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Resumo

A cerejeira (Prunus avium L.) tem um elevado interesse econdmico, quer pelo
uso da sua madeira, quer pelo uso do seu fruto, a cereja. Esta pode ser consumida em
fresco ou usada no fabrico de compotas, sumos, iogurtes, entre outros. Esta espécie é
nativa da Europa, Anatdlia, norte de Africa e oeste da Asia. Em Portugal, a cerejeira
esta distribuida a Norte do rio Tejo, mais predominantemente nas regides da Beira
Interior e de Tras-os-Montes. A cereja tem inimeros efeitos benéficos para a saude,
devido as suas propriedades nutricionais, relacionado em parte com a presenca de
compostos fendlicos, com caracteristicas antioxidantes, cujos teores estao dependentes
de fatores climaticos e praticas agrondémicas, como a fertilizacdo. Assim, o presente
trabalho tem como objetivo avaliar o efeito da fertilizacdo potassica (K) e magnesiana
(Mg) na qualidade da cereja da cultivar Burlat. Para tal, foi instalado um ensaio
experimental num pomar de cerejeiras com sete anos de idade, localizado em Resende,
distrito de Viseu. Os tratamentos foram distribuidos por blocos, com dois niveis de
aplicacdo foliar para cada um dos nutrientes estudados, K e Mg, num total de 4
modalidades. Para os nutrientes em estudo foram realizadas duas aplicacdes, relativas
a duas concentragdes, na forma do produto comercial ENERMAX®, nas doses de 50
g hL? (T1) € 100 g hL? (T2), e KITPLANT Mg®, nas doses de 125 g hL? (T3) e 250 g
hL (T4), para K e Mg, respetivamente. Para cada dose foram consideradas trés
repeticGes, com 5 arvores por repeticdo, num total de 15 arvores por tratamento ou
dose. Um tratamento controlo (To) foi, também, considerado e no qual foram incluidas,
igualmente, trés repeticbes com 5 arvores por repeticao. Neste Ultimo tratamento, ao
contrario do procedimento normal, foram aplicados todos os nutrientes na forma dos
produtos usando, para o efeito, a dose méxima de referéncia indicada pelo fabricante.
Nas folhas, os resultados evidenciaram efeitos significativos nos teores de macro e
micronutrientes. Para os macronutrientes, os maiores efeitos foram observados no caso
do Ca, com a fertilizacdo magnesiana a promover valores mais elevados deste
elemento que a adubagdo potassica. No caso dos micronutrientes, os efeitos mais
notados foram observados para 0 Zn e Mn, com a aplicagdo de Mg e K a promover
uma diminuicdo e aumento dos respetivos teores. No fruto, foram analisados os
seguintes parametros: peso, calibre, cor, firmeza, solidos solUveis totais, pH, acidez
titulavel, perfil e composigéo fendlica e a sua atividade antioxidante. Os resultados

obtidos demostram que as cerejas tratadas com K apresentaram frutos mais pesados,
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de maior calibre e com area das celulas da hipoderme e do parénquima de reserva de
maiores dimens@es, com implicacdo positiva na firmeza do fruto. O teor em solidos
sollveis totais aumentou em cerejas com aplicacdo de K e Mg. A aplicacdo de
KITPLANT Mg®em dose baixa promoveu um aumento da cor e teor de polifendis,
facto que se refletiu numa atividade antioxidante mais elevada e, consequentemente,

num aumento da qualidade e beneficios nutricionais.

Palavras-chave: Prunus avium L., atividade antioxidante, compostos fendlicos, cv.

Burlat, qualidade do fruto.
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Abstract

The cherry tree (Prunus avium L.) has a huge valuable economic interest, due to its
wood and fruit usage, the cherry. This can be consumed on fresh or used in the
manufacture of jams, juices, yogurts, among others. This species is native from
Europe, Anatolia, North Africa and West Asia. In Portugal, the cherry tree is
distributed by the North of the Tejo River, most predominantly in the regions of Beira
Interior and Tras-o0s-Montes. Cherry has amount of beneficial health effects, due to its
nutritional properties, related to the presence of phenolic compounds with antioxidant
characteristics, witch dependents on climatic factors and agronomic practices such as
fertilization. So the current study has as its main goal to go thought the effect of
potassium (K) and magnesium (Mg) fertilization on the quality of Burlat cherry. For
that, an experimental trial was installed in a seven-year-old cherry orchard located in
Resende, Viseu district. The treatments were distributed in blocks, with two levels of
foliar application for each of the studied nutrients, K and Mg, in a total of 4 modalities.
For the nutrients under study, two applications were made, concerning two
concentrations, in the form of the commercial product ENERMAX®, at the doses of
50 g hL? (T1) and 100 g hLt (T2), and KITPLANT Mg®, at doses of 125 g hL™ (T3)
and 250 g hL (T4), for K and Mg, respectively. For each one, three replicates were
considered, with 5 trees per repetition, in a total of 15 trees per treatment or dose. A
control treatment (To) was considered as well, it was repeated 3 times with 5 trees per
repetition. In the last case, unlike the normal procedure, all nutrients were applied in
the form of products, using for the effect, the maximum reference dose indicated by
the manufacturer. In the leaves, the results showed significant effects on the macro and
micronutrient contents. For macronutrients, the greatest effects were observed in the
case of Ca, with Mg fertilization promoting higher values of this element than
potassium fertilization. In the case of micronutrients, the most noticeable effects were
observed for Zn and Mn, with the application of Mg and K promoting a decrease and
increase of their contents. In fruit, were analysed some parameters: weight, size,
colour, firmness, total soluble solids, pH, titratable acidity, profile and phenolic
composition and its antioxidant activity. The results show that the cherries treated with
K presented heavier fruits, larger size and higher area of hypodermis and storage
parenchyma, with positive implication in fruit firmness. The total soluble solids

content increased in cherries with K and Mg application. The application of low dose

viii



of KITPLANT Mg® promoted an increase in colour and polyphenol content, which

reflected in a higher antioxidant activity and, consequently, an increase in quality and
nutritional benefits.

Key words: Prunus avium L., antioxidant activity, phenolic compounds, cv. Burlat,
fruit quality
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INTRODUCAO GERAL E OBJETIVOS

A cerejeira doce (Prunus avium L.) é uma espécie nativa da Europa, Anatdlia,
norte de Africa e oeste da Asia (De Candolle, 1883 cit. Gongalves, 2006). A cerejeira é
cultivada em mais de 40 paises, quer do Hemisfério Norte (a Peninsula da Escandinavia,
a 61° N, é o extremo em termos de producédo), quer do Hemisfério Sul (até 46-47° S na
Patagonia, Chile e Argentina e até 45-46° S em Otago, na Nova Zelandia) (Predieri et al.,
2003). Os principais produtores sdo os EUA, Turquia, Irdo e Chile. Em Portugal, os
pomares de cerejeiras situam-se, essencialmente, a norte do rio Tejo, com excecgdo da
regido de Portalegre (Serra de S. Mamede), sendo na maioria provenientes de enxertias
em Prunus avium (GPPAA, 2006). A zona de maior expressdo é a regido da Cova da
Beira (Covilhd, Fundao e Belmonte) com cerca de 55% da producgéo nacional. A zona do
Douro Sul (Resende, Lamego e Penajdia) e Alfandega da Fé, em Tréas-os-Montes,
perfazem cerca de 40%. Os restantes 5% distribuem-se por Proenca-a-Nova, Ferreira do
ZEézere e Portalegre. Cerca de 40% da cereja destina-se as grandes superficies de venda
em fresco, 45% aos mercados abastecedores dos grandes centros urbanos e a restante tem
como destino a industria de transformacg&o. Para além da sua madeira que é utilizada na
indUstria de mobiliario, o seu fruto é utilizado no fabrico de sumos, tortas, licores,
iogurtes, compotas e chocolates, mas também pode ser consumido em fresco. A cereja
doce é muito valorizada pelos consumidores devido ao seu sabor, cor, valor nutricional e
efeitos benéficos na salde (Crisosto et al., 2006). De facto, a cereja doce é rica em
potassio (K), fibra, acido ascérbico, carotenoides (USDA, 2017), em antocianinas e
outros compostos fendlicos (Gongalves et al., 2004), dai apresentar inUmeras
propriedades benéficas para o consumidor, incluindo propriedades antioxidantes,
antialérgicas, anticarcinogénicas, anti-microbianas, anti-mutagenicas e anti-inflamatorias
(Kim et al., 2005). Nos ultimos anos tém surgido diferentes cultivares de cerejeira, umas
mais tempords e outras mais tardias, com o intuito de aumentar a qualidade e a
disponibilidade do fruto para o consumidor. Os atributos de qualidade da cereja mais
importantes para o consumidor séo o calibre, a cor, a firmeza, a dogura, a acidez, o sabor
e o aroma (Crisosto et al., 2006). No entanto, a qualidade da cereja depende de varios
fatores, nomeadamente das condi¢des edafoclimaticas do local de producédo, operagdes
culturais e estado de maturacdo. A fertilizacdo mineral em K, magnésio (Mg), fosforo (P),

calcio (Ca), entre outros, é, assim, essencial para a obtencao de um fruto com qualidade.



Este trabalho tem como objetivo principal caracterizar os efeitos da aplicacéo
foliar de dois elementos minerais, 0 K e 0 Mg, na qualidade do fruto da cultivar de
cerejeira doce (Prunus avium L.) Burlat. Para tal, serdo determinados parametros
biométricos, nomeadamente o peso e dimensdes do fruto, bem como a respetiva anélise
histologica. Serdo ainda realizadas anéalises de rotina aos frutos que incluem a medicao
dos parametros cromaticos, firmeza, indice refratométrico, pH e acidez titulavel. Serao,
também, avaliados os efeitos da adubagdo potassica e magnesiana na composicao
bioquimica do fruto, nomeadamente, nos teores de (poli)fénois, orto-difendis, flavonoides
e antocianinas e na atividade antioxidante total, assim como o teor em macro e

micronutrientes nas folhas e frutos.



1. REVISAO BIBLIOGRAFICA OU ESTADO DE ARTE
1.1. Caracterizacdo da espécie Prunus avium L.

A espécie Prunus avium (Figura 1), vulgarmente conhecida como cerejeira-brava,
cerejeira ou cerdeira, pertence ao Reino Plantae, divisdo Magnoliophyta, ordem Rosales,
familia Rosaceae, e ao género Prunus (Crespi et al., 2005). Esta familia apesar de incluir
cerca de 3000 espécies desde ervas a arvores, todas elas apresentam caracteristicas
comuns, como € o caso das folhas estipuladas e a presenca do hipanto (estrutural floral)
(Glimn-Lacy e Kaufman, 2006).

Figura 1. Arvore da espécie Prunus avium L.: A — em floragio; B — em plena produg&o.

Quanto as caracteristicas morfoldgicas desta arvore pode-se referir que chega a
atingir uma altura compreendida entre 15 e 32 m (Welk et al., 2016), possui uma copa
ampla, tronco direito com a presenca de anéis transversais, casca lisa e de cor cinzenta
acastanhada, como se pode observar na Figura 2 (Loureiro et al., 2003). E uma arvore
que apresenta elevado porte e tronco lenhoso (Quadrado et al., 2014). Esta espécie tem
preferéncia por solos férteis, ligeiramente acidos e de texturas ligeiras a médias (Sauget,
1965).



Figura 2. Aspeto do tronco de Prunus avium L.

As folhas da cerejeira revelam vérias tonalidades, de acordo com a estacéo,
apresentando cor verde-claro na primavera, que muda para verde-escuro no Verao, e para
amarelo ou vermelho-alaranjado no Outono. As suas flores (Figura 3) sdo brancas,
hermafroditas e com simetria radial (Welk et al., 2016). Esta espécie é caracterizada por
ser entomdfila, ou seja, a sua polinizacdo é realizada através de insetos, em particular por
abelhas, sendo necessario temperaturas de 13-14° C e uma velocidade do vento inferior a
4-5ms? (Serradillaet al., 2016). A polinizagdo é afetada principalmente pela temperatura
e pelo vento (Rodrigues et al., 2012). No caso da cultivar Burlat, objeto de estudo neste
trabalho, é polinizada pela variedade Stark Hardy Giant (Ferreira, 2015).

Figura 3. Flores hermafroditas de Prunus avium L.



A cerejeira possui drupas unicarpelares desenvolvendo um tecido carnudo por
fora, caracteristico do fruto (Strasburger et al., 2002). O fruto é revestido pelo exocarpo,
protegido pela cuticula e epiderme que normalmente acumula antocianinas, pigmentos
geralmente de cor vermelha (Figura 4) (Santos et al., 2008). A cuticula funciona como
uma barreira contra a transpiracdo mas, por outro lado, possui poros que permitem que
haja alguma penetracdo de &gua, importante nos mecanismos de rachamento (Sekse,
1995). A segunda camada de tecido de protecdo, a hipoderme, surge a seguir a epiderme,
que envolve o parénquima subjacente, tecido este que inclui a maior parte da polpa do
fruto (Sekse, 1995). Este €& constituido por um mesocarpo comestivel carnudo
(parénquima de reserva) que, quando maduro, é consumido por Varios tipos de animais,
incluindo aves, mas também vertebrados maiores (Welk et al., 2016). No interior do fruto,

surge o exocarpo lenhoso que encerra uma semente (Santos et al., 2008).

