidos em QR pelo método ACt, como descrito na sec¢do anterior (2.5
Determinagcdo da expressdo e estabilidade do gene de referéncia). O fator de
normalizacdo foi determinado pelo algoritmo GeNorm e corresponde a média
geométrica das quantidades relativas dos GRs para cada amostra.

Para cada gene de interesse o valor da expressao génica foi obtido fazendo a
relagdo entre as quantidades relativas e o fator de normalizacdo obtido para cada

amostra.

2.7 Determinacdo do teor K e Ca total nos morangos utilizados no estudo de

expressao génica

Uma amostra de 0,5 g de cada morango utilizado no estudo de expresséo génica
foi utilizada para determinar o teor de K e Ca. A metodologia utilizada para esta
determinacdo encontra-se descrita no Material e Métodos do Ensaio | - 2.6.3 Avaliacdo
do teor em Ca, K e Mg nos diferentes 6rgaos da planta (Teor em Ca, K e Mg total nos

morangos).

2.8 Analise estatistica dos dados

Os dados obtidos na expresséo génica e na quantificacdo do K e Ca, foram
submetidos & andlise de variancia (Anova) e comparacao de médias pelo teste de Tukey
e foram considerados niveis de significancia p < 0,05, p < 0,01 e p £ 0,1 utilizado o
programa estatistico SPSS® for Windows, Statistic version 24 (SPSS Inc., Chicago, IL,
u.s.).

3. Resultados e discusséao

3.1 Avaliacdo da qualidade e integridade do RNA total

Os valores das absorvancias obtidos aquando das medicdes efetuadas no
espectrofotdmetro revelaram um bom nivel de pureza das solu¢gBes de RNA total o que
permitiu utilizar este RNA para a sintese do DNA complementar (cDNA), utilizado nos

estudos de expressao génica.
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Na figura 13 apresenta-se 0 exemplo da curva obtida aquando da leitura das
absorvancias de trés amostras de RNA total. A amostra de RNA de boa qualidade
apresenta uma curva sinusoidal.

A razao das absorvancias 260/280 nm, utilizada para avaliar a contaminacéo por
proteinas (com um pico de absorbancia a 280 nm), apresentou valores de 2.0 ou muito
préximos deste, revelando assim que as amostras se encontravam livres de proteinas.
O segundo parametro utilizado para avaliar a pureza das solu¢des de acidos nucleicos
— razdo das absorbancias 260/230 nm - permitiu verificar que as amostras se
encontravam livres de contaminantes com um pico de absorbancia em torno dos 230
nm, como sais, polissacarideos e compostos organicos como fenol.
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Figura 13. Imagem representativa da leitura das absorbancias (efetuada a 230, 260 e
280 nm) efetuada em trés amostras de RNA total extraido de morango. A curva indicada
com a seta a negro corresponde a forma correta que deve apresentar uma amostra de
RNA de boa qualidade. A vermelho a curva correspondente a uma amostra com
contaminantes detetados a 280 nm e a roxo com contaminantes detetados a 230 nm.
Da mesma forma, a andlise efetuada em gel de agarose revelou uma boa
integridade para cada uma das amostras extraidas (Figura 14), sendo possivel distinguir
as bandas correspondentes as duas subunidades ribossomais (28sRNA e 18sRNA). A
inexisténcia de DNA gendmico contaminante foi também confirmada em gel de agarose
uma vez que nao foi identificada nenhuma banda que pudesse corresponder a esse

peso molecular.
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Figura 14. Imagem representativa do resultado obtido na avaliacdo da integridade do
RNA total extraido de morangos. No gel é possivel observar duas bandas de diferentes
pesos moleculares, caracteristicas do RNA ribossomal 28sRNA e 18sRNA,
respetivamente, e a inexisténcia de bandas de DNA gendmico contaminante.

3.2 Avaliacéo da especificidade de amplificagéo e eficiéncia dos primers

A especificidade de amplificagdo de cada conjunto de primers, correspondentes
a um gene especifico, foi confirmada através da analise da curva de melting. A
existéncia de um pico Unico para todas as amostras, 0 que significa uma temperatura
de melting comum a todos os amplicbes, e a sua correspondéncia a temperatura
esperada permitiu concluir acerca da especificidade dos primers (Anexo 3, Figuras de 1
a 14).

Os valores correspondentes ao declive da reta padrdo e ao coeficiente de
correlagdo (R?) foram obtidos no software AB. Os valores de R? variaram entre 0,991
para a Ca-ATPasell e 1,00 para a Ca-ATPase3 e os valores do declive variaram entre
-3,376 (E= 97,78 %) para o gene AOX2 e -3,212 (E= 104,787 %) para o0 gene
CaATPasel (Anexo 3 — Tabelas 6 e 14). A eficiéncia dos primers variou entre 97,78 %
(AOX2) e 104,79 (Ca-ATPasel), encontrando-se no intervalo dos 90 - 110 %,
comumente referido como o intervalo de variacao aceitavel. Os graficos obtidos para a
reta padrédo de cada gene contendo a inclinacdo da reta (slope), R? e a E encontram-se

em Anexo (Anexo 3 — Figuras 1 a 14).

3.3 Selecdo dos genes de referéncia

A andlise da expresséao dos quatro genes selecionados como candidatos a genes
de referéncia, utilizando o algoritmo GeNorm, mostrou que 0s genes mais estaveis, nas
condi¢des do estudo, foram os genes da Actina e do GAPDH, seguido do gene AOX2 e
do 18SRNA, sendo o ultimo o que mostrou maior variabilidade nos valores de expressao
(Figura 15). Segundo os resultados obtidos, a combinacdo do gene de Actina e GAPDH

apresentou um valor M inferior a 0,15 (Figura 16), devendo o fator de normalizacdo
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gerado pela média geométrica destes dois genes ser utilizado para proceder a
normalizacéo dos resultados de expresséo dos genes de interesse (V-ATPase, PPase,
CAXs e Ca-ATPases).
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Figura 15. Valores médios da estabilidade de expressédo dos genes de referéncia
18sRNA, AOX2, actina e GAPDH.
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Figura 16. Determinacg&o do nimero 6timo de genes de referéncia para a normalizagéo
da analise da expressédo considerando como valor limite M<0,15 (Vandesompele et al.,
2002).

3.4 Andlise da expressdao de genes que codificam proteinas envolvidas no
transporte de calcio no fruto em resposta a diferentes doses de potassio

aplicadas em morangueiro
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O transporte iGnico através da membrana que delimita o tonoplasto é assegurado
por duas bombas de protdes que requerem energia para o seu funcionamento, a H*-
ATPase vacuolar (V-ATPase) e a H*-pirofosfatase vacuolar (PPase) (Krebs et al.,
2010). No contexto da producao vegetal, a capacidade de tamponizar alterac6es nas
concentracdes de iBes essenciais ou toxicos estad diretamente relacionada com a
estabilidade na producdo. Apesar da inexisténcia de sintomas de toxicidade em
morangos associados a um excesso na adubacdo com K, foi objetivo do presente
trabalho perceber até que ponto um stress provocado por défice ou excesso deste iao,
estaria associado a qualidade do fruto e, a nivel molecular, perceber se os mecanismos
associados ao movimento e redistribuicdo do calcio na célula estdo implicados na
reaquisicao da homeostasia ionica e, consequentemente, na qualidade do fruto. Perante
as condicfes do estudo verificou-se que a alteragdo na expresséo dos genes V-ATPase
esteve associada as diferentes concentracfes de K* adicionadas a solugao nutritiva das
plantas (Figura 17).

O padrao de expresséo observado no gene V-ATPase, no primeiro e segundo
periodo de colheita, sugere uma sub-expresséo do gene associada as duas condi¢des
de stress, apesar da existéncia de diferencas significativas se verificar apenas no
periodo 2. No terceiro periodo de colheita o padrdo de expressdo do gene nas trés
concentragdes de K foi muito semelhante. No entanto, é neste periodo de colheita,
guando comparado com o periodo 1 e 2, que ocorre uma diminui¢do significativa do
nivel de transcrito de aproximadamente 3x, independentemente do suplemento de K.
Neste caso, sendo a variagdo comum as trés doses de K estudadas, o fator responsavel
por esta variacdo na expressdo sera obviamente comum. Assim, podemos propor o
envolvimento da V-ATPase no desenvolvimento da planta sendo esse refletido no fruto.
O envolvimento deste gene no desenvolvimento foi recentemente discutido em A.
thaliana (Zhou et al., 2016). No trabalho destes autores verificou-se que uma sobre-
expressdo do gene V-ATPase conduziu a um melhor crescimento da planta
(comprimento das raizes, peso fresco, altura da planta e numero de frutos) quer sob
condicBes normais quer sob stress; e, pelo contrario, a reducéo da atividade da enzima
conduziu a um crescimento retardado. Focando o envolvimento deste gene no
desenvolvimento do fruto, num estudo realizado com peras, o gene V-ATPase e também
0 gene da PPase (discutido abaixo) apresentaram variacdes na sua expressao ao longo

dos diversos estadios de desenvolvimento (Shiratake et al., 1997).
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Figura 17. Nivel de expressdo dos genes V-ATPase, PPase, CAX3, CAX5, CAX®6,
CaATPasel, CaATPase2, CaATPase3, CaATPase4 e CaATPasell (média + erro
padrdo) em funcéo das doses de K (2,15; 6,15 e 10,15 mmol L) e periodos de colheita
(1, 2 e 3). Letras minusculas representam as diferencas na expressao do gene nas
diferentes doses de K no mesmo periodo de colheita dos frutos e letras mailsculas
representam as diferengas na expressao do gene entre periodos de colheita dos frutos.
Médias e erros padréo seguidas por letras diferentes diferem significativamente entre si
a 1%, 5% e a 10% de probabilidade pelo teste de Tukey. **, * e *** F significativo a 1%,

5% e 10% de probabilidade, respetivamente.
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Figura 18. Teor em Ca e K total nos morangos em fungéo das doses de K (2,15; 6,15 e
10,15 mmol L) e periodos de colheita (1, 2 e 3). Letras mailsculas representam as
diferencas no teor de K nos morangos entre periodos. Médias e erros padrao seguidas
por letras diferentes diferiram entre si a 5% de probabilidade e médias seguidas pela
mesma letra n&o diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey. *- F significativo
a 5% de probabilidade; médias com auséncia de letras — F n&o significativo.

No presente estudo, ainda que os frutos tenham sido colhidos nos trés periodos
de colheita no mesmo estado de maturacdo (minimo % da epiderme vermelha), e que
ao nivel do fruto ndo tenham sido detetadas visualmente diferencas que

correspondessem ao envelhecimento das plantas, para melhor elucidar a questio
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relativa ao envolvimento da V-ATPase no desenvolvimento vs resposta ao
défice/lexcesso de K seria de interesse estudar a expressao deste gene ao longo do
desenvolvimento da parte vegetativa e do fruto. Por outro lado, sendo a expresséo deste
gene altamente dependente do tecido estudado (De Freitas et al., 2010), ao nivel do
fruto seria interessante considerar também o estudo em diferentes tecidos (epiderme e
polpa por exemplo).

Relativamente & PPase ndo foram identificadas diferencas significativas entre os
trés tratamentos considerando isoladamente cada periodo de colheita. No entanto, a
comparacdo entre os trés periodos de colheita revela um aumento significativo da
expressao associado a um excesso de K. Coincidentemente, o valor mais elevado de
Ca foi detetado no terceiro periodo de colheita (cerca de 1,5x), podendo este valor estar
relacionado com a necessidade da planta mobilizar mais ides e como tal requerer mais
proteina (Figura 18). Diversos trabalhos referem que a absorcédo de Ca?* é fortemente
dependente da presenca de outros catides, nomeadamente o K* (White e Broadley,
2003; Tuteja e Mahajan, 2007; Mcainsh e Pittman, 2009; Laohavisit et al., 2012; Wang
e Wu, 2013). Adicionalmente, De Freitas et al. (2012) mostraram também gue o periodo
de exposicdo ao stress estad associado a diferenca na expressdo dos genes, 0 que
suporta as diferengas encontradas no presente trabalho ao longo dos trés periodos de
colheita.

Considerando ainda os dois genes associados as bombas de transporte de Ca?*
(V-ATPase e PPase), trabalhos prévios realizados em maca revelaram que em frutos
manifestando sintomas de uma desordem fisiologica (bitter pit) apenas a expresséo do
gene da PPase foi alterada, apresentando um aumento da expressao (De Freitas et al.,
2010). Os mesmos autores revelaram ainda que a expressao deste gene, bem como da
PPase depende do tecido estudado. Perante estes resultados é possivel reforcar a ideia
da necessidade de estudos posteriores considerando a analise da expressao nao
apenas no fruto, mas também na parte vegetativa, e no caso do fruto, considerar
diferentes tecidos.

A atividade combinada das duas bombas de Ca?* (V-ATPase e PPase), cria um
gradiente de protdes e gera um potencial de membrana que é utilizado no transporte de
compostos contra a sua concentracdo ou gradiente eletroquimico (Gaxiola et al., 2007)
e este transporte é assegurado pelos transportadores e canais de Ca?*. No ambito desta
tese foram analisados trés genes da familia dos transportadores CAX (Figura 17). Neste
estudo foi possivel detetar diferencas significativas no nivel de acumulac¢ao de transcrito
ao longo do tempo para o CAX3, sendo no terceiro periodo de colheita e nas amostras

correspondentes ao tratamento com excesso de K* onde se verificou um aumento da
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expressao de cerca de 8x. Relativamente ao CAX5, apesar da inexisténcia de diferencas
significativas, € visivel um aumento da expressao entre 0s periodos de colheita 1 e 2
nas amostras associadas ao deficit e excesso de K sendo o controlo (6,15 mmol L?)
estavel;, o CAX6 apresentou uma tendéncia crescente do nivel de transcrito no
tratamento com excesso de K (10,15 mmol L?), atingindo o nivel mais elevado no
terceiro periodo de colheita. A expressdo do gene CAX3 apresentou 0 mesmo padréao
de comportamento crescente em funcédo das doses de K encontrado para o teor de Ca
nos frutos, sendo a dose 10,15 mmol L™ a responsavel pela maior expresséo deste gene
e maior teor de Ca total nos frutos (Figura 18). Os resultados encontrados no presente
ensaio estdo de acordo com Shiratake et al. (1997), que ao trabalharem com a planta
A. thaliana mantida sob condi¢des de salinidade, verificaram que a expressao do gene
CAX1 aumentava na presenca de sal concluindo que esse gene estava envolvido na
resposta da planta a condi¢des de stress salino.

