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Abstract

‘Rainha Claudia Verde’ is an old variety of Prunus domestica which is well
adapted to a restrict zone of Alto Alentejo in the south region of Portugal. This variety
is much appreciated either as a fresh fruit or as a sweet candy.

The candying process is a widespread technique in this region with much
empirical knowledge. There are practical evidences which indicate that fruits origin may
influence the boiling process. Some fruits produced in specific areas in this region had
an inadequate behaviour during boiling, becoming to soft and improper to use in
canding. More recently it has been also observed that these specific areas produced
fruits with a poor postharvest behaviour. During storage these fruits loose texture very
quickly and became improper to commercialize.

Many pre and postharvest factors may contribute to differences in fruit quality.
Calcium is one of most important nutrients which have a major effect on cell wall
structure and membrane integrity. Studies on the role of calcium in fruits indicate its
involvement in delaying changes associated with softening.

Two orchards were selected because of their history of producing fruits with
different characteristics either as a fresh or as a processed fruit, and because induced
different calcium levels in the leaves. The main focus of this research work was to study
the influence of the production region in fruit postharvest behaviour, specially the
influence of calcium in fruit texture. The aims were: (1) to compare the rootstock and
the soil influence on calcium fruit content, (2) to select a method to measure the
production of ethylene in fruits of ‘Rainha Claudia Verde’ (3) to evaluate the effects of
different\ calcium fruit content in the postharvest behaviour of fruits (4) to evaluate the
cell wall calcium content and its influence in fruit firmness, (5) and to select the best
cold storage temperatures to this variety.

It was found that ‘Rainha Claudia Verde’ is a climacteric variety and the studies
on fruit firmness revealed a significant loss of fruit texture during ripening on or off the
tree. During storage, fruits had a different behaviour depending on fruits origin. Usually
fruits, which traditionally do not resist to boiling process, also exhibited an early
softening, when compared to other fruits produced in adequate regions. The excessive
fruit softening after harvest occurred in fruits with lower calcium content. However, at

harvest, fruits from both orchards exhibited a similar firmness which may indicate that



other factors besides calcium should be implicated in fruit firmness at harvest. In spite
of a better postharvest behaviour of fruits with higher calcium content, it was not
evident the calcium influence in the climacteric rise.

The increase of calcium fruit content can be achieved with a proper rootstock
selection. The rootstocks investigated in this study, induced different calcium fruit
content, apparently vigorous rootstocks contributed to the dilution of calcium fruit level.
The soil with higher calcium content induced a lower calcium fruit content, which may
be due to the excess of potassium in this soil; in fact fruits with higher Ca/K ratio
reached higher firmness values.

It is also proposed a method to evaluate the calcium content in the fruit
independently of fruit mass. The calcium fruit content is usually expressed as a
percentage of dry mass, however during the course of fruit development there are a
huge increment of fruit weight because of water and sugar mobilization into the fruit.
Most of the total calcium in the plants is associated with the cell wall which means that
calcium fruit content expressed as a percentage of cell wall fraction is a much more
reliable method. Orchards with an excess of potassium in the soil produced fruits with a
significant lower calcium fruit content. However it was not possible to prove the
gradually firmness decrease during the harvest period as a consequence of calcium fruit
loss. In fact, it was not evident a gradual decrease of calcium fruit content during the
harvest dates thus it was impossible to find at harvest, a good correlation between fruit
firmness and calcium fruit content.

The analysis of cell wall polysaccharides evaluated during ripening in the tree
showed a slight increase of more branched polysaccharides as ripening went. The small
changes in pectic polysaccharides during the harvest season are in accordance with the
small decrease in tissue firmness during this period.

In this variety the usual storage period is about of 3-4weeks with a temperature
of 1-2°C and 90% of relative humidity. However upon rewarming fruits held at 7°C,
during 14 days, produced more ethylene at 20°C and exhibited also a higher firmness
than fruits held at 1°C. The reduction of ethylene production and fruit firmness upon
rewarming, after fruits being held at lower temperatures, may suggest some chilling

injury in this variety.

Key words: Fruit firmness, calcium, potassium, ethylene, storage temperature, rootstock



Resumo

‘Rainha Claudia Verde’ ¢ uma antiga variedade da ameixeira europeia Prunus
domestica L. que se encontra bem adaptada a uma zona restrita do Alto Alentejo. Esta
variedade € utilizada para o consumo em fresco e na dogaria regional, onde se emprega
na confec¢éo das famosas ‘Ameixas D’Elvas’. A confitagem € a técnica utilizada na
confecgdo deste produto com denomicagdo de origem protegida, e que faz parte de um
saber tradicional muito divulgado na regifio. As informagdes que resultam de evidéncias
préaticas mostram que nem todos os frutos reagem da mesma forma a fase da cozedura.
Existem zonas especificas que produzem frutos que nio se adequam ao processo da
confitagem, apresentando uma textura imprépria apés a cozedura. Recentemente, e com
o aumento das areas produtoras, verificou-se que os frutos destas regides especificas
para além de inadequados para a cozedura, também apresentavam uma menor
capacidade de conservagdo em fresco. Assim durante a conservagio estes frutos, quando
comparados com os das outras regides, apresentavam uma perda de firmeza mais rapida
tornando-se mais dificeis de comercializar.

Entre os factores culturais que contribuem para a qualidade pds-colheita dos
frutos, o teor de calcio presente no solo e nos frutos apresenta-se como um dos mais
importantes. O calcio é um dos nutrientes que mais frequentemente é associado a
manutengdo da estrutura das paredes celulares das plantas, estando envolvido
directamente na reducéo das perdas de textura dos frutos.

Tendo em consideragdo os aspectos anteriormente referidos, foi delineado um
trabalho que teve inicio com a selecgdo de dois pomares geograficamente distantes, e
que tradicionalmente produziam frutos com diferentes comportamentos quer durante a
conservagdo quer durante a confitagem. Associada ao conhecimento empirico, a prévia
indicagdo de que estes pomares apresentavam concentragdes de calcio foliar
significativamente diferentes, contribuiu também para a sua selecgéo.

O objectivo geral desta tese foi o de investigar o comportamento pds-colheita da
‘Rainha Cldudia Verde’ particularmente a influéncia do célcio na textura dos frutos.
Definiram-se os seguintes objectivos especificos: (1) determinar a influéncia do porta-
enxerto ¢ do solo na concentragdo de calcio dos frutos e as respectivas consequéncias no
seu comportamento pos-colheita; (2) seleccionar um método que permitisse avaliar a
produgdo de etileno dos frutos e consequentemente a atribuigiio da designagfo de fruto

climatérico ou ndo climatérico a esta variedade; (3) avaliar os efeitos durante a



conservacdo, de diferentes niveis de calcio nos frutos; (4) quantificar nos frutos os
niveis de célcio da parede celular e ayaliar a sua influéncia na firmeza dos frutos; (5)
seleccionar as melhores temperaturas de conservagéo para os frutos desta variedade.

Os resultados apresentados nesta tese indicam que a variedade ‘Rainha Claudia
Verde’ é uma variedade de frutos climatéricos que apresentam uma acentuada perda de
textura apds a colheita. Durante a conservagdo frigorifica os frutos apresentaram
comportamentos diferentes, de acordo com a sua origem. Os frutos com origem no
pomar que tradicionalmente nfio produz frutos aptos a serem confitados, apresentam
simultaneamente uma mais rapida perda de firmeza quando comparados com os frutos
dos outros pomares. Sendo que o menor teor de calcio nos frutos leva a que a
diminui¢fio da firmeza da polpa ocorra mais rapidamente. No entanto a colheita néo se
observaram diferengas significativas da firmeza da polpa dos frutos. Esta informag@o
parece indicar que outros factores, além do nivel de célcio dos frutos, poderdo estar
implicados na firmeza revelada a colheita. Por outro lado os frutos com epiderme
revelaram diferencas de firmeza nos testes efectuados a colheita. O efeito da epiderme
na firmeza dos frutos a colheita parece indicar que outros factores tais como o estado de
hidratagfio dos frutos poderdo contribuir para o aumento desta caracteristica dos frutos.

Apesar do teor de calcio dos frutos melhorar o seu comportamento durante a
conservacdo, a sua influéncia na emisséo de etileno néo foi evidente. O aumento do teor
de calcio nos frutos pode conseguir-se através de uma selecgéo adequada do porta-
enxerto. Os porta-enxertos estudados induziram quantidades diferentes de calcio nos
frutos, aparentemente contribuindo o vigor do porta-enxerto para um efeito de dilui¢go
do célcio na arvore. O estudo da influéncia do solo no teor do célcio dos frutos revelou
que os frutos com menor capacidade de conservagéo provinham de solos com maiores
teores de calcio, e que na sua constituigio apresentavam uma menor concentragdo de
calcio na polpa. Apresenta-se ainda a hipétese de que o excesso de potdssio presente
nestes solos possa ter contribuido para um menor teor de célcio nos frutos. De facto os
frutos com uma razéio Ca/K superior apresentaram também uma firmeza superior.

Sendo um dos objectivos do trabalho a adequagdo de métodos, € proposto um
método para a avaliagiio do teor de célcio dos frutos. De um modo geral, o teor de calcio
dos frutos é expresso em fungfo quer da matéria seca quer da matéria fresca. No entanto
durante o desenvolvimento dos frutos hd um aumento muito acentuado destes dois
constituintes o que origina problemas de rigor na quantificagdo deste nutriente. Sendo o

célcio um elemento que se encontra principalmente associado a parede dos frutos, a sua



determinagdo na fracgdo das paredes celulares, revelou-se ser uma técnica mais
rigorosa. Com base neste método foi possivel observar que os frutos provenientes dos
dois pomares apresentavam teores de célcio significativamente diferentes, estando os
frutos com menores teores de célcio associados ao solo com maiores niveis de potassio.
No entanto a perda gradual de firmeza verificada nos frutos ao longo das varias
colheitas ndo apresentou uma boa correlagdo com os niveis de calcio nos frutos. De
facto, ao longo das vérias datas de colheita analisadas ndo foi evidente a existéncia de
um decréscimo acentuado na concentra¢éio neste nutriente na polpa dos frutos . Pelo que
néo foi possivel correlacionar nos frutos a colheita, firmeza e teor de célcio.

A anélise dos polissacarideos das paredes celulares efectuada durante a época de
colheita mostrou um aumento pouco expressivo na sua percentagem de ramifica¢fo. No
entanto estes resultados estdo de acordo com a evolugdo da firmeza dos frutos que,
durante o periodo em questdo, ndo apresentou alteragdes acentuadas.

A conservagdo desta variedade decorre habitualmente durante 3 a 4 semanas a
temperatura de 1-2°C e com HR de 90%. Os trabalhos de conservago efectuados nesta
variedade demonstraram que apés a saida da cAmara e a uma temperatura de 20°C os
frutos que foram conservados a temperatura de 7°C apresentaram uma perda de firmeza
menos acentuada que os frutos que foram conservados a 1°C. De igual modo a emissdo
de etileno a 20°C foi menor, nos frutos que foram submetidos a temperaturas mais
baixas de conservag#o. Estes resultados parecem sugerir a existéncia nesta variedade de

alguma reacg¢do adversa 4 utilizag@o de baixas temperaturas de conservagao.

Palavras Chave: firmeza dos frutos, calcio, potassio, etileno, temperatura de conservagio, porta-

enxertos
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1.1 — A ameixa ‘Rainha Claudia Verde’
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1.1 — A ameixa ‘Rainha Claudia Verde’

1.1.1 — Breve histéria da cultura e industria

Embora muito antiga, a expansdo da cultura da ameixeira ‘Rainha Claudia
Verde’” no Alto Alentejo teve o seu grande impulso a partir da década de 90. Referida
muitas vezes como uma variedade autoestéril, foi com a resolugfio do problema da
poliniza¢do, nos finais da década de 80 que a cultura desta variedade se tornou vidvel
nesta regido (Barroso, 1990). Até aqui, esta variedade aparecia dispersa um pouco por
todo o pais, sobretudo em hortas e jardins onde, por vezes, nunca chegava a produzir
frutos.

Condicionada pelas exigéncias em frio durante o inverno, e pelas temperaturas
elevadas durante a maturagdo dos frutos, esta variedade encontrou no Alto Alentejo
interior as condigdes ideais para a sua cultura quer, ndo s6, pelo tipo de clima como
também pelo tipo de solo (Barroso,1990). Actualmente a 4rea de pomar estende-se
pelos conselhos de Borba, Estremoz, Vila Vigosa, Campo Maior, Sousel e Elvas, sendo
nos solos bem drenados e de boa fertilidade onde os frutos atingem melhor qualidade.

Embora ndo seja possivel calcular a data de introdugfo no nosso pais, ndo restam
duvidas quanto a origem Francesa desta variedade (Pereira, 1970; Moraes, 1986). Com
efeito os nomes ‘Reine Claude’ ou ‘Apricot vert’ vém referidos no ‘Traité des Arbres
Frutiéres” de Duhamel du Monceau (1768) como sendo um tipo de ‘Rainha Claudia’ de
frutos grandes e redondos cuja maturagdo ocorre no inico de Agosto e com boa aptiddo
quer para o consumo em fresco quer para compota.

Actualmente a ‘Rainha Claudia Verde’ ¢ comercializada em fresco (fig.1) na
forma de passas e de frutos confitados (fig.2). Todos estes produtos apresentam-se sob a
certificagdo ‘Ameixa D’Elvas’, com Denominagdo de Origem Protegida (DOP) desde
1999. A gestéo da marca ¢ efectuada por um agrupamento de produtores que se dedica a
concentragdo da produgdo e comercializagdo do produto em fresco, estando a
certificagdo a cargo de uma entidade privada de certificagdo. Quanto aos frutos
confitados e passados existem na regido algumas empresas de transformagdo que

trabalham com estes produtos e os colocam nos respectivos circuitos comerciais.



1.1 — A ameixa ‘Rainha Claudia Verde’

vl §

A Denominagio de Origem Protegida (DOP) obriga ao cumprimento de varias
regras desde a produgdo e embalagem dos frutos em fresco at¢ a transformagdo e
embalagem dos frutos confitados e em passa. Para a obtengdo das Ameixas D’Elvés,
sdo utilizados apenas os frutos frescos, colhidos no inicio da campanha, que sao sujeitos
a uma cozedura lenta, e posteriormente colocados numa calda de agucar que se vai
concentrando até atingir os 74° Brix (confitagem passiva). A cozedura tem como
objectivo permitir a posterior entrada do agucar na polpa e pretende-se que apds a

cozedura os frutos permanecam inteiros e com a epiderme ligeiramente fendilhada.

a)

Fig. 2 - Ameixas D’Elvas confitadas - a) ameixas escorridas; b) ameixas em calda
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1.1 — A ameixa ‘Rainha Claudia Verde’

A ameixa ‘Rainha Claudia Verde’ propagada a nivel regional adquiriu ao longo do
tempo nesta regido uma especificidade propria resultante das condigdes ecologicas, que
a tornam hoje em dia um produto de alta qualidade, mostrando-se assim uma boa

alternativa para a diversifica¢do da produgdo agricola e dos produtos regionais.

1.1.2 - Alterag¢des que ocorrem nesta variedade durante a maturacio

A ‘Rainha Claudia verde’ ¢ uma ameixeira do grupo Europeu que pertence a
espécie Prunus domestica L..O fruto desta espécie denomina-se drupa porque provém
de um pistilo monocarpelar e uniovulado. As drupas possuem um epicarpo
membrandceo, que nesta variedade ¢ revestido de pruina, destacando-se aqui a epiderme

e 0 colénquima sub-epidérmico, mesocarpo carnudo e endocarpo esclerificado (fig.3)

Fig. 3 - Drupa da ameixa ‘Rainha Cldudia Verde’ sendo visivel epicarpo membranaceo, o mesocarpo e o
endocarpo

Comparativamente aos frutos das ameixeiras Japonesas, esta variedade, tem um
periodo de conservagdo pds-colheita mais reduzido e apresenta na maturagio coloragio

verde escura, forma esférica ligeiramente achatada nos polos, com um peso

11



1.1 — A ameixa ‘Rainha Claudia Verde’

rante a maturacao

médio de 30g. Os frutos sdo bastante doces e aromaticos, e apesar de ndo haver
mudangas de coloragdo muito evidentes, durante a maturag@o € frequente observar-se o
aparecimento de tonalidades avermelhadas em algumas zonas dos fruto. Com o decorrer
da maturacdio torna-se visivel a superficie dos frutos uma fina camada de pruina
(Barroso, 1990). Segundo Ribeiro (2006) vérios sdo os parametros que podem ser
utilizados na ‘Rainha Claudia Verde’ para avaliar o seu estado de maturagdo tais como:
os SST (Sélidos Soluveis Totais), a acidez, a firmeza da polpa e a cor. Efectivamente no
Alentejo a colheita comercial tem inicio quando os frutos apresentam um teor de SST
de 17-18% SST e o mesocarpo se destaca facilmente do endocarpo (fig.3). No final da
época de colheita os SST podem chegar aos 23-25% SST. A acidez apresenta, no inicio
da campanha, valores aproximadamente de 1,10 meq acido mdlico. A adstringéncia,
também elevada no inicio da colheita, torna-se quase imperceptivel no decorrer da
maturacdo. Sdo estas caracteristicas organolépticas tdo particulares que fazem com que
a aceitacdo desta variedade no mercado seja bastante boa, apesar do seu pequeno calibre
e reduzido poder de conservagao.

O reduzido intervalo de tempo em que decorrem a comercializagdo e a
conservagdo, aproximadamente de 3 semanas a 1 més, deve-se ao facto destes frutos
apresentarem, apos a colheita, uma perda de consisténcia da polpa muito acentuada bem

como um engelhamento caracteristico da epiderme (fig.4).

Fig. 4 - Ameixa ‘Rainha Claudia Verde’- pormenor do engelhamento dos frutos com 20 dias de
conservagio frigorifica

12



.1 — A ameixa ‘Rainha Claudia Verde’

naturacao

As temperaturas de conservagdo aconselhadas pelo INRA-Franga para a ‘Rainha
Claudia’ situam-se nos 2°C, e segundo Westercamp (1996) a conservagdo frigorifica a
temperaturas inferiores, reduz a capacidade de conservagio desta variedade uma vez
regressados os frutos a temperatura ambiente, pelo que se evitam as temperaturas abaixo

dos 2°C.