Figura 4. Drupas de Prunus avium L.

Na fase de colheita do fruto, a cereja é extremamente sensivel a precipitacéo,
devido a sensibilidade ao rachamento mas, também, a podridao dos frutos (Rodrigues et
al., 2012), embora esta espécie exija 800 mm de precipitacdo anual (Quadrado et al.,
2014). A humidade €, assim, um fator com elevada importancia uma vez que o fruto é
constituido essencialmente por agua, necessitando de valores entre 80-83% no estadio de

maturacdo do fruto (Serradilla et al., 2016).

O rachamento do fruto é uma desordem fisioldgica grave que induz perdas de
rendimento consideraveis para os cerisicultores e cuja incidéncia tem aumentado
notavelmente nos ultimos anos, sendo atribuida as alteracdes climaticas. De facto, as
previsdes de alteragdes climaticas mais recentes apontam para um agravamento de
fenomenos de precipitacdo extrema que poderdo aumentar ainda mais este grave

problema.



O rachamento que ocorre ao nivel da cuticula é caracterizado por micro-
rachamento (micro-fissuras), que ndo s&o visiveis a olho nu, mas que podera funcionar
como uma entrada de agentes infeciosos. Existe, também, outro tipo de rachamento, o
macro-rachamento, de maiores dimensdes, sendo por isso visivel a olho nu, afetando

assim a epiderme e a hipoderme (Correia et al., 2018).

Esta espécie exige temperaturas inferiores a 8 °C no decorrer do més de janeiro
enquanto, entre janeiro e julho, tem preferéncia por temperaturas superiores a 13 °C e no
Verdo uma temperatura media mensal de 15 °C (Quadrado et al., 2014). A cerejeira é
tolerante a solos arenosos e argilosos preferindo, no entanto, solos de textura franca
(Serradilla et al., 2016).

1.2. Distribuicao geogréafica

Esta espécie é nativa da Europa, Anatdlia, norte de Africa e oeste da Asia, e como
se pode observar no mapa da Figura 5A esta amplamente distribuida na Europa (Welk et
al., 2016).

Devido a cerejeira necessitar de 800 a 1000 horas de frio para conseguir frutificar
com sucesso, a sua producdo esta limitada a determinadas areas (Welk et al., 2016). Em
Portugal (Figura 5B), as principais zonas produtoras de cereja encontram-se a Norte do
rio Tejo, mais predominantemente nas regifes da Beira Interior e de Tras-os-Montes
(Costa, 2006).

A B

Figura 5. Distribuigdo geogréafica da espécie Prunus avium L.: A — Europa; B- Portugal
Continental (adaptado de Welk et al., 2016).



1.3. Aplicacdes e interesse economico

Como anteriormente referido, os principais produtores mundiais sdo 0s EUA,
Turquia, Irdo e Chile, com a producdo mundial a atingir 2320460 t (Figura 6) (FAO,
2019).
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Figura 6. Principais produtores mundiais de cerejeira doce (FAO, 2019).

A Figura 7 apresenta a evolucdo da producédo de cereja em Portugal entre 2007 e
2017 (FAO, 2019). Tal como se pode observar pela Figura 7 a produgdo tem vindo a
aumentar, ultrapassando atualmente as 19000 t. A produtividade, i.e., a producdo dos
pomares de cerejeira em toneladas/hectare também tem evoluido positivamente, com
valores acima das 3 t/ha, em resultado da opcdo por técnicas culturais mais avancadas
(FAO, 2019).

Producao de cereja em Portugal | 2007 - 2017
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Figura 7. Evolucédo na producdo de cereja entre 2007 e 2017 (FAO, 2019).



A cerejeira tem varias aplicacbes como, por exemplo, a utilizacdo da sua madeira
na indastria do mobiliario (Nussinovitch, 2010). A cereja para além de poder ser
consumida em fresco é, também, usada no fabrico de produtos alimentares,
nomeadamente em sumos, tortas, licores, iogurtes, compotas, chocolates, ou sob a forma
de fruta cristalizada (Caballero et al., 2016). A cerejeira pode ainda ser utilizada para fins

ornamentais, paisagisticos e em medicina tradicional (Nussinovitch, 2010).

Problemas relacionados com determinadas doencas ou distarbios alimentares,
nomeadamente obesidade, diabetes, entre outros, tém promovido o interesse da industria
transformadora na utilizacdo deste fruto para a obtencdo de produtos alimentares
saudaveis, devido a qualidade nutricional da cereja e devido ao seu baixo indice glicémico
(Foster-Powell et al., 2002). A presenca de antocianinas e de outros compostos fendlicos,
bem como de vitaminas, e as respetivas propriedades antioxidantes, tém efeitos benéficos
comprovados para quem 0s consome, como parte de uma dieta equilibrada, e tém servido
de estratégia para um maior consumo de fruta, nomeadamente entre a populacdo mais

jovem (Albuquerqgue et al., 2018).
1.4. Atributos de qualidade da cereja
1.4.1. Peso, calibre, cor e acidez

Atualmente em Portugal sdo selecionadas e plantadas cultivares (cvs.) de cerejeira
doce com o objetivo de aumentar a produtividade e a qualidade do fruto, nomeadamente
as cvs. Burlat, Earlise, Summit, Van, Skeena, Sunburst, Staccato, Sweetheart, entre
outras. Uma das cultivares de cerejeira doce mais importante é a Burlat (Figura 8), devido
a sua producdo tempora e elevada produtividade, que explica os precos elevados que
atinge nos mercados. O peso médio da cereja Burlat € 7,10g e com calibre de 25,49mm
(Venturini et al., 2002). Ja o seu pH apresenta valores proximos de 4,2 (Serradilla et al.,
2016). A cor da cereja é indicativa do estado de maturacdo e da qualidade do fruto e
depende da concentracdo de antocianinas, pH, luz, temperatura, entre outros fatores
(Goncalves et al., 2006). O pH é um fator importante na apreciacdo do fruto pelo
consumidor, variando entre valores de 3,7 e 4,2. Sendo um fruto ligeiramente &cido, o
valor de pH depende das concentracbes de acidos organicos, nomeadamente, &cido
malico, &cido citrico, acido fumarico, entre outros (Serradilla et al., 2016).



Figura 8. Cultivar de cerejeira Burlat.

1.4.2. Composic¢ado bioquimica

Relativamente a composi¢do quimica e bioguimica da cereja (Quadro 1), 0s
hidratos de carbono sdo 0s principais compostos quimicos presentes, podendo variar entre
12,2 e 17 %, de acordo com as condic¢es de cultivo e climaticas. Nos compostos azotados
estdo incluidos aminoacidos essenciais e proteinas, com a respetiva composicao a refletir-

se nos teores totais de azoto, os quais variam entre 0,8 e 1,4 %.

Outros compostos de interesse bioquimico sdo, igualmente, observados embora
em menores concentragdes, nomeadamente de vitaminas, minerais e lipidos, estes Gltimos

com valores na ordem de 0,2 a 0,7%.

De entre as vitaminas presentes na cereja, a mais abundante € a vitamina C (&cido
ascorbico) com valores de 6 a 10 mg por 100 g de peso fresco (Serradilla et al., 2016).
No caso dos minerais, 0 potassio é 0 que se apresenta em maiores concentracoes, entre
170 e 260 mg por 100 g de peso fresco, enquanto para 0 magnésio os teores observados
sdo bastantes inferiores, na ordem de 10 mg por 100 g de peso fresco (Ferretti et al.,
2010).

Quadro 1. Valor nutricional da cereja (100 g de matéria edivel) (Souci et al., 2015;
USDA, 2018).

Valor calérico (Kcal) 63,00 Aminoacidos (mg)

Agua (g) 82,25 Alanina 26,00
Proteinas (g) 1,06 Arginina 18,00
Lipidos (g) 0,20 Acido aspartico 569,00
Hidratos de carbono (g) 16,01 Cistina 10,00
Fibra total (g) 2,10 Acido glutamico 83,00
Acucar total (g) 12,82 Glicina 23,00
Minerais (mg) Histidina 15,00
Célcio 13,00 Isoleucina 20,00
Cobre 0,06 Leucina 30,00




Ferro 0,36 Lisina 32,00

Magnésio 11,00 Metionina 10,00
Fosforo 21,00 Fenilalanina 24,00
Potassio 222,00 Prolina 39,00
Zinco 0,07 Serina 30,00
Vitaminas Treonina 22,00
Riboflavina (pg) 33,00 Triptofano 9,00
Niacina (ug) 154,00 Tirosina 14,00
B-Caroteno (ug) 38,00 Valina 24,00
Tocoferol total (ug) 120,00 Acidos (mg)
a-tocoferol (ug) 70,00 Acido malico 940,00
B-tocoferol (ug) 10,00 Acido citrico 13,00
Y-tocoferol (ug) 40,00 Acido p-cumérico 9,00
Folato (ug) 4,00 Acido oxalico 7,20
Vitamina A (Lg) 3,00 Acido clorogénico 6,10
Vitamina B1 (ug) 27,00 Compostos fenolicos (Flavonoides) (mg)
Vitamina B6 (ug) 49,00 Antocianinas
Vitamina C (mg) 7,00 Cianidina 30,20
Vitamina K (ug) 2,10 Peonidina 1,50
Hidratos de carbono (g) Pelargonidina 0,30
Glucose 6,59 Flavan-3-ols
Frutose 5,37 Catequina 4,40
Galactose 0,59 Epicatequina 5,00
Sacarose 0,15 Flavondis
Maltose 0,12 Quercetina 2,30
Maltose 0,12 Kaempferol 0,20

1.4.2.1. Compostos fenolicos

Adicionalmente, as cerejas apresentam elevadas concentraces em compostos
fendlicos responsaveis pelas suas propriedades antioxidantes, antialérgicas,
anticarcinogénicas, antimicrobianas, anti-mutagénicas e anti-inflamatdrias (Kim et al.,
2005). Estes compostos sdo metabolitos secundarios das plantas, que influenciam a
aparéncia, sabor e aroma do fruto, bem como as suas propriedades benéficas na saude
(Serradilla et al., 2016). Kim et al. (2005) reforcam a atividade antioxidante dos
compostos fendlicos, referindo que alguns destes sdo responsaveis pela protecdo das
células neuronais. A concentracdo de compostos fenolicos nos frutos é fortemente
influenciada pelo estado de maturacao, pelas cultivares e pelas condi¢es edafoclimaticas

do local de producao.

Cerca de 212,3 mg por 100 g de peso fresco da cereja corresponde ao teor em
compostos fendlicos, sendo esta cultivar considerada rica nestes compostos, dai o seu

elevado poder antioxidante (Gongalves et al., 2019).

Os compostos fenolicos sdo caracterizados pela presenca de pelo menos um anel
aromatico, do tipo benzeno, e varios grupos hidroxilo nas suas estruturas quimicas. A
presenca de grupos hidroxilo confere atividade antioxidante a estes compostos (Rice-

Evans et al., 1996). Para um composto fendlico ser caracterizado como antioxidante tem
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de obedecer a duas condicdes: (i) mesmo que o composto fendlico esteja presente em
baixas concentracOes relativamente ao substrato, ele retarda a auto oxidag¢&o ou impede a
oxidagdo mediada por o radical livre, e (ii) o radical que é formado apds a “captura” é

estavel (Rice-Evans et al., 1996).

Os orto-difendis sdo caracterizados estruturalmente por um anel aromético com
dois grupos hidroxilo (OH) em posic¢éo orto (Figura 9). Segundo Rice-Evans et al. (1996),
o facto destes compostos apresentarem os grupos OH em posicao orto aumenta a atividade
antioxidante quando comparada com grupos OH em posic¢éo meta. Estes autores também
concluiram que a atividade antioxidante baixa quando a estrutura apresentava apenas um
grupo OH, apresentando a ligagdo dupla um papel menos relevante na respetiva atividade

antioxidante, tornando o anel um dador de H* mais fraco.

OH
OH

Figura 9. Estrutura quimica do orto-difenol (adaptado de Mufioz-Mufios et al.,
2013).

Os flavonoides sdo os fendis mais comuns das plantas e sdo caracterizados
estruturalmente pela presenca de dois anéis aromaticos ligados por trés atomos de
carbono, podendo ou ndo formar um terceiro anel Cs-C3-Cs (Bravo, 1998), como se pode

observar na Figura 10.

Figura 10. Estrutura quimica geral dos flavonoides (adaptado de Fan et al.,
2019).
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Estes compostos sdo muito Gteis a nivel medicinal devido as suas propriedades
antioxidantes, ou seja, na sua capacidade de captar radicais livres (Havsteen, 2002). Eles
captam vérias espécies, incluindo radicais anido superoxido, radical hidroxilo ou peroxido
(Harborne e Williams, 2000). Existem varias classes de flavonoides que diferem na
oxidacdo do anel pirano e na ligacdo ao anel B, que incluem flavonas, flavonais,

antocianinas, flavanonas, entre outros (Rice-Evans et al., 1996).

No caso das antocianinas, este tipo de compostos € caracterizado por apresentar

na sua estrutura um ido flavilio (Figura 11).