A elevada expressdo dos genes CAXs foi associada a tecidos ndo saudaveis
devido a deficiéncia em Ca em macas (De Freitas et al., 2010). Em tomates, a maior
expressao do gene da familia CAX foi associada a promocao de desordens fisiologicas,
como a podridao da flor, comum em tomateiros deficientes em Ca, mesmo estas plantas
apresentando um aumento no teor total de Ca nos frutos em relagdo as plantas ndo
deficientes (Park et al., 2005). Neste ensaio, a maior expressdo do gene CAX3 foi no
periodo de colheita em que os frutos apresentaram maior teor deste elemento (Figura
18). Apesar das plantas e frutos deste ensaio ndo terem apresentado nenhum sintoma
de desordem fisiolégica e/ou deficiéncia de Ca (dados ndo apresentados), a alta
expressao do gene CAX3 nos frutos com maior teor em Ca sugere que a expressao
deste transportador pode ter alterado a homeostase de Ca?*, aumentando os grupos de
Ca?" no apoplasto dos organelos que pode resultar em maior permeabilidade a
membrana e desenvolvimento de deficiéncia de Canos tecidos vegetais (Hirschi, 1999).

Ainda que nado sejam detetadas diferencas significativas entre tratamentos, €
interessante verificar que o padréo de expresséao identificado para os trés genes CAX
no periodo de colheita 1 € comum a outros genes, incluindo a V-ATPase, CaATPasel,
3,4 e 11 (Figura 17).

Relativamente aos 5 genes que codificam as CaATPases foi possivel identificar
um padrdo comum a quatro destes: CaATPasel, 3, 4 e 11. Apesar das diferencas
significativas serem visiveis apenas no caso da CaATPase4 no terceiro periodo de
colheita, pode propor-se um mecanismo de co-regulagdo destes quatro genes. Neste
padrdo a expressdo dos genes associada ao stress aumenta do periodo 1 para o 2

sendo estavel na condicdo controlo (6,15 mmol L de K). Este comportamento faz com
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que no periodo 1, a expressao que no controlo era superior passe a ser inferior ao nivel
de transcrito observado nas duas condicfes de stress no periodo 2. A expressao do
gene Ca-ATPase4 parece ser mais influenciada pelas diferentes doses de K, sendo
apenas neste gene obtidas diferencas significativas. Essas diferencas foram visiveis no
terceiro periodo de colheita, sendo a dose 6,15 mmol L de K a que permitiu uma maior
expressao do gene Ca-ATPase4. Para além disso, houveram diferencas na expressao
do gene Ca-ATPase4 em funcdo dos periodos de colheita para a dose 2,15 mmol L de
K, sendo o segundo periodo de colheita (periodo 2) onde este gene mais se expressou
nos frutos. A maior expressao deste gene pode resultar num maior nivel de proteina Ca-
ATPase4, o que pode favorecer o bombeamento do Ca?* para o interior do vactolo dos
morangos, como sugerido por De Freitas et al. (2010). Neste organelo, o Ca?* forma
complexo com fendis, oxalatos e fosfatos (White e Broadley, 2003), reduzindo o Ca?*
livre na regido do apoplasto, necesséario para a estruturagdo e manutencdo da
integridade da membrana plasmatica (Marschner, 2012). Segundo De Freitas et al.
(2010), o decréscimo na concentracdo do Ca?* livre no apoplasto implica um aumento
da permeabilidade da membrana plasmatica e maior probabilidade de ocorréncia de
bitter pit em macés. No presente estudo, embora a expressdo do gene Ca-ATPase4
pareca ser influenciada pelas diferentes doses de K e periodos de colheita, nenhum
disturbio fisiolégico foi visualizado nos morangos.

Para o gene Ca-ATPase2 (Figura 17), mesmo ndo havendo diferencas
estatisticas significativas, observou-se um padrdo crescente na expressao deste gene
em funcéo das diferentes doses de K, o qual se manteve nos trés periodos de colheita.
Este comportamento sugere, que o aumento da disponibilidade K aumenta a expressao
deste gene nos morangos independente do desenvolvimento da planta no periodo de

producao de frutos.

4. Conclusoes

Os resultados obtidos indicam que as diferentes doses de K disponibilizadas no
meio de crescimento dos morangueiros cv. San Andreas, associado ao tempo de
exposicdo a essa condigdo, parecem exercer uma influéncia na expresséo de genes
que codificam enzimas envolvidas no movimento do Ca?* na célula. Quatro dos dez
genes estudados apresentaram expressao diferencial considerando as diferentes doses
de K disponibilizadas as plantas e o periodo de colheita. Tal resultado indica que a
nutricdo da planta com doses desadequadas de K, seja em deficit, seja em excesso,
podera conduzir a alteraces na qualidade dos frutos estando o Ca?* e os mecanismos

associados ao seu movimento na célula aqui implicados.
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Capitulo IV







Avaliacdo da qualidade e conservacao pés-colheita do morango (Fragaria x

ananassa Dutch. cv. Portola) tratado com CaCl, em pré-colheita

1. Introducéo

A conservacao pos-colheita é um dos grandes problemas na cadeia produtiva do
morango. Por ser fruto ndo climatérico, a colheita é realizada quando os morangos
apresentam um grau de maturacdo com as caracteristicas de cor, sabor e aroma em
condicBes 6timas de aceitabilidade pelo consumidor. Além disso, o facto destes frutos
apresentarem uma epiderme muito macia, resulta num curto periodo de conservacao
devido a sua facilidade de deterioragéo.

A deterioragdo dos morangos é resultante da sua intensa atividade metabolica e
grande suscetibilidade a lesdo mecénica, o que reduz de forma consideravel sua vida
atii  pés-colheita, acarretando perdas nutricionais, sensoriais e econdémicas
consideraveis (Chitarra e Chitarra, 2005). O uso da refrigeracéo é eficiente na reducéo
da taxa metabdlica dos frutos em geral. No entanto, a refrigeracéo de forma isolada néo
é suficiente para manter a qualidade dos morangos, sendo necessério 0 uso de outras
técnicas de conservacdo conjugadas, como o0 acondicionamento em atmosfera
modificada (Bhat e Stamminger, 2016; Sogvar et al., 2016; Giuggioli et al., 2017; Jalali
et al., 2017) e o uso de biofilmes ou ceras (Khalifa et al., 2016a; Khalifa et al., 2016b;
Briano et al., 2017; Oregel-Zamudio et al., 2017). A estes procedimentos acrescem a
imersao pdés-colheita (Souza et al., 1999; Lara et al., 2004; Verdini et al., 2008; Galetto
et al.,, 2010; Chen et al.,, 2011b) e a pulverizacdo pré-colheita dos morangos com
produtos a base de célcio (Vance et al., 2017).

A utilizacdo do cloreto de célcio (CaCl,) na epiderme dos morangos € proposta
como economicamente viavel e com potencial para manutencdo da qualidade pos-
colheita, além de nado conferir sabor, odor e cor aos frutos (Souza et al.,, 1999;
Hernandez-Mufioz et al., 2008; Galetto et al., 2010; Chen et al., 2011b). De entre os
principais efeitos desejaveis da aplicacdo de CaCl, nos frutos esta o controlo de
disturbios fisiologicos, a reducao da taxa respiratéria, 0 aumento da firmeza e a reducao
do crescimento de fungos durante o armazenamento (Akhtar et al., 2010; Senevirathna
e Daundasekera, 2010; Hornedo-Ortega et al., 2016). Todos estes efeitos contribuem
para a extensao do periodo de conservacao.

Chen et al. (2011b) ao investigarem os efeitos da aplicacdo das concentracdes
0; 1 e 4 % de CaCl, em morangos conservados a 4 °C durante 15 dias, observaram que

a aplicacdo de 1 % de CacCl, atrasou as mudancas das propriedades fisico-quimicas
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dos frutos, bem como a degradacdo das pectinas. Assim, 0s autores sugeriram que o
CacCl, prolongaria a vida util dos morangos, principalmente por influenciar a degradacéo
das moléculas de pectina. Lara et al. (2004) também observaram que a aplicacdo da
concentracdo de 1 % de CaCl, reduziu o ataque de fungos, retardou a maturacéo dos
frutos e manteve a integridade da parede celular dos morangos.

Para além dos efeitos citados, Hernandez-Mufioz et al. (2008) concluiram que a
aplicacdo de CaCl, proporcionou melhor aparéncia, menor perda de massa fresca,
maior teor de sélidos sollveis e pH dos morangos, além do incremento no valor
nutricional dos frutos.

Assim, face ao potencial de utilizacdo do CaCl, na manutencdo da qualidade e
no prolongamento da conservacao poés-colheita dos morangos e também face a
caréncia de estudos no qual se refere a aplicacdo de CaCl, em pré-colheita nos frutos
do morangueiro, o presente trabalho teve como objetivo avaliar os efeitos do nimero de
aplicacdes de diferentes concentragfes de CaCl, nos frutos em pré-colheita, no que
respeita @ manutencdo da qualidade e conservacdo dos morangos, quantificando as
possiveis modificacbes fisicas, quimicas e microbiolégicas durante o0 seu
armazenamento. Foi também analisado o teor de calcio da parede celular dos frutos, na
tentativa de perceber se as aplicacdes resultariam em teores mais elevados deste catido

na parede celular.

2. Material e Métodos

2.1 Localizacéo, material vegetal e instalacdo do ensaio

O ensaio ocorreu numa estufa da exploracdo comercial produtora de morangos
PaxBerry Portugal, situada em Monte dos Meloais, Quintos, Beja — Portugal, cujas
coordenas geograficas sdo 37°58'09.3"N 7°46'00.4"W.

O sistema de producao empregado na estufa foi o hidropénico New Growing
System® (NGS) totalmente automatizado, com regas diarias alternadas entre agua e
solucdo nutritiva contendo todos 0s macro e micronutrientes essenciais ao
desenvolvimento do morangueiro, com pH e CE ajustados em 6,75 £ 0,25 e 2,2 + 0,3
dS m?, respetivamente. Os morangueiros utilizados neste ensaio foram mantidos sob
as mesmas condi¢cdes dos demais da exploragéo.

A cultivar utilizada foi a Portola, cujas plantas de raiz nua obtidas de viveiro
certificado foram plantadas no dia 28 de setembro de 2015. Foram utilizadas duas linhas

de cultivo com 4 metros, cada linha dividida em 9 blocos ao acaso, cada bloco com 68
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plantas, totalizando 612 plantas para aplicagdo dos tratamentos e colheita dos

morangos.

2.2. Tratamentos e conducéo do ensaio

Os tratamentos consistiram em uma ou duas aplicagcbes de trés concentracdes
de cloreto de célcio dihidratado (CaClz..2H20, com 76 % de CaClz) do tipo aditivo
alimentar nos morangos em pré-colheita.

Foram testadas as seguintes concentracoes:

Concentracédo 1 — 0 % CacCl, (0 % de CacCl,. ,H»0) — controlo;

Concentracéo 2 — 1 % CacCl, (1,32 % de CaCls. 2:H,0);

Concentracéo 3 — 4 % CaCl; (5,26 % de CaCl,. 2H20);

As diferentes concentracdes de CaCl, foram preparadas através da dissolugéo
do sal em agua destilada a temperatura ambiente e agitacdo constante em agitador
magneético. A concentracdo de 0 % de CacCl, foi composta apenas por dgua destilada.
Os tratamentos foram iniciados no dia 21 de marco e 01 de abril de 2016, para plantas
gue receberam 1 e 2 aplicagbes, respetivamente. Nestas datas, os morangos
apresentavam-se verdes nos primeiros estadios de desenvolvimento, apés a
fecundagé&o do ovario.

Os morangos que receberam uma Unica aplicacdo das diferentes concentracdes
de CaCl, foram colhidos 8 dias apds os tratamentos e os que receberam duas, estas
foram realizadas 11 e 4 dias antes da colheita. As aplicacfes foram efetuadas por meio
de pulverizacdes a uma distancia de aproximadamente 30 cm das plantas, direcionada
aos morangos com pulverizador de pressédo prévia manual, com capacidade para 4L e
com boquilha do tipo universal, uma pressédo de funcionamento de 2,5 — 4,5 bar.

Apb6s cada colheita, os morangos foram transportados para o Laboratério de
Tecnologia e Pos-Colheita da Universidade de Evora onde foram selecionados
atendendo a auséncia de defeitos fisiol6gicos e danos, tamanho médio (peso médio de
24 g) e cor (pelo menos com % da superficie com coloragdo vermelha, sendo este o
critério utilizado a para a colheita de morangos para consumo in natura). Posteriormente,
foram acondicionados em caixas de papel cartdo (60 x 40 x 10) previamente
identificadas e armazenados em camara de frio sob condigbes de 4 °C + 2 °C de
temperatura e 95 % de humidade relativa.

Foram realizadas 7 avaliages fisicas e quimicas dos morangos no decorrer dos
dias de conservacdo para todos os tratamentos com 1 ou 2 aplicacées de CaCl,. As

avaliacdes tiveram inicio no dia O (dia da colheita) e término apos 8 dias de conservacgao
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em camara de frio. Cada avaliacao incidiu sobre 21 morangos retirados aleatoriamente
das caixas de papel cartdo contendo os morangos de cada tratamento. Estes foram
deixados repousar a temperatura ambiente de 20 °C por aproximadamente 3 horas
antes do inicio das avaliacGes. As avaliacdes quimicas do teor de Ca total e teor de Ca
presente na parede celular (AIR) dos morangos foram realizadas somente nos dias 0, 3

e 8 de conservacéo.

2.3 Analises fisicas e quimicas dos morangos

As analises referentes a firmeza, aos parametros da cor (L*, h° e C*), aos soélidos
solUveis totais (SST), a acidez titulavel (AT), ao pH e a razdo SST/AT foram realizadas
conforme a metodologia descrita no Material e Métodos do Ensaio Il — 2.12.3 Avaliagédo

da qualidade fisico-quimica dos morangos.

Determinacéao do teor de Ca total nos morangos

Para a determinacdo do teor de Ca total foram preparadas 2 amostras
compositas de morangos de cada concentracao e numero de aplicacdes de CaCl, nos
dias 0, 3 e 8 de conservagdo. Estas amostras consistiram na utilizagcdo de ¥4 de quatro
morangos escolhidos ao acaso entre os 21 previamente congelados a -20 °C. A forma
como as amostras foram manipuladas para a determinacdo do teor de Ca total nos
morangos foi descrita no Material e Métodos do Ensaio | - 2.6.3 Avaliacao do teor em
Ca, K e Mg nos diferentes 6rgaos da planta (Teor em Ca, K e Mg total nos morangos).

Extracdo e teor de Ca na parede celular dos morangos

O AIR foi extraido a partir das 21 partes restantes de morangos para as
diferentes concentracdes e numero de aplicagcbes de CaCl; nos dias 0, 4 e 8 de
conservacdo. A forma como as amostras foram manipuladas para a extracdo e
determinacgdo do teor de Ca na parede celular dos morangos foi descrita no Material e
Métodos do Ensaio | - 2.6.3 Avaliacao do teor em Ca, K e Mg nos diferentes érgaos da

planta (Extracdo e teor em Ca, K e Mg na parede celular dos morangos).