1.1.3 - Caracterizacio dos pomares e do material vegetal

O material vegetal utilizado neste trabalho teve origem em dois pomares
localizados nas regides de Vila Vigosa e Cano, concelhos de Vila Vigosa e Sousel
respectivamente. Os pomares de Vila Vigosa e Cano foram plantados ha 15 anos, com
um compasso de 6mX4m ambos com sistema de rega gota-a-gota. Em Vila Vigosa o
solo ¢ originario de Xisto (Sr+Vx), de textura ligeira a mediana tal como nos Solos
Argiluviados. No pomar do Cano o solo é de origem calcéria (Vem) com abundéncia de
carbonatos, com textura pesada (franco-argiloso).

Os dois porta-enxertos inter-especificos em estudo neste trabalho: Mariana GF8-
1 e Mariana GF10-2, foram fornecidos pelo INRA-Bordeaux e enxertados com clone
PUE 11 de ‘Rainha Claudia Verde’ (Prunus domestica 1.) seleccionado na
Universidade de Evora. Este clone apresenta um bom vigor com ramificagdo média
sendo resistente a moniliose. A floragdo ocorre, neste clone e nesta regido, entre 20 e 25
de Margo e a maturagdo dos frutos entre 8 e 15 de Julho (Barroso, 1990).

Segundo (Okei, 1987) os porta-enxertos Mariana GF8-1 e Mariana GF10-2
foram obtidos a partir do cruzamento entre Prunus cerasifera e Prunus munsoniana e
posteriormente seleccionados pelo INRA na ‘Station de la Grande Ferrade’. Ambos os
porta-enxertos apresentam boa afinidade com a ‘Rainha Claudia Verde’, encontram-se
bem adaptados a diversos tipos de solo conferindo bom vigor as arvores. O vigor
avaliado com base na area seccional do tronco localizada 20 cm acima da zona de
enxertia apresentou o porta-enxerto Mariana GF8-1, como o mais vigoroso, de entre os
dois, observando-se no porta-enxerto Mariana GF10-2 uma redugfio média de vigor de

30% (Barroso, 1994). Segundo o mesmo autor ndo existem diferengas significativas
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10 e

entre estes porta-enxertos no calibre induzido aos frutos, bem como na produg¢do média
verificada.

O pomar do Cano insere-se numa regido em que o nimero de horas com
temperaturas abaixo dos 7,2°C se situa aproximadamente entre as 500 e 400 (indicado a
vermelho na figura 6) horas enquanto que no pomar de Vila Vigosa se registam valores
proximos das 600h (indicado a verde na figura 6). As necessidades em frio € uma
caracteristica genética de cada variedade que vai condicionar a quebra de dorméncia dos

gomos e a entrada no novo ciclo.

Fig. 5 - Isopletas da mediana e 2° decil do valor acumulado de horas de frio, ocorrido entre 1 Outubro e
30 de Marco referente ao periodo de 1941 a 1966 — (Mediana ;2°Decil ) (adapt. de
Barroso,1990).

No grupo das ameixeiras, a ‘Rainha Claudia Verde’, € referida como tendo uma
necessidade média de 800 horas de frio. Da observagdo da fig.6 verifica-se que em
nenhum dos pomares em estudo, as necessidades de frio desta variedade, ficam
completamente preenchidas na maioria dos anos. Relativamente a esta varidvel
climatica, o pomar do Cano € aquele em que esta variedade se encontra menos adaptada,
verificando-se, por este motivo, um desfasamento fenologico entre os dois pomares de

aproximadamente 10 dias na floragdo e maturagéo.
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1.1.4 — Objectivos gerais e Ambito do trabalho

Inserida numa regido heterogénea em termos edafo-climaticos, a variedade
regional ‘Rainha Cldudia Verde’ desde sempre despertou algumas duvidas a técnicos e
agricultores, relativamente a definigio da data da colheita comercial. Sendo uma
variedade que estd associada a um doce conventual e que faz parte da gastronomia
regional, ha muita informagao dispersa, sendo a maior parte de caracter empirico. Entre
outras particularidades ¢ do conhecimento de quem produz o doce ‘Ameixa D’Elvas’,
que nem todos os frutos se comportam de igual modo quando sujeitos a cozedura
(fig.5), e para os mais experientes, esta é uma caracteristica que se identifica nos frutos

logo a colheita.

LSS S A

Fig. 6 - Processo de cozedura industrial dos frutos
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ho

De acordo com o conhecimento empirico da regido, a falta de aptiddo dos frutos
para a cozedura encontra-se associada a determinadas zonas produtoras. Estes frutos
quando cozidos, perdem a estrutura e desfazem-se ficando assim improprios para serem
processados.

A grande variabilidade genética desta populagdo regional nunca permitiu estudar
o problema de uma forma sistematica. Com a selecgdo clonal efectuada na década de
80 e a posterior expansio da cultura, ficaram reunidas as condi¢des que permitiram
estudar qual a verdadeira influéncia da localizagdo do pomar no comportamento dos
frutos durante a cozedura e posterior confitagem. Com a intensificagéo da cultura e o
aumento da oferta surge, associado ao problema da cozedura, o problema da
conservagdo dos frutos. Da mesma forma que a localizagdo do pomar influencia o
comportamento dos frutos face ao processo industrial, também se verificou que os
frutos em fresco tém, apds a colheita, comportamentos diferentes consoante a sua
origem. Isto ¢, os frutos produzidos em determinadas zonas t€m uma conservagao pos-
colheita inferior, apresentando rapidamente uma perda de consisténcia dos tecidos da
polpa e um engelhamento superficial da epiderme. Estes sintomas que sdo normalmente
visiveis na generalidade dos frutos apos a colheita, sdo mais intensos ¢ ocorrem mais
rapidamente em frutos de determinados pomares.

Este trabalho surgiu assim, da necessidade de conhecer melhorar alguns aspectos
da colheita e conservagio da ameixa ‘Rainha Claudia Verde’ tendo em conta a
localizagdo do pomar. Os aspectos relacionados com o processamento ndo serao aqui
abordados, sendo objecto de estudo de um trabalho de doutoramento realizado na

Universidade de Aveiro.
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1.2 — A maturacéo dos frutos

1.2.1 — Definicéio de conceitos

Habitualmente o termo maturagfo utiliza-se para designar um conjunto de
reacgdes fisioldgicas que ocorrem nos frutos ou noutros orgdos ediveis tornando-os
aptos a serem consumidos (Giovannoni, 2001). No entanto, sdo as expectativas dos
consumidores face a um determinado produto que ditam as regras do seu consumo. No
mercado da abundéincia muitas das exigéncias impostas para a qualidade, ou vém
explorar habitos de consumo ou criar novos habitos, obrigando a uma diversificagdo da
oferta. A qualidade atribuida pelos consumidores estd muito dependente dos seus
habitos de consumo, pelo que € dificil uniformizar pardmetros que permitam apresentar
uma defini¢do objectiva de maturagio.

O termo de maturagdio comercial surgiu assim para definir um estado de
desenvolvimento do orgéio comestivel a colheita, tendo em consideragio as exigéncias
especificas de cada mercado bem como o fim a que se destina. Fisiologicamente a
maturag@o do fruto designa o estado de desenvolvimento da semente a partir do qual é
possivel dar origem a um novo individuo, nfo se considerando nesta defini¢do a
perspectiva do consumidor.

Na nomenclatura anglo-saxdnica o termo ‘ripe’ que designa algo que esta
pronto, deu origem ao conceito de ‘fruit ripening’. Associado aos frutos carnudos, este
conceito, designa um conjunto de reacgdes metabolicas que tornam os frutos mais
atractivos e apeteciveis, facilitando assim a sua dispersdo através de outros organismos
(Giovannoni, 2001). A designa¢do adoptada em portugués que melhor se adapta ao
conceito de ‘fruit ripening’ é a de ‘maturagio organoléptica’, na medida em que apos
esta fase os frutos, ou qualquer outro orgio edivel, estio mais apeteciveis para o
consumidor. Na auséncia de um termo em Portugués que se aplique exclusivamente a
frutos, € frequente em trabalhos de pds-colheita de frutos utilizar-se o termo
‘maturacdo’, como sindénimo de ‘fruit ripening’.

Nos frutos a maturagdo assinala o inicio da senescéncia nfo se identificando
uma separagdo nitida entre estas duas fases (Grierson, 1987). As altera¢bes que ocorrem
nos frutos durante a maturagiio sdo, no geral, muito semelhantes entre espécies, no

entanto ha aspectos particulares da fisiologia da maturagio que irdo condicionar toda a
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logistica pos-colheita. A producio de etileno, o crescimento dos frutes, a
mobiliza¢do de reservas para o fruto, ¢ as altera¢des da textura dos frutos sdo
alguns dos processos fisioldgicas associados a maturagdo que mais condicionam a

colheita e a conservagdo dos frutos.

1.2.2 — Produgdo de etileno

Meétodos utilizados para a captacio e detecgio do etileno

A primeira constata¢do da existéncia do etileno foi feita por Dimitry Neljubow
em 1901 que verificou que plantas que se desenvolviam anormalmente na presenca do
gas libertado pelos candeeiros de iluminagdo (Tiaz e Zieger, 2006). S6 mais tarde com a
utilizacdo da cromatografia foi possivel quantificar o etileno e reconhecer a sua
importancia enquanto hormona reguladora do crescimento nas plantas (Burg e Thimann,
1959).

Sendo um gas que se liberta facilmente dos tecidos vegetais, a captagdo do
etileno libertado para posterior quantificago exigiu desde sempre a utilizagdo da
imaginagfio na obtengdo de dispositivos especificos para cada tipo de material. Assim
para a captagdo do etileno libertado pelos frutos pode optar-se por dois tipos de
sistemas: sistemas abertos ou dindmicos e sistemas fechados ou estiticos, em ambos os
sistemas a colheita da amostra faz-se do interior do contentor através de um septo.

O sistema fechado consiste numa cdmara estanque provida de um septo que ird
conter durante um tempo limitado a amostra. A utilizagdo deste tipo de sistema implica
um conhecimento prévio da evolugdio da taxa de produgéio de etileno para a variedade
estudada, na medida em que a amostragem ¢ efectuada imediatamente antes da sua fase
de acréscimos decrescentes, caso contrario a taxa podera ter um valor estimado inferior
ao real. Este tipo de sistema que se utiliza em muitas espécies (Candan et al., 2008;
Leliévre et al., 1995; Lippert and Blanke, 2004; Sekse, 1989; Tian et al., 2002; Wild et
al., 2005; Zhou et al., 2001), ¢ mais facil de instalar e exige menos material que os
sistemas abertos. H4 um outro tipo de sistemas fechados, em que nem todo o fruto se

encontra dentro da cAmara. Recorre-se a este tipo de sistemas quando os frutos sdo de
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grande tamanho, como no caso do meldo (Pech, comunicagfio pessoal), ou quando se
pretende quantificar a producéo de etileno em frutos ainda na arvore (Abdi et al., 1997).
Com este método, apenas uma zona do fruto ¢ isolada do meio exterior através de uma
pequena camara provida de um septo. Ou ainda, como ¢ também habitual em magis,
utiliza-se a cavidade interior das sementes para se efectuar a colheita da amostra (Whale
et al., 2008). A quantidade de etileno vem expressa habitualmente em pl de

etileno.h'.g'e calcula-se a partir da expressdo:

ul de C;H, K .g! = ul de C;H, x Vol. do cont. (1) / [peso da amostra (g) x t. de colh. (h)]

Os sistemas abertos s@io constituidos por uma cdmara onde os frutos estdo
sujeitos a uma continua renovagio da atmosfera interior através da utiliza¢do de uma
bomba. Este sistema causa uma desidratagdo mais intensa dos frutos pelo que é
frequente a humidificagio do ar circulante (Abdi et al., 1997). Os valores dos fluxos de
ar terdo que ser previamente conhecidos e a quantidade de etileno calcula-se através da

expressado:

ulde CH. W' .g' = ul de C:H,x fluxo (ul/h) /peso da amostra (g)

Os sistemas abertos apresentam uma avalia¢do mais natural da produgio de
etileno pelos frutos, na medida em que estes nunca estdo sujeitos a auséncia de oxigénio
e podem utilizar-se em varias espécies (Bower ef al., 2003; Lara e Vendrell, 1998,
2003; Larrigaudicre et al., 1997; Leliévre et al., 1997).

Produgdo de etileno e respiracdo

A produgdo de etileno pode acontecer em qualquer regidio da planta,
principalmente em zonas meristematicas e influenciar a abcisdo folhear e a senescéncia
floral. Da mesma forma que qualquer tipo de ruptura da epiderme e situa¢des de ‘stress’
fisiologico podem levar & sintese de etileno (Tiaz e Zieger, 2006). A produgio de
etileno associada & maturagdo assinala no entanto, o inicio de uma fase irreversivel na

fisiologia do fruto e que termina com a senescéncia, por isso é frequente nos trabalhos
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de pés-colheita, registar o inicio desta mudanga como uma referéncia do estado de
maturagio do fruto. Simultaneamente a produgdo de etileno é comum registar a
producio de didxido de carbono como indicador da actividade metabdlica do fruto.

Durante a maturagio ocorre a sintese de novos compostos tais como enzimas
pectoliticas e compostos arométicos, deste modo a taxa respiratoria ndo € constante ao
longo de todo o desenvolvimento do fruto e particularmente durante a maturagdo. A
classificagio dos frutos em climatéricos ¢ ndo climatéricos tem como base ndo sé a
produgdo de etileno, mas também a evolugdo da actividade respiratéria durante a
maturacdo (Biale ef al., 1954). Os frutos climatéricos (tais como tomate, péra abacate,
macd, ameixa, péssego, péra e banana) exibem um méximo na taxa respiratoria que
pode situar-se antes ou depois da fase optima de consumo. Nos frutos climatéricos
simultaneamente ao aumento da taxa respiratoria ha um aumento brusco da sintese de
etileno, durante a matura¢do. Pelo contrario os frutos nfo climatéricos (tais como:
morango, uva e citrinos em geral) exibem, durante a maturag¢éo, um decréscimo gradual
na taxa respiratoria e ndo se verifica um aumento brusco na sintese de etileno durante a
maturagfio (Tucker, 1993). Uma outra caracteristica comum aos frutos climatéricos € a
sintese autocatalitica de etileno, em que a presenga de pequenas concentragdes deste gas
na atmosfera envolvente induz a sua sintese (Burg e Burg, 1962). Este aspecto €
particularmente importante durante a conservagdo frigorifica havendo a necessidade de
ventilar as cAmaras para reduzir os niveis de etileno.

Apesar de haver para a maioria das espécies de frutos, unanimidade quanto a
classificagdo de climatérica ou nfo climatérica, ha situagdes em que esta divisdo €
demasiado subjectiva. Bower et al. (2002) verificaram que em frutos antes da colheita, a
relagio entre a aplicagdio de etileno e o aumento da respiragdo ndo apresentava a
evolugfio esperada. Também em kiwi Antunes e Sfakiotakis (2002a), € em péra ‘Passe
Crassane’ Leliévre et al. (1997) verificaram que a produgdio de etileno ndo surgia
naturalmente associada & matura¢fio mas estava dependente das condi¢des ambientais.
De igual modo em algumas variedades de magés (Gussman ef al., 1993), péras (Abdi et
al., 1998; Downs et al., 1991), e algumas variedades de ameixas Japonesas, registaram-
se baixas produgdes de etileno.

De acordo com Abdi ef al. (1997) as ameixas Japonesas podem dividir-se em

dois grupos de acordo com a produgéo de etileno e a taxa respiratoria. Um grupo que se
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caracteriza por baixas taxas respiratorias e baixos niveis de etileno produzidos no final
da maturagfio denominado de variedades de climatérico reduzido e outro grupo que
apresenta caracteristicas proprias de frutos tipicamente climatéricos. O primeiro grupo
apresenta uma capacidade de conservagdo pds-colheita superior, € os frutos mostram-se
mais sensiveis a ac¢dio dos inibidores da sintese do etileno (Abdi et al., 1998). Estes
resultados foram confirmados posteriormente por Menniti et al. (2004) na variedade
‘Angeleno’ (de climatérico reduzido) onde a aplica¢do do 1-MCP (1-metilciclopropeno)
aumentou o periodo de conservagdo frigorifica relativamente a outras variedades de
climatérico normal.

Quanto ao grupo Europeu a informagio disponivel relativamente a produgfio de
etileno e taxas respiratorias das ameixas é escasso. Os niveis de etileno e diéxido de
carbono produzidos por algumas variedades de Prunus domestica L. permitiram a Sekse
(1989) identificar um padrdo caracteristico dos frutos climatéricos. Mais recentemente
Lippert e Blanke (2004) classificaram a variedade ‘Hauszwetsche’ de Prunus domestica

L. como climatérica.

Biossintese de etileno e conservacio frigorifica

O etileno € um hidrocarboneto muito simples do grupo das olefinas, apresenta-se
como um gas com uma densidade menor que a do ar e é facilmente libertado pelos
tecidos vegetais através dos espagos intercelulares (Tiaz e Zieger, 2006). O processo de
biosintese do etileno s6 comegou a ser conhecido na década de 60 quando Liberman et
al. (1966) sugeriram a metionina como o precursor deste hidrocarboneto, e mais tarde
em 1967 Burg e Clagett (Burg, 1973) identificaram o composto S-adenosil-L-metionia
(AdoMet), sintetizado a partir da metionina, como um composto intermédio da
biosintese do etileno. Posteriormente Adams e Yang (1979) identificaram o composto
ACC (Acido 1-carboxilico-1-aminociclopropano) como o precursor imediato do etileno.
Actualmente considera-se ser esta reac¢do metabélica, o passo limitante na produgéio
deste composto. Hoje em dia sabe-se que a enzima ACC sintetase (Boller ef al., 1979)
catalisa a produ¢do de ACC a partir da AdoMet e que, por sua vez, EFE (ethylene
forming enzyme) mais tarde designada, ACC oxidase, catalisa a produgfio de etileno a

partir do composto ACC (Hoffman e Yang, 1982).
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A conservacgio frigorifica ¢ utilizada com o objectivo de reduzir as taxas
metabélicas dos frutos permitindo assim uma conservagdo mais duradoura. A redugéo
da transpiragio associada a menores taxas de respiragdo contribuem para uma
diminuiciio da perda de 4gua e de substincias de reserva dos frutos. No entanto a
tolerdncia as baixas temperaturas ndo é igual em todas as espécies (Wills et al., 1998).
As espécies de origem tropical e sub-tropical apresentam um intervalo Optimo de
temperaturas de conservagdio geralmente acima de 12°C. Temperaturas inferiores, ainda
que acima do ponto de congelagdo dos tecidos, podem provocar o aparecimento de
danos nos frutos. Nas espécies da regifio temperada que apresentam uma maior
sensibilidade ao frio destacam-se os péssegos e nectarinas, onde se observaram danos
pelo frio em frutos conservados a uma temperatura constante de 1°C (Lill, 1985).
Observou-se também o aparecimento de danos pelo frio em pepino (Solanum
muricatum Ait.) conservados a 1°C (Martinez-Romero et al., 2003), assim como em
aboborinha, designada também por ‘courgette’(Cucurbita pepo L.) conservadas a 2,5°C
(Baldaran-Quintana et al., 2003). Na generalidade das espécies os danos provocados
pelo frio s6 se tornam visiveis apos a saida dos frutos para a temperatura ambiente e
caracterizam-se por um aumento da permeabilidade das membranas celulares por
alteragio da sua estrutura lipidica (Lyons e Raison, 1970). Na maioria dos casos
descritos - tangerina (Ghasemmezhad et al., 2007; Lafuente et al., 2003); beringela
(Concéllon et al., 2005); kiwi (Antunes e Sfakiotakis, 2002b), o aparecimento dos danos
pelo frio vem associado a um aumento na produgdo de etileno. Por este motivo a
aplicagiio de 1-MCP reduziu em algumas espécies a ocorréncia deste tipo de danos por
minimizar a produgio de etileno (Koukounaras e Sfakiotakis, 2007; Manganaris ef al.,
2008; Singh e Pal, 2008). Apesar da maioria das referéncias da bibliografia citar o
aumento da produgdo de etileno como uma consequéncia dos danos provocados pelo
frio, Zhou ef al. (2001) verificaram em nectarinas que a conservagio frigorifica para
além de favorecer o aparecimento de frutos com sintomas de ‘lanosidade’ tinha como
consequéncia uma redugio na taxa de producéo de etileno.