Figura 11. Estrutura quimica geral das antocianinas (adaptado de Cardoso et al.,
2011).

Estes compostos sdo responsaveis pela cor do fruto e desempenham varias fungdes
nas plantas influenciando o poder antioxidante, protecdo contra a radiacdo ultravioleta
(UV), entre outras (Lopes et al., 2007). A sua capacidade antioxidante aumenta com o
namero de grupos OH e pela presenca do ido flavilio, ao contrario da presenca de grupos
metilo que reduzem este efeito (Cardoso et al., 2011). Na cereja doce estdo presentes
varias antocianinas mas predominando a cianidina-3-O-rutinésido e a cianidina-3-O-

glucdsido, como mostra a Figura 12 (Chaovanalikit e Wrolstad 2004; Ferreti et al., 2010).

cianidina-3-0O-glucosido cianidina-3-O-mtinédsido

Figura 12. Antocianinas predominantes na cereja doce (adaptado de Goncalves
etal., 2007).
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1.5. Aspetos nutritivos e nutricionais da cereja

Tal como referido a cereja € rica em macronutrientes, especialmente em potassio
(K), mas também apresenta fosforo (P), calcio (Ca), magnésio (Mg) e sodio (Na) e em
micronutrientes, ferro (Fe), manganes (Mn), boro (B), zinco (Zn) e cobre (Cu), tal como
se pode constatar pela informacdo contida no Quadro 2. Neste Quadro s&o indicados os
teores adequados de macro- e micronutrientes no fruto (cereja) e nas folhas de cerejeira

propostos por Serradilla et al. (2016) e Simmonds e Preedy (2015), respetivamente.

Quadro 2. Teores dos nutrientes presentes nas cerejas em mg por 100 g de por¢édo
comestivel (adaptado de Serradilla et al., 2016) e teores dos nutrientes presentes nas
folhas de cerejeira (adaptado de Simmonds e Preedy, 2015).

Teores em cerejas (mg Teores em folhas de
Nutriente por 100g de por¢do cerejeira
comestivel)
170 - 260 0,16 — 0,40 %

P 15-18 -

Ca 13-20 1,0-3,0%
Mg 8-13 0,3-0,6%

Na 1-8 -

N - 1,9-3,0%
Fe <1 20 — 200 ppm
Mn <1 20 — 200 ppm

B - 25— 60 ppm
Zn <1 15-70 ppm
Cu <1 5—-20 ppm

Relativamente aos macronutrientes das plantas, o P € um elemento com funcgéo
estrutural em macromoléculas. Esta funcdo € mais evidente na constituicdo dos acidos
nucleicos, incluindo moléculas de DNA e RNA (Marshner, 1985). O Ca exerce um papel
de mensageiro secundario intracelular. O Ca®* é uma molécula de sinalizagéo libertada
pela célula provocando assim determinadas alteracdes como resposta. Um exemplo disso
é a alteracdo na conformacdo de determinada proteina alterando deste modo a sua
atividade (Edel et al., 2017). Ja no caso do Na, este desempenha fungdes nos mecanismos
de osmorregulacdo e pode, também, substituir o K em algumas reacGes enzimaticas

(Faquin, 2005). No caso do azoto (N) este é o constituinte essencial das proteinas, dai
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estar indiretamente envolvido em todos 0s processos vitais das plantas. Desempenha um
papel muito importante nos processos fisioldgicos, uma vez que é responsavel pela cor
verde escura presente nas plantas, para além disso ele melhora a qualidade do fruto
(Leghari et al., 2016).

Dos micronutrientes presentes nas plantas, o Fe possui um papel muito
importante, uma vez que esta envolvido no transporte de acidos organicos, devido a sua
capacidade de formar complexos octaédricos com varios ligandos (Marshner, 1985). O
Fe esta, maioritariamente, presente nos cloroplastos (Marshner, 1985). O Mn é outro dos
micronutrientes presentes nas plantas, e exerce importantes funcoes. E caracterizado por
ser um ativador de um grande nimero de enzimas. Este micronutriente possui um raio
ionico situado entre o raio i6nico do Mg e do Ca, podendo substituir ou competir em
varias reacbes que envolvem estes dois ides (Marshner, 1985). O B tem um papel
fundamental na fase reprodutiva das plantas, uma vez que é necessario para a germinacao
do gréo de polen e para o crescimento do tubo polinico (Nyomora et al., 2000). Segundo
Marschner (1985), este elemento estd envolvido na biossintese e na estrutura da parede
celular e na integridade da membrana plasmatica. O Zn tem um papel fundamental no
crescimento das plantas, estando envolvido em diversas atividades metabdlicas (Abbas et
al., 2009). Este micronutriente ativa diversas enzimas envolvidas na manutencéo da
integridade da membrana celular, na sintese proteica e na formacéo do grdo de polen
(Hafeez et al., 2013). O Cu influéncia a rigidez da planta caracterizado pelo seu efeito
tonico. Estas funcdes estdo relacionadas com o facto de este ido ser cofator de diversas
enzimas. Para além disso, o Cu ainda tem um papel importante na formacgéo do gréo de

polen e, consequentemente, na fertilizacdo (Brinate et al., 2015).

1.5.1. Efeito do magnésio (Mg) e do potassio (K) nas plantas

O Mg e 0 K sdo considerados macronutrientes essenciais para as plantas, sendo
que o Mg é absorvido a nivel radicular pelas plantas através do mecanismo de fluxo de
massa. Ja no caso do K, este movimenta-se do solo para o interior da planta por difusao
(Benites et al., 2015). Estes dois catides (Mg?* e K*) tém diferentes raios i6nicos que
quanto mais hidratados raios estiverem, menor sera a forca de absorgéo, adquirindo assim
estes catibes uma maior mobilidade no solo, comprometendo deste modo a absorcéo a

nivel radicular. Para além deste entrave, a velocidade de absorcdo destes catides pelas
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raizes pode diminuir na presenca de outros catides, como é o caso do K* que é considerado
um catido absorvido muito rapidamente e que compete intensivamente com outros catides
(Benites et al., 2015).

Estes dois elementos podem, igualmente, ser absorvidos via foliar, uma vez que
as folhas, para além de serem 6rgéos de sintese, possuem também capacidade de absorcao
de nutrientes (Faquin, 2005). Este processo de absorcdo ocorre por difusdo através da
cuticula, com predominancia no sentido de fora para dentro. E um tipo de aplicacdo mais
eficaz do que a aplicacdo ao solo, embora existam varios fatores que podem influenciar
este tipo de aplicagéo dos elementos nutritivos, nomeadamente o seu grau de eficiéncia,
como o caso da humidade do ar e do solo, a temperatura, o pH da solugéo nutritiva, entre
outros (Faquin, 2005).

Os elementos essenciais, necessarios para a planta completar o seu ciclo
vegetativo, estdo envolvidos diretamente no metabolismo da planta (Marschner, 1985).
O Mg é um constituinte das estruturas organicas, maioritariamente de moléculas com um
papel importante no desenvolvimento vegetativo. Entre as moléculas mais importantes,
destacam-se as clorofilas a e b, imprescindiveis para a realizagdo da fotossintese
(Marschner, 1985) sendo que um défice de Mg pode inibir a assimilacdo de CO2 (Mengel
e Kirkby, 1979). O Mg desempenha, também, um importante papel nos processos
metabolicos de obtencdo de energia, sendo um cofator na producéo de ATP (McCaudey
etal., 2011).

O macronutriente K, apesar de ndo ser um constituinte estrutural das células,
apresenta um papel especifico importante na conformacao proteica (Mengel e Kirkby,
1979), exercendo fungdes importantes na manutengdo da osmolaridade do meio celular,
no equilibrio eletrogquimico das células e na regulacdo da atividade enzimatica
(Marschner, 1985).

Quando as concentracfes de Mg e K na planta séo reduzidas, podem surgir nas
folhas sintomas de deficiéncia caracteristicos. Estes dois elementos apresentam elevada
mobilidade na planta pelo que, em condi¢cdes de deficiéncia, estes nutrientes sdo
translocados das folhas mais velhas para as mais novas, com a respetiva sintomatologia a
tornar-se inicialmente visivel nas folhas mais velhas (McCauley et al., 2011). Assim, no
caso do Mg, nas folhas mais velhas, é possivel observar o aparecimento de cloroses

interveinais (Marschner, 1985). Apesar de pouco comum, as deficiéncias de Mg nas
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folhas mais velhas podem também ser traduzidas por uma coloracdo avermelhada,
acompanhada pelo aparecimento de zonas necrdticas (McCauley et al.,, 2011),
provocando a queda prematura das folhas (Mengel e Kirkby, 1979).

No caso do K, numa fase inicial, as deficiéncias promovem uma reducdo no
crescimento. Numa fase mais avangada, surgem cloroses e necroses nas folhas, com as
margens secas e enroladas para o interior, com a planta a tornar-se mais suscetivel ao
ataque por fungos e geadas (Mengel e Kirkby, 1979), e promovendo a queda prematura
das folhas (Muhammad et al., 2017). A deficiéncia de K, a manter-se, poderd por em
causa a producéo do ano seguinte, tal como observaram Muhammad et al. (2017), devido

a consequente diminuicdo do namero de flores e frutos.

As deficiéncias de Mg e K na planta podem, igualmente, surgir como
consequéncia da utilizacdo de fertilizantes a base de calcio, pelas relagdes de antagonismo

que este ultimo elemento apresenta em relacdo aos primeiros (Mikiciuk et al., 2015).

De acordo com Ferretti et al. (2010), a fertilizacdo permite obter frutos com
melhor aparéncia, mais apeteciveis para 0 consumo humano, mas também influencia

fortemente os teores de acidos fenodlicos.
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2. MATERIAL E METODOS
2.1. Ensaio experimental

O ensaio experimental foi instalado num pomar de cerejeiras, instaladas em
patamares e pertencentes ao produtor Sr. Armindo Barbosa na regido de Resende, Distrito
de Viseu, norte de Portugal, localizado a uma altitude de 200 m (latitude 41,0973661N,
longitude 8,0045009W) (Figura 13). As arvores da cultivar Burlat com 7 anos de idade e
conduzidas em vaso, foram enxertadas em Prunus avium e plantadas ao compasso de 3x4
m (Figura 14). A selegdo desta cultivar é justificada pelo seu elevado valor comercial,
calibre e caracteristicas organoléticas, mas sobretudo devido ao facto de ser uma cultivar
muito tempord, com colheita dos frutos a partir de meados de abril até meados de maio,
atingindo precos elevados no inicio da campanha. Ainda assim, é uma cultivar que

apresenta elevada sensibilidade ao rachamento (Remon et al., 2003).

Mg (T Ry, Ry, Ry)

Y
Ms (15 R, Ry Ry)

']‘ll (Rlv R27 RS)

R, o
O K (TR RS

o K (T;: Ry Ry, Ry
v 17 41 ’z::';!)

B

Figura 13. Fotografia aérea do pomar de cerejeiras do Sr. Armindo Barbosa,
Resende. (T1 — Tratamento com K dose baixa; T> — Tratamento com K dose
alta; Tz — Tratamento com Mg dose baixa; T4 — Tratamento com Mg dose
alta; Ry — Repeticdo 1; R2 — Repeticdo 2; Rz — Repeticéo 3)
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e L

Figura 14. Aspeto do pomar em estudo.

Assim, para efeitos de delineamento de ensaio, foram selecionadas 100 &rvores
pertencentes a variedade em estudo (Burlat) de acordo com aspetos relacionados com o
porte, altura, idade, exposicdo, entre outros, de modo a garantir uma maior

homogeneidade.

2.2. Delineamento experimental

Os tratamentos foram distribuidos por blocos, com dois niveis de aplicacao foliar
para cada um dos nutrientes estudados, K e Mg, num total de 4 modalidades. Para os
nutrientes em estudo foram realizadas duas aplicacdes, relativas a duas concentragdes, na
forma do produto comercial ENERMAX®, nas doses de 50 g hL™ (T1) e 100 g hL (T2),
e KITPLANT Mg®, nas doses de 125 g hL (T3) e 250 g hL? (T4), para K e Mg,
respetivamente (Quadro 3). Para cada dose foram consideradas trés repeti¢cdes, com 5
arvores por repeticdo, num total de 15 arvores por tratamento ou dose. Um tratamento
controlo (To) foi, também, considerado e no qual foram incluidas, igualmente, trés
repeticbes com 5 arvores por repeticdo. Neste ultimo tratamento, ao contrario do
procedimento normal, foram aplicados todos os nutrientes na forma dos produtos
indicados no Quadro 3 usando, para o efeito, a dose maxima de referéncia indicada pelo

fabricante.
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Quadro 3. Produtos comerciais e respetivas doses ou concentragdes (g hL™?), (mL
hL?) aplicadas nos tratamentos em estudo.

Tratamento ENERMAX KITPLANT KITPLANT FORALG B,
K (g hL?) Mg (g hL™Y) Ca(ghL?Y) Mo (mLhL?)