2.4 Quantificacdo da deterioracdo dos morangos a temperatura ambiente

A deterioracdo da epiderme dos morangos foi quantificada nas amostras sujeitas
a duas aplicagbes das diferentes concentragdes de CaCl, por inspecao visual, através

da contagem do nimero de danos e da presencga de fungos.
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Foram individualizados 15 morangos por tratamento, em que trés conjuntos de
5 morangos foram colocados em prato de plastico de 25 mm do tipo descartavel,
mantidos a luz natural e temperatura ambiente de 22 °C a partir do dia em que foram
colhidos. Os morangos que apresentaram qualquer sinal de danos e/ou
desenvolvimento de micélio na epiderme foram considerados deteriorados.

Os resultados foram expressos como percentagem (%) de morangos

deteriorados para os dias 3, 5 e 8 apds a colheita.

2.5 Desenho experimental e andlise estatistica dos dados

O delineamento experimental utilizado foi um fatorial 2 x 3, com 1 ou 2 aplicacdes
de CaCl; e 3 concentragbes de CaCl,, em blocos ao acaso com repeticoes.

Com excecdo do parametro de deterioragdo dos morangos, os resultados
obtidos foram submetidos & analise de variancia (Anova) e comparagdo de médias
realizada pelo teste de Tukey (p < 0,05).

Foi realizada a analise de correlagdo de Pearson (p < 0,05), entre os parametros
fisico-quimicos. A tabela contendo a matriz de correlagdo entre os parametros avaliados
esta apresentada em Anexo 4, tabela 1 e 2. Para todas as andlises e testes
mencionados, foi utilizado o programa estatistico SPSS® for Windows, Statistic version
24 (SPSS Inc., Chicago, IL, U.S.).

3. Resultados e discusséo

3.1 Efeito do CaCl; nos atributos fisicos e quimicos da qualidade dos morangos

A firmeza em frutos é um dos parametros mais importantes para avaliar a
gualidade em funcdo do tempo de conservagdo. Em geral, neste ensaio, a firmeza dos
morangos nao foi influenciada pelas concentragbes e pelo nimero de aplicagbes de
CaCl; estudadas (Tabela 25).
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Tabela 25. Variacdo média da firmeza (N) dos morangos cv. Portola ao longo do periodo de
conservacao tratados com 1 ou 2 aplicacdes das diferentes concentracdes de CaCl, em pré-
colheita.

com 1 aplicagéo de CaCl,

Dias de conservagao
Tratamentos

0 1 2 3 6 7 8

Controlo 1,64 £0,07aA 1,57 £0,10aA 1,59 +£0,11aA 1,67 £0,15aA 1,69 +0,08aA 1,48 +0,07 bA 1,72 +0,07aA
1% CacCl, 1,47 £0,08aA 1,75+0,11aA 1,73+0,10aA 1,57 £0,09aA 1,73 +0,08aA 1,74 +0,1abA 1,69 + 0,09aA
4% CaCl, 150+0,12aA 1,61+0,08aA 1,53+0,11aA 1,59 +0,09aA 1,52+0,07aA 1,91 +0,12aA 1,76 +0,12aA

com 2 Aplicagdes CaCl,

Dias de conservagao
Tratamentos

0 1 2 3 4 7 8
Controlo 1,34 +0,09aA 1,50 +0,19aA 1,36 £0,06aA 1,52 +0,09aA 1,55+ 0,06aA 1,31+0,07bA 1,47 +0,1aA

1% CaCl, 1,50 £ 0,08aA 1,58 +0,26aA 1,30 +£0,05aA 1,52 +0,07aA 1,48 +0,07aA 1,33 £0,09bA 1,32 +0,06aA
4% CaCl, 1,53+0,10aA 1,56 +0,28aA 1,49+0,07aA 1,70+0,07aA 1,40 +0,07aA 1,65*0,11aA 1,49 +0,09aA

Médias e erros padrao seguidas por diferentes letras minasculas na coluna e maitsculas nas
linhas, diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05).

A influéncia do CaCl, neste ensaio nao ficou evidente, visto que a firmeza dos
morangos das amostras controlo foi semelhante aos morangos submetidos aos
tratamentos em que o CaCl.foi adicionado. Resultados semelhantes foram encontrados
por Chen et al. (2011b) ao estudar as concentragdes 0, 1 e 4 % de CacCl, aplicados em
morangos da cv. Shijixiang apos a colheita. No entanto, para macas (Kittemann et al.,
2009; Zhao e Wang, 2015), damasco (Koushesh Saba et al., 2016) e papaia (Madani et
al., 2015; Silva et al., 2015), a aplicagdo de CaCl, mostrou-se efetiva na manutengéo da
firmeza dos frutos, ao longo do tempo de conservagéo.

Para ambas as aplicacdbes de CaCl,, houve efeito entre as diferentes
concentracdes somente no sétimo dia de conservacgdo, sendo a concentracédo 4 % de
CaCl; a que apresentou morangos mais firmes. Em geral, houve uma tendéncia dos
morangos tratados com 1 aplicacdo de CaCl, apresentarem valores de firmeza

ligeiramente superiores aos tratados com 2 aplicagbes de CaCl, (Figura 19).
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Figura 19. Variacao média geral da firmeza (N) dos morangos cv. Portola em fungéo do
namero de aplicacdes de CaCl,. Médias e erros padréo, seguidas pela mesma letra, ndo
diferem significativamente entre si, a 1 % de probabilidade pelo teste de Tukey.

Segundo Dgving et al. (2005), a firmeza em morangos apresenta uma grande
variabilidade natural. Os valores para firmeza encontrado no presente estudo, que
variaram entre 1,3 e 1,91 N estdo de acordo com estes autores, que apds estudarem
400 morangos de quatro cultivares obtiveram valores de firmeza que variaram entre 0,41
e 3,19 N.

Assim, por n&o terem ocorrido diferengas entre as concentragdes de CaCl, para
quase todos os dias de conservagéo, esta reducdo na firmeza dos morangos tratados
com 2 aplicagbes, além de poder ter ocorrido devido ao comportamento natural dos
frutos, pode estar relacionada com o grau de maturagdo em que estes foram colhidos,
uma vez que o Unico critério utilizado na colheita foi a cor dos frutos.

A cor forte e brilhante é a primeira influéncia de atratividade na escolha do
morango pelo consumidor. Os parametros da cor mensurados neste ensaio (L*, h° e C¥)
foram claramente influenciados pelos dias de conservacédo e pouco influenciados pelas

concentracdes de CaCl. (Tabela 26).
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Tabela 26. Variagdo média dos parametros da cor L*, h® e C* dos morangos cv. Portola ao longo do periodo de conservacao tratados com
1 ou 2 aplicacdes das diferentes concentracfes de CaCl, em pré-colheita.

com 1 aplicagéo de CaCl2

Dias de conservacéao

0 1 2 3 6 7 8
Tratamentos T
Controlo 47,68 + 0,8aA 42,40 £ 0,7aB 42,31 +0,7aB 40,60 +0,3aBC 38,82 +0,5aC 41,33 +0,5aBC 41,78 + 0,6aB
1% CaClz 47,80 £ 0,7aA 41,96 + 0,6aB 42,17 £ 0,7aB 41,49 £ 0,7aB 39,40 £ 0,7aB 41,47 + 0,6aB 41,45 +0,7aB
4% CacClz 44,57 £ 0,8bA 43,09 = 0,6aAB 41,84 + 0,7aAB 41,07 £ 0,5aB 40,74 + 0,6aB 40,71 £ 0,7aB 42,88 + 0,6aAB
ho
Controlo 0,81 + 0,20aA 0,75+ 0,15aB 0,76 + 0,16aAB 0,71 £ 0,01aBC 0,67 £ 0,01bC 0,73+ 0,11aB 0,74 £ 0,12aB
1% CacCl: 0,82 £ 0,14aA 0,75 + 0,15aAB 0,75 + 0,16aBC 0,71 £ 0,01aBC 0,69 + 0,13abC 0,73 £ 0,14aBC 0,73+0,19aBC
4% CacCl2 0,74 + 0,17bA 0,75 = 0,14aA 0,73 £0,16aA 0,71 £ 0,02aA 0,72 £0,13aA 0,73 £0,17aA 0,77 £ 0,16aA
C*
Controlo 46,59 £ 0,6aA 44,93 + 0,6bAB 43,77 + 0,5bB 45,28 +0,6aAB 44,13 +0,5aB 44,05 + 0,4abB 44,10 + 0,6abB
1% CaCl: 47,84 + 0,5aA 46,22 + 0,5abAB 44,94 + 0,6abB 45,12 + 0,5aB 44,98 + 0,5aB 45,25 + 0,5aB 44,95 + 0,4aB
4% CaClz 47,75 £ 0,5aA 47,01 + 0,6aA 45,69 + 0,5aA 46,03 + 0,5aA 45,36 + 0,8aAB 43,18 + 0,6bB 43,21 £ 0,5bB
com 2 Aplicagdes de CaClz
Dias de conservagao
0 1 2 3 4 7 8
Tratamentos T
Controlo 42,70 = 0,44aA 41,07 + 0,62abA 41,77 £ 0,42aA 41,73 + 0,75aA 41,76 = 0,52aA 41,20 + 0,58aA 41,99 + 0,51aA
1% CaClz 41,93 + 0,49aA 41,89 + 0,52aA 40,00 + 0,58bA 40,65 + 0,36aA 40,07 = 0,60aA 39,95 £ 0,46aA 41,76 = 0,51aA
4% CaCl: 42,59 + 0,50aA 39,38 + 0,51bB 40,15 + 0,53abB 40,59 = 0,57aAB 40,77 = 0,53aAB 40,49 = 0,52aAB 41,55 + 0,61aAB
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hO

Controlo 0,75 £ 0,01aA 0,70 £ 0,01bB 0,73 £0,01aAB 0,72 £ 0,01aAB 0,74 £ 0,01aAB 0,71 £ 0,01aAB 0,74 £ 0,01aAB

1% CacClz 0,75 £ 0,01aA 0,74 £ 0,01aA 0,71 £0,01aA 0,71 £0,01aA 0,71+ 0,01aA 0,71 £0,01aA 0,75 £ 0,01aA

4% CaClz 0,77 £ 0,01aA 0,71 + 0,02abBC 0,70 £ 0,01aC 0,71 +0,01aBC 0,73+0,01aABC 0,73 +0,01aABC 0,76 £ 0,01aAB
C*

Controlo 48,21 £ 0,5aA 48,32 £ 0,7aA 48,69 + 0,5aA 47,27 £ 0,5aAB 46,99 + 0,5aAB 45,390 + 0,6aB 46,60 + 0,4aAB

1% CacClz 48,16 + 0,6aA 47,92 £ 0,6aA 46,49 + 0,6aAB 47,86 + 0,6aA 46,15 + 0,7aAB 44,80 + 0,4aB 46,81 + 0,6aAB

4% CaCl2 47,64 £ 0,5aA 45,25 £ 0,6bAB 47,74 + 0,8aA 47,07 £ 0,4aAB 46,06 + 0,5aAB 44,79 + 0,6aB 45,00 £ 0,7aB

Médias e erros padréo seguidas por diferentes letras mintsculas na coluna e maitsculas nas linhas, diferem significativamente entre si pelo
teste de Tukey (p < 0,05).
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Nos morangos que receberam 1 aplicacdo de CaCl;, houve reducdo da
luminosidade (L*) a partir do primeiro dia de conservag¢ao. Contudo, a presenca do Ca
nao influenciou esta reducdo, uma vez que o mesmo comportamento foi observado para
as amostras controlo. Nos morangos que receberam 2 aplicacdes, a reducao da L* foi
observada nos morangos tratados com 4% de CaCl,. Neste caso, a L* pode ter sido
reduzida devido o excesso da concentracdo de Ca na epiderme do morango ou pelo
efeito toxico que esta concentracdo pode ter causado aos frutos.

Ao estudarem o comportamento das componentes da cor, L*, a* e b* na
epiderme de morangos, Paraskevopoulou-Paroussi et al. (1993) e Miszczak et al. (1995)
concluiram que estes valores diminuem em funcao do tempo de conservagéo devido a
processos fisiologicos da maturagcdo que causam o escurecimento dos frutos.
Resultados semelhantes foram encontrados neste ensaio para os frutos que receberam
1 aplicagédo de CacCl, para o parametro h°, que define a intensidade da cor por meio da
relacdo b*/a*. Nestes morangos, o h® apresentou correlagéo positiva (p < 0,01, r 2 0,80)
com o L* para todos todas as concentragdes de CaCl, estudadas (Anexo 4 — Tabela 1).

Para os morangos tratados com 2 aplicagfes, a concentragéo de 1 % de CacCl;
apresentou h° e C* constantes durante os dias de conservagdo. Valores semelhantes
de h° e C* indicam que a cor vermelha se manteve durante a conservacao e
praticamente ndo houve escurecimento dos morangos independentemente do dia em
gue os mesmos foram colhidos. Esta manutencdo da cor durante os dias de
conservacgao € uma caracteristica interessante, uma vez que o escurecimento excessivo
dos morangos pode influenciar a aceitagdo do morango in natura pelo consumidor.
Correlacdes positivas entre h° e L* para os morangos que receberam 2 aplicagfes foram
também observadas para todas as concentragfes de CaCl, estudadas (p < 0,01, r 2
0,78) (Anexo 4 — Tabela 2).

Os valores médios encontrados neste ensaio para as componentes da cor sdo
ligeiramente superiores aos mencionados por Shaw e Larson (2009) na descricéo e
caracterizacdo da cv. Portola, em que os valores de L* variaram entre 31,4 e 37,2; h°
entre 0,43 e 0,52; e C* entre 37,77 e 44,9. A ocorréncia deste tipo de variagcdo tanto nas
caracteristicas fisicas quanto quimicas dos morangos € normal, em virtude,
principalmente, das condi¢des ambientais do local de cultivo.

Os resultados obtidos para o teor em SST nos morangos dos diferentes
tratamentos e dias de conservacdo encontram-se na Tabela 27. Os valores encontrados
neste ensaio estao proximos do valor médio de 6,68 °Brix encontrados por Ruan et al.

(2013) para morangos da mesma cultivar.
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Tabela 27. Variacdo média dos SST (°Brix) dos morangos cv. Portola ao longo do periodo de conservacao tratados com 1 ou 2 aplicacbes
das diferentes concentra¢des de CaCl, em pré-colheita.