Nas ameixas Japonesas € dependendo da variedade, assim se pode observar uma
incidéncia maior ou menor dos danos provocados pelo frio. Candan et al. (2008)
verificaram que em algumas variedades de climatérico normal a incidéncia de danos em

frutos conservados a 0°C era superior a observada em variedades de climatérico
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reduzido, o que confirma a redugio deste tipo de danos pela-utilizagdo de inibidores da
sintese de etileno. Os mesmos autores afirmam ainda que, nas variedades de climatérico
normal, a incidéncia dos danos pelo frio podera estar relacionada quer com a rapida
activacdo da sintese de etileno durante a conservagdo no frio, quer com a elevada
capacidade para sintetizar esta hormona, que se observou ap0s a saida dos frutos para a
temperatura ambiente. A produgdo de etileno induzida pelo frio também se observou em
algumas espécies da regido temperada sem que contudo se observasse ocorréncia de
danos nos frutos. Nas variedades de péra de maturagdo mais tardia, tais como,
‘Bartlett‘,’D’ Anjou’ e ‘Passe-Crassane’ ¢ usual a aplicagfo de um tratamento pelo frio
para que a maturagdo ocorra normalmente (Agar et al., 1999; Gerasopoulos e
Richardson, 1997a; Leliévre et al., 1997). Em variedades de magis ‘Granny Smith’ e
‘Pacific Rose’, observou-se que o efeito dos tratamentos prévios pelo frio poderiam
substituir os efeitos de um pré-tratamento por etileno, para que os frutos atingissem a
consisténcia pretendida (Johnston ef al., 2002a; Leliévre et al., 1995).

A informagdo quanto aos efeitos do frio na produgdo de etileno nas ameixas do
grupo europeu € praticamente inexistente. Guerra e Casquero (2008), num trabalho
efectuado com a variedade ‘Green Gage’, também conhecida por ‘Rainha Claudia
Verde’, utilizaram temperaturas de 2°C para a conservagdo dos frutos sem que contudo
tivessem referido alteragdes na qualidade dos frutos. Para a mesma temperatura de
conservacdo, Lippert e Blanke (2004) na variedade ‘Hauszwetsche’ de ‘Prunus
domestica’ observaram danos na epiderme dos frutos ao fim de 3 semanas de
conservagéo, nfo tendo registado qualquer alteragdo na produgdo de etileno.

Na origem da resposta dos frutos ao frio estfio as enzimas responsaveis pela
sintese do etileno. Desde os finais da década de 80 que se conhece o efeito do frio em
variedades de péra mais tardias, no aumento da actividade das enzimas ACC oxidase e
ACC sintetase (Blankenship e Richardson, 1985; Lara ¢ Vendrell, 1998; Leliévre ef al.,
1997). Resultados semelhantes foram obtidos posteriormente noutras espécies: kiwi,
manga, (Antunes e Sfakiotakis, 2002b; Lederman et al., 1997). Mais recentemente
verificou-se em mag8 ‘Granny Smith’, que a activagio da enzima ACC-oxidase a 20°C,
apos a ac¢o do frio, induziu a produgéo de etileno e consequentemente um aumento da
transcrigdo da ACC-sintetase levando ao aparecimento do climatérico. O frio parece ter

efeitos diferentes sobre a actividade destas duas enzimas ainda que continue por
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esclarecer qual das enzimas, ACC-oxidase ou ACC-sintetase é mais sensivel (Lara e

Vendrell, 2003; Larrigaudiére et al., 1997; Tian et al., 2002; Zhou ef al., 2001).

1.2.3 — O crescimento do fruto e a mobilizacio das substancias de reserva

A produgfio de frutos de grande calibre e a valorizagdo destes no mercado, sdo
aspectos bem conhecidos dos produtores. Dentro dos limites impostos pela variedade, o
calibre final dos frutos pode ser melhorado através da utilizagdo de varias técnicas
culturais. Para a maioria das ameixeiras, uma boa gestio da rega e controlo do numero
de frutos ¢ suficiente para que seja atingido um calibre razodvel. Ndo havendo muita
informag#o disponivel relativamente a influéncia que o calibre tem na conservagéo dos
frutos, principalmente na firmeza, ¢ mais ou menos aceite que para a mesma variedade,
frutos maiores apresentam uma dureza inferior. Este aspecto tem particular interesse
quando se avaliam frutos de varios pomares sujeitos a diferentes intensidades de rega.

O crescimento da generalidade dos frutos segue uma curva sigmoide
caracteristica, que nas espécies da sub-familia das prunoideas se apresenta como uma
dupla sigmoide (Faust, 1989; Ognjanov et al., 1995; Williamson e Coston, 1989). Este
tipo de curva nfo é exclusivo das prunoideas e ja foi descrito noutras espécies: figo,
amoras, uvas e azeitona (Coombe, 1976).

O crescimento do fruto ocorre quer pela divisdo celular quer pelo aumento do
volume das céluas. Nas prunoideas a fase inicial corresponde a fase de multiplicagdo
celular, a fase intermédia corresponde ao periodo de lenhificagdio do endocarpo e
maturagdo do embrido (semente) em que praticamente ndo ha crescimento do fruto, e a
fase final corresponde ao aumento do volume das células. Esta Gltima fase, segundo
Faust (1989) contribui em cerca de 80 a 90% para o volume final do fruto. Nas
prunoideas a duragfo da fase intermédia varia consoante a espécie € a variedade. Assim
a curva de crescimento é praticamente uma sigmoide simples em variedades mais
precoces, e apresenta-se como uma dupla sigmoide em variedades de maturagio mais

tardia.
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O tamanho final dos frutos ¢ muito varidvel entre espécies, ¢ é definido
essencialmente por factores genéticos. Dentro da mesma espécie a componente varietal
tem de igual modo uma influéncia decisiva no calibre final dos frutos. Segundo Scorza
et al. (1991), entre variedades de calibres diferentes, o aumento do calibre resulta de um
maior numero de células dos frutos € nfo de células com maior volume. Também as
alteragbes ambientais que acontecem entre ciclos vegetativos vdo por sua vez
influenciar o cescimento da flor, ficando assim condicionado o tamanho final do fruto.
Cruz-Castillo et al. (2002) verificaram em kiwi que o calibre dos frutos estd
parcialmente definido desde a antese. Faust (1989) refere que a maior parte do
crescimento do fruto deve-se a fase de alongamento celular, pelo que € a agua
disponivel no solo o factor que mais condicionara o seu calibre final. O estado hidrico
da planta tem um efeito decisivo no crescimento final dos frutos. Segundo Coombe
(1976) para haver aumento de volume da célula é necessirio haver, entre outros
factores, uma pressdo de turgescéncia acima de determinado valor. Assim, quando a
planta se encontra em condig¢des de stress hidrico, o engrossamento dos frutos baixa
rapidamente (Grange, 1996). Em fruteiras é frequente o recurso ao stress hidrico,
principalmente durante a fase intermédia de crescimento do fruto, com o objectivo de
controlar o crescimento vegetativo das plantas, e com beneficios evidentes na qualidade
dos frutos nomeadamente no teor de sélidos soluveis totais (SST). O aumento da
firmeza dos frutos e do teor de SST como consequéncia do stress hidrico moderado ja
foi constatado por alguns autores (Crisosto et al., 1994; Kilili et al., 1996). Segundo
Mpelasoka et al. (2000) a densidade dos frutos, sujeitos a stress hidrico moderado, é
igualmente superior quando comparada com frutos sujeitos a dotagdes de rega normais.

A contribuigdo do sistema radical na disponibilidade de 4gua e nutrientes para a
planta foi estudado por Williamson e Coston (1989) em pessegueiro. Estes autores
constataram, ao comparar arvores com e sem frutos, que a presenga destes reduzia
significativamente o crescimento radical, que ocorre simultaneamente ao engrossamento
do fruto. Isto limitard n#io s6 o engrossamento mas também a acumulaco de reservas
importantes para o crescimento da arvore no ano seguinte.

Simultaneamente ao aumento do volume das células, ocorre nos frutos uma
degradacgdo dos compostos pécticos da parede e como consequéncia um aumento dos

espagos intercelulares. Nas pomoideas os espagos intercelulares ddo uma contribui¢do
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importante no tamanho final do fruto bem como no decréscimo da sua densidade
especifica, razo pela qual as magés apresentam na maturagio densidades da ordem
0.79-0.89, e os péssegos, pelo contrario, apresentam na maturagéo valores da ordem de
1.0-0.9 (Faust, 1989).

Além do calibre, outro dos factores que contribui para a qualidade dos frutos € o
teor de SST. Esta caracteristica associada a um bom calibre contribui para uma boa
aceita¢do de qualquer variedade no mercado.

Os SST, nos frutos, sdo constituidos principalmente por agucares (Wills et al.,
1998) o que justifica a preferéncia dos consumidores por frutos com o teor de SST
elevado (Crisosto ef al., 1997). Para além dos agucares, a grande contribui¢do para o
sabor ¢ aroma dos frutos é dada pela presenga dos compostos volateis e acidos
orgénicos (Tucker, 1993).

No inicio do seu desenvolvimento os frutos apresentam alguma capacidade
fotossintética, ainda que limitada. A medida que o seu desenvolvimento decorre, esta
capacidade vai-se perdendo da mesma forma que se observa frequentemente nos frutos
uma perda gradual da coloragdo verde. Os frutos passam assim a depender dos
fotoassimilados produzidos noutras regides da planta (Tiaz e Zieger, 2006). A forma
como estes fotoassimilados sdo mobilizados e se acumulam, varia bastante de espécie
para espécie. Ha espécies que mobilizam para o fruto, durante as primeiras etapas do
crescimento, a maior parte dos agucares, acumulando quantidades significativas de
amido. Estas espécies, tais como as pomoideas de um modo geral, podem colher-se
muito antes da maturagdo sem afectar a qualidade. Noutras espécies, tais como nas
prunoideas, a acumula¢dio de agucares decorre durante toda a maturagdo pelo que a
excessiva antecipag¢do da colheita far-se-4 sempre, nestas espécies, com custos na sua
qualidade organoléptica (Tucker, 1993). O compromisso entre a antecipagdo da
colheita, com beneficios visiveis para a conservagdo dos frutos, e a qualidade, estd
sempre presente durante a colheita da maioria das espécies das prunoideas. Dentro do
grupo das ameixeiras, esta relagdo torna-se especialmente dificil de gerir nas variedades
do grupo Europeu pela sua menor capacidade de conservagéo, quando comparadas com

as ameixeiras Japonesas.
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1.2.4 — Alteracdes da textura

Uma das formas mais comuns a que os consumidores recorrem, para terem uma
percepgdo da qualidade dos frutos, ¢ a avaliagio da sua firmeza. Esta caracteristica faz
parte de uma nogéo mais vasta que se define como textura e que para a maioria dos
consumidores néo € facil descrever. Segundo (Morais et al., 2001) a textura de um
produto alimentar corresponde a um conjunto de caracteristicas fisicas com implicagdes
sensoriais que podem ser avaliadas pelo sentido do tacto, visdo e audi¢do, integrando
assim na defini¢do de textura os conceitos reoldgicos de deformagdo, elasticidade e
plasticidade. Apesar destas propriedades fisicas poderem ser avaliadas de forma
objectiva através da quantificacfio das variaveis - tempo, forga e distincia, quando um
consumidor descreve a textura de um alimento recorre a inumeros atributos, muitas
vezes dificeis de definir e quantificar.

A penetrometria € das técnicas mais antigas utilizadas na medicdo da textura em
produtos alimentares e baseia-se na resisténcia a penetragdo de uma sonda de forma
esférica, conica ou cilindrica (Morais et al., 2001). No caso particular dos frutos frescos
o teste mais divulgado para avaliagdo da firmeza ¢ o teste de Magness-Taylor que avalia
a forgca necesséria para uma sonda cilindrica atingir uma determinada profundidade na
polpa. Este dispositivo € constituido por um dinamémetro associado a sonda que regista
a forca maxima exercida na penetragio. A firmeza, definida como o valor da forga
maxima resultante da penetragdo da sonda na polpa do fruto, depende da taxa de
deformagdio o que justifica que por vezes surjam para o mesmo produto valores
diferentes de firmeza, consoante o operador (Abbott et al., 1976).

Actualmente existem muitos outros dispositivos que dfo informagdes mais
completas acerca da textura dos frutos, como por exemplo o texturémetro. Este
equipamento € constituido por um dinamémetro que fornece energia mecanica a taxa
constante. A variagdo da textura do material é dada pela evolugdo da forga, expressa em
fungdo da distancia ou do tempo.

A firmeza dos frutos é considerada por Barreiro (1994), um importante atributo
da textura sendo, segundo Morais et al. (2001), uma das propriedades fisicas mais

utilizada na avaliagdo instrumental da textura. Recentemente outras varidveis tém sido
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utilizadas para descrever o comportamento fisico dos frutos. Singh e Reddy (2006) -
utilizaram para além da firmeza, a energia de corte do fruto inteiro para caracterizarem
o comportamento fisico de laranjas apds a colheita, da mesma forma que Guillermin e#
al. (2006) utilizaram a energia necessaria para a ruptura da epiderme para caracterizar a
textura de algumas variedades de maca.

As alteragdes da textura dos frutos ocorrem durante todo o seu desenvolvimento
ndo sendo exclusivas da maturagdo (Heyes e Sealey, 1996; Muskovics ef al., 2006). Em
nectarinas (Prunus persica L.) estudadas 10 semanas antes da colheita, (Heyes e
Sealey, 1996) observaram durante este periodo, decréscimos significativos na firmeza
dos frutos. Apés os testes de penetragéo, os frutos mais imaturos quando observados ao
microscopio, mostraram ruptura das células, apresentando os frutos mais maduros,
ruptura e separago das células. A contribui¢dio simultinea destes dois fenémenos para a
diminui¢do da firmeza dos frutos foi estudada em magéd por DeSmedt ef al. (1998) e
Harker e Hallet (1992) que concluiram de igual modo, que a contribui¢do da separa¢do
das células para a perda de textura aumenta com o aproximar da maturaggo.

Nos frutos imaturos, o aumento de volume das células provoca uma diminui¢do
relativa da area de paredes celulares em cerca de 60%, o que justifica também os
decréscimos na firmeza. A firmeza dos frutos a colheita depende, assim néo s6 da area
de paredes celulares existente mas também da adesdo entre células (Heyes e Sealey,
1996; Johnston ef al., 2002b; O'Donoghue et al., 1997). Em cereja (Prunus avium L.) a
evolugfo da firmeza durante as varias fases do desenvolvimento dos frutos foi estudada
por Muskovics et al. (2006) que verificaram que esta aumentava na primeira fase,
decrescia na segunda fase até atingir um minimo, mantendo-se depois praticamente
constante na terceira fase.

A diminuicdo da firmeza dos frutos que ocorre durante a maturagfo, ¢ das
alteraces da textura, a que mais influencia a decis@io final do consumidor. Segundo
Johnston et al. (2002b) a diminui¢do da firmeza dos frutos deve-se a dois fenémenos
fundamentais: a2 diminuiciio da pressdo de turgescéncia das células (¥) por perda de
agua apos a colheita e & degradagiio das paredes celulares. Sendo este ultimo, o
factor que mais contribui para as altera¢des da textura dos frutos observadas durante a

maturagio (Tucker, 1993). A degradagdo das paredes celulares € um processo
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bioquimico que tem inicio com a maturagfio, € que para-a maioria das espécies, é
independente da colheita. Pelo contrario, a perda de 4gua s6 contribui para a diminui¢io
da firmeza dos frutos apos a colheita, quando a 4gua perdida pela transpiragdo ndo é

reposta pela planta.

Diminuicio da pressio de turgescéncia

A perda de 4gua ap6s a colheita, apesar de nfio influenciar os processos
fisiol6gicos do fruto, pode representar uma perda significativa do produto. Ainda que os
frutos sejam dos produtos agro-alimentares, aqueles que menor superficie especifica
tém, as perdas de dgua podem atingir valores de 5-10% do seu peso inicial (Tucker,
1993). Shackel et al. (1991) constataram que imediatamente ap6s a colheita os frutos
perdem égua, provocando alteragdes ao nivel da textura, muito antes de se observarem
mudangas na composicdo quimica das paredes celulares. Segundo Lin e Pitt (1986) os
tecidos mais tirgidos quando sujeitos a forgas de compressio cedem por ruptura das
células, enquanto os tecidos menos turgidos cedem por separagio das mesmas.
Imediatamente a seguir & colheita a saida da 4gua dos frutos faz-se segundo um
gradiente que se estabelece entre o fruto e a atmosfera envolvente. A forma mais eficaz
para reduzir a saida de 4gua ¢ minimizar este gradiente, isto é diminuindo a temperatura
ambiente ou aumentando a humidade relativa do ar. No entanto, associados as
temperaturas baixas e humidades relativas altas durante a conservagiio, podem aparecer
fenémenos de condensagio sobre as superficies arrefecidas. No caso particular dos
frutos com pruina esta situagdo confere também um aspecto demasiado brilhante a
epiderme, levando consequentemente a uma perda de qualidade.