To 100 250 300 150
T1 50 0 300 150
T2 100 0 300 150
T3 0 125 300 150
T4 0 250 300 150

Entre repeticdes e tratamentos foram deixadas 2 a 3 arvores ou 1 a 2 patamares de
intervalo, respetivamente, de modo a evitar contaminacfes aquando da aplicacdo dos
respetivos produtos e concentragdes. A definicdo das concentracGes de fertilizantes teve
como referéncia a dose méxima de cada indicada pelo fabricante para aplicacéo foliar
(dose 1) e a respetiva reducdo para metade (dose 2). A aplicacdo dos fertilizantes ocorreu
na fase de desenvolvimento do fruto, desde a frutificacdo até perto da maturagdo, por
pulverizagdo foliar, através de jato transportado em toda a copa das arvores selecionadas

para o efeito.

2.3. Analise de solos

Numa fase inicial, para a caraterizagdo do pomar em estudo, em termos do
respetivo estado de fertilidade, foram realizadas analises ao solo cujos resultados sdo

apresentados no Quadro 4.

Quadro 4. Resultados da analise ao solo do pomar de cerejeiras.

Profundidade (cm)

Parametro 0-15 15 - 30 Média Classificagdo
pH (H20) 6,2 6,1 6,2 Pouco acido
pH (KCI 1 M) 53 5.1 5,2 -
Cond. Elétrica (dS cm™) 0,03 0,02 0,02 Baixo
Mat. Org. (g kg ™) 20,0 16,0 18,0 Médio
Niotal (g kg™) 0,4 0,3 0,4 Baixo
P20s (Egner-Riehm) (Mg kg™t) 54,7 43,0 48,9 Baixo
K20 (egner-Rriehm) (Mg kgl) 161,2 137,0 149,1 Alto
Ca?* (cmolc kgt) 51 4,2 47 Baixo
Mg?* (cmolc kg?) 0,7 0,6 0,7 Baixo
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K* (cmolc kg™?) 0,3 0,2 0,3 Médio

Na* (cmolc kg™) 0,3 0,3 0,3 Médio
Acidez de troca (cmolc kg™t) 0,1 0,1 0,1 N&o limitante
B (mg kg?) 0,3 0,2 0,3 Baixo
Zn (mg kg™l) 0,7 0,5 0,6 Muito baixo
Cu (mg kg™ 4,9 2,4 3,7 Médio
Mn (mg kg™?) 8,5 8,4 8,5 Baixo
Fe (mg kg?) 34,5 36,8 35,7 Médio
Areia grossa (g kgt) 518,1 517,5 517,8 -
Areia fina (g kg?) 340,6 353,2 346,9 -
Limo (g kgb) 41,2 46,9 441 -
Argila (g kgb) 100,2 82,3 91,3 -
Classe de textura Arenoso-franco

A amostragem e colheita do solo foram realizadas de acordo com os
procedimentos recomendados pelo Laboratério de Solos e Fertilidade Joaquim Quelhas
dos Santos, da UTAD. Para o efeito, de forma aleatdria, foram recolhidas um total de 20
subamostras em toda a area do pomar, entre os 0-15 e 15-30 cm de profundidade, com
auxilio de uma sonda de canas. Posteriormente, as subamostras foram homogeneizadas
de acordo com a respetiva profundidade e colhida uma toma de aproximadamente 0,5 kg

para efeitos de caraterizacdo, num recipiente plastico devidamente identificado.

Em termos de procedimentos, os valores de pH em agua (H20) e cloreto de
potéssio (KCI) 1M foram determinados por técnicas potenciométricas (Santos, 1965), em
suspensdes de solo e das respetivas solugdes, com base numa razdo 1:2,5 (m/v), com

tempos de estabilizacdo de 1 e 2 h, respetivamente.

A condutividade elétrica (CE) foi determinada em extrato obtido a partir de
suspensdo aquosa, razdo massa:volume de 1:5, ap6s um tempo de agitacdo de 1 h e
posterior separacdo do solo por filtracdo (Watman n° 42). A leitura dos valores foi
realizada em condutivimetro, ap6s calibracdo com solucéo padrdo de KCI 0,01M, sendo

os resultados expresso em dS cm™ (Kalra e Mayard, 1991).

O carbono total do solo foi determinado por via seca, através de NIRD (Near
Infrared Detector), apds combustdo de aproximadamente 1 g (+0,000) de terra fina de
solo (& <2 mm) a uma temperatura de 1100 °C, em autoanalisador elementar (SKALAR
PRIMACS®). Considerando a inexisténcia de carbono mineral, através da auséncia de
reacdo com acido cloridrico (HCI) 1M, os teores de carbono total sdo equivalentes aos

teores de carbono orgéanico. O teor de matéria organica do solo foi determinado por via
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indireta, através da multiplicacdo do carbono organico no solo pelo fator 1,724,
considerando que o teor de carbono na matéria organica do solo representa, em media,
cerca de 58 % (Santos, 2002).

Para o N total do solo foi seguida a metodologia proposta por Kjeldahl (1883),
baseada na digestdo da amostra de solo em &cido sulfarico (H2SOa) e selénio (Se)
(catalisador), a temperaturas elevadas (Bremner e Mulvaney, 1982). A concentracdo de
N amoniacal (N-NH4") nos digeridos é determinada por espectrofotometria de absorgao
molecular, em autoanalisador de fluxo segmentado (SKALAR), atraves da reacdo de
Berthelot (Houba et al., 1995).

Os teores de P e K extraiveis foram determinados de acordo com os procedimentos
descritos por Balbino (1968). Para o efeito, na extragdo simultanea foi utilizada uma
solucdo de Egner-Riehm (solucdo aquosa de &cido acético e lactato de amdnio
tamponizada a pH entre 3,7 e 3,8), numa proporc¢do de 50 mL para uma toma de 2,5 g de
terra fina de solo, sendo a respetiva mistura colocada a agitar durante um periodo 2 horas.
Apos filtragdo (Watman n° 42), os teores de P e K nos extratos foram obtidos por
espectrofotometria de absorcdo molecular, a 880 nm de acordo com o método do &cido
ascorbico-molibdato de amoénio (Murphy e Riley, 1962) e fotometria de emissdo de
chama, respetivamente. Os resultados foram expressos em termos de massa dos
respetivos oxidos, pentoxido de fosforo (P20s) e 0xido de potassio (K20), por massa de

solo (mg kg™).

Em termos do complexo de troca do solo, nomeadamente as bases de troca, calcio
(Ca?"), magnésio (Mg?"), potassio (K*) e sodio (Na*), os teores foram determinados com
base numa extracdo com acetato de amonio (C2H7NO2) 1M (1:10) (m/v) (Houba et al.,
1995) seguida da respetiva leitura por espectrofotometria de absorcdo atdmica, para 0s
casos do Ca?* e Mg?*, e emissdo de chama, para os casos do K* e Na*. Por sua vez, a
acidez de troca (AT) foi avaliada com base na metodologia proposta por Thomas (1982)
na qual, numa fase inicial, é realizada uma extracdo com KCI 1M (1:10) (m/v) seguida de
uma fase analitica, sendo a quantificagdo realizada por titulacdo com hidroxido de sddio
(NaOH) 0,05M.

Relativamente aos micronutrientes no solo, no caso concreto dos teores de B, Zn,
Cu, Mn e Fe foi seguida a metodologia proposta por Houba et al., (1995). No processo

de extracdo, para o caso do B, foi usado o método do cloreto de calcio (CaCl,) 0,01M
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fervente (1:2) (m/v), sendo os respetivos teores determinados por espectrofotometria de
UV (420 nm). Para os restantes microelementos (Zn, Cu, Mn e Fe), de acordo com 0s
valores do pH do solo, foi aplicado 0 método de Lindasay (1:2) (m/v) e os teores

determinados por absor¢do atomica.

Para a determinacéo da textura do solo foi realizada uma analise mecénica, com a
respetiva quantificacdo dos diferentes lotes granulométricos, de acordo com a
metodologia descrita por Silva (1967). Operacdes de crivagem foram realizadas para
separacdo da areia grossa, sedimentacdo e decantacdo para o lote de areia fina e
sedimentacdo e pipetagem nos lotes de limo e argila. De acordo com os valores obtidos
para cada lote granulométrico foi determinada a classe de textura do solo, com base na

consulta do diagrama triangular de texturas proposto por Gomes e Silva (1962).

2.4. Andlise de material vegetal

Para além da caracterizacao do solo foram também realizadas analises ao material
vegetal (folhas e frutos), de modo a avaliar o estado nutritivo das cerejeiras. Os
procedimentos seguidos estdo de acordo com as normas orientadoras do Laboratério de
Solos e Fertilidade Joaquim Quelhas dos Santos da UTAD.

Assim, tendo em consideracdo a espécie em estudo, em junho foram amostradas
30 arvores localizadas na zona experimental, selecionadas de forma aleatéria, de acordo
com a respetiva homogeneidade em relagdo a critérios relacionados com o porte, idade,
porta-enxerto e estado sanitéario. Para cada arvore foram colhidas 4 folhas, a mesma altura

de copa, na zona do ter¢co médio do ramo, de acordo com os principais pontos cardeais.

Apo6s amostragem, o material vegetal (folhas) foi devidamente embalado,
identificado e transportado para o laboratdrio, no qual se procedeu a estabilizacdo através
de secagem, em estufa com ventilacdo, a uma temperatura compreendida entre 40-60 °C,
durante um periodo de 48 h. Posteriormente, 0 material seco foi moido a 1 mm, usando
para o efeito um moinho Retsch GM 200°®, durante 5 s a 4000 rpm, e armazenado em

condicdes de auséncia de luz e humidade para posterior analise.

Os resultados dos teores de macro- e micronutrientes no material vegetal séo
apresentados no Quadro 5. O teor total de N foi determinado em digeridos, obtidos a partir

de uma digestdo sulfdrica, catalisada por selénio, a temperaturas controladas, por
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espectrofotometria de absor¢do molecular, em autoanalisador de fluxo segmentado

(SKALAR®), através da reacdo de Berthelot (Houba et al., 1995).

Para os restantes elementos, na preparacdo dos extratos foi seguido o método de
decomposicdo por via seca, que envolve a incineracdo da amostra a uma temperatura de
550 °C, de modo a promover a destruicdo da matéria organica, seguido da dissolucéo do
residuo (cinzas) com um &cido forte (HNO3) e diluicdo com &gua ultrapura. As solucdes
obtidas sdo filtradas e os respetivos teores determinados através da técnica de ICP
(Inductively Coupled Plasma). Os teores de macro- e micronutrientes foram expressos
em termos de massa por massa de matéria seca de material vegetal, g kg* e mg kg,
respetivamente.

Quadro 5. Teores de macro- (g kgt) e micronutrientes (mg kg™*) em folhas de
cerejeira colhidas a 28 de junho de 2018.

Parametro Teor Classificacdo

N - -

P 1,8 adequado
K 1 11,4 adequado
Ca (G kg™) 13,2 baixo
Mg 5,8 adequado
S 0,5 -

B 30,6 adequado
Fe 66,6 baixo
Zn (mg kg™) 11,6 baixo
Mn 96,0 adequado
Cu 8,8 adequado

Na avaliacdo inicial do pomar procedeu-se também a colheita de frutos, num total
de 2 kg de cereja amostradas aleatoriamente das arvores a estudar, incluidas no ensaio
experimental. As cerejas foram colhidas, a 23 de maio de 2018, durante o periodo de
manhd, devidamente acondicionadas e transportadas no mesmo dia para o laboratorio,

para avaliacdo biométrica, histoldgica e quimica.

Cerca de 100-200 g do total de cereja colhida foi selecionada para determinacao
dos teores totais de macro- e micronutrientes. Para facilitar o armazenamento e evitar a
respetiva detioracdo, as cerejas foram congeladas a uma temperatura de -20 °C. Esta
operacdo apresentou vantagens praticas na medida em que facilitou a separagdo da

pelicula da polpa, ap6s um periodo relativamente curto de descongelacéo.
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ApOs a operagdo de separacdo 0s respetivos materiais, pelicula e polpa, foram
liofilizados de modo a estabilizar o material e permitir 0 seu armazenamento e

manuseamento para posterior analise.

Os procedimentos seguidos na determinagdo dos teores de macro- e
micronutrientes presentes na pelicula e polpa da cereja foram similares aos descritos
anteriormente para o caso das folhas. O material liofilizado foi moido a 1 mm de diametro.
Uma primeira toma do material foi usada para analise do N total, através de via himida
(digestdo sulfurica) e analise através de espetrofotometria de absor¢do molecular, em
autonalisador de fluxo segmentado (SKALAR®). Uma segunda toma foi usada para a
determinacdo dos restantes elementos, por via seca, através da calcinagdo da amostra, em
mufla a 550 °C, seguido de uma dissolucdo e diluicdo com HNO3z e H>O ultrapura,

respetivamente. Os teores nos extratos obtidos foram determinados por ICP.

Assim, em termos quimicos, no que se refere a determinagdo dos principais
macro- e micronutrientes presentes na polpa e pelicula da cereja, os resultados obtidos
para o ano inicial (2018), antes da aplicacdo dos fertilizantes, séo apresentados no Quadro
6.

Quadro 6. Teores de macro- (g kg) e micronutrientes (mg kg?) presentes na
polpa e pelicula da cereja colhida em 21 de junho de 2018.