Com 1 aplicacdo de CaCl2

Dias de conservacéo

Tratamentos 0 1 2 3 6 7 8

Controlo 4,80 +0,1aC 5,55 + 0,08aABC 4,90 + 0,01aBC 6,15 + 0,55aAB 6,60 + 0,01aA 5,25 + 0,05aBC 5,05 + 0,05aBC
1% CaCl2 4,55 + 0,05aA 5,00 + 0,06aA 5,25+ 0,11aA 5,70 £ 0,01aA 5,90 £ 0,06aA 6,20 + 0,40aA 5,60 + 0,70aA
4% CaCl2 4,60 + 0,1aC 5,55 +0,11aAB 5,45 + 0,10aAB 5,85 + 0,05aA 5,80 + 0,09aA 5,25 + 0,05aAB 4,50 £ 0,20aC

com 2 Aplicagdes CaCl2

Dias de conservacéao

Tratamentos 0 1 2 3 4 7 8

Controlo 5,35+ 0,1aB 7,00 + 0,1aAB 6,25 + 0,2aAB 7,15 + 0,5aA 5,95 + 0,2aAB 7,15 + 0,1aA 6,00 + 0,4aAB
1% CaCl2 6,00 + 0,1aA 5,90 £ 0,1bA 6,30 + 0,6aA 6,75 + 0,05aA 6,25 + 0,2aA 5,80 * 0,4abA 5,60 = 0,1aA
4% CacCl2 5,45 + 0,2aBC 5,45 + 0,05bBC 6,45 + 0,1aAB 7,20 £ 0,3aA 5,45+ 0,1aBC 5,30 + 0.2bBC 4,90 + 0,4aC

Médias e erros padrao seguidas por diferentes letras mindsculas na coluna e mailsculas nas linhas, diferem significativamente entre si
pelo teste de Tukey (p < 0,05).
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N&o houve efeito das diferentes concentracdes de Ca nos SST dos morangos
gue receberam 1 aplicacdo de CaCl,. Nos que receberam 2 aplicacbes de CaCl,, o
comportamento manteve-se para a maioria dos dias de conservacdo, com excecao do
dia 1 e 7 em que houve reducéo nos SST em funcéo da aplicacdo de Ca.

Resultados semelhantes foram encontrados por Souza et al. (1999) em
morangos cv. Sequdia tratados com as mesmas concentracdes de CaCl, deste ensaio,
durante 21 dias de conservagao.

A utilizagéo da concentragéo de 1 % de CaCl, em 1 ou 2 aplicagdes, ao contrario
das demais concentragfes, ndo influenciou os SST dos morangos durante os dias de
conservacéo. Estes resultados contradizem os encontrados por Chen et al. (2011b) em
gue os morangos da cv. Shijixiang tratados com 1 % de CaCl, apresentaram valores de
SST significativamente mais baixos do que nas demais concentracfes apos 5 dias e 15
dias de conservacéo.

A diferenca na resposta dos frutos a concentracao de 1 % de CaCl., encontrados
neste ensaio e as obtidas por Chen et al. (2011b), pode ser devido a utilizacdo de
cultivares diferentes, com diferente extenséo do processo de maturacdo (Cordenunsi et
al., 2003; Mahmud et al., 2008) e por isso diferente acumulacdo de polissacarideos
(Nogata et al., 1993).

A acidez titulavel (AT) que expressa a percentagem do acido citrico
predominante em morangos, nao foi afetada pelas concentracdes de CaCl, em ambas
aplicacdes e sofreu poucas alteragdes no decorrer dos dias de conservacao (Tabela
28).

As concentracdes e numero de aplicagbes de CaCl, também néo influenciaram
o pH dos morangos (Tabela 29); no entanto, observaram-se ligeiras redugfes a partir
dos primeiros dias de conservacdo. Este comportamento ndo foi observado para os
frutos que receberam 2 aplicagcbes das concentracbes 1 e 4 % de CaCl,. Nestes
tratamentos, ndo houve variacdo do pH em funcdo do tempo de conservacao.

Apesar da AT e pH terem sido mensurados em amostra compoésita com namero
expressivo de frutos, estas leituras foram realizadas somente em duas repeticées por
tratamento. Assim ndo se pode chegar a uma conclusdo sobre o efeito das
concentracdes e numero de aplicagdes de CaCl, para estes parametros nos morangos
deste ensaio. No entanto, estes resultados foram importantes para caracterizar a AT e
o pH dos morangos tratados e estdo de acordo com os valores encontrados para AT e
pH para a mesma cultivar por Antunes et al. (2014) e Cecatto et al. (2013),

respetivamente.
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A razao entre SST/AT é um parametro importante na determinacéo do grau de
maturacdo dos frutos e é uma das informa¢Bes que mais traduz o sabor, que é
representado principalmente pelo equilibrio entre dogura e acidez aceitavel para o palato
humano (Souza et al., 1999). Os resultados obtidos para o teor SST/AT em funcao dos
dias de conservacdao para as concentracdes e numero de aplicacéo de CaCl; encontram-

se na Tabela 30.
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Tabela 28. Variacdo média da AT (% de acido citrico) dos morangos cv. Portola ao longo do periodo de conservacao tratados com 1 ou
2 aplicacdes das diferentes concentracdes de CaCl, em pré-colheita.

com 1 aplicagéo de CaCl2

Dias de conservacédo

Tratamentos 0 1 2 3 6 7 8
Controlo 0,58 + 0,005aA 0,69 + 0,05aA 0,64 + 0,01aA 0,66 + 0,04aA 0,69 + 0,005aA 0,65+ 0,02aA 0,63 £ 0,02aA
1% CaCl: 0,58 + 0,01aA 0,61 £ 0,01aA 0,64 + 0,03aA 0,67 + 0,005aA 0,71 £ 0,02aA 0,70 £ 0,04aA 0,69 + 0,005aA
4% CacCl2 0,55 + 0,005aB 0,66 + 0,02aA 0,71 £ 0,01aA 0,67 £ 0,02aA 0,66 + 0,01aA 0,69 + 0,001aA 0,62 + 0,03aAB
com 2 Aplicagbes CaCl2
Dias de conservacéao
Tratamentos 0 1 2 3 4 7 8
Controlo 0,68 + 0,001aA 0,70 = 0,05aA 0,67 + 0,04aA 0,75 + 0,02aA 0,69 + 0,01aA 0,67 £ 0,01aA 0,67 + 0,005aA
1% CaCl: 0,69 £ 0,01aAB 0,70 £ 0,01aAB 0,68 £0,06aAB 0,77 +0,001aA 0,71 +0,005aAB  0,63+0,01aB 0,63 = 0,005aB
4% CaClz 0,70 = 0,05aA 0,61 £ 0,01aA 0,64 =+ 0,01aA 0,76 £0,11aA 0,60 + 0,005bA 0,53 =+ 0,06aA 0,58 =+ 0,03aA

Médias e erros padrdo médio seguidas por diferentes letras mindsculas na coluna e mailsculas nas linhas, diferem significativamente

entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05).
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Tabela 29. Variacdo média do pH dos morangos cv. Portola ao longo do periodo de conservacéo tratados com 1 ou 2 aplicacbes

das diferentes concentra¢des de CaCl, em pré-colheita.

com 1 aplicagéo de CaCl2

Dias de conservacéao

Tratamentos 0 1 2 3 6 7 8
Controlo 3,48 + 0,06aAB 3,45+ 0,03aAB 3,60 +0,04aA 3,00+0,04aC 3,10 +0,04aBC 3,06 +0,03aC 3,10 + 0,02aBC
1% CaCl2 3,568 £ 0,01aA 3,49 £0,0laA 3,48+0,02aA 3,00+0,02aB  3,13+0,04aB 3,11 +0,02aB 3,10 + 0,03aBC
4% CacCl2 3,69 £ 0,01aA 3,47 +£0,0laB  3,48+0,00aB 3,02+0,03aC 3,12+0,04aC 3,06 +0,0laC 3,12 +0,01aC
com 2 Aplicagdes CaCl2
Dias de conservagéao

Tratamentos 0 1 2 3 4 7 8
Controlo 3,03+ 0,01aB 3,23+0,05aA 3,12+0,03aAB 3,13+0,01aAB 3,14 +0,01bAB 3,15+ 0,01aAB 3,15+ 0,01aAB
1% CaCl2 3,06 £ 0,01aA 3,15+0,01laA 3,15+0,01aA 3,12 + 0,06aA 3,12 +0,01bA  3,15+0,03aA 3,16 + 0,01aA
4% CacCl2 3,12 + 0,08aA 3,18 £ 0,01aA 3,18 £0,01aA 3,09 £ 0,03aA 3,20+ 0,01aA 3,19+0,04aA 3,19+0,01aA

Médias e erros padrdo médio seguidas por diferentes letras mindsculas na coluna e mailsculas nas linhas, diferem

significativamente entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05).
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Tabela 30. Variacdo média do teor de SST/AT dos morangos cv. Portola ao longo do periodo de conservacéao tratados com 1 ou

2 aplicac¢des das diferentes concentracdes de CaCl, em pré-colheita.

com 1 aplicagéo de CacCl2

Dias de conservacéo

Tratamentos 0 1 2 3 6 7 8
Controlo 8,35 + 0,3aABC 8,13 +0,3aBC 7,66 + 0,01aC 9,30 + 0,3aAB 9,64 + 0,1aA 8,02 + 0,2bBC 8,03 + 0,3aBC
1% CaCl: 7,85 + 0,2aA 8,19 + 0,2aA 8,18 £ 0,5aA 8,57 £ 0,1aA 8,39 £ 0,60aA 8,92 + 0,01aA 8,18 + 0,9aA
4% CacCl2 8,44 + 0,3aAB 8,40 + 0,3aAB 7,68 + 0,04aAB 8,81 + 0,4aA 8,78 £ 0,3aA 7,61+ 0,07bAB 7,32 £ 0,09aB
com 2 Aplicag8es CaCl2
Dias de conservacédo

Tratamentos 0 1 2 3 4 7 8
Controlo 7,86 + 0,22aB 10,02 +0,43aAB 9,33 +0,04aAB 9,59 +0,54aAB 8,63 +0,49aAB 10,67 £0,06aA 9,02 + 0,53aAB
1% CaCl: 8,76 £ 0,04aA 8,43 £ 0,26aA 9,24 + 0,34aA 8,77 £ 0,06aA 8,86 + 0,29aA 9,30 + 0,86aA 8,96 + 0,23aA
4% CaCl2 7,80 = 0,20aB 9,01 + 0,01aAB 10,16 £ 0,16aA 9,54 +0,61aAB 9,16 + 0,33aAB 10,09 + 0,76aA 8,51 £ 0,18aAB

Médias e erros padrdo médio seguidas por diferentes letras mindsculas na coluna e maidsculas nas

significativamente entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05).

linhas, diferem
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O efeito da utilizacdo do Ca so foi observado no 7° dia de conservacdo nos
morangos que receberam 1 aplicacdo das diferentes concentracdes de CaCl,. No
entanto, houve variacdo no teor de SST/AT durante os dias de conservacado para 0s
morangos do controlo e da concentracao 4% de CaCl, em ambas aplicacoes.

Os valores observados para a razao SST/AT neste ensaio variaram entre 7,32 e
10,16, e que foi inferior ao valor médio de 11,09 encontrado por Cecatto et al. (2013)
estudando a mesma cultivar de morangueiro em substrato organico. Parece que o
estado de maturacdo dos morangos usados neste ensaio era mais imaturo que o dos

morangos do referido trabalho.

3.2 Efeito da aplicagdo de CaCl,no teor de calcio nos morangos

O célcio é o elemento que mais afeta a qualidade e a conservagéo dos frutos
(Chen et al., 2011b). Os efeitos fisiolégicos do Ca nos frutos foram estudados
extensivamente sobre as macas (Glenn e Poovaiah, 1990; De Freitas et al., 2013; Zhao
e Wang, 2015) e estes estudos mostraram que existem grandes diferencas na estrutura
do tecido das macéds com alto e baixo teor em Ca. Em morangos, a adigcdo de Ca
mostrou efeitos positivos na manutengéo da qualidade pos-colheita e no valor nutritivo
dos frutos (Herndndez-Mufioz et al., 2008).

O teor de Ca total encontrado nos morangos nos diferentes tratamentos com
CaCl, em funcdo do tempo de conservacdo encontram-se na Tabela 31. O teor de Ca
total na matéria seca dos morangos nédo sofreu diferencas significativas para a maioria
dos dias de conservagéo, como era esperado.

Souza et al. (1999), em ensaio com morangos da cv. Sequoia tratados em pds-
colheita com as mesmas concentracdes de CaCl; utilizadas neste ensaio, armazenados
durante 21 dias, a 4°C, também observou que o teor de calcio total durante os dias de
conservacao se manteve estavel.

Por outro lado, como era esperado, houve uma tendéncia dos frutos
apresentarem aumento no teor de Ca apdés os tratamentos com CaCl;, nas diferentes

concentracdes em relagdo ao controlo em ambas aplicagdes.
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Tabela 31. Variagdo média do teor de Ca total (mg de Ca g de morango liofilizado™?) nos
morangos cv. Portola ao longo do periodo de conservagédo tratados com 1 ou 2
aplicacdes das diferentes concentracdes de CaCl, em pré-colheita.

Com 1 aplicagao de CaCl:

Dias de conservacéao

Tratamentos 0 3 8
Controlo 2,36 £ 0,15aB 2,72 £ 0,13abB 3,83 £ 0,30aA
1% CaCl2 3,23 £0,28aA 2,28 +0,17bB 3,13 +£0,13aA
4% CacCl2 3,08 £ 0,35aA 3,02 £0,21aA 3,61 £ 0,38aA

Com 2 Aplicagdes CaCl:

Dias de conservacéao

Tratamentos 0 3 8
Controlo 3,98 + 0,45bB 6,23 +£0,17aA 6,64 + 0,19aA
1% CacCl2 5,65 + 1,07bA 6,41 + 0,20aA 7,19 + 0,26aA
4% CacCl2 8,38 + 0,46aA 6,34 + 0,33aA 7,06 + 0,79aA

Médias e erros padrdao médio seguidas por diferentes letras mailsculas na coluna e
minasculas nas linhas, diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05).

Hernandez-Mufioz et al. (2006) estudando a aplicacdo pos-colheita de Ca por
imersdo dos morangos da cv. Camarosa concluiu que a concentracéo de 1 % resultou
em maior teor de Ca total nos frutos (2,1 mg de Ca g de massa seca de fruto) em
comparagdo com o controlo e demais concentragdes. Neste ensaio, para ambas as
aplicagdes, a concentracdo 4 % de CaCl, foi a que resultou no maior teor de Ca total na
matéria seca dos morangos.

Pelo contrario, Vance et al. (2017) ao avaliarem o efeito das concentracdes que
variaram entre 0,05 e 0,3 % de CacCl, aplicadas nos morangos até trés vezes antes da
colheita dos frutos, concluiu que nenhuma das concentragdes ou numero de aplicacdes
de CacCl, modificou o teor de Ca nos frutos das cultivares Hood e Albion.

O calcio é um dos principais componentes da parede celular dos tecidos das
plantas e frutos. O calcio da parede celular desempenha papel fundamental na
manutencdo da estabilizagcdo e integridade estrutural ao interagir com as fungfes de
acido carboxilico do acido urénico nas cadeias de polissacarideos de pectina para criar
a chamada “caixa de ovos" (Vicente et al., 2007).