Sendo a resposta dos frutos & aplicagdo de uma forga de compressio dada pela
deformagdo tanto das células, como da lamela média, e apresentando os contetidos
celulares a propriedade de serem relativamente incompressiveis, a aplicagdo desta forca
ira forgosamente aumentar a pressio de turgescéncia das células (¥). Segundo Lin e Pitt
(1986) para valores de ¥ baixos, a aplicagio de uma forca aos frutos resultari na
separagdo das c€lulas, e valores de ¥ mais elevados resultars na ruptura das células. No

entanto a evolugdo da firmeza dos frutos apds a colheita nem sempre acontece de acordo
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com o modelo apresentado por Johnston ef al. (2002b), em que se observam trés fases:
na primeira a perda de consisténcia dos tecidos dos frutos dé-se mais lentamente, a
segunda em que esta perda é mais rapida, e a terceira em que se atinge um valor mais
ou menos constante. Nos testes de compressdo realizados em frutos, € frequente
registarem-se, durante alguns dias ap6s a colheita, valores sucessivamente crescentes
para a forga mixima. Murillo et al. (1997) verificaram em algumas variedades de
péssego, ligeiros aumentos na forga maxima de penetragdo ao fim de 24 h a temperatura
ambiente. De igual modo Guerra e Casquero (2008), observaram numa variedade
europeia de ameixa que ao fim de 10 dias de conservagdo frigorifica, a forca maxima
obtida nos testes de compressdo apresentava uma tendéncia crescente relativamente aos
valores obtidos a colheita.

Estas alteragBes da textura que tém origem nas diferengas da pressdo de
turgescéncia das células, podem ocorrer imediatamente a seguir a colheita, antes mesmo
de haver alteragdes na composigio quimica das paredes celulares. Nestas circunsténcias
em que ha saida de 4gua das células, uma forca de compresséo aplicada ao fruto
provocara uma deformagfo tanto maior quanto menor for ¥ o que torna mais dificil a

ruptura das células com valores de ¥ reduzidos.

Degradagdo das paredes celulares

(a) As paredes celulares das plantas

As células vegetais distinguem-se das animais, entre outros aspectos, pela
existéncia de uma parede celular. A parede celular ¢ uma estrutura complexa que
confere 4 célula uma relativa rigidez e possibilita a existéncia de elevadas pressdes
intracelulares. Nos organismos procariotas a parede celular tem duas fungdes principais:
a manutencdo do volume e da forma da célula. E ainda na parede celular que se localiza
a maioria do carbono fixado na fotossintese (Tiaz e Zieger, 2006).

Entre as varias fungdes da parede celular destacam-se: o controlo da expansdo

celular, a manutencdo de uma estrutura rigida nas plantas e a protecgéo contra agentes
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exteriores. A parede celular limita o crescimento das células e consequentemente o
crescimento das plantas através de mecanismos complexos de regulagdo do processo de
expansdo. A capacidade de manutengdo de uma estrutura mais ou menos rigida nas
plantas, tem origem na capacidade que as paredes de células adjacentes tém de se
fixarem entre si, denominando-se, esta zona de contacto entre paredes de células
vizinhas, lamela média. A lamela média ¢ maioritariamente constituida por
polissacarideos pécticos e € a primeira estrutura a formar-se ap6s a divisdo celular, s6
posteriormente se forma a parede celular primaria. Esta ¢ uma estrutura caracteristica
da generalidade das células em crescimento e assim que este cessa, a parede celular
aumenta a sua espessura por deposi¢do de outros constituintes sobre a parede celular
primaria, formando-se a parede celular secundaria (fig.7). Esta difere da anterior quer
pela sua espessura quer pela sua composi¢do quimica e confere as células a sua forma
final. A parede celular secundaria apresenta na sua constituigdo 3 camadas (S1,S2,S3)
de espessuras distintas que diferem entre si pela sua estrutura e composi¢do quimica
(Tiaz e Zieger, 20006).

O aparecimento da parede celular secundaria corresponde a lenhificagédo tipica
dos tecidos vegetais, que acontece em algumas regides especializadas tais como as
células do xilema, do floema e do esclerénquima. Segundo Selvendran e O'Neil (1987)
a lenhina pode representar 15-35% dos tecidos lenhificados. A deposi¢@o da lenhina
tem inicio na parede celular primaria ¢ lamela média e estendende-se para o interior da
célula, onde se forma a parede celular secundaria. Esta é constituida por celulose,
polissacarideos hemiceluldsicos, lenhina e pode apresentar pequenas quantidades de
polissacarideos pécticos.

A parede celular secundaria é o principal constituinte de algumas matérias
primas economicamente importantes tais como, a madeira, a cortica € o papel. De um
modo geral os frutos, tais como outros tecidos parenquimatosos, sendo orgdos de
reserva e portanto em crescimento, as células que os constituem apresentam apenas
parede celular primaria. No entanto, ainda que em menor quantidade, podem surgir na
polpa dos frutos células lenhificadas, tais como os escleritos, tipicas de algumas
variedades de péra e que, de acordo com Nunes et al. (2008a), podem também aparecer

na ameixa ‘Rainha Claudia Verde’.
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Parede celular primaria

Lamela média

Fig.7 - Representacdo da parede celular secundaria (com as 3 camadas distintas: S1, S2, S3) de um
traqueideo de uma pinha (adaptado de Tiaz e Zieger, 2006)

(b) Composicio das paredes celulares

As paredes celulares apresentam uma arquitectura complexa, composta por uma
estrutura microfibrilhar com elevado grau de cristalizag@o que esta envolvida por matriz
constituida principalmente por polissacarideos ndo celulosicos, designando-se também
por polissacarideos hemiceluldsicos e pécticos, algumas glicoproteinas e por vezes
lenhina (Fischer ¢ Bennett, 1991). A fase microfibrilhar relativamente homogénea ¢
constituida por moléculas de celulose formando uma rede de microfibrilhas longas e
finas .

Nas plantas superiores podem encontrar-se dois tipos de paredes celulares
primarias. As do tipo I, caracteristica da maioria das espécies mono e dicotiledoneas e
as do tipo II que se encontram em determinadas familias de gramineas da ordem Poales,
tais como a Dactilis glomerata L.. e o Lolium perene L. da familia das Poaceae. As

paredes celulares primarias do tipo I sdo constituidas por microfibrilhas de celulose
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interligadas por xiloglucanas (hemicelulose) (fig.8). As paredes celulares primarias do
tipo II apresentam em vez de xiloglucanas, glucuronoarabinoxilanas como polimero que

interliga as microfibrilhas de celulose (Gibeaut e Carpita, 1994; Smith e Harris, 1999).

Polissacarideos Pécticos
Hemiceluloses
(Xiloglucana)

Microfibrilha de celulose

Proteina estrutural

Fig.8 - Representacdo esquematica da estrutura da parede celular primaria do tipo I com as microfibrilhas
de celulose interligadas por xiloglucanas (adaptado de Tiaz e Zieger, 2006).

A maioria das células que formam os tecidos parenquimatosos dos frutos
apresentam na constituicdo da sua parede celular, celulose, polissacarideos pécticos,
polissacarideos hemicelulésicos e algumas glicoproteinas (Selvendran e O'Neil,
1987). A celulose ¢ um polimero linear de glucose (D—Glcp) em ligagdo B—(1—4) e
representa cerca de 20 a 30 % das paredes celulares primarias. Os residuos de glucose
agregam-se fortemente por pontes de hidrogénio, formando microfibrilhas que se
agregam numa estrutura cristalina relativamente estavel a ac¢do enzimatica. O grau de
polimeriza¢do da celulose varia com o tipo de tecido, sendo muito mais elevado nas
paredes celulares secundarias do que nas paredes celulares primarias (Coimbra e

Delgadillo, 1997).
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Os polissacarideos pécticos constituem um grupo heterogéneo de compostos de
complexidade variavel e sdo os componentes principais das paredes celulares primarias
das plantas dicotiledoneas e da lamela média, existindo aqui em maior concentragdo. Os
polissacarideos pécticos sdo por defini¢do polissacarideos que se solubilizam em
agentes quelantes, agua quente ou acidos diluidos, ou ndo sendo extractaveis com estes
agentes, lhes sdo quimicamente semelhantes. Quimicamente os polissacarideos pécticos
sdo constituidas por acido D—galacturonico em cadeias lineares (GalpA) em ligagdo
a—(1—4), podendo este apresentar-se metilesterificado (pectinas) ou desesterificado
(acidos pécticos). Associadas as cadeias de GalpA podem ainda surgir ramificagdes de
arabinose e galactose.

Nas paredes celulares podem aparecer polissacarideos pécticos (fig.8): as
homogalacturonanas que consistem em cadeias lineares de acido D-galacturénico em
ligagdo a—(1—4) com grau de esterificagdo variavel; as ramnogalacturonanas em que a
cadeia principal para além de conter GalA pode ainda conter L-ramnose (Rha) em
ligagdo a—(1—2). Os residuos de GalA podem ser parcialmente esterificados por grupos
metilo ou acetilados, podendo os residuos de Rha ser em maior ou menor extensao
substituidos por arabinose ou galactose. As xilogalacturonanas sdo polissacarideos
pécticos que podem aparecer na polpa dos frutos tal como foi constatado em magas por
Schols e Voragen (1996), e mais tarde por Pena e Carpita (2004). Estes polissacarideos
pécticos apresentam uma cadeia principal de GalA com ramificagdes de D-xilose
podendo apresentar um grau de ramificag@o variavel (Le Goff ef al., 2001). Ha outros
polissacarideos que fazem parte dos polissacarideos pécticos que no entanto ndo
possuem cadeia de 4acido galacturénico, incluindo-se neste grupo as arabinanas,
galactanas e arabinogalactanas. As galactanas e as arabinogalactanas apresentam ambas
na cadeia principal, D—galactose (Gal) em ligagdo B—(1—4). Os componentes
estruturais das paredes celulares primarias estdo indicadas na Tabela 1.

As hemiceluloses sdo polimeros que se ligam as microfibrilhas de celulose
através de pontes de hidrogénio e sdo extractaveis por solugdes alcalinas de bases fortes
(Selvendran e O'Neil, 1987). Geralmente apresentam uma cadeia principal

relativamente comprida com ramificagdes curtas.
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Tabela 1 - Componentes estruturais das paredes celulares primarias

Celulose Microfibrilhas de p—(1—4)-D-Glcp

Polissacarideos Homogalacturonanas (pectinas e 4cidos pécticos)
Pécticos Ramnogalacturonanas
Arabinanas
Galactanas
Arabinogalactanas (tipo I)
Xilogalacturonanas
Hemiceluloses Xiloglucanas
Xilanas
Glucomananas
Mananas
Glucuronoxilanas
Glucanas
Calose

(adaptado de Tiaz e Zieger, 2006)

A sua composicdo varia de acordo com a espécie e com o tecido analisado. As
xiloglucanas sfio o polissacarideo mais abundante em paredes celulares primérias de
dicotiledoneas e gimnospérmicas e consistem numa cadeia principal de residuos de
D—Glcp em ligagdo B—(1—4) a maioria substituidos por D—xilose (D—Xylp). Podem
ainda aparecer em menores quantidades residuos de L—fucose (L—Fucp) e D—galactose
(D—Galp) (Zarra e Revilla, 1996), e também residuos de arabinose (Vierhuis et al.,
2001). As xilanas constituem um dos principais polissacarideos das paredes primérias
das gramineas e dos tecidos lenhificados das angiospérmicas, sendo um dos principais
componentes da madeira (Zarra ¢ Revilla, 1996). As glucomananas sdo o principal
polissacarideo ndo celuldsico das paredes celulares lenhificadas das gimnospérmicas.
As mananas formam um grupo de polissacarideos muito heterogéneo em que a manose
¢ o componente maioritario e estdo presentes nos tecidos de reserva de algumas
sementes ou nos tecidos lenhificados de algumas gimnospérmicas. A calose é um
polimero que aparece como resposta das células a feridas ou infecgdes por
microorganismos, ou entdo associado a determinadas estruturas transitérias das plantas

como as placas crivosas e o tubo polinico (Gibeaut e Carpita, 1994).

35



1.2 — A maturacio dos frutos
1.2.4 — Alteragdes da textura

Além das hemiceluloses, as proteinas estruturais ou glicoproteinas podem
apresentar nas paredes celulares primarias concentracdes até 10%. Estas proteinas,
também denominadas por extensinas, sfo ricas em hidroxiprolina. Porque estdo
implicadas no processo de extensdo das paredes celulares, as extensinas, sfo
fundamentais durante a germinagfo das sementes e maturagdo dos frutos, podendo estar
também implicadas no processo de diminuigdo dos danos pelo frio observado nos frutos
(Wang et al., 2006).

Existem varios tipos de ligagdes entre os diferentes polimeros constituintes da
parede celular. As microfibrilhas de celulose estabelecem entre si ligagSes por pontes de
hidrogénio, tal como se verifica entre as microfibrilhas e as hemiceluloses. Ao contréario
dos polissacarideos das paredes celulares primérias, os polissacarideos da lamela média
tém ainda a particularidade de se associarem por intermédio de catides, tais como o
célcio. Desta forma, os ides Ca®* na lamela média véo ligar-se aos grupos carboxilo nio
esterificados do acido galacturdnico formando ‘cross-linking bridges’ ou liga¢Ges por
pontes de calcio, dando origem a uma estrutura conhecida por ‘egg-box’. Esta
conformagdo liga de forma ndo covalente duas cadeias antiparalelas adjacentes. A
liga¢do por pontes de célcio, embora ndo seja das mais resistentes véo tornar as paredes

estruturas mais solidas (Tucker, 1993).

(c) Modificagdo da estrutura e composicio das paredes celulares durante a
maturacio

Na maioria dos frutos, durante a maturagfo, ocorre uma perda de firmeza devido
a alteragbes da estrutura e da composi¢do da parede celular e lamela média (Brady,
1987; Fischer e Bennett, 1991). Estas altera¢cdes que ocorrem durante a maturagdo estéo
bastante bem estudadas em tomate (Chun e Huber, 1998), p€ssego (Brummell et al.,
2004), magd (Pena e Carpita, 2004), azeitona (Mafra et al.,2007), sendo no entanto
escassa a informagdo disponivel para o grupo das ameixeiras. Estas alteragdes
provocam nos frutos um aumento da susceptibilidade quer aos danos fisicos quer aos

agentes patogénicos, limitando assim a sua conservagéo frigorifica.
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Nas espécies da regido temperada hd um grupo que se destaca quer pela duragéo
do periodo de conservacgdo frigorifica quer pelo conjunto das alteragées das paredes
celulares associadas & maturagfo. A generalidade das variedades de péras e magés, por
oposi¢do a maioria das espécies de prunoideas, apresentam caracteristicas fisiologicas
particulares que lhes permitem serem conservadas com qualidade durante varios meses.
Dentro do grupo das ameixeiras japonesas ha no entanto variedades que se destacam
pela maior duracdo da sua conservagdo frigorifica. A variedade ‘Angeleno’, por
exemplo, pode em condigdes normais, atingir facilmente 3 meses de conservagéo
frigorifica apresentando no final uma perda de consisténcia da polpa moderada. Pelo
contrario as variedades de ameixas do grupo europeu, assim como as restantes espécies
de prunoideas apresentam uma menor capacidade de conservagfo frigorifica, tal como
a variedade ‘Rainha Claudia Verde’ que ao fim de trés semanas de conservagdo pode
apresentar uma excessiva perda de consisténcia da polpa.

Segundo Bourne (1979) os frutos podem ser divididos em dois grupos, de acordo
com as alteragdes da textura verificadas na polpa durante a maturagfo: aqueles que
apresentam um amolecimento excessivo, péssegos, ameixas, kiwi, e aqueles que, pelo
contrario, apresentam um amolecimento moderado, macgds, melancia e algumas
variedades de péra. Conhecem-se diferentes origens para as mudangas de textura dos
frutos ao longo do crescimento e maturagio. Diferengas observadas no nimero e
tamanho das células da polpa dos frutos, turgidez, composigdo celular e constitui¢do das
paredes celulares sdo alguns dos factores que condicionam a textura dos frutos no final
da maturagdo.

A solubilizacdio e a despolimerizagdo sdo os processos através dos quais,
durante a maturagdo se ddo as modifica¢gdes dos polissacarideos das paredes celulares
sendo a extensdo destes processos um dos factores que contribuem para o amolecimento
da polpa dos frutos. Os compostos pécticos da lamela média e das paredes celulares dos
frutos imaturos sfo insoliiveis em 4gua tornando-se cada vez mais soliveis com a
maturacéo. H4 muito que se conhece a relagiio directa que existe entre o aumento da
solubilizagfio das pectinas associado & diminui¢8o da cadeia de acido galacturdnico e o
amolecimento da polpa da péra da variedade ‘Spadona’ (Ben-Arie ef al., 1979a). Razio

pela qual Ahmed e Labavitch (1980), observaram nos extractos aquosos de péras
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sucessivamente mais maduras um aumento da concentracdo de GalA e Ara, esta
provavelmente proveniente das cadeias laterais dos residuos de Rha das
ramnogalacturonanas das paredes celulares primarias. No entanto a perda intensa de
Ara antes do amolecimento dos frutos foi observada por Pena e Carpita (2004) em
quatro variedades de magd, parecendo indicar que a perda de Ara da parede nédo serd a
causa directa da diminui¢do da firmeza do fruto.

Segundo Toivonen ¢ Brummell (2008), a degradagéio das cadeias de laterais
ricas em arabinose das ramnogalacturonanas, ndo sendo directamente responsaveis pelo
amolecimento da polpa, aumentam a porosidade da lamela média tornando os polissa-
carideos mais acessiveis a ac¢do das enzimas degradativas. Por outro lado Brummell et
al. (2004) observaram em variedades de péssego com amolecimento da polpa na
maturagdo, conhecidas por variedades ‘melting’, que a maior perda de arabinose
ocotria nesta fase. De igual modo Pressey ¢ Avants (1978) ao comparar variedades de
péssego com e sem amolecimento da polpa na maturagdo, verificaram que os
polissacarideos pécticos destas ultimas apresentavam baixas capacidades de
solubilizagdo e despolimerizagdo. No entanto Pena e Carpita (2004) detectaram em
maci duas populagdes de arabinanas com diferentes niveis de ramificagéio, sendo a mais
ramificada mais sensivel a ac¢dio das enzimas degradativas.