Parametro Pelicula Polpa
N 8,7 11,2
P 11 1,0
K 1 9,9 9,7
Ca (kg™) 0.8 0,5
Mg 0,6 0,6
S 0,3 0,5
B 8,6 58
Fe 34,1 29,2
Zn (mg kg™) 7.8 6,1
Mn 7,3 4,4
Cu 8,5 5,0

Apos aplicagdo foliar dos fertilizantes indicados no Quadro 3, procedeu-se a
colheita de material vegetal (folhas) de modo a avaliar o respetivo efeito. O periodo de
amostragem ocorreu na fase de crescimento (25 de julho de 2019), seguindo o0s

procedimentos anteriormente descritos, de acordo com o delineamento experimental.
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Foram analisados os mesmos elementos quimicos apresentados no Quadro 5, de
modo a avaliar o efeito dos diferentes tratamentos estudados (Quadro 3) como, também,
a respetiva evolucdo seguindo-se e aplicando os procedimentos e técnicas descritos

anteriormente.

2.5. Determinacédo de parametros biométricos, fisicos e quimicos

2.5.1. Biometria do fruto

Para a determinacdo das dimensdes dos 30 frutos da cultivar Burlat amostrados
em cada um dos tratamentos estudados foi utilizado um paquimetro digital (Mitutoyo,
Reino Unido) (Figura 15). O peso foi determinado usando uma balanca digital (Kern EW,

Alemanha).

,

Figura 15. Determinacdo biométrica do fruto.

2.5.2. Analise histolégica do fruto

Para a analise histoldgica dos frutos, as seccfes foram fixadas em uma solucéo de

FAA (5 % de formaldeido, 5 % de acido acético glacial e 90 % de etanol), durante um
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periodo de 48 h. De seguida, as amostras foram desidratadas numa série de solucbes de
etanol (70 %, 80 %, 90 %, 95 % e 100 %), durante 1 h. Posteriormente, as amostras foram
colocadas em xilol, durante 1 h, e, por fim, embebidas em parafina liquida a 60 °C durante

24 h, para a obtencdo do bloco com o material incluido (Figura 16).

Para o seccionamento dos blocos foi utilizado um micrétomo rotativo manual
(RMC Power Tome XL, Boeckeler Instruments, Inc., Arizona, EUA). De seguida, foi
feita a colagem, que consiste em fazer aderir o corte a lamina de vidro em banho-maria
(45 °C). Depois procedeu-se a desparafinacdo e hidratacdo, que consiste na eliminacgéo de
toda a parafina através da colocacdo em xilol (15 min). O xilol € retirado, introduzindo a
lamina numa série de banhos em concentracdes decrescentes de alcool. As sec¢Bes foram
coradas utilizando o método de O’Brien e McCully (1981), com azul de toluidina a 1 %
em tampdo fosfato 0,1 M (pH 6,8), durante 10 min. Por fim, procedeu-se a desidratacédo
das amostras, na qual foi utilizada a técnica de banho numa série de &lcoois de
concentracéo crescente. O material foi colocado de modo a ser observado no microscopio
otico invertido Olympus 1X51 e os cortes foram fotografados com uma camara Olympus
TH4-200. Foram realizadas as seguintes medicdes: espessura da cuticula, espessura e area
das células da epiderme e area das células da hipoderme e do parénquima de reserva,
recorrendo ao software Digimizer. Foram utilizados 6 frutos por tratamento e as medicoes
foram efetuadas em 12 microfotografias por tratamento, as medi¢des foram realizadas em

duplicado.

Figura 16. Seccéo dos frutos em bloco, ap0s inclusdo em parafina.
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2.5.3. Cor, forga de rutura da epiderme e firmeza

A cor foi avaliada em sitios opostos do fruto (em 30 frutos por tratamento) com
um colorimetro (CR-300, Minolta Japan) que expressa a cor em valores L, a* e b*. A cor
da cereja é determinada como croma (C) de acordo com a expressdo C* = (a*2 + b™2)” e
que reflete a pureza ou saturacéo da cor (Voss, 1992; Gongalves et al., 2007; Giménez et
al., 2016). A tonalidade do fruto é expressa por h (°), h = arctg (b*/a”) (Voss, 1992).

A forca de rutura da epiderme (em N) e a firmeza (N mm™) foram determinados
em 30 frutos por tratamento, usando um analisador de textura TA.XTPlus (Stable Micro
Systems, Godalming, Reino Unido), incluindo uma célula de carga de 50 N e uma sonda
cilindrica com 2,0 mm de didmetro. A for¢a méxima quando existe compressdao a 5 mm

tem uma velocidade de 1 mm s™.

2.5.4. indice refratométrico

O teor em s6lidos sollveis totais (SST) tem uma elevada importancia na qualidade
dos frutos, sendo de interesse para o produtor que este apresente valores elevados (Silva
et al., 2002).

O sumo foi extraido com um extrator elétrico (ZN350C70, Tefal Elea, China)
durante 1 min. O teor em SST (°Brix) foi determinado usando um refratometro digital
(PR-101, Atago, Japdo) (Figura 17). Para determinacdo deste parametro foram realizados

3 grupos com 10 frutos cada, num total de 30 frutos por tratamento.

Figura 17. Refratdmetro digital (PR-101, Atago, Japéo).
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2.5.5. pH

O pH é um parametro importante na qualidade e aspeto dos frutos. Este parametro
foi medido pelo método classico, utilizando o sumo da etapa anterior, o aparelho utilizado

foi o pH meter 3310 Jenway (Figura 18).

Figura 18. Medidor de pH Jenway.
2.5.6. Acidez titulavel

A acidez titulavel (TA) é um pardmetro importante para determinar o estado de
maturacdo do fruto. A TA (em g de acido malico por 100 g de peso fresco) foi
determinada pela diluicdo de 10 mL de sumo com 10 mL de &gua destilada e titulado com
NaOH a 0,1 mol L até um pH de 8,2 utilizando um titulador automatico Schott Easy
Titroline (Alemanha) (Figura 19).

Figura 19. Titulador automético Schott Easy Titroline.
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2.5.7. Determinacao do teor em compostos fenolicos

Para a determinacao dos compostos fenolicos e para a determinacdo das atividades
antioxidantes foi necessario recorrer a um processo de extracdo, que ira ser explicado

mais a frente.

2.5.7.1. Teor em (poli)fendis totais pelo metodo de Folin-Ciocalteau

Na quantificacdo de compostos fenolicos totais, foi utilizado o método de
Singleton e Rossi (1965) e Dewanto et al. (2002), com algumas alterac6es, utilizando o
reagente de Folin-Ciocalteau, adaptado a microplacas. A técnica tem como base a
determinacéo do teor de fenois totais nas amostras a estudar, por interpolagéo linear,
através de uma reta de calibracdo, construida com solugdes de concentragdes conhecidas
de &cido galico (C7HsOs).

Para a quantificacdo de fenois totais foi pipetado 20 pL do extrato para cada pogo
numa microplaca de 96 pocos, 100 uL do reagente de Folin-Ciocalteau (1:10) e 80 pL de
carbonato de sodio (Na2COs3) (7,5%) em agua ultrapura. De seguida, a microplaca foi
incubada durante 15 min a 45 °C em banho-maria. Na etapa final procedeu-se a leitura
dos valores de absorvancia a 765 nm num leitor de microplacas (Figura 21). A equagéo
da reta de regressdo y = 7,5495x + 0,0143 com um R? = 0,9992, obtida a partir de
diferentes concentragdes de C7HsOs (mg mL™), foi estimada a partir do método de
regressao linear, com base no método dos quadrados minimos, usando para o efeito a
folha de célculo Excel, do software Windows®. Os resultados foram expressos em mg

equivalente de cido galico por g de peso seco da amostra.

Figura 20. Aspeto da microplaca na determinacéo dos (poli)fenais totais.
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2.5.7.2. Determinacéo do teor em orto-difendis

Na quantificacdo de orto-difendis foi utilizado o método de complexagdo com o
molibdato de sddio (Na2MoOs) descrito por Gutfinger (1981) e Garcia et al. (2012) com
algumas alteracdes e adaptado a microplacas. Este método baseia-se na quantificacdo de
orto-difendis de uma amostra comparando-a com uma reta de calibracdo construida com

solugdes de concentragdo crescente e conhecidas de acido cafeico (CoHgOs).

Para a quantificacdo de orto-difendis foi pipetado 20 pL de extrato
(amostra/padréo) para cada po¢o numa microplaca de 96 poc¢os, 100 uL de agua ultrapura,
80 pL de tampado fosfato 0,1 M com um pH de 6,5 e 160 pL de solugéo de NazMoO4 (5%)
(Figura 22). De seguida, a microplaca foi colocada no escuro, a temperatura ambiente
durante 15 min. Na etapa final procedeu-se a leitura dos valores de absorvancia a 350 nm.
O procedimento seguido na estimativa da equacéo da reta de regressdo foi idéntico ao
descrito para a determinacdo do teor de polifendis totais, apresentado no ponto 2.5.8.1.,
sendo que a reta obtida foi y = 3,4529x + 0,057 com R? = 0,9968. Os valores obtidos

foram expressos em mg/equivalente de acido cafeico por grama de peso seco da amostra.

Figura 21. Aspeto da microplaca na determinagdo dos orto-difendis.
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2.5.7.3. Determinacéo do teor em flavonoides

Na quantificacdo de flavonoides foi utilizado o método de complexacdo com o
cloreto de aluminio descrito por Dewanto et al. (2002), com algumas alteracdes e
adaptado a microplacas. Este método baseia-se na determinacdo do teor em flavonoides
na amostra por interpolacdo com os valores de uma reta de regressao construida com

solucBes de concentracdo crescente e conhecidas de catequina (C14H140s).

Para a quantificacdo de flavonoides foi pipetado 100 pL de &gua ultrapura para
um poco de uma microplaca com 96 pocos, 10 L de nitrito de sédio (NaNO3) (5%) e 25
pL de extrato (amostra/padrdo) (Figura 23). Posteriormente, a microplaca foi incubada
durante 5 min a temperatura ambiente. Foram depois adicionados 5 uL de cloreto de
aluminio (AICIs) (10 %) e levada novamente a incubar durante 6 min. De seguida, foi
adicionado 100 pL de hidroxido de s6dio 1 M e 50 pL de agua ultrapura. Na etapa final,
a placa foi agitada e procedeu-se as leituras de absorvancia a 510 nm. A reta de calibragédo
foi obtida a partir da relacéo entre os valores de concentracdo de Ci14H1406 das solucbes
padrao e os respetivos valores de absorvancia, através do método dos quadrados minimos.
Os valores nas amostras a estudar foram obtidos por interpolacdo, a partir da reta de
calibragdo, expressos em mg equivalente de C1sH1406 por g de peso seco da amostra.
Sendo que a reta obtida foi y = 7,0747x — 0,0307 com R? = 0,9927.
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Figura 22. Aspeto da microplaca na determinacédo dos flavonoides.
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2.5.7.4. Determinacao do teor em antocianinas totais

O método utilizado para a determinacéo de antocianinas foi baseado em Smith et
al. (2000), Lee et al. (2005) e Nicoué et al. (2007). Foi pesado 1 g do extrato da amostra
juntamente com 5 mL de metanol acidificado com 1 % de HCI. A mistura foi agitada e
colocada a repousar no escuro, durante 1 h a 4 °C. De seguida, a mistura foi centrifugada
durante 15 min a 4000 rpm, e o sobrenadante foi recolhido e filtrado atraves de filtro
Fisherbrand 90nm. Por fim, a cada 0,5 mL de extrato foi adicionado 2,5 mL de uma
solucdo de KCIl a 0,025 M a pH 1,0. A absorvancia foi lida a 541 e 700 nm e obtida pela
expressdo Abs= AA541nm-AA700 nm. Posteriormente a leitura, foi selecionada a
cianidina-3-0-rutindsido com a respetiva caracteristica molar, antocianina que se revelou

como a mais representativa nas amostras estudadas.

2.5.7.5. Quantificacédo de fendlicos por HPLC-Diode Array (DAD)

Para a quantificacdo de fendlicos por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC), foram utilizados os extratos de cereja que estavam conservados a -20 °C de
acordo com Aires et al. (2013). No HPLC, a coluna utilizada possui 250 x 4,6 mm
diametro. Os solventes utilizados foram a &gua ultrapura com 0,1% de 4cido
trifluoroacético (TFA) (solvente A) e acetonitrilo com 0,1 % TFA (solvente B) com um
fluxo de 1 mL min~t e com o gradiente a comecar com 100 % de agua. O volume de
injecdo foi de 10 pL e o tempo de corrida foi de 60 min. A identificacdo dos picos foi
realizada recorrendo a padrdes comerciais (espetros e tempos de retencdo). Os
comprimentos de onde usados foram 254, 280, 320 e 370 nm para 0s compostos fenélicos

em geral e, mais especificamente, 520 nm para as antocianinas.