O teor de Ca na parede celular (AIR) dos morangos nos diferentes tratamentos
com CaCl, em fung&o do tempo de conservacgéo encontram-se na Tabela 32. O teor de
Ca no AIR dos morangos nao sofreu diferencas significativas em funcdo dos dias de
conservacdo, com excecao dos frutos tratados com uma aplicacdo da concentracdo 4

% de CaCl.. No entanto, houve diferencas significativas para o teor de Ca no AIR dos
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frutos tratados com 1 ou 2 aplica¢gBes das diferentes concentracbes de CaCl; (Figura
20).

Tabela 32. Variacdo média do teor de Ca (mg de Ca g de AIR™?) no AIR dos morangos
cv. Portola ao longo do periodo de conservacgéo tratados com 1 ou 2 aplicacdes das
diferentes concentragdes de CaClz. em pré-colheita.

com 1 aplicagéo de CacCl2

Dias de conservacéao

Tratamentos 0 4 8
Controlo 12,48 + 1,36bA 16,13 + 3,23aA 8,25 + 0,19aA
1% CaCl2 13,68 + 1,68bA 10,83 + 1,57bA 9,52 + 2,15aA
4% CacCl2 19,28 £ 1,24aA 9,33 £ 0,23bB 10,04 £ 0,48aB

com 2 Aplicag8es CaCl2

Dias de conservacéao

Tratamentos 0 4 8
Controlo 8,61 + 1,49aA 5,83 + 2,08bA 9,81 + 2,73bA
1% CacCl2 11,52 £1,67aA 17,07 £ 4,11aA 9,07 £ 1,21bA
4% CacCl2 9,84 + 2,35aA 14,84 + 2,38aA 17,38 £ 2,39aA

Médias e erros padrdo médio seguidas por diferentes letras mailsculas na coluna,
diferem significativamente entre si, a 5% de probabilidade pelo teste de Tukey.

Com excecéo dos resultados obtidos para os frutos que receberam 1 aplicacao
das diferentes concentracdes de CaCl, no 4° dia de conservacéo, os tratamentos com
1 e 2 aplicacdes de 1 % e 4 % de CaCl, promoveram o aumento do teor de Ca no AIR
dos frutos. Na analise de comparacéo de médias considerando o niumero de aplicacdes
e as diferentes concentracdes de CaCl,, houve diferencas significativas entre o teor de
Ca no AIR dos frutos, em funcdo das diferentes concentracdes de CaCl, com 2
aplicagcbes dos tratamentos (Figura 20).

Os morangos tratados com 1 aplicacdo, ndo apresentaram diferencas
significativas no teor de Ca no AIR em comparacdo com os frutos que receberam 2
aplicagOes das diferentes concentra¢des de CaCl, aplicadas. No entanto, nota-se uma
ligeira tendéncia de aumento no teor de Ca no AIR dos frutos tratados com 4 % de
CacCl,.

Nos morangos submetidos a 2 aplicagbes houveram respostas significativas do
aumento do teor de Ca no AIR dos frutos tratados com as concentracdes 1 % e 4 % de
CacCl; em relagdo a concentracao controlo (0 % de CacCl,), sendo a concentragdo 4 %
de CaCl, a que promoveu o maior teor de Ca no AIR dos morangos. Belge et al. (2017)
ao realizarem uma aplicagcdo com as concentragdes 1,5 % e 3 % de CaCl, em ameixas

e armazenando-as a 0 °C por 14 dias, ndo obtiveram diferengas significas no teor de Ca
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no AIR destes frutos, em funcdo da concentracdo de CaCl, aplicada; no entanto, a
concentracdo 3 % apresentou teor ligeiramente superior no AIR dos frutos em

comparacdo com a concentracdo de 1,5 %.
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Figura 20. Variacdo média do teor de Ca (mg de Ca g de AIR?) no AIR dos morangos
cv. Portola nas diferentes doses de CaCl, com 1 e 2 aplicagBes. Médias e erros padréo
seguidas pela mesma letra, ndo diferem significativamente entre si, pelo teste de Tukey
(p20,5).

3.3 Deterioracdo dos morangos

O morango caracteriza-se por ser muito perecivel e gravemente afetado por
danos mecanicos e doencas, principalmente fuangicas. Frequentemente estes danos por
causa mecanica ou presenca de fungos so se tornam evidentes quando os frutos sdo
colocados a temperatura ambiente, a semelhanca do que acontece no consumo
corrente do morango, quando sao retirados das camaras e colocados a temperatura
ambiente nas prateleiras de exposicdo no comércio e depois em casa do consumidor.

O cloreto de célcio tem sido utilizado com sucesso em pesquisas que visam a
manutencdo da qualidade dos frutos ao longo do periodo de conservacéo, reducédo da
deterioracdo da epiderme e da incidéncia de doencgas (Souza et al., 1999; Verdini et al.,
2008; Kittemann et al., 2009; Chen et al., 2011b).

A percentagem de deterioracdo dos morangos que receberam 2 aplicacdes das
diferentes concentracdes de CaCl, encontra-se na Figura 21. Nos dias em que os frutos
foram avaliados, a utilizacdo de CaCl, nos morangos parece ter afetado a deterioragcéo
dos frutos quando comparado com o tratamento controlo. A reducdo da deterioracéo
dos morangos resultante da aplicacdo de CacCl, é provavelmente devida ao aumento da

resisténcia nos tecidos da epiderme dos frutos. O aumento desta resisténcia pode ser
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devido a fatores como alteragBes na estrutura da parede celular ou estimulacdo da
producao de compostos antifiingicos ou fitoalexinas (Johnson e Berrie, 2010).

Neste ensaio, apesar de no 5° dia de avaliagdo, a percentagem de frutos
deteriorados ter sido superior para a concentracdo 1 % de CaCl.,, esta foi a mais efetiva,
com apenas 0,98 % dos morangos deteriorados nos primeiros trés dias apds a colheita,
que normalmente € o periodo em que 0s morangos sdo comercializados. Esta mesma
concentracdo de CaCl, apresentou uma boa eficiéncia no 8° dia apds a colheita, com
66,7 % de morangos aparentemente saudaveis. Contudo, a concentracao mais elevada,
que no dia 3 tinha sido muito eficaz, proporcionou ao oitavo dia efeitos mais negativos
na deterioragdo dos morangos.

Singh et al. (1993) ao estudarem o efeito da aplicacdo de CaCl, em mangas,
notaram que concentracbes acima de 1,2 % de CaCl, causaram queimaduras na
epiderme das frutas, contribuindo para a redugéo do periodo de conservagao.

Resultados muito mais positivos foram encontrados por Souza et al. (1999) que
obtiveram morangos sem infe¢cdes visuais ou qualquer deterioragcdo na aparéncia
externa durante o periodo de conservagéo de 21 dias a 4 °C quando tratados com 0,5
e 1 % de CaCls.
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Figura 21. Percentagem (%) de morangos cv. Portola deteriorados nas concentragoes
0, 1 e 4 % de CaCl, com 2 aplicagbes em funcdo dos dias apos a colheita.
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4. Conclusoes

Nas condicdes em que o ensaio foi realizado, os resultados obtidos para a
firmeza dos frutos revelaram que ndo houve efeito do niumero de aplicagbes das
diferentes concentracdes de CaCl, em pré-colheita no tempo de conservagao dos frutos;
porém, os frutos tratados com 1 aplicacdo mostraram-se mais firmes que os frutos
tratados com 2 aplicacGes das diferentes concentracées de CacCl..

A luminosidade dos frutos que receberam 1 aplicacdo das diferentes doses de
CaCl; nao foi alterada pelos tratamentos; porém, foi reduzida em funcdo dos dias de
conservacao.

A utilizacdo de 2 aplicacdes da concentracdo 4 % de CaCl; foi prejudicial para
cor dos frutos, reduzindo significativamente a luminosidade e a intensidade da
tonalidade dos frutos ao longo dos dias de conservacao.

O numero de aplicacdes e as diferentes concentracdes de CacCl, tiveram pouca
influéncia nos parametros quimicos da qualidade dos frutos, tais como os sélidos
soluveis totais, a acidez titulavel, o pH e arelacao solidos sollveis totais/ acidez titulavel.
Entretanto, a utilizacdo de duas aplicacbes de concentracdo 4 % de CaCl, em pré-
colheita nos frutos ocasionou uma reducao nos sélidos sollveis totais em fungédo dos
dias de conservacéo.

Em geral, houve alteragdes no teor de Ca total dos frutos tratados com 1 ou 2
aplicacbes de CaCl, para as diferentes concentragdes testadas, em funcdo dos dias de
conservacao e independentemente do numero de aplica¢des. Os frutos tratados com a
concentracdo 4 % de CacCl, foram os que apresentaram o maior teor de Ca total. Nas
paredes celulares, a utilizagéo de 1 e 2 aplicagbes das concentracdes 1 e 4 % de CaCl.
nos frutos em pré-colheita promoveram o aumento do teor de Ca no AIR dos frutos. Em
geral, os frutos tratados com 2 aplica¢des da concentracdo 4 % de CaCl, apresentaram
0 maior teor em Ca neste tecido.

A utilizagéo de CacCl, tem efeito sobre a deterioracdo dos frutos causada pela
presenca de fungos ou por danos. A aplicagdo da concentracdo 1 % de CaCl, nos frutos
em pré-colheita mostrou-se muito eficaz no controlo da deterioragdo até o 5° dia de
conservacao a temperatura ambiente, o que podera ser Util sob o ponto de vista prético;
a utilizacdo da concentracéo 4 % de CacCl, parece favorecer o aparecimento de danos
nos frutos.

Estes resultados tornam viavel a utilizagdo do CaCl, para manutencao da
qualidade dos frutos e protecéo contra a deterioracdo. De modo geral, a utilizacdo de 1
ou 2 aplicagbes em pré-colheita da concentracdo 4 % de CaCl. € prejudicial aos frutos,

sendo a utilizacdo de 1 aplicacdo da concentracdo 1 % de CaCl, em pré-colheita, o
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tratamento indicado para a manutencao da qualidade ao longo de 8 dias de conservacéo

dos morangos.
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Capitulo V







Calibracdo do método r4pido baseado na espectroscopia FT-NIR para avaliacdo

do teor de K, Ca e Mg na parede celular de morangos

1. Introducéo

A analise nutricional dos tecidos do morangueiro € uma prética utilizada
frequentemente para o controlo da nutricdo das plantas e conhecimento do teor de
nutrientes nos frutos. Os resultados destas analises quimicas permitem identificar
disturbios nutricionais causados por excesso ou deficiéncia mineral e servem como guia
para programas equilibrados de fertilizacdo. Contudo, tais analises sdo realizadas
através de métodos destrutivos que requerem processos complexos na preparagao das
amostras, demorados, onerosos, que necessitam de um numero consideravel de horas
de trabalho em laboratério para além da utilizacdo de uma grande quantidade de
reagentes quimicos (Wu e Sun, 2013).

Numerosos estudos relatam a utilizagdo da espectroscopia de infravermelho
proximo (NIR) para analisar de forma rapida, ndo destrutiva, eficiente e de baixo impacto
ambiental, pardmetros relacionados com a qualidade interna e externa de varios
produtos alimentares (Sirisomboon et al., 2012; Oliveira et al., 2014; Lu et al., 2015;
Amodio et al., 2017), com o teor em areia, argila, Ca, K, Mg, Fe, sédio (Na) e cobre (Cu)
em solos (Cozzolino e Morén, 2003), com a determinacao das concentracdes de macro
e micronutrientes em vinho (Cozzolino et al., 2008) e com a quantificacao de aclcares
constituintes da parede celular em péssegos, damascos e abdéboras (Kurz et al., 2010).

Os beneficios da utilizacdo da tecnologia NIR baseia-se no facto de cada
amostra possui um espectro, como uma impressado digital, que consiste num padrdo
Gnico e caracteristico. Assim, se mais de uma amostra exibem espectros similares,
parte-se do suposto de que estas possuem composi¢des quimicas e fisicas muito
semelhantes. Em contrapartida, as diferencas entre os espectros indicam que as
amostras sao fisica e quimicamente diferentes (Workman e Shenk, 2004).

Para que a espectroscopia NIR seja utilizada rotineiramente na avaliagdo de
qualquer parédmetro é necessario o desenvolvimento de modelos de calibragdo. Assim,
a utilizacao desta técnica depende da obtencdo destes modelos para prever os valores
dos paréametros qualitativos e € através destes modelos que se determina o
comportamento do sistema como um todo (Xie et al., 2009). Uma vez determinado o
modelo de calibracao é necessario que se valide a sua capacidade de previsao. Este
procedimento é especialmente relevante para a verificacao do nivel de ajuste do modelo

no momento da previsédo de novas amostras (Roggo et al., 2007).
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A espectroscopia NIR ja foi testada para ser utilizada como ferramenta para
determinacédo dos teores da maioria dos nutrientes essenciais em numerosas espécies
de plantas, geralmente usando técnicas de quimiometria para relacionar a informacao
espectral com o teor do nutriente em estudo. No entanto, até ao presente, ndo ha
informacdes na literatura sobre utilizacdo da espectroscopia NIR para prever teores de
nutrientes minerais na parede celular de frutos de morango. Desta forma, o objetivo
deste ensaio foi avaliar a potencialidade da espectroscopia NIR para determinar o teor
de nutrientes neste tecido isoladamente. Com este intuito, foram desenvolvidos modelos
para prever o teor em K, Ca e Mg na parede celular dos frutos utilizando espectroscopia
FT-NIR e métodos multivariados, com base em um conjunto de calibracdes.

2. Material e Métodos
2.1 Obtencao, caracteristicas das amostras

As amostras da parede celular dos morangos obtidas através do residuo
insoltvel em &lcool (AIR) deste ensaio foram as mesmas obtidas a partir do Ensaio 1 e
2, totalizando 47 amostras.

Nestas mesmas amostras foram realizadas as determinacdes dos teores em K,
Ca e Mg pelo método de referéncia (digestao nitroperclérica) para posterior comparacao
com os teores ajustados pelos modelos para cada elemento. A descricdo detalhada da
metodologia utilizada para extracdo e determinacdo dos teores de K, Ca e Mg destes
AIRs encontra-se no Material e Métodos do Ensaio | - 2.6.3 Avaliagao do teor em Ca, K
e Mg nos diferentes 6rgédos da planta (Extracdo e teor em Ca, K e Mg na parede celular

dos morangos).

2.2 Aquisicao dos espectros NIR

A aquisicdo dos espectros FT-NIR foi realizada com um espectrémetro
analisador multifuncional (MPA Multi Purpose FT-NIR Analyser, Bruker Coporation,
USA), equipado com uma esfera integradora para fornecer medi¢des de reflectancia
difusa. Foram realizadas nas 47 amostras de AIR dentro do intervalo de comprimento
de onda de 12500 — 3600 cm™ e resolugdo de 16 cm™ e foram feitas 36 leituras por

amostra.