Também as altera¢Bes nos polissacarideos hemicelulésicos t€m sido referidas
como contribuindo para a perda de textura dos frutos que apresentam um amolecimento
excessivo durante a matura¢do. Em algumas espécies observou-se associado a
matura¢fo, um decréscimo no peso molecular dos polissacarideos hemiceluldsicos
(Huber, 1984; Paull et al., 1999). Pelo contrario Percy et al. (1997), ndo observaram em
mag¢a durante a maturagdo, alteragdes no tamanho destes polimeros, no entanto sugerem
a existéncia de hidrélise e sintese de novo de novas xiloglucanas durante o crescimento
do fruto, o que deve ter contribuido para as reduzidas alteragdes do peso molecular
verificada nos polissacarideos hemiceluldsicos.

Estes resultados sugerem que o amolecimento da polpa € o resultado de varias
modificagBes que ocorrem nas paredes celulares durante a maturagdo, ndo se
conseguindo isolar um s6 factor que seja comum a vérias espécies € que s6 por si

justifique as diferengas apontadas por (Bourne, 1979).
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Tém sido identificadas, nos frutos e durante a maturag#o, varias enzimas capazes
de degradar os polimeros das paredes celulares, destacando-se as poligalacturonases
(PG), as pectinametilesterases (PME) e as Cx-celulases (Ahmed e Labavitch, 1980;
Bourains e Niavis, 1992; Brady, 1987; Fischer e Bennett, 1991; Heyes et al., 1994;
Wegrzyn e MacRae, 1992). Outras enzimas que degradam as paredes celulares tém sido
identificadas embora com menor importdncia tal como a B—galactosidase (f—gal)
(Ahmed e Labavitch, 1980; Wegrzyn ¢ MacRae, 1992).

As PME actuam removendo o grupo metilo do 4cido galacturénico das pectinas.
As PG catalisam a hidrélise da ligagio a—(1—4) entre residuos adjacentes ndo
metilados de acido galacturdnico. Estas duas enzimas podem actuar em sequéncia, isto
¢, a PME actua primeiro tornando as pectinas acessiveis a ac¢io da PG. Esta sequéncia
de acontecimentos ocorre na maturagéo, o que leva a uma diminui¢do primeiro do grau
de esterificagdo das pectinas e posteriormente do tamanho das moléculas (Zhou et al.,
2000). Segundo Willats ef al. (2001) a PME ¢ a enzima mais importante que intervém
na manuten¢do e degradagfo da rede péctica existente na lamela média e parede celular
primdria. Das PG identificadas em frutos ja foram caracterizadas as formas endo e exo-
poligalacturonases, ainda que em determinadas espécies ambas as formas j4 tenham sido
identificadas simultaneamente ¢ a endo-poligalacturonase que é referida como
responsavel pelo amolecimento dos frutos durante a maturagdo. As Cx-celulases
caracterizam-se por hidrolisar a ligagdo B—(1—4) entre residuos adjacentes de glucose,
sendo incapazes de degradar a celulose cristalina (Fischer ¢ Bennett, 1991).

A presenga da PG tem sido identificada em vérias espécies: magi e péra (Ben-
Aire et al., 1979b), tomate (Crookes e Grierson, 1983), kiwi (Wegrzyn e MacRae,
1992), pepino (Heyes et al., 1994; Heyes e Sealey, 1996), cereja (Andrews e Li, 1995),
ameixa (Nunes, et al., 2008b), e o aumento da sua concentragdo parece estar
correlacionado com a despolimerizagdo dos polissacarideos pécticos. Estudos
efectuados em tomate transgénico (antisene para a PG) revelaram que estes frutos, com
niveis mais baixos de PG, apresentaram uma menor solubiliza¢io das pectinas quando
comparados com frutos normais (Carrington et al., 1993). O acelerar da maturagio
observado em tomate, provocada pela adi¢do de PG extraida e purificada a partir de

frutos mais maduros, confirmam a sua importincia na perda de textura observadas nesta
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espécie (Crookes e Grierson, 1983). De igual modo Heyes et al. (1994) verificaram que
em pepino, apesar de serem varios os factores que contribuem para a perda de textura
dos frutos durante a maturagfo, a actividade da PG ¢ um dos que mais contribui para a
perda de firmeza dos tecidos.

Embora a PG seja a enzima mais estudada no amolecimento dos frutos, este néo
tem origem exclusivamente na acgo desta enzima. Ben-Aire et al. (1979b), observaram
durante a matura¢do de péras da var. ‘Spadona’ que para a degradacéo da parede
contribuiam nfo s6 a PG mas também a celulase. Smith ef al. (1989), verificaram que
em tomate (antisense para a PG) o amolecimento da polpa ocorria de igual modo,
mesmo quando a concentragdo de PG se encontrava reduzida para valores de 1% da
concentragdo das variedades comuns. Tal como Mitcham e McDonald (1992),
verificaram em mangas que s6 a actividade da enzima PG nfio explicava a acentuada
perda de firmeza observada durante a maturagdo desta espécie, também em nectarinas o
aumento dos 4acidos urdénicos na fracgdo péctica solivel em agua, verificado apds a
conservagio frigorifica ndo apresentou, segundo Manganaris et al. (2005), uma
correlagdo directa com a actividade da PG. Este facto parece indicar que outros factores,
que ndo sé a actividade enzimatica, participam na modificagéo das pectinas da lamela
média durante a maturagdo dos frutos. Lester et al. (1994), verificaram em variedades
de péssego sem amolecimento da polpa na maturagdo, existir uma insignificante
actividade da PG, embora a transcrip¢do ocorra normalmente, parece haver alteracdes
ao nivel da sequéncia das bases no RNA que impede a produgéo desta enzima.

E uma constatagio frequente que variedades que amadurecem rapidamente tém
também uma rapida perda de firmeza. Ndo ha informag8o conclusiva acerca da origem
das alteragdes que ocorrem nas paredes celulares dos frutos bem como de outros
acontecimentos associados a maturag¢do. Segundo Brady (1987), a produgéo de etileno
verificada durante a matura¢do em algumas espécies poderd induzir a produgdo de
enzimas hidroliticas das paredes celulares. Em tomate Ahrens e Huber (1990),
verificaram que a actividade da PG estava bastante correlacionada com o maximo de
producdo de etileno, no entanto Wegrzyn e MacRae (1992), constataram em kiwi que a
indugdo das enzimas PG e P—gal como resposta a aplicagdo de etileno aos frutos, ndo

foi tdo evidente como seria de esperar nesta espécie. Por outro lado em pepino, fruto
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ndo climatérico, registou-se imediatamente apds o aumento da actividade enzimatica da
PME e PG a mudanga de cor dos frutos que assinala o inicio da maturagdo (Heyes ef al.,
1994). De igual modo em variedades ndo climatéricas de cereja, foi registado um
aumento da actividade da PG no inicio da maturagfio (Andrews e Li, 1995). O registo de
actividade enzimatica da PME e PG em frutos nfo climatéricos parece indicar que
outros factores além do etileno poderfo estar envolvidos na indugfio enzimatica.

Ha alteragdes da textura das paredes celulares que ndo sendo caracteristicas da
maturagdo, estdo associadas a problemas da conservagio e que parece terem origem na
ac¢do das enzimas PG e PME. Verificou-se em péssego que apds a conservagio
frigorifica, a actividade da PME aumentava e simultaneamente ocorria uma inibi¢do da
PG o que originou o aparecimento de sintomas de ‘lanosidade’ da polpa dos frutos. A
‘lanosidade’ ¢ uma desordem fisiologica que resulta da acumulagdo de pectina com
baixd nivel de esterificagdo (Zhou et al., 2000). Segundo estes autores, o baixo nivel
de esterificagdo originou uma gelificacio das pectinas € como consequéncia uma
imobilizagio da 4gua livre dos frutos, conduzindo a aparente falta de sumo,
caracteristica desta desordem fisiologica. Esta situagdo pode ser ainda agravada pela
presenca de ides calcio por terem a capacidade de aumentarem a gelificagdo das
pectinas. Estes resultados foram também confirmados em nectarinas por Manganaris et
al. (2005) que verificaram um aumento desta desordem fisiologica com periodos de
conservagéo frigorifica superior a 2 semanas. No entanto, a recupera¢do da actividade
da PG observada em periodos de conservagdo inferiores, levou a degradagdo das
pectinas € consequentemente a auséncia de sintomas de ‘lanosidade’ da polpa dos
frutos.
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1.2.5 - Factores culturais que afectam a qualidade dos frutos

S#o inumeros os factores que podem influenciar a qualidade dos frutos no final
da maturagfo. A intensidade luminosa e a temperatura, a produtividade das arvores, a
intensidade da monda e da rega, sdo alguns dos factores que influenciam a qualidade
(Johnston ef al., 2002b). No ambito deste trabalho serdo referidos, como factores mais

importantes, a disponibilidade de nutrientes, ¢ o efeito do porta-enxerto.

Disponibilidade de nutrientes
A fertilizagdo do pomar é dos factores culturais aquele que mais directamente
actua na qualidade dos frutos. Em particular o azoto, o potdssio € o cdlcio sdo de todos

os nutrientes aqueles que mais influéncia tém na textura dos frutos (Sams, 1999).

(a) Azoto

H4 muito que se conhece o efeito negativo na qualidade dos frutos, das
adubacgdes azotadas efectuadas apds ter cessado o crescimento vegetativo das arvores
(Faust, 1989). As consequéncias do excesso de azoto ou de adubagdes mal planeadas
podem ser observadas quer na textura dos frutos quer na sua composi¢do quimica
(Raese et al., 2007; Vizzotto, 1999). Apesar das adubagdes azotadas aumentarem a
quantidade de matéria seca (Cmelik, 2006), e desta ser uma resposta tipicamente
conhecida, Jakopic et al. (2007), detectaram em macd °‘Golden Delicious’ uma
diminui¢do dos niveis de sacarose e frutose bem como um aumento da acidez dos
frutos, com o aumento da adubagdo azotada. Também Opara (2007) detectou um
aumento da susceptibilidade aos danos fisicos em mag¢d com o aumento da adubag@o
azotada e Parisi (2004) observou uma diminui¢do dos SST, do pH e dos niveis de
glucose e frutose, em tomate sujeito a niveis elevados de adubagdo azotada.

O azoto é absorvido pelas plantas sob a forma de nitrica ¢ amoniacal. De um
modo geral a forma amoniacal é incorporada nos aminodcidos enquanto a nitrica ¢ a
forma mével que pode ser utilizada por qualquer orgdo da planta. Independentemente da

forma absorvida o azoto é muito utilizado pelas raizes o que requer grandes quantidades
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de hidratos de carbono que sdo mobilizados para as raizes. Esta € a razio pela qual a
absorc¢io de azoto comega s depois do crescimento vegetativo se ter iniciado, depois de
haver ja a produgdo de fotoassimilados, e decresce quando comega a senescéncia
folhear (Faust, 1989). A importancia das reservas de azoto na rebentagdio da primavera
foram constatadas em magas por Cheng e Fuchigami (2002), que verificaram que havia
uma correlagdo linear e positiva entre o azoto acumulado na arvore na estagfio anterior e
a quantidade de azoto mobilizado para os crescimentos folheares e florais do ano
seguinte. De igual modo, Grassi ef al. (2003), confirmaram também em cerejeira a
relagdo entre as reservas de azoto e a rebentagdo da Primavera do ano seguinte.

O azoto é um dos nutrientes que pode alterar composi¢do quimica das paredes
celulares das plantas. Pitre ef al. (2007) constataram numa espécies de choupo que a
estrutura quimica da lenhina pode ser afectada por excesso de adubagdo azotada,
apresentando este polimero uma reducdo no nimero das unidades envolvidas nas

ligagdes B—(0O—4) assemelhando-se assim a lenhina formada nas arvores jovens.

(b)Cilcio

O célcio é um catido de dimensdes relativamente grandes, sendo o tamanho do
seu ifio hidratado de 0,412 nm. E um elemento essencial para as plantas pois estd
envolvido na estabilidade estrutural das paredes celulares. A presenga deste catiio pode
atingir na matéria seca valores de 10% sem contudo causar toxicidade (Marschner,
1995). Nas plantas, ¢ ao contrario dos outros macronutrientes, o célcio encontra-se
fundamentalmente localizado nas paredes celulares (Faust, 1989). Este facto deve-se
quer a capacidade que as cadeias helicoidais de acido poligalacturonico da lamela média
tém de se condensar por pontes de calcio (Tucker, 1993), quer & pouca mobilidade que
este elemento tem para se deslocar (Marschner, 1995). Segundo Reid e Smith (1992), a
raz#o entre o célcio da parede e o célcio do citoplasma na espécie Chara corallina é de
6:1. Embora em menor concentragfo, o calcio também se encontra na zona exterior da
membrana plasmatica, no recticulo endoplasmatico e nos vactiolos em conjunto com os
4cidos organicos e outros ides. E também nos vacuolos das células que se localiza a
maioria do calcio soliivel em 4gua. A presenga de Ca’* no citoplasma ¢ baixa devido a

actividade dos transportadores de célcio que se situam nas membranas celulares e
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removem este ido para o exterior das células ou o depositam no reticulo endoplasmatico,
no cloroplasto ou no vacuolo (Marschner, 1995). Chardonnet et al. (2003) observaram
em magis sujeitas a 6 meses de conservagdo que a concentragdo do célcio total se
mantinha estavel, enquanto que a concentragdo do célcio da parede triplicava, sugerindo
ainda que esta redistribui¢&o ¢ um processo natural que decorre durante a conservagéo.

Foi De Long em 1936 quem primeiro referiu que a susceptibilidade das magas
ao ‘Bitter pit’, desordem fisioldgica da conservagdio, estava relacionada com a baixa
concentragdo de calcio nos frutos (Fuller, 1976). Desde entdo tém sido referidos vérios
aspectos do metabolismo dos frutos associados & caréncia deste elemento, sendo a
firmeza aquele que mais beneficia pela presenga do calcio. A relagdo directa entre o
aumento da firmeza dos frutos € o aumento da quantidade de célcio nos frutos foi
constatada em vdrias espécies: tais como morango (Chéour et al., 1991), péssego (Ochei
et al., 1993), ma¢d (Chardonnet et al., 2003; Mason et al., 1975; Sams e Conway,
1993), papaia (Qiu et al., 1995), kiwi (Gerasopoulos et al., 1996), péra (Gerasopoulos e
Richardson, 1997b), meldo (Luna-Guzman et al., 1999), ameixa (Vangdal e Borve,
2002). No entanto outros aspectos do metabolismo dos frutos sio influenciados pela
presenc¢a maior ou menor deste catidio. Chéour ef al. (1990), observaram em morango
um atraso na maturagdo, expressa em fungdo dos SST e da acidez, com o aumento do
célcio na parede celular. A evolug@io do climatérico também pode ser alterada pela
presenca de célcio nos frutos. Gerasopoulos e Richardson (1996,1997b) observaram em
péra da variedade ‘d’Anjou’ um atraso no climatérico associado aos frutos com mais
calcio. Tanaka et al. (1998), a partir da adigdo de compostos antagonistas da
calmodulina, estudaram a produgfo de etileno em péra concluindo que a converséo de
ACC a etileno era inibida pela presenga daqueles compostos.

A capacidade que o ifio célcio tem de se ligar aos grupos carboxilo dos
polissacarideos pécticos da lamela média confere-lhe uma fungfio de estabilizagéo na
estrutura das paredes celulares (Demarty et al., 1984), tornando assim os polimeros da
parede celular menos acessiveis a acgdo das enzimas degradativas, da mesma forma que
dificulta a sua solubilizagdo em solugdes aquosas. Apesar de ndo ter obtido uma boa
correlagdo entre o calcio do fruto e a firmeza Facteau (1982), observou uma redugéo da

fraccdio de pectinas soluveis em agua em frutos de cercjeira mais firmes
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comparativamente a outros menos firmes. Apesar destes resultados poderem indicar um
maior conteiido em célcio nos frutos mais firmes, a correlagdo entre a quantificagdo de
célcio nos frutos e a firmeza foi relativamente baixa.

Para além do efeito nas paredes celulares, o célcio tem também um efeito
semelhante na estabilidade das membranas celulares através das ligagdes aos grupos
fosfato e carboxilo dos fosfolipidos, e as proteinas localizadas a superficie das
membranas (Marschner, 1995). Fuller (1976), constatou que frutos de laranja com
menor concentragdo de cédlcio na polpa apresentavam no final da conservagdo uma
desorganizagfo maior da membrana plasmatica e da membrana nuclear. De igual modo
Picchioni et al. (1996), verificaram em cenoura que aplicagdes de célcio apds a colheita
preservaram ndo sO a estrutura lipidica das membranas celulares, mas também
favoreceram a sua reconstru¢do. Também Lester (1996) observou em meldo que a
aplicagéo de calcio a pequenas por¢des da polpa induzia um atraso na perda dos
fosfolipidos e proteinas constituintes da membrana plasmatica. Além do efeito na
estabilidade, o célcio permite também uma melhoria na permeabilidade das membranas,
tornando-se a sua presenca fundamental em condig¢Ges de salinidade moderada. Tuna et
al. (2007), observaram em tomate cultivado na presenga de NaCl, que a concentragdo
elevada de Ca®" na solugfio externa reduzia a permeabilidade da membrana plasmatica
ao Na', favorecendo desta forma a qualidade dos frutos.

A nutri¢do célcica apresenta aspectos particulares quer pelo facto de ser nos
frutos que se faz sentir mais a sua caréncia quer pela baixa mobilidade que este catifio
apresenta. Este ifio ao contrario do azoto, fésforo e potdssio é muito pouco mével na
planta. O transporte do calcio da solugdo externa através das paredes celulares das
células das raizes €, tal como para os solutos de baixo peso molecular (ides, acidos
orgéanicos, aminoacidos e agucares), um processo passivo. Enquanto estrutura
microfibrilhar, as paredes celulares primarias contém poros que permitem a passagem
de ides sem oferecer qualquer tipo de resisténcia. Esta particularidade resulta da
dimensdo dos poros que se apresenta muito superior ao tamanho dos ides hidratados.
Assim ides do tamanho do Ca** ¢ K irfio ocupar apenas 10 a 20% do espago livre do
poro. Embora o tamanho dos poros néo represente barreira selectiva para os solutos de

baixo peso molecular, existe uma determinada selectividade nos ides que
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preferencilamente se ligam as paredes celulares. Os grupos carboxilicos (R.COO") dos
polissacarideos pécticos das paredes celulares, constituem os locais de troca onde os
catides se irdo ligar. O nimero de locais de troca ¢ muito variavel entre espécies, o que
resulta em diferentes capacidades de troca catidnica. Também as espécies
dicotiledéneas apresentam uma maior afinidade para os catides bivalentes em
comparagdo com os monovalentes (Marschner, 1995). Apesar da selectividade existente
nos locais de troca das paredes celulares, a selectividade na absor¢do de ides e na
difusdo de solutos, é em geral exercida, ao nivel celular, pela membrana plasmatica e
pelo tonoplasto. Segundo Marschner (1995) esta selectividade € visivel nas diferentes
velocidades de transporte que os ides Ca’ e K' tém ao atravessar a membrana
plasmatica e o tonoplasto, sendo a velocidade deste tltimo muito superior.