2.5.8. Determinacéo da atividade antioxidante total

2.5.8.1. Atividade antioxidante total pelo método ABTS** (&cido 2,2’-azino-

bis (3-etilbenzoatiazolina-6-sulfonico))

O método ABTS** (Figura 24) baseia-se na reacdo do antioxidante com o radical
ABTS (2,2'-azino-bis (3-etil-benzotiazolina-6-acido sulfénico), ocorrendo assim a
reducdo do ABTS™ a ABTS, quando este é capturado pelo antioxidante, 0 que provoca

uma perda de cor, sendo considerado uma técnica espetrofotométrica (Borges et al.,
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2011). O teste de reducdo do radical ABTS*" foi realizado conforme descrito por Stratil
et al. (2006).
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Figura 23. Reacdo de reducdo do ABTS na presenca de um antioxidante
(adaptado de Borges et al., 2011).

Para tal, foi colocado 1 mg mL* de ABTS (1:1, v/v) juntamente com 0,65 mg mL"
! de persulfato de potassio (K2S20s), em &gua ultrapura. De seguida, ap6s a mistura, a
placa foi incubada durante 12-16 h no frio, formando-se assim o radical ABTS".
Seguidamente foi colocado 15 pL de extrato (amostra) com 285 pL da solugdo de trabalho
de ABTS, a cada pogo, numa microplaca de 96 pocos. Na etapa final, a microplaca foi
incubada no escuro a temperatura ambiente, durante 30 min procedendo-se de seguida a
leitura das absorvancias a 734 nm num leitor de microplacas (Figura 25). Para determinar
a atividade antioxidante das cerejas foi necessario uma reta de calibracdo y = -0,0005x +
0,9118 com R? = 0,989, em que se fez variar a concentracéo de Trolox. Este serve como
antioxidante de referéncia (padrdo), e os resultados obtidos foram expressos em pmol

equivalente de Trolox por g* de peso seco da amostra.

Figura 24. Aspeto da microplaca na determinacgédo da atividade antioxidante pelo
método do ABTS.
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2.5.8.2. Aprisionamento de radicais DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazila)

O meétodo de aprisionamento de radicais DPPH baseia-se na rea¢do do DPPH com
um antioxidante, em que ocorre a reducdo do DPPH (Figura 26), verificada pela mudanca
de cor de purpura para amarelo, acompanhada por um decréscimo na absorvancia (Borges
et al., 2011). O método utilizado foi adaptado de Brand-Williams et al. (1995), Sanchez-
Moreno et al. (1998) e Siddhuraju e Becker (2003), com algumas modificacdes.

Para tal, foi colocado 4 mg de DPPH em 100 mL de metanol puro. De seguida,
colocou-se 280 pL de DPPH e 10 pL de amostra em cada poco, em 96 pog¢os numa
microplaca. Posteriormente, a microplaca foi incubada no escuro durante 12 min e a
temperatura ambiente. Por fim procedeu-se a leitura das absorvancias a 517 nm num leitor
de microplacas. A atividade antioxidante das cerejas foi calculada pela formula ((Abs
branco-Abs amostra)/Abs branco) * 100, onde os valores obtidos vém expressos em %

de inibicdo.

Figura 25. Reacdo de reducdo do DPPH na presenca de um antioxidante
(A-H) (adaptado de Oliveira et al., 2015).

2.5.8.3. Capacidade redutora do Fe®* em Fe?* (FRAP)

O método FRAP baseia-se na medicdo da capacidade dos antioxidantes reduzirem
o complexo Fe**-TPTZ de cor amarela para o complexo Fe?*-TPTZ de cor azul. Esta
reacdo ocorre em meio 4cido e € medida espetofotometricamente a 593 nm (Nilsson et
al., 2005). A metodologia aplicada foi adaptada de Stratil et al. (2006) e Benzie e Strain
(1996) com ligeiras modificacdes e adaptada a microplacas.

Para tal, foi adicionado 25 pL de amostra e 275 pL do reagente FRAP num poco

de uma microplaca, a qual foi incubada no escuro durante 5 min a temperatura ambiente

34



(Figura 27). As absorvancias foram lidas a 593 nm no leitor de microplacas. A atividade
antioxidante das cerejas foi calculada com base numa reta de calibracdo y = 0,0018x +
0,1237 com R? = 0,9959 onde o sulfato de ferro foi utilizado como antioxidante de
referéncia. Os resultados obtidos foram expressos em pmol equivalente de FeSO4 por g

de peso seco de amostra.

Figura 26. Aspeto da microplaca na determinacéo da atividade antioxidante pelo
método FRAP.

2.5.9. Processo de extragdo

Para o processo de extracdo foi necessario 40 mg de extrato de cereja liofilizado,
ao qual foi adicionado 950 pL do solvente de extracdo (metanol/agua destilada (70:30,
v/Vv)) e de seguida foi levado ao vortex. Apds este procedimento, as amostras foram
sujeitas a um banho-maria (70 °C) por um periodo de 30 min, seguindo-se de uma
centrifugacdo a 11000 rpm, a 4 °C e durante 15 min. Da solucéo final foi recolhido o
sobrenadante e foi filtrado utilizando um filtro Fisherbrand 90 mm (Figura 20). O extrato
obtido foi guardado a uma temperatura -20 °C, até proceder a sua andlise. Para a
determinacdo dos compostos fendlicos e da atividade antioxidante foram colhidas cerejas
em 5 arvores diferentes por tratamento. As analises foram realizadas em microplacas, e

por cada tratamento foram realizadas 9 repeticdes.
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Figura 27. Processo de extracdo da amostra.

2.6. Analise estatistica

Os resultados foram sujeitos a analise de variancia (ANOVA) e a separagdo de
médias foi realizada aplicando o teste de Tukey a 5 % de significancia, utilizando o
software IBM SPSS Statistics 20.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Teores foliares

3.1.1. Macronutrientes principais

Na Figura 28 sdo apresentados os teores foliares (g kg™?) dos macronutrientes
principais nos varios tratamentos de adubacdo foliar estudados no presente trabalho.
Assim, neste primeiro grupo de elementos essenciais ao crescimento das plantas, o azoto
(N) foi o que apresentou maiores teores foliares, entre 20 e 25 g kg™, seguido do potassio
(K), com valores entre 5 e 10 g kg%, e, por tltimo, o fésforo (P) com teores foliares abaixo
de5gkgt

30 -

g

o BTl
§T2
ET3
ET4

N P K

Figura 28. Teores de macronutrientes principais (g kgt) presentes nas

folhas, para os tratamentos de fertilizag&o foliar estudados. (para o mesmo
elemento nutritivo, barras seqguidas da mesma letra ndo diferem significativamente
pelo teste de Tukey, para um nivel de probabilidade de 0,05).

Estes resultados traduzem a importancia bioquimica de cada elemento assim como
a respetiva disponibilidade quimica e bioldgica no solo para as plantas, ou seja, cada
elemento tem uma funcdo importante nos processos bioquimicos na planta, relacionados
com o respetivo papel que apresentam ao nivel dos processos bioquimicos; o azoto como
elemento integrante dos aminoacidos ou proteinas; o magnésio fundamental na
construcdo da clorofila e o potassio na manutengdo dos potenciais ionicos na célula, na

abertura e fecho dos estomas, importante na absor¢ao de nutrientes e agua. Assim, para o
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N, ndo foram observadas diferencas significativas entre os tratamentos estudados e o
tratamento controlo (To), com os efeitos da adubacéo potéssica e magnesiana, como das
respetivas doses, a ndo se fazerem sentir nos teores foliares de N. Este facto podera ser
explicado pela auséncia deste elemento nos fertilizantes usados, com as necessidades
nutritivas de N das plantas a serem garantidas pelo solo, a partir dos processos de
decomposi¢do e mineralizacdo da matéria organica, cujos teores no solo apresentaram
valores médios (Quadro 4). Ainda assim, é possivel observar que os tratamentos sem
aplicacdo de Mg (T e T2) apresentaram menores teores de N que 0s restantes tratamentos
(Figura 28), o que podera estar associado a importancia que este elemento tem nos
processos de fotossintese, podendo limitar a integracdo de N na construcéo celular ou
producédo biomassa.

Em relacdo aos teores foliares de K, ao contrario do observado para o N, 0s
resultados revelaram diferencas significativas entre os tratamentos estudados,
nomeadamente ao nivel do tipo de fertilizagdo foliar (Figura 28). Neste caso, como seria
de esperar, os tratamentos sem aplicacdo de potéassio (Ts e Ta), apresentaram teores
foliares significativamente inferiores aos tratamentos com aplicacdo deste elemento (T1 e
T2) mas, também, ao tratamento testemunha (To). Por sua vez, nos tratamentos T1 e T2,
com e sem aplicagdo de K e Mg, respetivamente, os teores foliares de K revelaram-se
mais elevados que os registados no To, embora sem apresentarem diferengas significativas
(Figura 28). No caso das doses aplicadas, o reforco da adubacdo magnesiana ou potassica
ndo se reflete num acréscimo significativo dos teores foliares de K, aspeto que se revela
mais importante no caso da adubacdo potéssica. Estes resultados estardo relacionados
com os niveis de suficiéncia de K no solo (Quadro 4), que terdo mitigado possiveis efeitos
das maiores doses de K aplicados no T2 em relacédo a Ti.

O P foi, de todos os macronutrientes principais 0 que apresentou 0s menores teores
foliares. Estes resultados traduzem os baixos teores do solo (Quadro 4) mas, também, a
reduzida dinamica que limita de forma significativa a sua disponibilidade durante o ciclo
cultural (Santos, 2015). Em termos dos teores foliares de P, os resultados revelaram
valores equiparaveis entre os tratamentos estudados. As aplica¢fes de K ou Mg néo
revelaram qualquer efeito nos teores foliares de P apesar das relagdes de antagonismo e
sinergismo que, respetivamente, estes elementos apresentam com o P (Santos, 2017).
Estas relagGes de causa-efeito foram mais notadas no caso do Mg, nomeadamente para o
caso do efeito da dose de fertilizacdo, no qual é observado um aumento significativo dos

teores foliares de P com o aumento da fertilizagdo em Mg (Figura 28).
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3.1.2. Macronutrientes secundarios

Para 0s macronutrientes secundarios sdo apresentados na Figura 29 os respetivos
teores foliares obtidos para os tratamentos estudados. Os resultados revelam teores
variados entre os elementos analisados, refletindo a sua importancia biologica
diferenciada, com os valores a diminuir na ordem indicada: célcio, magnésio e enxofre.
Para os teores foliares de calcio (Ca) apenas os tratamentos com adubagdo magnesiana
(T3 e T4) revelaram aumentos significativos comparativamente ao tratamento To. Por sua
vez, em relacdo aos teores foliares de Mg e S, mantem-se a tendéncia observada apenas

no tratamento com a dose mais elevada de magnésio (T4) (Figura 29).
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Figura 29. Teores de macronutrientes secundarios (g kg?) presentes nas

folhas, para os tratamentos de fertilizagdo foliar estudados. (para o mesmo
elemento nutritivo, barras seguidas da mesma letra ndo diferem significativamente pelo
teste de Tukey, para um nivel de probabilidade de 0,05).

Em termos das quantidades aplicadas, apenas nas doses mais elevadas com Mg é
que se registaram aumentos significativos destes nutrientes (Ca, Mg e S) para niveis de
fertilizacdo adequados para a cultura (Santos, 2008). Uma vez mais, a adubagdo potéssica
(T1), tal como o seu refor¢co, com o aumento da dose aplicada (T2), ndo promoveu
acréscimos significativos dos teores foliares dos macronutrientes secundarios analisados.

As relagdes de antagonismo entre o K e os elementos Ca e Mg poderdo explicar estes
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resultados (Santos, 2017). Relativamente ao S, os resultados parecem nao depender do
tipo e dose de fertilizagcdo com excec¢do, como foi referido anteriormente, para a dose mais
elevada de fertilizacdo magnesiana (T4). Nestes casos, com a devida excecdo, 0s
resultados estardo mais relacionados com os processos de disponibilidade deste elemento

a partir da mineralizacdo da matéria organica do solo.

3.1.3. Micronutrientes

No Quadro 7 sio apresentados os teores de micronutrientes (mg kg™) presentes
nas folhas, para os diferentes tratamentos estudados. Também para estes elementos 0s
resultados evidenciam efeitos diferenciados do tipo e dose de fertilizacdo nos respetivos

teores foliares.

Quadro 7. Teores de micronutrientes (mg kg) presentes nas folhas, para os tratamentos
de fertilizaco foliar estudados.

tratamento/

. ) B Fe Zn Mn Cu
micronutriente

To 21,67 72,20¢ 11,3% 57,0 6,12

T, 20,82 74,0° 10,9% 60,3° 6,3%

T, 22,02 76,8° 11,9 73,2¢ 6,22

T3 24,9P 63,72 9,6% 51,42 6,5°

Ts 26,6° 65,280 9,32 54,320 6,8°

(para o mesmo elemento nutritivo, valores seguidos da mesma letra ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey, para um nivel
de probabilidade de 0,05)

No caso do boro (B), os teores foliares indicam niveis de suficiéncia para a cultura
em todos os tratamentos (LQARS, 2001). Os teores revelaram-se mais elevados nos
tratamentos T3 e T4, com a fertilizagdo magnesiana a promover aumentos significativos
comparativamente ao tratamento testemunha (To) e aos tratamentos com fertilizagéo
potéssica (T1 e T2). Tendéncia similar foi, também, observada para o elemento cobre (Cu)
no qual, uma vez mais, a fertilizacdo magnesiana (T3 e T4) promoveu aumentos nos
respetivos teores foliares. Para estes elementos, o efeito da dose revelou-se significativo
apenas na fertilizagdo magnesiana, com o tratamento com a dose alta (250 g hL™Y) (T4) a
promover aumentos dos teores foliares de B e Cu em relacdo ao tratamento com dose
baixa (125 g hL™?) (Ts). A aplicacdo de FORALG, como fonte de B em todos 0s

tratamentos, permitiu que os respetivos teores apresentassem niveis foliares adequados
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deste elemento para a cultura em todos os tratamentos (LQARS, 2001). Todavia, nos
tratamentos com aplicacdo de ENERMAX, To, T1 € Tz, nos quais foram aplicadas doses
variadas de K, os menores teores registados nestes casos estéo relacionados com os efeitos
de antagonismo que este elemento exerce sobre o0 B, limitando a respetiva disponibilidade
e absorgéo nestes tratamentos.