2.3 Pré-tratamentos dos espectros e construgdo dos modelos

As amostras foram divididas em dois conjuntos: grupo de calibracdo com 70 %

dos espectros e o grupo de validagdo externa com 30 %. Os modelos de calibracdo
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multivariada foram preliminarmente desenvolvidos com caracteristicas particulares para
cada parametro, utilizando-se diversas regibes espectrais e varios tipos de pré-
tratamentos de sinais. Para a construcdo destes modelos, foi utilizado o método de
regressao de minimos quadrados parciais (PLSR) através do software Opus Quant 2.0
Analysis (Bruker Coporation, USA).

Para o Ca, K e Mg foram escolhidas as regides mais representativas do espectro
para a construcdo do modelo de calibrac@o. Véarios pré-tratamentos foram testados
sobre os espectros em bruto, no entanto, os pré-tratamentos em que se obteve 0s
melhores modelos de calibragdo na regido mais representativa do espectro para a
construcdo do modelo de calibracdo para cada um dos elementos minerais em estudo
encontram-se na Tabela 33.

Tabela 33. Regido do espectro e pré-tratamentos utilizados para construcao do modelo
de calibracdo para o calcio, potassio e magnésio.

Regido do espectro (cm) Pré-tratamento
Célcio 9403,9 — 4597,8 néo utilizado
Potassio 7506,1 — 4242,9 12 derivada e SNV
Magnésio 7506,1 — 4597,8 12 derivada e SNV

SNV — normalizacéo

No pré-tratamento empregado para o K e Mg, a funcdo da 12 derivada foi realizar a
compensacdo do aumento da linha de base e realgcar a separagcdo de sinais nao
totalmente sobrepostos, enquanto que a normalizag&o foi utilizada para minimizar as
interferéncias causadas pelas diferencas de densidade das amostras.

Apos a utilizagdo do PLSR nos espectros, recorreu-se a uma validacdo cruzada
(cross validation) do tipo Random. Foi utilizada a validacdo cruzada pois esta exclui um
conjunto de amostras do conjunto de calibracdo, onde ap6és a constru¢do do modelo, se
prevé o valor analitico dessas amostras de forma a minimizar o erro de previsdo. As
exatidbes dos modelos das concentracdes de K, Ca e Mg foram analisadas por
intermédio dos erros expressos na forma de RMSEC e RMSECV. Além disso, foram
avaliados o R?, o RPD, a inclinagdo da reta e o coeficiente de correlagédo (r) dos
conjuntos de calibracdo e validacdo e o BIAS. O BIAS foi somente calculado para a

validacdo, uma vez que para a calibracao pressupéem-se que este valor sera zero.
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3. Resultados e discussao

Os espectros obtidos sem qualquer pré-tratamento na regido do infravermelho
préximo, dentro do intervalo de comprimento de onda de 12500 — 3600 cm™, para todas
as amostras da parede celular dos morangos (AIR), sdo apresentados Figura 22.
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Figura 22. Visao geral dos espectros FT-NIR das amostras da parede celular dos
morangos (AIR) obtidas no intervalo de 12500 — 3600 cm.

Apés a analise das amostras (AIR), foram usadas técnicas de quimiometria para a
construcdo de modelos PLSR para a previsédo do teor em Ca, K e Mg da parede celular
dos morangos em estudo. Uma visao geral dos valores médios de referéncia dos teores
de Ca, K e Mg determinados nas amostras da parede celular e os valores previstos pelo
FT-NIR séo apresentados na Tabela 2.
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Tabela 34. Valores médios de referéncia (VR), valores previstos pelo FT-NIR (VP) e
diferenca entre os VR e VP (Dif.) para os teores de célcio, potassio e magnésio na
parede celular dos morangos (mg g* de AIR).

célcio potéssio magnésio

VR VP Dif. VR VP Dif. VR VP Dif.
12,21 11,83 0,38 11,68 11,45 0,23 2,22 2,42 -0,20
10,82 11,09 -0,27 10,27 11,13 -0,86 2,71 2,71 0,00
9,33 10,12 -0,79 14,05 13,98 0,07 2,75 2,29 0,47
9,52 9,27 0,25 4,35 3,97 0,38 1,67 1,50 0,17
8,64 8,79 -0,15 1,02 1,68 -0,66 1,73 2,04 -0,31
9,90 10,25 -0,35 15,93 15,09 0,84 1,96 1,97 -0,01
9,70 9,14 0,56 7,86 8,10 -0,24 2,97 2,86 0,11
9,46 9,12 0,35 5,81 6,76 -0,94 2,85 2,80 0,05
6,27 6,17 0,09 3,24 4,09 -0,85 2,34 2,42 -0,08
7,35 7,52 -0,17 9,59 8,80 0,79 3,13 3,16 -0,03

3.1 Obtencéo dos modelos de calibracéo e validacdo

Inicialmente para a construcdo dos modelos de regressdo multivariados para a
determinacdo do teor de calcio, potassio e magnésio, utilizou-se uma determinada
regido espectral 12500 — 3600 cm™ em FT-NIR para cada um dos elementos estudados.
Devido a dificuldade de atribuir uma Unica banda para cada elemento, procurou-se obter
0s modelos otimizados para o calcio, o potassio e o0 magnésio individualmente.

Diferentes pré-tratamentos foram aplicados aos espectros na tentativa de obter
alguma separagdo ou identificacdo de grupos especificos, ou seja, observar se as
amostras da parede celular utilizadas apresentavam composi¢des semelhantes. Dentre
os pré-tratamentos testados, foram escolhidos os tratamentos que apresentaram a
melhor qualidade para obtencdo do modelo de calibracéo na regido mais representativa
do espectro para cada um dos elementos em estudo, como apresentado na Tabela 33.

Ao avaliar a capacidade de previsdo do teor em Ca, K e Mg no AIR, notou-se
uma grande facilidade para obter uma boa correlagéo entre os valores calculados pelos
modelos obtidos e os valores encontrados pelas analises quimicas de referéncia. Na
Tabela 35 sdo apresentados os resultados dos parametros utilizados para avaliar a
robustez dos modelos de calibracdo e validacdo, tais como: o coeficiente de
determinacgédo da regresséao (R?); a inclinacéo da reta; a raiz quadrada da soma dos erros
da calibracéo e validacdo, RMSEC e RMSECYV respetivamente; o desvio de predicdo
residual (RPD) e o coeficiente de correlagdo (r) para predizer os teores de Ca, K e Mg

nas amostras da parede celular dos morangos.
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Tabela 35. Parametros estatisticos para obtencdo do modelo PLSR de calibracédo e
validacdo cruzada para os teores de célcio, potassio e magnésio na parede celular dos
morangos (AIR).

Calibracéo
R2 (%) Inclinacdo RMSEC RPD r
Calcio 90,45 0,904 0,62 3,24 0,95
Potassio 96,68 0,967 0,94 5,48 0,98
Magnésio 94,13 0,941 0,17 4,13 0,97
Validacédo
Bias R2 (%) Inclinagio RMSECV  RPD r
Calcio 0,005 78,58 0,893 0,81 2,16 0,89
Potassio 0,254 86,09 0,916 1,62 2,71 0,93
Magnésio 0,008 85,84 0,906 0,23 2,66 0,93

O modelo de calibracdo que apresentou melhor ajustamento, foi 0 modelo para
o teor de potassio presente na parede celular dos morangos (Tabela 35). No entanto,
os modelos de calibracao para o teor de célcio e magnésio também apresentam alta
qualidade de predicdo com base no valor de R2. Um valor de R? entre 0,50 e 0,65 indica
gque mais de 50 % da variancia em Y é contabilizado pela variavel X, de forma que a
discriminacdo entre as concentragdes alta e baixa podem ser feitas. Um valor para R?
entre 0,66 e 0,81 indica aproximadas previsdes quantitativas, enquanto que um valor de
R? entre 0,82 e 0,90 revela boa previsdo. Modelos de calibragdo com um valor acima de
0,91 para R? sdo considerados excelentes (Williams, 2004; Morgano, 2005).

As retas e os modelos PLSR de calibragéo obtidos para a determinacéo do teor
de Ca, K e Mg nas amostras da parede celular dos morangos estdo apresentados na

Figura 23, 24 e 25, respetivamente.
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Figura 23. Reta de calibracédo obtida pelo modelo PLSR para a previséo do teor em
calcio nas amostras da parede celular dos morangos (AIR).
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Figura 24. Reta de calibracédo obtida pelo modelo PLSR para a previséo do teor em
potassio nas amostras da parede celular dos morangos (AIR).
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Figura 25. Reta de calibracdo obtida pelo modelo PLSR para a previsdo do teor em
magnésio nas amostras da parede celular dos morangos (AIR).

Foram verificadas excelentes correlacfes entre os valores obtidos para o teor
(mgg?t)emCa, Ke Mg, r=0,95,r=0,98 e r = 0,97 %, respetivamente entre os valores
da analise quimica de referéncia e os valores previstos pelo FT-NIR (Tabela 35) e ndo
foi verificada uma sobrevalorizacdo dos modelos de calibragdo obtidos para nenhum
dos elementos. A sobrevalorizagdo € uma caracteristica avaliada com auxilio dos
valores dos erros dos modelos. Esta avaliacdo é realizada ao comparar os valores de
RMSEC com RMSECV. O RMSEC é um parametro que incorpora erros aleatorios e
sistematicos no modelo (Chau et al., 2004). Quando o valor de RMSEC é inferior ao
valor de RMSECYV, significa que o modelo ndo apresenta sobre ajuste, uma vez que no
processo de validagao cruzada ocorre a remog&o dos pontos extremos.

O valor de RPD corresponde a propor¢cdo do desvio padrédo da variavel de
resposta pelo RMSEC ou RMSECYV, representando assim o erro médio dos valores da
calibracdo e validacdo, respetivamente. Consequentemente, o RPD relaciona o
desempenho da calibragéo com o intervalo de medidas e é frequentemente usado como
um indicador de qualidade da calibragdo (Ward et al., 2011; Williams, 2014).

De acordo com Nicolai et al. (2007), um RPD de 1,5 — 2 indica que o modelo
possui a capacidade de discriminar repostas extremas (resposta muito baixa ou muito
alta) de cada variavel, enquanto um valor RPD de 2 — 2,5 indica que as previsdes
guantitativas sdo grosseiras, no entanto, sao possiveis, e valores de 2,5 — 3 ou acima
sao indicativos de boas e excelentes precisbes preditivas do modelo. No entanto, a
interpretacdo da qualidade dos modelos de calibragbes com base nos valores de RPD

é feita de modos diferentes de acordo com o tipo de material em estudo (Huang et al.,
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2009; Ward et al.,, 2011). Alguns autores consideram um valor de RPD iguais ou
superiores a 2 como um excelente indicador de precisdo do modelo de calibracdo
(Chang et al., 2001; Dunn et al., 2002). O modelo de calibracdo para o teor de calcio,
potassio e magnésio na parede celular dos morangos apresentaram valores de RPD
acima de 3, indicando assim, para estes modelos, um excelente potencial de previsdo
(Tabela 35).

A validacao foi realizada na intencdo de demonstrar que os métodos utilizados
para obter os modelos de calibracdo, nas condicbes em que foram executados,
apresentam boas condicdes para preverem o teor de Ca, K e Mg nas amostras da
parede celular dos morangos.

Quando o modelo foi aplicado para prever o teor em Ca em 30 % das amostras
na etapa de validagdo, obteve-se um coeficiente de determinagdo (R?) de 78,6. A Figura
25 apresenta a dispersao entre os valores determinados pela andlise de referéncia e os
valores previstos pelo modelo PLSR para a validagdo para o teor de Ca na parede
celular dos morangos. Observa-se que os dados se apresentaram relativamente
dispersos em relagéo a reta de regresséo, com ajuste pouco adequado ao modelo que
pode ser interpretado também pelo valor do R? relativamente baixo (78,6%).

O valor do BIAS (viés) e da inclinagéo da reta sdo outros critério utilizados para
avaliar o modelo de validagdo dos parametros em estudo. O BIAS indica o desvio de
previsdo dos valores observados e idealmente ndo deve exceder 0,6 e uma inclinacao
minima para um modelo satisfatério deve ser 0,90 (Sanchez et al., 2011).

Apesar dos valores de Bias e inclinagdo deste modelo estarem dentro dos
intervalos ideais, 0,005 e 0,89, respetivamente, pela avaliagdo dos valor de RPD
utilizando os niveis de RPD propostos por Nicolai et al. (2007), apenas uma previsao
gquantitativa grosseira foi conseguida no modelo PLSR obtido para a validacdo do teor

de célcio na parede celular dos morangos.
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Figura 26. Reta de validag&o obtida pelo modelo PLSR para a previsdo do teor em
calcio nas amostras da parede celular dos morangos (AIR).

A reta obtida para a validacdo do teor de K no AIR dos morangos esta
apresentada na Figura 27.
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Figura 27. Reta de validag&o obtida pelo modelo PLSR para a previsédo do teor em
potassio nas amostras da parede celular dos morangos (AIR).

Com base nos resultados obteve-se um modelo de previsdo do teor de K na
parede celular dos frutos (Tabela 35), observando-se que o0 modelo conseguiu explicar
86,1 % da variancia presente na amostra de referéncia. O valor do RPD mostra que este
modelo apresentou excelentes precisbes preditivas, com valor igual a 2,71 e conforme
apresentando na Tabela 35, a inclinag&o da reta foi alta (0,91) e o valor de BIAS abaixo

do valor limite (0,254) encontrado na literatura (Sanchez et al., 2011).
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Tal como ocorreu no modelo desenvolvido para validagédo do teor de K na parede
celular dos morangos, o modelo para validacédo do teor de Mg também apresentou uma
excelente precisdo de previsdo, com RPD de 2,66 (Tabela 35) e um R? de 85,8 %. Para
além disso, o valor da inclinacédo da reta (0,90) e o valor de BIAS (0,008) mostraram-se
como valores aceitaveis para o desenvolvimento de um bom modelo. A reta obtida para
a validacao do teor de Mg na parede celular dos morangos esta apresentada na Figura
28.
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Figura 28. Reta de validag&o obtida pelo modelo PLSR para a previsdo do teor em
magnésio nas amostras da parede celular dos morangos (AIR).

Até o momento ndo foram encontrados na literatura trabalhos que recorrem a
espectroscopia FT-NIR para prever os teores de Ca, K e Mg na parede celular de
morangos. No entanto, esta técnica espectroscépica ja foi utilizada para prever alguns
parametros de qualidade interna em morangos resultando em modelos promissores
com alta capacidade de predicéo, tal como referem Amodio et al. (2017). Estes autores
obtiveram bons modelos de previsédo do contetido de sélidos soluveis totais (R? = 0,85;
RMSEV =0,58) e pH (R?=0,86; RMSEV = 0,09) com valores de R? similares aos valores
de R? encontrados no presente ensaio para prever o teor de K e Mg na parede celular

dos morangos.