De uma forma geral os i0es, ap0Os atingirem a raiz, serdo transportados através do
simplasto e do apoplasto até ao xilema (Tiaz e Zieger, 2006). Foram os trabalhos de
Raven (1977) que permitiram constatar a relativa imobilidade do calcio no floema e no
simplasto, concluindo assim que o transporte deste catifio através das células vivas era
praticamente inexistente. Actualmente considera-se que o transporte deste catidio ocorre
fundamentalmente através do apoplasto até atingir o xilema onde percorre as maiores
distancias na planta. Segundo Saure (2005), 0 movimento do célcio no xilema parece ter
origem em trés processos diferentes e que poderdo actuar conjuntamente, sdo eles: a
pressdo negativa provocada pela transpiragfo; a translocagdo do célcio no xilema
através da ligagdo aos polissacarideos pécticos das paredes do xilema e a existéncia de
pressdo radicular, sendo esta ultima mais importante no inicio do ciclo vegetativo
quando ainda ndo existe transpiragdo.

No solo, o ifo Ca’" adsorvido no complexo de troca constitui geralmente o
catiiio predominante sendo a principal fonte de célcio para as plantas. De um modo
geral as deficiéncias de calcio nas plantas nfo sfo frequentes a nfio ser nos solos muito
acidos (Quelhas dos Santos, 1996). No entanto a disponibilidade de um i&o ndo depende
unicamente das suas caracteristicas fisico quimicas. Em condigbes naturais sdo de
esperar fenomenos de competi¢fio entre iSes com a mesma carga. Estes fendmenos
ocorrem com mais intensidade & medida que o tamanho dos ides se aproxima

(Marschner, 1995). Um dos casos frequentemente referidos na bibliografia ¢ a
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competicdo entre K e Ca®* em pastagens de leguminosas e gramineas quando ocorre
um excesso de adubacdo calcica. Nestas circunstincias, e considerando as capacidades
de troca catidnica radicular de ambas as culturas, um excesso de calcio no solo levara a
uma redugéo na absorgdo de potdssio nas dicotiledoneas, enquanto as monocotiledoneas
ndo apresentardo qualquer sintoma (Quelhas dos Santos, 1996). Estes dois catides em
conjunto podem ter igualmente um efeito negativo sobre a absor¢do de Mg?*, pelo que é
frequente ocorrer deficiéncia de magnésio em culturas sujeitas a adubagdes excessivas
de célcio e potassio isto porque € muito pequena a forca de retengdo nos locais de troca
para o ido Mg®". De igual modo, catides que sejam rapidamente transportados através da
membrana plasmética, tal como o K, podem reduzir a absorgdo de outros catides que
tenham velocidades de transporte inferiores, tais como o Ca” ¢ o Mg®* (Marschner,
1995). De um modo geral no solo as concentragdes de K' s3o baixas quando
comparadas com as concentragdes dos ides Ca”* e Mg®*. A medida que a concentragéo
aumenta, a relagfo entre a taxa de absor¢do e a concentragio externa de alguns catiGes,
assume segundo Marschner (1995) uma fungdio do tipo apresentado na figura 9. Em
condigdes de elevada concentragio de K' relativamente ao Ca®’, ainda que menos
frequentes do que a situagdo contraria, ¢ provavel que a absor¢do de calcio seja

afectada.

K* (P; NOs-N; SO,-S)

Taxa de absorgdo

Na* (Mg; Ca)

Concentragao externa

Fig.9 - Variagfo da taxa de absorgfio de varios catides com a concentragio externa (Marschner, 1995).
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Segundo Saure (2005), os resultados da quantificagdo do célcio nos frutos
apresentam grandes variagdes, ndo existindo uma boa correlagéo entre a quantidade de
calcio presente nas folhas e a quantidade presente nos frutos (Faust, 1989). As
determinagbes do calcio efectuadas em duas variedades de morango por Chéour ef al.,
(1991), mostraram que a comparacdo dos valores da concentragdo de célcio na matéria
seca apresentava, para folhas e frutos, tendéncias contririas. Na origem destes
resultados Saure (2005), identificou o calibre dos frutos como sendo um dos factores
que influencia os valores da concentragdo de calcio assim como o facto de ndo haver
uma metodologia padrio para a analise de frutos, que defina por exemplo se os frutos
sdo analisados com ou sem epiderme. Segundo Faust (1989), com o crescimento do
fruto a concentragfo de calcio vai diminuindo, apesar do valor absoluto deste catido se
manter constante, pelo que nos frutos maiores havera um efeito de dilui¢éio superior
relativamente aos frutos mais pequenos. De modo a minimisar as variagdes entre frutos
Saure (2005), defende a amostragem de menos frutos num niimero maior de arvores. De
igual modo, a forma como vém expressos os resultados € outro dos factores que
contribui para esta disparidade de resultados. O célcio dos frutos é expresso geralmente
em fungdo da matéria seca (Sanchez-Alonso e Lachica, 1987) ou da matéria fresca
(Gerasopoulos e Richardson, 1997b; Qiu ef al., 1995). Em ambos os casos o contetido
determinado vem expresso em fung@io de outras duas varidveis: o agucar € a agua
respectivamente. Estes factos poderdo estar na origem das observagdes feitas por
Gerasopoulos € Richardson (1997b) em péra onde se observa que os frutos imaturos
apresentaram concentragdes superiores de calcio em comparagdo com os frutos maduros
ou sobremaduros.

Na tentativa de aumentar a concentra¢do do calcio nos frutos tém-se recorrido
frequentemente a pulverizagdes periddicas efectuadas antes da colheita. No entanto Qiu
et al. (1995), verificaram em papaia, que apos 6 pulverizagdes a quantidade de célcio
nos frutos ndo aumentava significativamente. Também Zavalloni et al. (2000), apds 10
aplicagdes de uma solugéio comercial de CaCl, em macieiras, ndo obtiveram um
aumento significativo da concentrago do célcio nos frutos. De igual modo em macieira
¢ cerejeira, ndo se verificaram alteragdes na firmeza, SST, acidez e espessura da parede

celular, ap6s aplica¢des foliares de uma solug@o de hidréxido de calcio (Brown et al.,
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1995; Brown et al., 1996). Mais recentemente, Gerasopoulos € Drogoudi (2005),
conseguiram em kiwi, conjugando a poda em verde e as aplicagdes de célcio aos frutos
antes da colheita, aumentar a concentragéo de célcio. A aplicagdo aos frutos através da
utilizagio de pressdo (Ochei et al., 1993) ¢ da imersdo de frutos em solugdes contendo
célcio (Mason et al., 1975), tém mostrado alguma eficicia na obtencéo de frutos com
maiores teores em calcio. No entanto, e até ao momento, nenhuma destas técnicas é
utilizada como rotina em larga escala para a melhoria da qualidade dos frutos. Segundo
Ferguson ¢ Watkins (1989), em situa¢des de caréncia deste catido, os tratamentos aos
frutos podem minimisar os efeitos provocados por esta deficiéncia, mas ndo os

eliminario.

(c) Potassio

O potassio € um catifio univalente cujo tamanho do seu idio hidratado ¢ de
0,331nm e € caracterizado por uma grande mobilidade nas plantas (Quelhas dos Santos,
1996). Ao contrario do calcio, a concentragdio do potassio no apoplasto é em geral
baixa. Este é o catido mais abundante no citoplasma, e entre outras fun¢des, a sua
presencga estd associada & manutengfio do potencial osmoético das células, ao processo
de transporte através das membranas e a activagdo enzimatica (Marschner, 1995).

O transporte deste io entre diferentes células e dentro da célula, faz-se através
das vias de potassio e de transportadores especificos para este catido, podendo efectuar-
se a favor ou contra o potencial de membrana. Hedrich ¢ Kudla (2006) defendem a
existéncia nas plantas de canais de transporte para o potassio, que em condig¢les de
baixa disponibilidade deste catiio no solo sfo activados pela entrada de calcio nas
células. Estes autores especulam ainda sobre a existéncia de vias de transporte
especificas para o calcio envolvidas no despoletar deste mecanismo.

O potassio nfo é metabolizado pelas plantas ao contrario do que se verifica para
0 azoto que intervém na composi¢do de substincias vitais. No entanto nas plantas que
apresentam deficiéncia de potassio, surgem frequentemente alteragdes no metabolismo
dos hidratos de carbono. A influéncia deste catidio na fotossintese faz-se sentir a varios

niveis. Reddy e Zhao (2005), observaram na planta do algodio cultivada com niveis de
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-potassio insuficientes, uma redugdo na produgdio de biomassa resultante de um
decréscimo na fotossintese ¢ na area folear. Estes autores verificaram ainda que a
sensibilidade destas plantas a deficiéncia de potassio era tanto maior quanto maior era a
sua taxa fotossintética. A constatacio de que a caréncia de potéssio induzia alteragdes
na fotossintese foi feita por Basile ef al. (2003), que observaram em amendoeira que as
arvores com caréncia de potassio apresentavam uma menor area folear e uma queda
prematura das folhas. De igual modo Peuke ef al. (2002), observaram que a deficiéncia
deste catido induziu menores taxas fotossintéticas em ricino. A redugfo na quantidade
de luz interceptada associada ao facto da respiracdio as escuras aumentar, levam a que a
quantidade de fotoassimilados seja menor em plantas com caréncia de potéssio. O
aumento do calibre dos frutos (Ruiz, 2006), do contetido em SST e agucares totais
(Hudina, 2002; Lester, 2005) e da firmeza (Wojcik, 2005) sdo algumas das respostas
das plantas a aplicagdo de adubos potassicos. Ainda que o potassio tenha um efeito
benéfico na qualidade dos frutos, e o seu excesso ndo tenha os inconvenientes
associados ao excesso de azoto, é necessario assegurar, tal como refere (Quelhas dos
- Santos, 1996) que ndo existam fendémenos de antagonismo idénico que possam, em
situagdes de excesso de potassio, reduzir a absor¢do de outros catides, tais como o

célcio e o magnésio.

Selec¢do do porta-enxerto

A utilizagdo da enxertia em fruticultura ¢ actualmente uma técnica corrente que
possibilita, de um modo geral, uma melhor adaptag@io edafo-climatica da espécie em
causa. Um dos efeitos mais visiveis da utiliza¢do de porta-enxertos € o controlo do vigor
das arvores para além dos efeitos na precocidade, na capacidade para retirar os
nutrientes do solo e na dorméncia (Rom, 1987). Beckman et al. (1992), referem
também a entrada em flora¢do ¢ o periodo de maturacdo como sendo afectados pelo
porta-enxerto.

O vigor das arvores é uma caracteristica que se manifesta com a taxa de
crescimento, pelo que arvores mais vigorosas crescem mais depressa que arvores menos

vigorosas. O vigor expressa-se de um modo geral com base na circunferéncia do tronco
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avaliada a uma altura constante acima do ponto de enxertia (Boyhan et al., 1995; Giorgi
et al., 2005; Mourao Filho et al., 2007; Perez-Perez et al., 2005). Ainda que o vigor
seja uma caracteristica genética da variedade, este pode ser controlado através de
algumas técnicas culturais entre as quais a utiliza¢8io de porta-enxertos menos vigorosos
(Faust, 1989).

Actualmente a variedade de porta-enxertos no mercado € grande. S0 varios os
problemas que os produtores querem ver, sendo resolvidos, pelo menos minimizados
quando optam por determinada espécie de porta-enxertos. Entre os varios aspectos da
cultura que podem ser controlados pela utilizagdo do porta-enxerto estdo: a adaptagdo ao
tipo de solo ¢ disponibilidade de agua, resisténcia a agentes patogénicos e a resisténcia
ao frio (Okei, 1987).

Os porta-enxertos mais divulgados na Europa para a cultura da ameixeira
pertencem a espécie Prunus cerasifera e ao hibrido Prunus cerasifera X Prunus
munsoniana conhecido por ‘Marianna’. Tradicionalmente, em Portugal, utilizaram-se na
cultura da ameixeira, porta-enxertos vigorosos tais como o ‘Marianna’, o ‘GF8-1°
‘Mirabolano’ (Prunus cerasifera) e alguns S. Julido’ (Prunus insititia). Actualmente, e
de acordo com uma tendéncia geral presente por toda a Europa, € frequente recorrer-se a
utilizagdio de porta-enxertos que induzem um menor vigor. A produgdo em fruticultura
intensiva que previligia o porte ananicante das arvores ¢ uma rapida entrada em
produgdo atinge a sua expressdo maxima, com as pomoideas, em paises do Norte da
Europa. Em Portugal, e particularmente nas ameixeiras, este sistema tem algumas
dificuldades em se impor quer pela menor fertilidade dos solos, comparativamente aos
paises do Norte, quer pelas caracteristicas das espécies deste grupo de fruteiras. A
utilizagdo de porta enxertos ananicantes em espécies cuja producio dependa muito da
renovag¢do anual da madeira, como as ameixeiras, compromete a curto ou médio prazo a
propria sobrevivéncia da arvore. Razio pela qual Barroso (1997) observou uma
insuficiente renova¢do da madeira em ameixeiras enxertadas em ‘Pixy’, tornando-se
evidente ao fim de sete anos a presenga de um reduzido niimero de espordes nestas
arvores. Segundo este autor, o vigor induzido pelo porta-enxerto ‘Pixy’, cerca de 50%
do vigor da espécie, é insuficiente para uma boa frutificagdo e renovagdo da madeira.

Actualmente em Portugal é frequente optar-se por porta-enxertos que induzem um vigor
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médio, em alternativa aos porta-enxertos mais vigorosos. Considera-se um vigor médio
quando o porta-enxerto induz cerca de 60-70% do vigor da espécie e estdio incluidos
neste grupo: Marianna 2624, Isthara, S.Julido 655-2, ¢ GF10-2, embora este ultimo ndo
seja um porta-enxerto divulgado em Portugal.

A influéncia do porta-enxerto na qualidade dos frutos tem sido referida por
varios autores (Forner-Giner et al., 2003; Giorgi et al., 2005; Perez-Perez et al., 2005;
Sharma et al., 2006; Sharma e Saxena, 2004). Os factores que condicionam o
desenvolvimento das plantas enxertadas permanecem pouco esclarecidos. Segundo
(Giorgi et al., 2005) é o balango hormonal o principal mecanismo que condiciona o
desenvolvimento do conjunto raiz/parte aérea presente nas plantas enxertadas. O
controlo especifico exercido pelas raizes ao nivel do desenvolvimento da planta faz-se
sentir também nas relacdes ‘source’/’sink’ existentes na parte aérea. E frequente
associar-se a porta-enxertos menos vigorosos uma maior capacidade para enviar
nutrientes para os frutos, na medida em que a competi¢iio exercida pela parte aérea €
menor nestes casos. Da mesma forma, uma maior abertura da copa favorege a entrada
de luz e consequentemente o aumento da taxa fotossintética (Faust, 1989). No entanto
para Giorgi et al. (2005), as taxas de crescimento observadas em pessegueiro associadas
aos porta-enxertos mais vigorosos, tais como o GF677, estdo relacionadas com
concentragdes superiores de algumas citoquininas presentes nos gomos foliares. Os
mesmos autores defendem ainda, existir uma relagfio directa entre o vigor vegetativo
das arvores e a actividade anti-oxidante presente nos frutos.

Em péssego Tsipouridis € Thomidis (2005), verificaram que para além da
qualidade dos frutos, também a absor¢do de nutrientes ¢ condicionada pelo porta-
enxerto. Isto €, porta-enxertos mais vigorosos apresentaram concentragdes de célcio
foliares superiores aos porta-enxertos de menor vigor. Também Boyhan et al. (1995),
verificaram, em ameixeiras enxertadas em ‘Pixy’, menores concentragdes foliares de
calcio e magnésio, quando comparadas com arvores enxertdas em porta-enxertos mais
vigorosos. Pelo contrério, a concentragdo de potassio pareceu néo ter sido afectada pelo
vigor do porta-enxerto. Os mesmos autores correlacionam ainda a menor longevidade
das arvores com os niveis baixos de célcio foliar presente nas arvores enxertadas em

‘Pixy’. Também (Barroso, 1997) observou em ‘Rainha Claudia Verde’ de acordo com
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o vigor do porta-enxerto, diferengas significativas nos valores de Ca, K, P, Mg ¢ B
obtidos a partir de analises foliares. No entanto este autor verificou, entre porta-enxertos
de médio vigor, GF8-1 ¢ GF10-2, existir uma correlagdo negativa entre o vigor dos
porta-enxertos ¢ a concentragdo de calcio foliar, nfo se mantendo esta tendéncia nos
porta-enxertos ananicantes, Citation e Pixy. Este ultimo porta-enxerto apresentou, tal
como Boyhan et al. (1995), observaram, valores de calcio foliar inferiores
comparativamente  aos valores induzidos por porta-enxertos de maior vigor.
Aparentemente o0s porta-enxertos ananicantes apresentam ao nivel radical, uma
resisténcia superior a entrada de dgua o que se reflectira na planta num potencial de
dgua inferior (Olien e Lako, 1984). Esta situagdo é provavel afectar tanto a entrada
como o transporte de calcio na planta, sendo agravada com o porta-enxerto ‘Pixy’ na
medida que este, segundo Okei (1987), e contrariamente ao °Citation’, apresenta
simultaneamente um fraco desenvolvimento radical.

Também a produgfo pode ser afectada pelo vigor do porta-enxerto. Giorgi et al.,
(2005), observaram em pessegueiro e com diferengas significativas, menores produgdes
associadas ao porta-enxerto ‘Citation’, da mesma forma que as produ¢des maximas
foram obtidas para os porta-enxertos mais vigorosos. Barroso (1997), verificou em
ameixeira Prunus domestica existir uma relacdio negativa entre o vigor ¢ a produgio
acumulada. Estes resultados estdo de acordo com os trabalhos de Layne (1994), que
para além da influéncia na produgdo, observou uma redugio no tamanho dos frutos
associada a utilizagdo de porta-enxertos ananicantes. A influéncia destes porta-enxertos
na dimens&o da arvore e no volume da colheita condiciona negativamente o calibre dos
frutos. No entanto o efeito do vigor no calibre, para os porta-enxertos que induzem um
vigor médio, ndo apresenta o mesmo tipo de tendéncia verificada para os porta-enxertos
ananicantes. Alguns trabalhos efectuados em pessegueiro mostraram haver um
acréscimo significativo no calibre com a utilizagdo de porta-enxertos de médio vigor

relativamente aos de vigor superior (Giorgi et al., 2005; Layne, 1994).
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2.1 - Colheita e anilise do etileno produzido — desenvolvimento de um método para a
ameixa ‘Rainha Claudia Verde’

2.1.1 - Enquadramento do ensaio

A maioria das espécies de ameixa sdo incluidas na bibliografia, no grupo dos
frutos climatéricos. Neste grupo encontram-se muitas espécies de ameixeiras Japonesas e
algumas Europeias. As referéncias relativamente a produgio de etileno feitas a variedade
‘Rainha Cldudia Verde’ sdo escassas, e dizem respeito as variedades francesas
denominadas ‘Reine Claude’ que apesar da semelhanga do nome, constituem um grupo
diferente e heterogéneo.