Os teores foliares de ferro (Fe) estdo abaixo do intervalo de suficiéncia indicado
para a cultura, em todos os tratamentos estudados. Ainda assim sdo observadas diferengas
entre tratamentos (Quadro 7). Assim, para este elemento, os resultados revelam uma
tendéncia oposta a observada para os casos do B e Cu, com os tratamentos com adubacéo
potéssica (T1 e T2) a revelar teores mais elevados e significativos que os tratamentos com
adubacdo magnesiana (T3 e T4). Em ambos os casos, o efeito da dose ndo se revelou
significativo, com o aumento das quantidades de K ou Mg aplicadas, T2 e Tj,
respetivamente, a ndo promover aumentos dos teores de Fe, comparativamente aos
tratamentos com aplicacdes de doses mais baixas, T1 e Tz (Quadro 7). As caracteristicas
alcalinas e a influéncia que este elemento apresenta no aumento do pH, poder&o contribuir
para uma menor disponibilidade de micronutriente, facto que podera explicar os teores
foliares mais baixos deste micronutriente observados nos tratamentos Tz e Ta.

Em relagdo aos restantes micronutrientes, Zn e Mn, os teores foliares
apresentaram-se adequados para a cultura em todos os tratamentos. Nestes elementos, 0s
resultados apresentam uma tendéncia similar a observada para o caso do Fe, com 0s
tratamentos com K (T1 e T>) a registar teores foliares significativamente mais elevados
que os tratamentos com Mg (Ts eT4) (Quadro 7). Nestes casos, 0 efeito da dose ou
quantidade de fertilizante foi apenas registado no Mn, com o tratamento T a revelar
teores foliares mais elevados e significativos que os observados para o Ti. Estes efeitos
poderdo estar associados, uma vez mais, com as relacdes de sinergismo e antagonismo
observadas entre os elementos aplicados e 0s micronutrientes Zn e Mn. Dibb et al. (1985)
fazem referéncia a relacéo de sinergismos entre o K e Mn, efeito que poderéa explicar os
maiores teores deste micronutriente registados nos tratamentos com K. Por sua vez, 0s
menores teores de Zn nos tratamentos com adubagdo magnesiana (T3 e Ts) estardo
relacionados com a inibigdo competitiva entre estes elementos, como referem Oliver et
al. (1994).

As interagdes nutricionais podem, ainda, interferir na composi¢do mineral,
podendo um elemento estimular ou inibir a absorcéo de outros elementos (Mengel e

Kirby, 1979). Deste modo, 0s menores teores de Zn nos tratamentos com Mg (T3 e Ta)
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poderdo estar relacionados com os maiores teores de B observados nestes tratamentos
(Quadro 7). Vérios estudos, em outro tipo de culturas, revelam a diminuicdo dos teores
de Zn em funcdo do aumento da concentracdo de B (Lopez-Lefebre et al., 2002; Rajaie
et al., 2009).

3.2. Caracterizacdo biométrica do fruto

No Quadro 8 apresentam-se o0s valores dos parametros biométricos dos frutos
sujeitos aos diferentes tratamentos. Apds a anélise estatistica dos dados obtidos (pela
ANOVA a um fator), verifica-se que os tratamentos influenciaram significativamente o
peso, a altura e os didmetros menor e maior das cerejas. O peso médio do fruto variou
entre 6,99 e 8,12 g, sendo que os frutos mais pesados foram obtidos em arvores tratadas
com K, quer na dose baixa, quer na dose mais elevada (T1 e T2). Apesar do peso do fruto
proveniente de cerejeiras tratadas com dose baixa de K ser estatisticamente idéntico ao
registado para o tratamento com dose alta de K, verifica-se um impacto positivo no peso
do fruto quando este nutriente € usado em dose alta, apresentado assim uma média de
peso superior (8,129) a todos os outros tratamentos. Este aumento pode ser explicado pelo
aumento de K nas folhas de cerejeira, uma vez que segundo Robbins et al. (1982), 17 a
20% da variabilidade do peso do fruto podera ser explicada pela presenca deste nutriente.
Destaca-se ainda que ndo se observaram diferencas significativas no peso dos frutos entre
0 grupo controlo e os tratamentos com Mg (T1 e T>). Estudos realizados por Ruhl et al.
(1992), obtiveram descidas pouco acentuadas no peso da uva quando esta foi sujeita ao
tratamento com Mg, e ligeiras subidas no peso com o tratamento com K. No tratamento
controlo, o peso médio do fruto foi de 7,35 g, valor este que vai de encontro aos resultados

obtidos por Gongalves et al. (2004) para frutos da mesma cultivar.

Relativamente aos outros parametros biométricos (altura, didmetro maior e
didametro menor) verificou-se geralmente a mesma tendéncia, i.e., maiores dimensdes nos
frutos tratados com K (T3 e T4) (Quadro 8).
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Quadro 8. Parametros biometricos dos frutos, para os tratamentos de fertilizacdo foliar

estudados.
Tratamento Peso (g) Altura (mm) Diametro Maior Diametro Menor
(mm) (mm)
To 7,35+0,73%® 22,49+1,06% 24,71+1,102 20,86+0,912
T1 7,63 + 0,79 21,97+1,062 25,63+1,145¢ 20,99+0,79%
T, 8,12 + 1,04¢ 22,68+1,150 25,76+1,42° 21,48+1,17°
Ts 7,54 + 0,530 23,30+0,80¢° 25,67+0,91°¢ 20,90+0,62%
Ty 6,99 + 0,432 22,09+0,68% 24,88+0,69% 20,57+0,93?

(para o mesmo parametro, valores seguidos da mesma letra ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey, para um nivel de
probabilidade de 0,05; médias (n=30) + desvio-padréo)

3.3. Caracterizacao histologica do fruto

Na Figura 30 apresentam-se microfotografias de cortes histologicos transversais

dos frutos apds os tratamentos de fertilizacdo foliar estudados e que foram utilizados para

as medicdes dos parametros histoldgicos que estdo apresentadas no Quadro 9. O fruto é

constituido pela epiderme revestida pela cuticula e uma camada mais interna de

hipoderme, que constitui o tecido de protecdo do fruto (Figura 30). Mais internamente,

surge o parénquima de reserva, que é constituido por células de maiores dimensdes.

43



\ ‘.
~ .//' Y Y '\( Jor™
7 . \
; ’éj‘ o | 200 pm

Figura 30. Corte histoldgico da cereja. A - T1, Fruto com dose baixa de K; B - T2, Fruto

com dose alta de K; C - T3, Fruto com dose baixa de Mg; D - T4, Fruto com dose alta de

Mg; E — Fruto controlo.

Relativamente aos parametros histoldgicos, e como se pode verificar pelo Quadro
9, os tratamentos aplicados ndo alteraram significativamente a espessura da cuticula e da
epiderme, bem como da area das células da epiderme, relativamente as cerejas controlo.
Ja no que se refere a area das células da hipoderme e do parénquima de reserva ja se
registaram diferencas significativas entre tratamentos. Os valores mais elevados daqueles
parametros foram observados nas cerejas em Ti, T2 € Tz, 0 que vai de encontro ao

observado para os parametros biométricos, peso e calibre (Quadro 8).
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Quadro 9. Parametros histologicos do fruto para os tratamentos de fertilizagdo foliar
estudados.

Area das . , . ]
. Espessura ) Area das células Area das células
Cuticula : células da ; PO
Tratamento da epiderme ; da hipoderme do parénquima de
(um) epiderme B 2
(Hm) 2 (Hm?) reserva (Lm-)
(Hm?)
To 4,77+0,37° 18,00+1,83* 573,20+81,08°  2091,18+514,40°  15449,30+2448,25?
T: 4,23+0,81° 13,81+3,40*° 472,76+124,82% 6153,20+1476,53" 26563,52+9061,30°
T, 4,50+0,84° 19,57+2,92° 606,71+171,72% 5346,06+1712,59° 18505,56+4699,68°
Ts 4,88+0,94° 17,50+3,77% 531,19+110,47% 5461,38+1666,70° 20478,67+7117,66*
T4 4,71+0,91° 16,00+3,02®  453,85+84,65%  2403,54+918,80° 16066,55+3413,28?

(para o mesmo parametro, valores seguidos da mesma letra ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey, para um nivel de
probabilidade de 0,05, médias (n=24) + desvio-padréo)

3.4. Cor, forga de rutura da epiderme e firmeza

No Quadro 10 apresentam-se 0s resultados obtidos para 0s parametros cromaticos
dos frutos ap6s os diferentes tratamentos com fertilizantes. E de salientar que se
registaram efeitos significativos dos tratamentos em todos os parametros cromaticos
avaliados (L*, a*, b*, C*, h). A luminosidade do fruto (L*) variou entre 31,26 em T, e
32,51 em Ts. Em relacéo aos outros pardmetros cromaticos, os valores mais baixos foram
observados em frutos T2 e os mais altos em cerejas controlo. Os valores médios dos
parametros cromaticos das cerejas controlo sdo similares aos obtidos por Gongalves et al.
(2007) para a cv. Burlat.

Em suma, os frutos em T> (dose elevada de K) exibiram uma diminuicao de todos
0s parametros cromaticos estudados, em concordancia com o obtido por Kadir (2019).
Segundo Rowley (2013), a cor dos frutos melhorava positivamente quando era utilizado

um fertilizante com Mg, o vai de encontro aos resultados obtidos neste estudo.
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Quadro 10. Parametros cromaticos do fruto para os tratamentos de fertilizagdo foliar
estudados.

Tratamento L* a* b* C* (h°)
To 31,5442,64® 25224512 10,23+3,63° 27,25+6,10° 21,44+3,06°
T1 31,49+2,32%  21,84+4507% 7,86+3,20% 23,25+5,84%  19,17+3,15%
T 31,261,582  19,84+4,26*  6,55+2,39%  20,92+4,762 17,76+2,922
T3 32,5142,35°  24,10+4,88™  9,51+3,45¢  2595+580  20,96+2,92°
Ts 32,23+4,95%  23,34+4,32%°  8,71+2,64°  24,94+4,95  20,04+2,45

(para o mesmo parametro, valores seguidos da mesma letra ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey, para um nivel de

probabilidade de 0,05, médias (n=60) + desvio-padréo)

Os resultados obtidos para a forca necessaria para a rutura da epiderme e firmeza
dos frutos apos tratamentos encontram-se no Quadro 11. A sua andlise revela que as
cerejas sujeitas a aplicacdo de fertilizantes apresentam valores de forca de rutura da

epiderme e de firmeza significativamente mais elevados do que as cerejas controlo (To).

Relativamente a forca de rutura da epiderme, esta decresceu da seguinte forma em
cerejas sujeitas aos tratamentos: T2 > T1 > T4 > T3 > TO (Quadro 11). A aplicacdo de K
em dose mais alta teve um impacto positivo no aumento da firmeza do fruto, sendo esta

um atributo de qualidade muito valorizado pelo consumidor.

Os tratamentos com Mg (T3 e Ts) aumentaram a forca da rutura da epiderme e
firmeza, comparando com o grupo controlo, embora as diferentes doses tenham

apresentado resultados estatisticamente iguais.

Quadro 11. Forca de rutura da epiderme (N) e firmeza (N mm™), para a cereja doce nos
diferentes tratamentos.

Tratamento  Forca de rutura da epiderme (N) Firmeza (N mm™)
To 1,76+0,33? 0,52+0,09?
T 2,45+0,41° 0,54+0,07®
T 2,55+0,36° 0,58+0,10°
T3 2,17+0,24° 0,54+0,07®
T4 2,19+0,33° 0,53+0,07%

(para o mesmo parametro, valores seguidos da mesma letra ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey, para um nivel de
probabilidade de 0,05, médias (n=30) + desvio-padréo)
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3.5. Teor em solidos sollveis totais, pH e acidez titulavel

O Quadro 12 apresenta os resultados obtidos na medicdo do teor em soélidos
soluveis totais (SST), pH e acidez titulavel (AT) ap6s os tratamentos com adubacéao
magnesiana e potassica. Pela analise do Quadro 12 verifica-se que os teores em SST
foram significativamente mais elevados em todos os tratamentos (aplicacdo de K ou Mg),
comparativamente as cerejas controlo (To). No entanto, o teor em SST foi superior nas
cerejas tratadas com K (T1 e T2), embora os valores ndo tenham sido estatisticamente
diferentes entre doses do mesmo fertilizante. Para as cerejas em To 0 teor em SST foi de
14,7 °Brix, 0 que esta em consonancia com o intervalo de 13,5 ° - 15,5 °Brix, obtido por

Faniadis et al. (2010), para cerejas da cv. Burlat produzidas em areas e altitudes distintas.