4. Conclusoes

A espectroscopia FT-NIR associada ao método multivariado PLSR apresenta
potencial para ser utilizada como método pratico e rapido de rotina para prever os teores

de Ca, K e Mg na parede celular de morangos. No entanto, os modelos obtidos para
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prever K e Mg foram mais precisos que o modelo para prever Ca, com base no
coeficiente de determinacdo da regressédo (R?).

Correlacdes elevadas entre os valores de referéncia das analises quimicas e 0s
valores obtidos pelo FT-NIR foram obtidas para teor de Ca, K e Mg nas amostras da
parede celular dos morangos obtidas através do residuo insoluvel em alcool (AIR) e 0
valor de RPD foi para todos os elementos minerais em estudo, considerado adequado
para o desenvolvimento de bons modelos de previséo.

Os modelos obtidos neste ensaio para o K e Mg possuem carateristicas que lhes
conferem elevada qualidade de previsédo, sendo recomendados para determinacéo do
teor destes elementos na parede celular dos morangos utilizando o equipamento
espectrometro analisador multifuncional FT-NIR (MPA Multi Purpose FT-NIR Analyser,
Bruker).
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Consideracdes finais e Perspetivas futuras

A agricultura moderna requer um maneio cada vez mais preciso dos nutrientes.
A pratica de uma fertilizacdo excessiva em potassio é uma realidade comum entre os
produtores de frutos, conduzindo a perdas econdmicas pelo excesso de fertilizante
utilizado e causando efeitos secundarios que podem limitar a producéo, a qualidade e a
conservacdo dos frutos produzidos. Por outro lado, sob condicbes de baixa
disponibilidade de potassio, as plantas ndo podem expressar todo o seu potencial
genético, manifestando por vezes, alteracbes morfoldgicas e fisiolégicas que se
repercutem sobre o crescimento e desenvolvimento vegetativo sobre a producédo. A
adubacdao deve ser suficientemente ajustada para proporcionar um rendimento 6timo e
uma elevada qualidade dos frutos produzidos.

No sistema de producdo de morangos hidropénicos, a composicao da solugéo
nutritiva € o fator que mais contribui para o desenvolvimento e producdo dos
morangueiros. Apesar da existéncia de alguns estudos sobre o assunto, ainda néo esta
totalmente compreendido o efeito da adubagéo potassica sobre os aspetos gerais do
morangueiro, principalmente o efeito do excesso deste elemento.

Atraveés das informacdes disponiveis na literatura (revisada no Capitulo | desta
tese), ndo restam duvidas de que dos macro elementos minerais requeridos pelas
plantas, o potassio é o mais envolvido na manutencéo do estado hidrico das plantas e
na melhoria das caracteristicas organoléticas dos frutos em geral. Contudo, pouca
informacgé&o existe sobre os efeitos do excesso de potassio na solugdo nutritiva dos
morangueiros. Devido ao facto do potassio ser um elemento que raramente causa
sintomas visuais de toxicidade nas plantas, a preocupacéo da maioria dos produtores &
com a falta e ndo com o excesso deste elemento, 0 que leva a que surjam, por vezes,
solugBes nutritivas com este elemento em excesso para garantir ilusoriamente a
‘qualidade dos frutos’, sem ter em consideragdo as consequéncias negativas que a
adubacéao potassica excessiva pode ocasionar na qualidade da producéo em geral.

Apesar da grande variedade de formulac6es de solug¢des nutritivas disponiveis
para a cultura do morangueiro (revisado no Capitulo 1), nos ensaios desenvolvidos no
Capitulo 11, ficou claro que o maneio da concentracao de potassio na solucéo nutritiva
foi muito condicionado pelo substrato utilizado como meio de crescimento das plantas.
A utilizacéo de areia como substrato para o crescimento dos morangueiros (ensaio | do
Capitulo II) foi proposta com a intencdo de compreender o efeito sobre o comportamento
fisiolégico das plantas, das diferentes concentracfes de potassio, em concentragdo
reduzida e excessiva. A escolha da areia como substrato resultou do facto desta nédo

possuir capacidade de troca cationica evitando assim mascarar os efeitos da interacéo
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do potassio, principalmente com outros catides como o calcio e o0 magnésio. No ensaio
II (Capitulo 1), a utilizagdo de um substrato organico composto por partes iguais de
perlite e fibra de coco foi proposta para avaliar esta interacdo do potassio com o calcio
e 0 magnésio em condi¢cdes proximas das que se praticam no cultivo comercial de
morangos em Portugal. De facto, alguns dos comportamentos apresentados pelos
morangueiros foram 0os mesmo nos dois sistemas de cultivo e para as duas cultivares
utilizadas, deixando evidente que o potassio ndo interfere nos indices das clorofilas das
folhas e que a baixa disponibilidade de potéssio dificulta o processo de abertura
estomética. No entanto, inesperadamente, para os dois ensaios realizados, o0 potassio,
em geral ndo alterou o estado hidrico das plantas considerando os parametros
avaliados, o que nao contraria a funcdo deste elemento na regulacdo do estado hidrico
das células vegetais das plantas, mas que pode néo ter ocorrido devido a disponibilidade
de &gua nunca ter sido um fator limitante nos dois ensaios realizados.

Os resultados obtidos nos ensaios apresentados no Capitulo Il forneceram
informacdes para a implementacdo de estudos posteriores e atender a demanda de
produtores, principalmente dos que cultivam morangos em sistema hidropénico.

Numa tentativa de compreender os mecanismos envolvidos no estabelecimento
da homeostase idnica em condi¢gdes de stress associadas ao défice ou ao excesso de
potassio na solugéo nutritiva a que as plantas foram submetidas, e tendo por base o
conhecimento de que as células tendem ao estabelecimento de uma razao adequada
dos niveis K:Ca, foi necessario avaliar, numa primeira abordagem, o envolvimento dos
genes que codificam proteinas que asseguram o transporte de calcio na célula. No
ensaio apresentado no Capitulo Ill, seguiu-se uma abordagem ao nivel do transcrito
(quantificacdo da expressdo dos genes), tendo sido possivel confirmar o envolvimento
dos genes responsaveis pelo transporte de calcio na célula perante uma condicdo de
deficit ou excesso de potassio. No entanto, é sabido que nem sempre existe uma relacéo
direta entre o nivel de transcrito e o nivel de proteina. Mecanismos de regulacao pos-
transcricdo, como os miRNAs, o splicing alternativo ou a poli-adenilagéo alternativa séo
exemplos de mecanismos que podem levar ao silenciamento de genes apdés transcri¢ao.
Desta forma, tendo em conta os resultados obtidos no ambito do Capitulo Ill, seria de
interesse considerar alguns pontos, ja referidos no ensaio e aprofundar este estudo.
Considerar analisar a parte vegetativa (folhas) e os diferentes tecidos do fruto (epiderme
e polpa) ao longo do periodo de desenvolvimento e maturacdo dos morangos seriam
fatores que certamente ajudariam a entender 0s mecanismos que a planta utiliza para
restabelecer a homeostasia ionica.

Os resultados apresentados no Capitulo Ill permitem validar a hipotese

inicialmente apresentada e assim abrir uma porta para estudos subsequentes
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considerando, ndo apenas genes que codificam enzimas envolvidas no transporte de
calcio na célula, mas também genes que codificam enzimas envolvidas nas vias de
sinalizacdo, percecao e transducédo do sinal associado ao stress por potassio. Para além
do estudo ao nivel do transcrito por PCR quantitativo em Real-time, seria de interesse
considerar a validacdo desses resultados ao nivel da proteina. Uma das técnicas que
poderia ser utilizada neste ambito seria o Western-blot, selecionando os genes de maior
interesse e considerando a disponibilidade de anticorpo comercial.

Além da otimizacdo da concentracdo de potassio fornecido as plantas, foi
estudada uma técnica para promover a manutencao da qualidade e conservacdo dos
frutos através da aplicagéo de célcio nos frutos em pré-colheita, técnica esta que se
mostra promissora ja que melhorou a conservagéo pés-colheita sem alterar o sabor, a
cor e o aroma dos frutos.

Sao escassos 0s estudos sobre a aplicacdo deste tipo de técnica em pré-colheita
nos morangos. Ndo ha informagéo disponivel na literatura que afirme que o calcio
aplicado nos frutos seja absorvido pelo tecido vegetal e que se deposite na lamela média
das células. Contudo, sabe-se que fixagdo do calcio ao nivel das paredes celulares
contribui para uma maior estabilidade deste tecido e desta forma para a melhoria da
qualidade e conservacdo dos morangos. Através do ensaio realizado e apresentado no
Capitulo 1V, foi possivel mostrar que as aplicagdes de cloreto de calcio em pré-colheita
nos morangos tiveram influencia na deterioracdo dos morangos e, embora de forma
pouco consistente, melhorou a manutencdo da qualidade ao longo dos dias de
conservacdo. No entanto, ndo ficou comprovado de que o calcio aplicado em pré-
colheita conseguisse atravessar a epiderme dos morangos. Assim, trabalhos futuros
devem ser realizados a fim de testar esta hip6tese, quer a nivel bioquimico quer a nivel
molecular, bem como aprofundar os estudos envolvendo a avaliagdo dos efeitos da
utilizacdo do cloreto de calcio nos frutos em pré-colheita sobre a parede celular dos
morangos, através da quantificacdo dos acUcares, extracdo e quantificacdo das
pectinas das paredes celulares dos frutos.

O desenvolvimento de métodos que possam ser empregues de forma simples e
rapida em alternativa as digestdes acidas convencionas para determinacao do teor de
nutrientes na parede celular de morangos, pelo nosso conhecimento, é algo que nao foi
ainda divulgado e foi objetivo do Capitulo V desta tese. O método desenvolveu-se e foi
aplicado a parede celular, devido ao facto deste ser o tecido mais utilizado para avaliar
bioguimicamente a qualidade dos frutos. A criagcdo de modelos de regressdo baseou-se
na utilizacdo da espectroscopia FT-NIR associada ao método multivariado PLSR e
provou ser eficiente para ser utilizado de forma pratica na rotina para prever os teores

de potassio e magnésio na parede celular de morangos com elevada preciséo.
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Tendo como base os resultados obtidos no ensaio do Capitulo V, estudos futuros
devem ser desenvolvidos para a obtencdo de modelos mais precisos para que se
consiga prever o teor do célcio na parede celular com elevada exatiddo. Seria também
altamente desejavel, o desenvolvimento de modelos para determinacdo do teor de

nutrientes na massa seca do fruto, até ao momento ainda nao realizados.
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ANEXO 1

Tabela 1. Resultados analiticos da 4gua utilizada na rega dos morangueiros de Ensaio
| (Andlise realizada em 01/12/2014).

DETERMINACAO METODO DEINICIO RESULTADO UNIDADE _CRITERIOS
Det de metais dissolvidos totais W-METAXFLI #  2014/12/01
Aluminio <0,010LQ mg/l Al (3) VMA 20 mg/|
Arsénio <0,0050LQ mg/l As (3) VMA 10 mg/l
Bério 0,109 mg/l Ba (3) VMR 1,0 mg/l
Berilio <0,00020LQ mg/l B (3) VMA 1,0 mg/l
Boro 0,026 mg/I B (3) VMA 3,75 mg/l
Cidmio <0,00040LQ mg/l Cd (3) VMA 0,05 mg/l
Cilcio 88,0 mg/l Ca
Chumbo <0,0050LQ mg/I Pb (3) VMA 20 mg/l
Cobalto <0,0020LQ mg/l Co (3) VMA 10 mg/l
Cobre 0.0101 mg/l Cu (3) VMA 5,0 mg/l
Crémio <0,0010LQ mg/l Cr (3) VMA 20 mg/l
Ferro 0,0076 mg/l Fe (3) VMR 5,0 mg/l
Litio 0,0162 mg/l Li (3) VMA 5.8 mg/l
Magnésio 25,5 mg/l Mg
Manganés 0,00133 mg/l Mn  (3) VMA 10 mg/l
Molibdénio <0,0020LQ mg/l Mo (3) VMA 0,05 mg/l
Niquel 0.0025 mg/l Ni (3) VMA 2,0 mg/l
Selénio <0,010LQ mg/l Se (3) VMA 0,05 mg/l
Sodio 43,6 mg/l Na
Vanddio 0,0061 mg/1'V (3) VMA 1,0 mg/l
Zinco 00163 mg/l Zn (3) VMA 10,0 mg/l
Det de metais dissolvidos totais W-METAXFL2 # 2014/12/01
Estanho <0,010LQ mg/l Sn (3) VMR 2,0 mg/1
Det de salinidade W-SALCON # 2014/12/01 0,3 ppt
Det de condutividade elétrica a 20°C NP EN 27888:96 *  2014/11/28 710 pSfem (3) VMR 1000uS/cm
Det de solidos dissolv. totais (105°C) W-TDS-GR # 2014/12/01 472 mg/l (3) VMR 640 mg/l
Det de SAR PAFQ 981.0 # 2014/12/01 1 meq/] (3) VMR 8 meg/l
P T G DAT,
DETERMINACAO METODO DEINICIO RESULTADO UNIDADE _CRITERIOS
Det de solidos suspensos totais W-TSS45-GR # 2014/12/01 <5,0LQ mg/l (3) VMR 60 mg/l
Det de sulfatos W-SO4-1C # 2014/12/01 42,0 mg/1 SO4  (3) VMR 575 mg/l
Det de pH (20°C) PAFQ 992.3 * 2014/11/28 6,9 Sorensen  (3) VMA 4,5-9,0
Det de nitratos W-NO3-IC # 2014/12/01 391 mg/INO3  (3) VMR 50 mg/l
Det de cloretos W-CL-IC # 2014/12/01 514 mg/l Cl (3) VMR 70 mg/l
Det de fluor W-F-IC# 2014/12/01 <0,200LQ mg/l F (3) VMA 15 mg/l
Contagem de coliformes fecais (MF) PAM 28,1 * 2014/11/28 0 UFC/100ml (3) VMR 100UFC/100m
Det de ovos de parasitas intestinais Método Interno * #  2014/12/01 Ausente 1000ml (3) VAM TUEC/1000ml

175



Tabela 2. Matriz de correlagd@o entre as caracteristicas fisiologicas (Plabs, Fv/Fm, SPAD
FJ, SPAD FA, tF10h, gs10h, tF12h, gs12h e ¥,,) avaliadas na 132 semana (12 avaliagéo)
e 242 semana (22 avaliacao) apds a transplantacdo dos morangueiros cv. San Andreas
em funcdo das doses de K na solucgédo nutritiva (1,8; 4,2; 5,7; 7,4 e 9,8 mmol L),

132 semana ap0s a transplantacao dos morangueiros (12 avaliacéo)

Dose Plas FJ/Fm SPADFJ SPAD FA tF10h gs10h tF12h gs12h WYy
Dose 1

Plabs 027" 1

Fu/Fm ns 0,57 1

SPADFJ ns ns -0,18 1

SPAD FA ns ns ns ns 1

tF10h ns ns ns 0,37 ns 1

gs10h ns ns ns 0,39" ns 0,88" 1

tE12h ns ns ns -0,22" ns -0,58" -0,62" 1

gs12h ns -0,23° ns ns ns 0,59" 0,72" -0,57" 1

W, ns ns ns 0,53" ns 0,80" 0,78" -0,67" 055" 1

242 semana apos a transplantacdo dos morangueiros (22 avaliacao)
Dose Plas FJ/Fm SPADFJ SPAD FA tF10h gs10h tF12h gs12h WYy
Dose 1

Plabs ns 1

Fu/Fm -0,32" ns 1

SPAD FJ ns 0,25 ns 1

SPAD FA -0,177 ns ns ns 1

tE10h ns ns -0,48" ns ns 1

gs10h ns ns ns -0,19" ns ns 1

tF12h ns ns ns ns ns ns ns 1

gs12h ns ns ns ns ns ns 0,52" ns 1
W, 0,22° ns 0,22 ns -0,28" -0,66" ns -0,65" ns 1

*e ™, F significativoa 5% (p<0,05) e a 1% (p <0, 01) de probabilidade, respetivamente;
ns — néo significativo.
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Figura 1. Visao geral do Ensaio | em sistema semi-hidrop6nico em areia.
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ANEXO 2

Tabela 1. Resultados analiticos da agua utilizada na rega dos morangueiros de Ensaio
Il (Andlise realizada em 21/01/2016).