A necessidade de perceber nesta variedade, a existéncia ou nio de um maximo na
produ¢do de etileno e de localiza-lo relativamente a colheita comercial, levou a que se

desenvolvesse um método para a colheita deste gas.

Avaliagdo da produgao de etileno dos frutos

Para a avaliagdo da producdo de etileno pelos frutos recorreu-se a um sistema
aberto, no qual os frutos eram colocados em contentores de volumes conhecidos com
ventilagdo controlada. A amostra foi recolhida do espago de cabega através de um septo de
silicone existente em cada um dos contentores (fig.10). Para a ventilagio recorreu-se a
utilizagdo de uma bomba de ar em que o fluxo por contentor era de 14ml/s. A ventilag¢o
for¢ada leva a grandes perdas de agua por evaporagdo dos frutos, pelo que o ar foi

previamente humidificado antes de entrar nos contentores.

Fig.10 - Contentores ventilados com frutos
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A andlise do etileno produzido foi efectuada por cromatografia gasosa, as amostras
foram recolhidas do espago de cabega sendo injectado 1 ml num cromatégrafo HP serie
5710A equipado com detector FID a 150°C com uma coluna de enchimento PORAPAK
N (80/100 mesh). O gés de arraste utilizado foi azoto (25ml/min) e a temperatura do forno
foi 50° C (Song and Bangerth, 1996). A quantificagdo deste gés foi efectuada recorrendo
a padrdes externos. As rectas de calibragdo foram tragadas com 6 concentragdes entre 0s
0,005 e 0,4 ul de etileno, tendo-se sempre obtido um R*>>0,990. Estes padrdes foram
injectados nas mesmas condigdes da amostra, tragando posteriormente as rectas de

calibragdo.
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2.1.2 - ARTIGO

Ethylene production and respiration rate in 'Green Gage' plums (Prunus

domestica L..)
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ETHYLENE PRODUCTION AND RESPIRATION RATE IN 'GREEN
GAGE' PLUMS (PRUNUS DOMESTICA L.)

A.E. RATO )
Departamento de Fitotecnia, Universidade de Evora, Apartado 94, 7002-554 Evora,
Portugal.

Introduction

'Rainha Claudia Verde' is a regional cultivar within the 'Green Gage' plums group.
Traditionally 'Rainha Claudia Verde' plums are collected for fresh market with 17% of solu-
ble solids content (SSC) and when the endocarp detaches easily from the mesocarp. The
fruits are usually consumed within three weeks after harvest. During storage the fruits sof-
ten and shrivel very quickly which limits the time available for marketing. Harvesting plums
at a premature stage may improve fruit quality [3). On the other hand, less mature fruits
generally do not develop typical taste characteristics [4].

Ethylene and CO, production are closely associated with fruit ripening (2, 5] while
acidity, SSC and fruit firmness have a strong impact on sensory quality. The present study
was carried out to investigate the postharvest behaviour of 'Rainha Claudia Verde' plums
obtained at various stages of harvest maturity.

1. Material and methods

The fruits were harvested at three ripening stages: 1 - pre-commercial harvesting date; 11 -
commercial harvesting date; III- post-commercial harvesting date. After harvest, the fruits
were kept at room temperature ( 20°C) during 4 weeks, at maximum. During storage at room
temperature the ethylene and CO, production were determined daily and titratable acidity,
soluble solids content and firmness were determined weekly. For respiration and ethylene
production measurements, 10 fruits were placed in a 724ml glass container and conti-
nuously ventilated with 14mUs of air humidified to 100% RH. Gas samples of 1ml were
taken from the glass container and injected into a Gas Chromatograph, equipped with a
flame ionisation detector and a 6 ft length stainless steel column packed with Porapak N
(80-100 mesh) and held a  50°C. The carrier gas was Nitrogen and the column flow was
25ml/min.

The SSC were measured by refractometry using a digital Refractometer. Fruit firm-
ness was measured with a Texture Analyser using a 3mm-diameter rod with a compression
load cell of 25 Kg and the test speed was 1mmy/s. The test was performed in the entire fruit.
Maximum Penetration Force (MPF) and the Depth to the Maximum Penetration Force
(DMPF) were measured and the MPF/DMPF was calculated.

2. Results and discussion

A large decrease in firmness (100% to 36%) was observed during the first week after har-
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9. Applied Aspects

vest, in plums collected in ripening stages I and II, as has been found in other prunes [1]. As
other authors observed for plums [3] and apples [4], fruits collected in pre-commercial har-
vesting date (I) exhibited a lower and later climacteric rise (Fig.1). Fruits collected in the
post-commercial harvesting stage (III) exhibited the climacteric rise during the main loss in
flesh firmness. As harvest approached commercial harvesting date the climacteric rise occu-
rred 7 days after the main loss in flesh firmness.

Ethylene production (uig/h)

° - Ea are - e
1234606789101 1RBUIBBITWISNN223M25282728200
Days after hwveet

Fig.1 - Ethylene production rate of 'Rainha Claudia Verde' plums

from six different harvest dates

Measurements of CO,
evolution from 'Rainha
Claudia Verde' plums showed
a respiration pattern of the cli-
macteric type as described
earlier for 'Victoria' plums
(Prunus domestica L.) [2].
The amount of CO, increased
from approximately 0,03-
0,05mlCO,/g/h to a maximum
of 0,09-0,10mICO,/g/h except
for the first harvesting date
(Fig.2). Fruits collected with

13,6% and 12,8% of SSC (ripening stage I), remained firmer during a longer period but with
a lower quality (measured as titratable acidity, data not shown). The fruits collected during
commercial harvest exhibited a considerable storage potential with a good ripening quality.

Fig.2 - Respiration rate of 'Rainha Claudia Verde'
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2.2 -Efeito do solo e porta-enxerto na composicio mineral dos frutos da ameixa
‘Rainha Claudia Verde’ (Prunus domestica L.)

2.2.1 - Enquadramento do ensaio

Este ensaio integra-se num estudo mais abrangente de 8 porta-enxertos € 6
clones de ‘Rainha Claudia Verde’ instalado em 1990 pela Universidade de Evora em
colaboragio com o INRA-Bordeaux, com o objectivo de seleccionar aqueles que melhor
se adaptavam as nossas condigdes edafo-climaticas do Alto Alentejo.

Estando em causa perceber a origem das diferencas observadas entre frutos
relativamente a perda acentuada da consisténcia dos tecidos da polpa, e sendo o célcio
um elemento cuja presenga é frequentemente associada a um aumento da resisténcia das
paredes celulares, decidiu-se avaliar os niveis de calcio nos frutos e a sua influéncia na
textura dos frutos.

Com a indicagfio prévia de que os niveis de célcio foliar, existente na matéria
seca, apresentavam valores significativamente superiores em arvores enxertadas em
‘Mariana GF-10.2° quando comparados com arvores enxertadas em ‘Mariana GF-8.1°,
efectuou-se a avaliagdo do efeito do porta-enxerto na capacidade de conservacdo dos
frutos. De igual modo a informagio existente ao nivel do conhecimento empirico que
associa aos frutos produzidos em determinadas manchas de solo uma menor qualidade,
fez-nos também incluir a regifio como factor a ser estudado.

Assim para este ensaio, seleccionaram-se dois pomares em duas regides
diferentes, um no concelho de Vila Vigosa ( designado por pomar de Vila Vigosa) o
outro no concelho de Sousel (designado por pomar do Cano), dos quais havia a
informacfo prévia de que os frutos apresentavam um comportamento distinto quer
durante a cozedura quer durante a conservagdo. Seleccionaram-se também, em cada um
dos pomares, dois porta-enxertos (‘Mariana GF-10.2°; ‘Mariana GF-8.1°) com trés
repeticdes cada.

Inicialmente efectuou-se uma caracterizagdio prévia dos pomares e dos dois
porta-enxertos relativamente a composig¢éo quimica dos frutos. Para isso quantificaram-
se alguns dos nutrientes presentes no solo e nos frutos e posteriormente avaliou-se o

comportamento durante a conservacdo dos frutos com diferentes origens.
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A metodologia descrita neste ponto refere-se apenas aquela que ndo foi

suficientemente promenorizada no artigo.
Andlise de Catides (P, Mg, Ca, K)

Neste material, por ter um elevado conteudo em agucar, ¢ impossivel determinar
a matéria seca através do procedimento normal de secagem a 100°C até peso constante,
pelo que se utilizou a liofilizagdo como processo para a determinagio da matéria seca.

Desta forma e apdés a colheita, os frutos foram descarogados, cortados em
pequenos pedagos, congelados e posteriormente liofilizados. Efectuou-se uma moagem
grosseira da amostra. Desta amostra pesou-se 1 g a qual se adicionaram 12 ml de HNO;
(69%). A digestdo acida foi efectuada durante 1h no banho seco a 80°C, e apds este
periodo toda a amostra se apresentava totalmente translicida. Deixa-se arrefecer um
pouco e adicionam-se 10 ml de HCI a 0,5N e levam-se novamente as amostras a 80°C
durante 15 min. Transfere-se o conteudo para um baldio volumétrico de 50 ml e
completa-se o volume com H,O desmineralizada. Posteriormente filtra-se o contetido
para um frasco de polietileno de alta densidade. No filtrado foram quantificados os

catides por ICP (Inductively Coupled Plasma).

Determinagdo do Azoto total

O teor de azoto das amostras foi doseado pelo método de Kjeldahl (NP EN ISO
5983-1:2007). Este método fundamenta-se na digestdo a quente do azoto orgénico por
meio do 4cido sulfurico concentrado € em presenga de um catalisador. Inicialmente a
amostra € digerida a quente em meio acido na presenga do catalisador. Na segunda fase
ocorre a libertacdo de amoniaco do sulfato de amonio por adicdo de uma base. O
amoniaco € posteriormente recolhido numa solugéio de acido bérico diluida. Na fase
final o amoniaco € doseado através de uma titulagdo com HCl a 0,1N e em presenga de
uma solug¢do indicadora de pH.

Esta determinacfo efectuou-se no mesmo tipo de material que foi utilizado para

os restantes catides. Assim apds a liofilizagdo da amostra colocaram-se 5g em 10 ml de
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H2SO04 conc. e o catalisador. A digestdo decorre durante 30 min a 400°C, e apds
terminar, os tubos arrefecem fora do leco de aquecimento, adicionam-se 70 ml de H20

destilada e efectua-se a destilagéio seguindo-se a titulagéo.
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2.2.2 - ARTIGO

Soil and rootstock influence on fruit quality of plums (Prunus domestica.L)
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Soil and rootstock can particularly affect the ‘Rainha Claudia Verde' (Prunus domestica) fruit quality,
mainly its firmness characteristics. To investigate the variation in fruit quality, plums were harvested at
commercial maturity from trees grafted on Marianna GF8-1 (Prunus cerasifera x munsoniana) and
Marianna GF10-2 (P. cerasifera x munsoniana) rootstocks on two different soils: Haplic Luvisol and
Vertic Luvisol. After harvest fruits were stored at 2 °C for 3 weeks. At the harvest day a small group of

m::rds: fruits were analysed without cold storage. During storage fruits were tested for firmness, soluble solids

Rootstock vigour content, titratable acidity and fruit mineral content. Tree vigour was evaluated from trunk cross-

Soil fertility sectional areas values.

Calcium The GF8-1 rootstock promoted the highest vegetative development, comparing to GF10-2. This

Firmness rootstock promoted the largest fruits size and the higher calcium fruit level. Positive correlations were
found between higher concentrations of calcium in the pulp fruits and firmness. Fruits from two different
rootstocks showed the same firmness at harvest but during cold storage, fruits from GF10-2 rootstock
exhibited the highest firmness pulp values. There weren't significant differences in fruit nitrogen and
potassium levels for any studied factor.

At harvest solids soluble content and solids soluble content/titratable acidity ratio weren't affected by
soil type or rootstock. As expected, solids soluble content during cold storage increased and solids soluble
content/titratable acidity had a slight increase.

GF10-2 revealed to be a good option as a ‘Rainha Claudia Verde' rootstock for plums growers due to its
intermediate-vigour. Also GF10-2 fruits presented better quality during storage comparing with GF8-1.

© 2008 Elsevier B.V. All rights reserved.
1. Introduction root suckers (Barroso, 1997). One of the plums rootstocks, that

‘Rainha Claudia Verde' is a traditional variety of ‘Prunus
domestica L. much appreciated in Portugal either as a fresh fruit
or as a sweet candy. In the past 15 years the production area for this
plum in South of Portugal increased. ‘Rainha Claudia Verde' is
grown for local consumption and for export markets as United
Kingdom and Spain. Among other Prunus, this plum variety has a
short postharvest life.

The accurate evaluation of rootstocks responses to different
growth conditions and the identification of the best scions/
rootstocks combinations are of major importance to obtain high
quality crops.

Several different rootstocks are available for plums. Portuguese
plum growers use mainly Marianna GF8-1 (Prunus cerasifer-
a x munsoniana). This rootstock appears to be well adapted, but
exhibits an excess of vigour on fertile soils and a high presence of

* Corresponding author. Tel.: +351 266760800; fax: +351 266760828.
E-mail address: aerato@uevora.pt (A.E. Rato).

0304-4238/$ - see front matter © 2008 Elsevier B.V. All rights reserved.
doi:10.1016/).scienta.2008.06.013

have less vigour than GF8-1, is GF10-2 (P. cerasifera x munsoniana)
which could be a good option to regional plums growers.

Rootstocks can have profound effects on scions such as
controlling tree size, time of flowering (Beckman et al., 1992;
Layne, 1994) and nutritional composition of the plant (Boyhan
et al., 1995). Also rootstock/scion interaction plays an important
role in fruit quality (Hofman et al., 2002).

Fruit mineral concentrations have been related to fruit ripening,
yield and quality in a number of species (Giorgi et al., 2005;
Hofman et al., 2002; Smith and Clark, 1989). It has been shown that
dwarf rootstocks are generally more able to send nutrients to the
fruit because there is less competition from vegetative parts (Faust,
1989). Nevertheless Boyhan et al. (1995) found lower calcium
levels in leaves of plum trees grafted on ‘Pixy’, a dwarf rootstock,
than those from the vigorous ones.

Particularly, calcium is one of the most important nutrients
implicated in fruit ripening because of its role in cell wall strength
and membrane function (Poovaiah et al., 1988). Improving fruit
calcium concentrations is often difficult to achieve. Attempts to
increase calcium fruit levels have not always been successful.
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There are some reports of contradictory results (Glenn and
Poovaiah, 1990; Joyce et al., 2001; Kadir, 2004; Roy et al., 1999).

To a large extent, transpiration controls upward translocation
rate of Ca®*, so accumulation in low transpiring organs such as fruit
is often unpredictable (Marschner, 1995), nevertheless attempts to
increase fruit calcium levels are more successful during fruit
growth than after harvest (Hofman et al., 2002).

Magnesium, nitrogen, potassium and phosphorous can influence
fruit quality and yield. The effect of nitrogen fertilizer applications
latein the season is well known (Faust, 1989). Potassium is one of the
major nutrients that need to be supplied inrelatively large quantities
to fruit crop plants, it is the most abundant cation in the cytoplasm
and it makes a major contribution to the osmotic potential of cells.
There is a clear relationship between potassium accumulation in the
plant tissues, including fruits, and their carbohydrate content
(Marschner, 1995). Boyhan et al. (1995) found a correlation between
low potassium concentrations in leaves and poor tree survival. Also
phosphorus level in apples has been positively correlated with fruit
firmness (Faust, 1989).

Understanding plant nutrient content effects on the tree is a
complex matter as one nutrient can influence the concentration of
another. After a massive application of potassium and calcium
fertilizers, K* and Ca®* cations compete, quite effectively, with
Mg?* and strongly depress its uptake rate, which can induce
magnesium deficiency (Marschner, 1995).

It is important that regional plum growers acquire additional
information about attributes and limitations of specific rootstocks
and the effects of the two major soil types on the fruit mineral
composition. The aim of the present study was to compare the
effects induced by two different plum rootstocks (GF8-1 and GF10-
2) and two different soils (Haplic Luvisol and Vertic Luvisol) on
growth, fruit yield, mineral composition and fruit quality of plums.

2. Materials and methods
2.1. Plant growth conditions

This research was carried out in two experimental orchards
located in South region of Portugal in two different soils. According
toFAO one soil is a Haplic Luvisol and the other soil is a Vertic Luvisol,
respectively. Both orchards have a drip irrigation system. ‘Rainha
Claudia Verde', is grafted in two different rootstocks Mariana GF8-1
and Mariana GF10-2, with three replications in each soil type.

Tree vigour was measured 20 cm above the grafting point and is
expressed by trunk cross-sectional area (TCSA) (Layne, 1994).

2.2. Fruit chemical analysis

Fruits were harvested during 2002 and 2003. Harvest maturity
was based on chemical and physical fruit attributes: at 17% of SSC
(solids soluble content) and when the mesocarp detached easily
from endocarp. Fruit samples were harvested from each single-tree
repetition, around the tree, from the middle branch portion and
transported to the laboratory at a constant temperature,

In the laboratory fruits were selected without defects,
weighted, de-seeded and cut in small pieces. Pell and pulp were

used for chemical analysis. SSC was measured twice, in a 10 fruits
sample per tree, using a digital refractometer ATAGO (PR-101) at
20 C,and expressed as Brix. TA (titratable acidity) was determined
in a Compact Titrator CRISON by potenciometric titration with
0.1N NaOH up to 8.2 using 6 g of peel and pulp filtrate, in 50 ml of
distilled H,0. The results were expressed as gram of malic acid per
100 g of fresh weight as suggested in NP-1421 (CT 31, 1977).