Em relacdo aos outros dois parametros, pH e AT do fruto, ndo se registaram
diferencas significativas entre tratamentos (Quadro 12). O pH é um parametro com
elevada relevancia nas caracteristicas sensoriais do fruto. Nas cerejas To, 0 pH médio
obtido foi de 3,7, 0 que esta de acordo com o intervalo de pH 3,4 - 4,0 obtido por Girard
et al. (1998). Segundo Ruhl et al. (1992), a aplicacdo de Mg resultou numa ligeira subida
de pH, ao contréario do K que fez descer o pH em videira. Estes resultados estao de acordo

com o presente estudo.

Quadro 12. Teor em solidos soluveis totais, pH e acidez titulavel na cereja doce, nos

diferentes tratamentos utilizados.

Acidez titulavel

Tratamento SST (°Brix) pH
(% acido malico)
To 14,70+0,30? 3,7040,022 5,07+1,152
T1 17,60+0,46°¢ 3,74+0,042 6,18+0,392
T2 17,33+0,25¢ 3,84+0,012 5,100,232
Ts 16,07+0,31° 3,64+0,032 5,31+0,582
T4 15,33+0,51% 3,67+0,032 4,89+0,332

(para o mesmo parametro, valores seguidos da mesma letra ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey, para um nivel de
probabilidade de 0,05, médias (n=3) £ desvio-padrao)
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3.6. Determinacéo do teor em compostos fendlicos

O Quadro 13 apresenta os teores médios de compostos fendlicos totais, orto-
difendis, flavonoides e antocianinas totais das cerejas a colheita apds os diferentes

tratamentos.

Na determinacdo da concentracdo de fendis totais, observa-se que a aplicagédo de
Mg em dose baixa (T3) apresenta uma média de concentrages superiores no teor de
flavonoides e antocianinas totais, com valores de 1,10 e 0,72 mg g*' de PS,
respetivamente. Como consequéncia a concentracao de fendis totais também aumentou,
ou seja, este tratamento teve um impacto positivo no teor de fenois totais obtidos
(4,84+0,18 mg g* de PS). Apesar de as concentracdes de antocianinas dos tratamentos
com Mg serem estatisticamente iguais, a média da concentracdo de antocianinas foi
superior no tratamento T3. No caso do teor de orto-difendis nos frutos, os tratamentos
com K (Tz1 e T»2) evidenciam valores superiores aos outros tratamentos, como se pode
observar no Quadro abaixo. O composto fen6lico com maiores concentracdes obtidas em
todos os tratamentos estudados, pertencem a classe dos flavonoides, o que vai ao encontro
dos estudos realizados por Gongalves et al. (2019), onde afirma que os flavonoides sdo a
classe de fenois que predominam na cereja doce. As concentracdes de antocianinas totais
obtidas sdo a segunda classe de fendis com valor superior. Estudos realizados em cereja
doce da cv. Burlat afirmam que esta variedade € das mais ricas no teor de antocianinas

totais, de acordo com Gongalves et al. (2019).

Um estudo realizado com dezassete diferentes cultivares de cereja doce, incluindo
a cv. Burlat, obteve um teor flavonoides de 0,73 mg g* de PS, o que vai de encontro ao
estudo presente, para o teor de antocianinas o valor obtido teria sido de 0,69 mg g de

PS, o que também pode ser confirmado de acordo com o estudo presente (Prvulovi¢ et
al., 2011).
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Quadro 13. Andlise da composicao fenolica na cereja doce, nos diferentes tratamentos

utilizados.
Fendis totais Orto-difendis Flavonoides Antoua_nmas
Tratamento (mg gt PS) (mg g PS) (mg g PS) totais

g9 g9 g9 (mg g PS)

To 4,68+0,18° 0,11+0,012 0,87+0,10% 0,61+0,072

T 3,78+0,182 0,13+0,01° 0,66+0,082 0,66+0,092¢

Tz 4,27+0,142 0,13+0,01° 0,74+0,122 0,59+0,022

Ts 4,84+0,18° 0,10+0,012 1,10+0,32° 0,72+0,06°

Ta 4,82+0,37° 0,10+0,012 0,99+0,07° 0,69+0,04b¢

(para o mesmo parametro, valores seguidos da mesma letra ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey, para um nivel de
probabilidade de 0,05 (n=9), médias * desvio-padréo)

As cerejas sujeitas aos diferentes tratamentos apresentam o mesmao perfil fenélico
que consta da Figura 31. Foi possivel identificar varios compostos, homeadamente:
catequina, epicatequina, acido neoclorogénico, acido p-cumarico, acido clorogénico,
acido cafeico, quercitina-3-O-rutindsido, luteolina-7-O-glucésido, luteolina-7-O-
rutinésido, cianidina-3-O-rutinésido e cianidina-3-O-glucosido. Estas duas udltimas
pertencem a classe das antocianinas, sendo que a cianidina-3-O-rutindsido esta presente
em maiores concentracdes tendo um valor de 336 pg g* de PS em To (Quadro 14B). No
caso dos tratamentos com K (T1 e T2), ao observar o Quadro 14A e 14B, pode-se afirmar
que comparativamente aos tratamentos Tz e T4, existiu descida da concentracdo de todos
os compostos fendlicos apresentados. Observando-se um impacto positivo nos
tratamentos nos quais foi usado o Mg em ambas as doses (Tz e T4). Podemos ainda dizer
que existiu um aumento da concentracdo da cianidina-3-O-glucésido em todos os
tratamentos, apesar de este impacto positivo ter sido superior nos tratamentos com Mg
(TseTa).
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Figura 31a. Perfil fendlico da cereja doce obtido por HPLC-DAD. Cromatogramas

obtidos a 280 e 370 nm.
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Quadro 14A. Teor de compostos fendlicos obtidos por HPLC-DAD para a cereja doce,

nos diferentes tratamentos utilizados.

) _ ) Acido Acido p- Acido
Catequina Epicatequina . . .
Tratamento . . neoclorogénico cumarico clorogénico
(Mg g™ PS) (Mg g™ PS) 1 4 4
(Mg g™ PS) (Mg g™ PS) (Mg g™ PS)
To 77,83£13,80°  67,39+11,38%  637,79+27,48"  563,23+56,88°  165,94+2,17¢
T, 16,89+1,672 77,04+6,372 434,66+10,48*  383,92+18,59° 88,29+2,97%
T2 23,07+6,29*  67,27+13,06°  428,69+10,08*  400,32+18,09°  75,41+25,82*
Ts 73,70£14,77°  87,93+17,85%  662,96+58,49°  585,67+61,91°  123,34+6,32
T4 87,02421,11°  78,67+13,45%  696,04+93,06°  568,98+79,61°  145,30+20,76%

(para o mesmo parametro, valores seguidos da mesma letra ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey, para um nivel de
probabilidade de 0,05, médias (n=9) + desvio-padréo)

Quadro 14B. Teor de compostos fenolicos obtidos por HPLC-DAD para a cereja doce,

nos diferentes tratamentos utilizados (cont. do Quadro 14A).

o ] Quercetina-3- Luteolina-7- Luteolina-4- Cianidina-3-  Cianidina-3-

Acido cafeico o o o o .
Tratamento ( 1ps) O-glucésido  O-glucésido  O-glucésido  O-rutinésido O-glucosido

HO O
(Mgg*PS)  (ugg'PS)  (ugg*PS)  (ugg'Ps) (Mg g PS)
335,71+20,242

To 42,79+3,242 73,36+£0,55"  16,56+1,42* 15,68+1,42 X 56,42+1,90%
T: 36,43+6,90° 60,33+0,68%  17,90+0,86® 11,43+0,53®  258,32+7,24®°  87,58+10,17%
T, 26,72+6,432 58,21+2,002 16,99+1,19°  8,87+0,69*°  251,24+26,61* 87,54+10,90®
Ts 42,9914 822 64,66+6,143¢  1954+2 06 15,48+2,05 390,07+55,87° 114,84+17,46°
T4 41,60+12,018  77,53+10,58°  20,32+3,44%  19,07+3,01° 430,43+86,94°> 103,32+21,51°

(para o mesmo parametro, valores seguidos da mesma letra ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey, para um nivel de

probabilidade de 0,05, médias (n=9) + desvio-padrao)

3.7. Atividade antioxidante total

O Quadro 15 representa os valores de atividade antioxidante pelos métodos do

ABTS, DPPH e FRAP que foram obtidos para as cerejas ap6s os diferentes tratamentos.

Pela andlise do Quadro 15 verifica-se que, de uma maneira geral, a atividade antioxidante

das cerejas foram significativamente mais elevadas com a fertilizacdo Mg (Tse T4), 0 que

pode estar relacionado com a maior concentracao de polifendis (fendis totais, flavonoides

e antocianinas totais, Quadro 13), e principalmente devido a elevada concentracdo de

acidos hidroxicinamicos: &cido neoclorogénico, acido p-cumarico e acido clorogénico,
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dos flavan-3-ols catequina e epicatequina e das antocianinas cianidina-3-O-rutinésido e
cianidina-3-O-glucésido (Quadro 14A e 14B). Estes resultados vdo de encontro ao
observado por Gongalves et al. (2004) e Prvulovic et al. (2011).

Quadro 15. Atividade antioxidante pelos métodos do ABTS, DPPH e FRAP, para a
cereja doce, nos diferentes tratamentos utilizados.

Tratamento ABTS DPPH FRAP
(umol gt (% de inibigéo) (umol gt
To 67,61+18,94° 40,10+4,43° 36,94+2,92°
T1 29,88+15,30? 32,963,792 27,82+1,63%
T, 23,49+5,782 36,62+2,88% 30,24+1,64°
Ts 72,59+12,99° 53,66+6,68° 44,33+£3,87°¢
Ts 61,36+11,69° 51,55+2 55°¢ 42,58+3,52°¢

(para 0o mesmo parametro, valores seguidos da mesma letra ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey, para um nivel de
probabilidade de 0,05, médias(n=9) + desvio-padrao)

53



4. CONCLUSOES E PERSPETIVAS DE TRABALHO FUTURO

Este estudo tinha como objetivo analisar o efeito da aplicacdo da fertilizacéo
magnesiana e potassica na qualidade, composicao fendlica e atividade antioxidantes dos
frutos da cv. de cerejeira Burlat. Consideramos que o objetivo foi plenamente alcangado
e as principais conclusoes retiradas deste estudo sao:

- Nas folhas, os resultados evidenciaram efeitos significativos nos teores de macro
e micronutrientes. Para os macronutrientes, os maiores efeitos foram observados no caso
do Ca, com a fertilizagdo magnesiana a promover valores mais elevados deste elemento
que a adubacao potassica. No caso dos micronutrientes, os efeitos mais notados foram
observados para 0 Zn e Mn, com a aplicacdo de Mg e K a promover uma diminuicéo e

aumento dos respetivos teores.

- Os frutos com aplicacdo de ENERMAX® (K) apresentaram-se mais pesados, de
maior calibre e com area das células da hipoderme e do parénquima de reserva de maiores
dimens@es, com implicacdo positiva na firmeza do fruto. Ja o teor em sélidos sollveis

totais aumentou em cerejas com aplicacao de K e Mg.

- A aplicacéo de KITPLANT Mg®em dose baixa promoveu um aumento da cor e
teor de polifenois das cerejas da cv. Burlat, facto que se refletiu numa atividade
antioxidante mais elevada e, consequentemente, num aumento da qualidade e beneficios

nutricionais.

- A atividade antioxidante das cerejas foram significativamente mais elevadas com
a fertilizacdo Mg, o que pode estar relacionado com a maior concentracdo de polifendis
(fendis totais, flavonoides e antocianinas totais), e principalmente devido a elevada
concentracdo de &cidos hidroxicindmicos: acido neoclorogénico, acido p-cumarico e
acido clorogenico, dos flavan-3-ols catequina e epicatequina e das antocianinas cianidina-

3-O-rutinosido e cianidina-3-O-glucosido.

Em suma, a aplicacdo de ENERMAX® pode ser utilizada com o objetivo de
melhorar os atributos sensoriais da cereja, tornando-a mais atrativa para o consumidor,
enquanto que com o KITPLANT Mg® o objetivo serd aumentar a capacidade

antioxidante.

Apesar dos resultados obtidos neste trabalho serem muito promissores, reportam

apenas a um ano de estudo; considera-se assim ser necessario que mais anos Serdo
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necessarios para corroborar os resultados, de maneira a que se consiga retirar conclusdes
mais robustas. Futuramente, devera ser considerado no delineamento do novo ensaio
experimental diferentes doses de nutrientes, bem como a mistura dos 2 nutrientes, de
maneira a que se consiga conciliar os dois objetivos: obter frutos maiores e com melhores

propriedades antioxidantes.
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