DETERMINACAO

METODO

DATA
DEINICIO RESULTADO UNIDADE _CRITERIOS

Det de metais dissolvidos totais

W-METAXFL1 #

2016/01/21

Aluminio <0,010LQ mg/l Al (3) VMA 20 mg/l
Arsénio <0,0050LQ mg/1 As (3)VMA 10 mg/]
Birio 0,0968 mg/l Ba (3) VMR 1,0 mg/l
Berilio <0,00020LQ mg/l Be (3) VMA 1,0 mg/l
Boro 0,014 mg/1 B (3) VMA 3,75 mg/l
Cadmio <0,00040LQ mg/1 Cd (3) VMA 0,05 mg/!
Calcio 78,2 mg/l Ca
Chumbo <0,0050LQ mg/l Pb (3) VMA 20 mg/l
Cobalto <0,0020LQ mg/l Co (3) VMA 10 mg/l
Cobre 0,0131 mg/1Cu (3) VMA 5,0 mg/l
Cromio <0,0010LQ mg/l Cr (3) VMA 20 mg/l
Ferro <0,0020L.Q mg/l Fe (3) VMR 5,0 mg/l
Litio 0,0168 mg/l Li (3) VMA 5,8 mg/l
Magnésio 23,9 mg/l Mg
Manganés <0,00050LQ mg/1 Mn (3)VMA 10 mg/l
Molibdénio <0,0020LQ mg/l Mo (3) VMA 0,05 mg/l
Niguel <0,0020LQ mg/I Ni (3) VMA 2,0 mg/l
Selénio <0,010LQ mg/1 Se (3) VMA 0,05 mg/l
Sadio 33,2 mg/l Na
Vanadio 0,0034 mg/l V (3) VMA 1,0 mg/l
Zinco 0,0157 mg/l Zn (3) VMA 10,0 mg/l
Det de metais dissolvidos totais W-METAXFL2#  2016/01/21
Estanho <0,010LQ mg/1 Sn (3) VMR 2,0 mg/l
Det de condutividade elétrica a 20°C NP EN 27888:96 *  2016/01/21 579 pS/em (3) VMR 1000 pS/em
Det de salinidade (cdleulo) PAFQ973.0# 2016/01/21 <2,0LQ ppt
Det de SAR. (cdleulo) PAFQ981.0% 2016/01/21 0,84 meq/l (3) VMR 8 meq/]
Det de sélidos dissolv. totais (105°C) PAFQ975.0 % 2016/01/25 438 mg/l (3) VMR 640 mg/l
- . DATA
DETERMINACAO METODO DEINICIO RESULTADO UNIDADE _CRITERIOS
Det de SST (105°C) PAFQ 968.0 * 2016/01/25 <5,0LQ mg/l (3) VMR 60 mg/l
Det de sulfatos W-SO4-IC # 2016/01/21 352 mg/1 S04 (3) VMR 575 mg/l
Det de pH (20°C) PAFQ 9923 * 2016/01/21 7.4 Sorensen  (3)4,5-9,0 Sorensen
Det de cloretos W-CL-IC # 2016/01/21 55,0 mg/l Cl (3) VMR 70 mg/l
Det de flior W-F-IC # 2016/01/21 <0,200LQ mg/l F (3) VMA 15 mg/l
Det de nitratos PAFQ 9903 * 2016/01/25 12 mg/INO3  (3) VMR 50 mg/l
Contagem de coliformes fecais (MF) PAM28.1 % 2016/01/21 0 UFC/100m1 {3) VMR 100UFC/100m|
Det de ovos de parasitas intestinais Método Interno *#  2016/01/21 Ausente 1000m] (3) VMA 1UFC/1000m]
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Tabela 2. Matriz de correlagd@o entre as caracteristicas fisiologicas (Plabs, Fv/Fm, SPAD
FJ, SPAD FA, tF10h, gs10h, tF12h, gs12h e ¥,,) avaliadas na 152 semana (12 avaliagéo)
e 332 semana (22 avaliacdo) apds a transplantacdo dos morangueiros cv. Primoris em
funcéo das doses de K na solugéo nutritiva (2,15; 4,15; 6,15, 8,15 e 10,15 mmol L1).

152 semana apoés a transplantacéo dos morangueiros (12 Avaliagao)

Dose Plas FW/Fm SPADF) SPADFA tF10h gs10h tF12h gs12h Wy

Dose 1

Plabs ns 1

Fu/Fm ns 0,75" 1

SPAD FJ 0,18" 0,55" 0,28" 1

SPAD FA ns 0,23 ns ns 1

tF10h ns 0,22 ns 0,35" ns 1

gs10h ns ns ns ns ns ns 1

tF12h ns 0,27 ns 0,43 ns ns 0,93" 1

0s12h ns ns ns -0,39™ ns ns -0,26™ -0,39™ 1

Wy ns ns ns -0,24" ns ns -0,43"  -0,45" ns 1
332 semana apos a transplantacdo dos morangueiros (22 Avaliacéo)
Dose  Plas FW/Fm SPADFJ SPADFA tF10h gs10h tF12h gs12h Wy

Dose 1

Plabs 0,48" 1

Fu/Fm 0,48 0,81" 1

SPAD FJ 0,35 ns ns 1

SPAD FA 0,53 ns ns ns 1

tF10h ns ns ns ns ns 1

gs10h ns ns ns ns ns ns 1

tF12h -0,53" -0,39" -0,39" ns -0,45™ ns ns 1

9512h ns ns ns ns ns ns ns -0,39" 1

WYy -0,40" ns ns ns ns ns ns ns ns 1

*e ™, F significativoa 5% (p<0,05) e a 1% (p <0, 01) de probabilidade, respetivamente;
ns — néo significativo.
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Figura 1. Viséo geral do Ensaio Il em sistema semi-hidropénico NGS® em substrato
organico.

180



ANEXO 3
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Target; V-ATPase Slope: -3.338 Y-Inter: 21.778 g2: 0.998 Eff%: 99.317
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Figura 1. (A) Reta padrao do gene V-ATPase contendo o declive (slope), coeficiente de
determinacdo (R?) e a eficiéncia (E%). (B) Curva de Melt - a seta indica a curva dos
controlos negativos.
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Figura 2. (A) Reta padréo do gene PPase contendo o declive (slope), coeficiente de

determinacdo (R?) e a eficiéncia (E%). (B) Curva de Melt - a seta indica a curva dos
controlos negativos.
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Quantity

Temperature (°C)

Target: CAX 6 Slope: -3.287 Y-Inter: 26.729 g2. 0.995 Eff%: 101.457 =
R — A g c WD Mt HF Hc HH

Figura 3. (A) Reta padréo do gene CAX3 contendo o declive (slope), coeficiente de
determinacdo (R?) e a eficiéncia (E%). (B) Curva de Melt - a seta indica a curva dos
controlos negativos.
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Figura 4. (A) Reta padrdo do gene CAX5 contendo o declive (slope), coeficiente de
determinacgédo (R?) e a eficiéncia (E%). (B) Curva de Mel.
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Figura 5. (A) Reta padréo do gene CAX6 contendo o declive (slope), coeficiente de
determinacdo (R?) e a eficiéncia (E%). (B) Curva de Melt - a seta indica a curva dos
controlos negativos.
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Figura 6. (A) Reta padrédo do gene CaATPasel contendo o declive (slope), coeficiente
de determinacéo (R?) e a eficiéncia (E%). (B) Curva de Melt - a seta indica a curva dos
controlos negativos.
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Derivative Reporter (-Rn’)

a0t a2 a1 a2
Quantity

Temperature (°C)
Target: CaATPase 2 Slope: -3.305 Y-Inter: 22,296 g=. 0.999 Eff%: 100.694 =
- = HA B Mic WD Me Hf Hoc HH

Figura 7. Reta padrdo do gene CaATPase2 contendo o declive (slope), coeficiente de
determinacdo (R?) e a eficiéncia (E%) e a curva de Melt - a seta indica a curva dos
controlos negativos.
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Figura 8. (A) Reta padrédo do gene CaATPase3 contendo o declive (slope), coeficiente

de determinacéo (R?) e a eficiéncia (E%). (B) Curva de Melt - a seta indica a curva dos
controlos negativos.
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Figura 9. (A) Reta padréo do gene CaATPase4 contendo o declive (slope), coeficiente
de determinacédo (R?) e a eficiéncia (E%). (B) Curva de Melt - a seta indica a curva dos

controlos negativos.
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Figura 10. (A) Reta padrdao do gene CaATPasell contendo o declive (slope),
coeficiente de determinacéo (R?) e a eficiéncia (E%). (B) Curva de Melt - a seta indica a

curva dos controlos negativos.
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Figura 11. (A) Reta padrdo do gene de referéncia Actin contendo o declive (slope),
coeficiente de determinacéo (R?) e a eficiéncia (E%). (B) Curva de Melt - a seta indica a
curva dos controlos negativos.
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Figura 12. (A) Reta padrdo do gene de referéncia GAPDH contendo o declive (slope),

coeficiente de determinacéo (R?) e a eficiéncia (E%). (B) Curva de Melt - a seta indica a
curva dos controlos negativos.
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Figura 13. (A) Reta padréo do gene de referéncia 18sRNA contendo o declive (slope),
coeficiente de determinacéo (R?) e a eficiéncia (E%). (B) Curva de Melt - a seta indica a
curva dos controlos negativos.
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Figura 14. (A) Reta padrado do gene de referéncia AOX2 contendo o declive (slope),

coeficiente de determinacéo (R?) e a eficiéncia (E%). (B) Curva de Melt - a seta indica a
curva dos controlos negativos.
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ANEXO 4

Tabela 1. Matriz de correlacéo para as caracteristica fisico-quimicas dos morangos cv.
‘Portola’ em funcao de 1 aplicacdo das concentracdes (0, 1 e 4%) de CaCl;,

Firmeza  L* he Cx SST AT  pH SSTAT CaFruto cyaR
Firmeza  Controlo 1
1% CacCl, 1
4% CacCl, 1
L* Controlo ns 1
1% CaCl, -0,21* 1
4% CaCl, ns 1
he Controlo ns 0,88** 1

1% CaCl, -0,19* 0,89** 1
4% CacCl, ns 0,82** 1

C* Controlo ns 0,27** ns 1
1% CacCl, ns 0,34** 0,22** 1
4% CaCl, -0,18* 0,26** ns 1
SST Controlo ns ns ns ns 1
1% CacCl, ns ns ns ns 1
4% CaCl, ns ns ns ns 1
AT Controlo ns ns ns ns 0,70** 1
1% CacCl, ns ns ns ns 0,80* 1
4% CaCl, ns -0,64* ns ns 0,69** 1
pH Controlo ns ns ns ns ns ns 1
1% CacCl, ns ns ns ns -0,70** -0,80* 1
4% CaCl, ns 0,65* ns ns ns ns 1
SST/AT Controlo ns ns -0,56* ns 0,83** ns ns 1
1% CacCl, ns ns ns -0,61* 0,81** ns ns 1
4% CaCl, ns ns ns ns 0,60* ns ns 1
CaFruto  Controlo ns ns ns ns ns 0,81* ns ns 1
1% CacCl, ns ns ns ns ns ns ns ns 1
4% CaCl, ns ns ns ns ns ns ns ns 1
Ca AlIR Controlo ns ns ns ns 0,89* ns ns 0,89* ns 1
1% CacCl, ns ns ns ns ns ns ns -0,87* ns 1
4% CaCl, ns ns ns ns ns -0,84* 0,98** ns ns 1

ns - nao significativo;
* - significancia entre parametros com P < 0,05.
** _ significAncia entre pardmetros com P < 0,01.
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Tabela 2. Matriz de correlagé@o para as caracteristica fisico-quimicas dos morangos cv.

‘Portola’ em fungéo de 2 aplicagdes das concentragdes (0, 1 e 4%) de CaCl,.

Firmeza  L* ho c* SST AT pH SST/AT CaFruto g AR
Firmeza  Controlo 1
1% CacCl, 1
4% CaCl, 1
L* Controlo ns 1
1% CacCl, ns 1
4% CaCl, ns 1
he Controlo ns 0,79** 1
1% CacCl, ns 0,81* 1
4% CacCl, ns 0,78** 1
C* Controlo ns 0,41* 0,20* 1
1% CacCl, ns 0,40** 0,22** 1
4% CaCl, ns 0,38** ns 1
SST Controlo ns ns ns ns 1
1% CacCl, ns ns ns ns 1
4% CaCl, ns ns -0,57* ns 1
AT Controlo ns ns ns ns ns 1
1% CacCl, ns ns ns ns 0,76** 1
4% CaCl, ns ns ns ns 0,75** 1
pH Controlo ns ns ns ns ns ns 1
1% CacCl, ns ns ns ns ns ns 1
4% CaCl, ns ns ns ns -0,58* -0,84** 1
SST/AT  Controlo ns ns ns ns 0,90* ns 0,65* 1
1% CacCl, ns ns ns ns ns ns ns 1
4% CaCl, ns ns ns ns ns ns ns 1
CaFruto Controlo ns ns ns ns ns ns 0,95** 0,812* 1
1% CacCl, ns ns ns ns ns ns ns ns 1
4% CaCl, ns ns ns ns ns ns ns -0,93** 1
Ca AIR Controlo ns ns ns ns ns ns ns ns ns 1
1% CacCl, ns ns ns ns ns ns ns ns ns 1
4% CacCl, ns ns ns -0,77* ns ns ns ns ns 1

ns - ndo significativo;
* - significancia entre parametros com P < 0,05.
** - significancia entre parametros com P < 0,01.
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