Sixty fruits were harvested (20 fruits per tree), and two
replicates were prepared for each sample to mineral extraction and
analysis. Fruits were de-seeded and freeze dried, P, K, Ca and Mg
content were estimated by inductively coupled plasma (ICP)-
optical emission spectroscopy (OES) in a Jobin Yvon JY-70. Prior to
ICP analysis, fruit tissue samples were acid extracted. Total N was
analysed by a modified Kjeldahl method with a selenium catalyst
(Baker and Thompson, 1992). Samples were prepared in two
replicates.

2.3. Firmness characterization

At harvest day a 10 fruits sample per tree was tested in the
laboratory and other fruits were stored during 3 weeks at 2 C and
98% RH being tested every week. Firmness was evaluated in all
fruit groups using a texturometer TAHDi Texture Analyser (Stable
Microsystems) fitted with a cylindrical probe of 3 mm of diameter.
In the penetration test, the probe was forced into fruit pulp at a
constant speed of 1 mm s™" until 7mm depth. The fruit firmness
was evaluated after eliminating a thin layer of the epicarp.

2.4. Soil analysis

Soil samples were taken using a soil probe to a depth of 50 cm
randomly in each orchard. These soil cores were mixed to make a
composite sample.

Soil analyses were preformed in Soil Laboratory in Evora
University. Total nitrogen was determined in a ‘Gerhardt’ digestor.
Potassium determination was done by flame photometry the
detector used was a PFP manufactured by Jenway Ltd. and Ca and
Mg were measured by atomic absorption spectrophotometry in a
PerkinElmer 2380 spectrophotometer.

2.5. Statistical analysis

Data were analysed according to a factorial design, years, soil
and rootstocks were considered factors, with two levels each (soil:
Haplic Luvisol and Vertic Luvisol; rootstock: GF8-1 and GF10-2).
Analyses of variance were performed with a significance level of
95%, followed by a Tuckey test using the Statistica 6.0 software
(StatSoft Inc.).

3. Results
3.1. Tree growth and soil analysis
Vertic luvisol has a higher fertility level compared to Haplic

Luvisol soil (Table 1). Both factors soil and rootstock caused a
significant difference in TCSA. Vertic Luvisol soil caused a significant

Table 1

Soil fertility in different orchards after planting

Soil Depth (cm) NO;™~ (ppm) P,05 (ppm) K;0 (ppm) Ca** (mequiv./100 g) Mg?* (mequiv./100 g) pH H,0

Vertic Luvisol 0-20 7.50 12.00 700.00 15.19 1.46 7.94
20-50 4.00 6.00 356.00 1313 130 177

Haplic Luvisol 0-20 7.50 72.00 114.00 8.72 1.46 747
20-50 2,00 24.00 74.00 747 1.98 7.61
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Fig. 1. Effect of soil and rootstock on trunk cross-sectional area increase after 12
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Fig. 2. Means and confidence intervals of calcium pulp levels in 2002 and 2003.
Means with same letters are not significantly different at p < 0.05.

increase in TCSA(p = 0.03) and GF10-2 rootstock caused a significant
(p=0.005) reduction in TCSA (Fig. 1).

3.2. Fruit yield

The total accumulated yield was registered from 1991 to 2003
and the rootstock influence was not significant. Trees on GF10-2
and GF8-1 showed an accumulated yield of 128 kgftree and
134 kg/tree, respectively.

3.3. Fruit mineral content

Ca and Mg fruit pulp level were significantly lower in 2002
compared to 2003 (p = 0.0002), and, between rootstocks, fruits from
GF10-2 had a significant (p = 0.0003) higher Ca fruit level and this
was observed with significantly differences in both years (Fig. 2). The

Table 2
Soil and rootstock effect on fruit pulp mineral content of ‘Rainha Claudia verde'
plums

Year  Soil type Rootstock  Mineral concentration (% in dry matter)
P K Mg N

2002  Haplic Luvisol  GF8-1 0120 1L117* 0045 0659
GF10-2 0.144'  1216° 0048 0834

Vertic Luvisol  GF8-1 0081°  1.183°  0042° 0755
GF10-2 0.098"  1.113*  0042° 0,685

2003  Haplic Luvisol  GF8-1 0098  1.168°  0056° 0549°
GF10-2 0116*  1.132* 0051  0670°

Vertic Luvisol ~ GF8-1 0079"  1.245°  0050°  0.766
GF10-2 0.093° 1284" 0055° 0756

Means separation of soils and rootstocks within columns according Tuckey's
multiple range test (p < 0.05).

results for N and K nutrients in the fruit pulp did not show any
significant differences for any studied factor, but in Vertic Luvisol
soil fruits presented in general a higher value for both N and K. Also
between soils, fruits from the Haplic Luvisol soil showed a significant
(p = 0.006) higher P level in the pulp (Table 2). None of the trees in
both orchards showed any deficiency symptoms.

3.4. Fruit quality

3.4.1. Firmness

At harvest fruit firmness was significantly (p = 0.0001) higher in
2003 than 2002, as well as on fruits from Vertic Luvisol soil
(p=0.003) (Table 3). Comparing rootstocks, fruits from GF10-2
exhibited a significant (p = 0.01) higher firmness. Also during cold
storage, fruits from this rootstock remained generally firmer than
fruits from GF8-1 (Fig. 3) but this was not statistically significant.
As expected, firmness decreased in all storage periods but fruits
collected in 2003 remained highly significantly firmer for a longer
period.

3.4.2. Fruit weight

Fruit weight did not show any significant differences with
regards to the variable year, therefore the weight analysis was
conducted on data combined for the 2 years. Fruits from GF10-2
trees were significantly (p = 0.0002) heavier than fruits from GF8-1
and between orchards fruits from Vertic Luvisol soil presented a
significant decreased in fruit weight (p = 0.0001) (Table 4).

3.4.3. SSC and SSC/TA

At harvest, fruits from different grafted trees did not differ
significantly in their SSC and SSC/TA ratio which means that fruits,
at harvest, have the same maturity and maintained similar fruit
quality (Table 3).

As expect in both years, SSC increased during cold storage
period and SSC/TA ratio had a slight increase during the same
period (data not shown).

Table 3
The effect of soil, rootstocks and year on qualitative attributes of the ‘Rainha Claudia Verde' plums and firmness at harvest

Vertic Luvisol soil Haplic Luvisol soil

GF8-1 GF10-2 GF8-1 GF10-2

2002 2003 2002 2003 2002 2003 2002 2003
Firmness (N) 55+036 78+034 46+043 78+024 53+024 6.9 +036 52+027 65+0.17
SSC (°Brix) 185+0.1 155+0.10 195 +0.05 156+025  203+005 173+ 053 195 +0.05 174+035
SSC/TA (mequiv. NaOH/100 g of pulp) 1833 £006 1429+010 21.09+047 1449:08 19834005 17384047 193540038 1792+0.76

Values registered at harvest in fruits without cold storage are means + SE.
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Table 4
Average fruit weight from different soils and rootstocks considering both years

Soil Rootstock Fruit weight (g)

Haplic Luvisol soil GF8-1 2891 +0.75
GF10-2 30.85 + 0.51

Vertic Luvisol soil GF8-1 26.24 + 0.54
GF10-2 28.56 + 0.51

Mean + S.E. Values registered at harvest in fruits without cold storage.
4, Discussion and conclusion

Rootstocks can dramatically influence the orchard performance
affecting fruit minerals concentrations. In previous studies, GF10-2
rootstock induced an intermediate vigour (Barroso, 1997). In the
present study GF10-2 rootstock confirmed its intermediate-vigour
characteristics producing a lower tree cumulative growth compar-
ing with GF8-1 rootstock. According to Robinson (2006) there is a
positive correlation between rootstock vigour and trunk cross-
sectional area. Research into Prunus rootstock effect on fruiting,
indicates that cumulative yields were highest on the more vigorous
rootstocks (Layne, 1994). Also Barroso (1997) found a positive
correlation between tree vigour and cumulative yield in these
rootstocks of P. domestica L.

In this study between rootstocks, fruits from trees grafted on
GF10-2 rootstock were significantly bigger. Also cumulative yield
did not show significant differences between two rootstocks. Tree
yield has also been related to fruit weight. Fruit weight is a function
of crop load, tree vigour and growing conditions before harvest.
Layne (1994) found that peach fruit weight was significantly
influenced by rootstocks vigour; largest fruits were found on
intermediate-vigour rootstocks comparing with vigorous ones.

Between soils, fruits were bigger in the Haplic Luvisol soil,
which was confirmed in average fruit weight, and consequently it
was observed a decrease in fruit firmness. Fruit size is negatively
correlated to firmness, due to a greater percentage of cell wall
material in small fruits (Sams, 1999).

Fruit flesh calcium concentration was significantly higher in
fruits from trees grafted on GF10-2 however no differences were
found between soils. This was also supported by Witney et al.
(1990) who found that ‘Hass’ and ‘Fuerte’ avocado fruits from less
vigorous trees had higher flesh calcium concentrations than those
from more vigorous trees. The dilution of calcium is minimised in
less vigorous trees, which explains the relationship between
tree vegetative growth and calcium fruit level. Also Hofman et al.
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(2002) found a negative correlation between fruit size and
calcium fruit level in avocado. As regards calcium fruit content
and rootstock selection these results may indicate that GF10-2
fruit size contributed to reduce the differences on calcium fruit
level between the two rootstocks. Generally Alentejo is a region of
poor soil fertility and GF8-1 is the most commonly diffused plum
rootstock because it induces good plant vigour. It was confirmed
that fruits from trees grafted on Marianna GF8-1 had lower
calcium fruit content than fruits from trees grafted on Marianna
GF10-2. It was expected that Vertic Luvisol soil, with a higher
calcium level would induced a higher calcium fruit level than
Haplic Luvisol soil. Nevertheless there was a strong and positive
correlation between soil fertility and tree vigour which appar-
ently contributed to a dilution of calcium fruit level between
orchards. GF10-2 rootstock can be a good option in more fertile
soils because it induces a reduction in vegetative growth and
minimised the calcium dilution in the fruit,

In this study, no significant rootstock effect was found on
potassium, nitrogen, phosphorus and magnesium fruit content.
Nevertheless the concentration of phosphorus in the soil has
influenced the phosphorus level in the pulp fruit. Fruits from the
Haplic Luvisol soil had higher phosphorus levels in the pulp.

As expected, fruit pulp firmness decreased during fruit storage
(Fig. 3). The loss of fruit firmness is a physiological process that
occurs during fruit ripening. The reduction in cell wall strength and
cell-to-cell adhesion in mature fruits have been described in many
Prunus species (Heyes and Sealey, 1996; Murillo et al., 1997; Taylor
et al,, 1995).

During storage fruit from GF10-2 trees had the highest pulp
firmness comparing with GF8-1 rootstock (Fig. 3) nevertheless no
differences were found, at harvest, between two rootstocks. Initial
flesh firmness values were similar for two rootstocks. After the first
period of cold storage fruits form GF10-2 began to show a
significant higher firmness. Also Alcaraz-Lopez et al. (2003) and
Botia et al. (2005) found a significant higher firmness in fruits with
higher calcium fruit content. The changes in cell wall polymers that
accompany fruit ripening implicate the action of enzymes capable
of degrading specific cell wall components (Fischer and Bennett,
1991). The role of Ca®* in maintaining cell wall integrity was
described in many fruit species (Glenn and Poovaiah, 1989; Clenn
and Poovaiah, 1990; Lidster et al, 1979; Tzoutzoukou and
Bouranis, 1997).

Fruits from different rootstocks did not demonstrate differences
for solids soluble content at harvest time. The strong negative
correlation between firmness and SSC at harvest (Fig. 4) justifies
the local growers' practice of harvesting on the basis of SSC only.

v = 06667 + 18152
R = 09121

(2]

Firmness (N)

0 T T T T d
0 s 10 15 20 25

SSC (*Bnx)
Fig. 4. Correlation between SSC and flesh firmness at harvest in 2002 and 2003 in

plum fruits from trees grafted on GF8-1 and GF10-2. Each firmness value represents
a 10-sample mean ¢ S.E.
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These results underline, to ‘Rainha Claudia Verde', variety the
important relationships between soil fertility and rootstock vigour
on tree size and fruit quality. In this variety a proper rootstock
selection can help to increase fruit quality while its regional
adaptability is retained.
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2.3 — Influéncia da composi¢cio quimica do solo nas alteragdes das propriedades
fisicas da ameixa ‘Rainha Claudia Verde’ (Prunus domestica L.) durante a

maturacio

2.3.1 - Enquadramento do ensaio

A existéncia de um ntimero limitado de repeti¢des no ensaio descrito em 2.2 ndo
permitiu estudar convenientemente a influéncia do solo na composi¢do quimica da
polpa dos frutos. Desta forma, e com o objectivo de perceber melhor a influéncia do
solo no comportamento dos frutos apds a colheita, bem como a forma como a
maturacio influencia este comportamento, efectuou-se outro ensaio nos pomares do
Cano e de Vila Vigosa, em que se utilizaram frutos do mesmo clone (PUE-11) e do
porta-enxerto mais divulgado na regido (GF8-1). Para o efeito seleccionaram-se 20
arvores por pomar e realizaram-se 3 datas de colheita em ambos os pomares. Utilizando
como referéncia a colheita comercial, efectuou-se uma colheita anterior e outra
posterior. O ensaio decorreu a uma temperatura de 20°C, o que permitiu avaliar mais
rapidamente os efeitos da perda de textura dos tecidos observada nos frutos.

A amostragem dos frutos que no ensaio anterior dizia respeito apenas a trés
arvores de cada porta-enxerto, neste ensaio envolveu 20 arvores por pomar, € 0 ensaio
decorreu durante dois anos consecutivos As arvores sensivelmente homogéneas, foram
previamente seleccionadas tendo em consideragdo o seu vigor, bem como o seu estado
fenoldgico. As colheitas efectuaram-se com base nos SST de forma a garantir que a
primeira colheita fosse ligeiramente antecipada relativamente a colheita comercial.
Desta forma definiu-se para o SST os valores de: 16-17 °Brix para os frutos da primeira
colheita, 17-19° para a segunda, ¢ valores superiores a 19 ° Brix para os frutos da
ultima colheita.

A metodologia utilizada neste artigo para a determinagdo do teor de nutrientes

dos frutos foi descrita no ponto 2.1.2.
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2.3.2 - ARTIGO

The effect of different calcium fruit content in physical and mechanical
properties of European plum (Prunus domestica L..)
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The effect of different calcium fruit content in physical and mechanical properties

of European plum (Prunus domestica L.)

Rato,A.E.*; Agulheiro,A.C.% Barroso,J.M.%; Riquelme F.
*ICAM - Universidade de Evora, 7002-554 Evora, Portugal. ®CEBAS — Murcia, Espanha

Abstract

Fruits from Prunus domestica cv ‘Rainha Claudia Verde’ were harvested in two
consecutive years, from two production sites (‘Cano’ and ‘Vila Vigosa’). Fruits were collected
and tested periodically for: weight, firmness, solids soluble content, titratable acidity and
ethylene production rate. It was also evaluated the level of potassium (K), calcium (Ca),
magnesium (Mg) and nitrogen (N), in the fruit flesh and in the soil. Fruits from ‘Cano’
exhibited a lower flesh Ca/K ratio and a shorter postharvest life than fruits from ‘Vila Vigosa’.
During storage fruits with a lower Ca/K ratio exhibited a lower firmness. The results support the
hypothesis that the excessive potassium in ‘Cano’ soil might interfere with calcium uptake and
affected the Ca/K fruit content. It is also suggested that high levels of nitrogen in this soil,
might caused a dilution of calcium in the fruit flesh due to high vegetative growth.

Key words: plums firmness, Ca/K ethylene, soil
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1. - Introduction

‘Rainha Claudia Verde’ is a variety of Prunus domestica which is much
appreciated in Portugal. This variety is produced in a restrict zone of Alto Alentejo
(South region of Portugal). Its short postharvest life has been widely reported
(Agulheiro Santos et al.,2005; Pacheco Ribeiro et al., 2004). For consumers’ decision,
the most important physical properties of this variety are fruit firmness and fruit size.
These European plums are usually harvested when soluble solids content (SSC) reaches
17° Brix and when the endocarp detaches easily from the mesocarp. However after
harvest fruits become too soft and loose quality very quickly.

This variety is commercialized as fresh and candied fruits. During the candying
process fruits are boiled until the epidermis ruptures, before sugar penetrates the entire
flesh. There are practical evidences which indicate that fruits from this variety have
different behaviour during boiling, depending on their production site. Some orchards,
in this region, produce fruits that don’t resist very well to the boiling process and
became too soft to be used in the candying process. Also, to be used as fresh fruits,
postharvest behaviour depends on fruits origin. Comparing regions, fruits from the west
border of the production region, ‘Cano’, don’t ripen normally producing a shorter
postharvest life. Nevertheless fruits from ‘Vila Vigosa’ located on the south of the
production region, have a normal postharvest behaviour.

Many pre and postharvest factors influence fruits texture during ripening.
Abiotic factors such as available soil moisture and temperature, relative humidity and
soil nutrient availability, directly influence texture (Sams, 1999). Calcium (Ca) is the
plant nutrient most frequently associated with fruit firmness. The influence of Ca on
quality related disorders of many fruit species has been widely reported (Conway et al.,
1992; Tzoutzoukou and Bouranis, 1997). Calcium, in the cell wall, appears to serve as
an intermolecular biding agent that stabilises pectin-protein complex of the middle
lamella and there are evidences that Ca maintains the cell wall structure (Poovaiah et
al., 1988). It is well known the beneficial effects of calcium applications into fruits on
firmness of a wide range of prune species (Alcaraz-Lopez, 2003; Brown ef al., 1996;
Manganaris et al., 2005; Tzoutzoukou and Bouranis, 1997). Also as Ca, nitrogen (N),
and potassium (K) have been reported to have pronounced effects on fruit quality (Lin

et al., 2004; Sams,1999).
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Available nutrients in the soil and their effects on the tree can be complex,
whereby one nutrient can influence the availability of another. The excess of Ca
fertilizers can reduce K uptake by roots (Quelhas dos Santos, 1996). The higher affinity
of dicotyledonous plants to divalent cations facilitates the Ca®" uptake relative to K"
uptake (Dilmanghani et al., 2004) which may induce K deficiency as a consequence of
excessive Ca fertilizations (Marschner, 1995). Further, excessive K and low Ca might
increase fruit K/Ca ratio to undesirable levels leading to reduce shelf-life (Fallahi et
al.,1997). In general, when the K supply is abundant, ‘luxury consumption’ of K often
occurs. The possible interference of K on the uptake and physiological availability of Ca
is still not well understood (Maschner, 1995). Also excessive amount of N fertilization
has been shown to decrease Ca content in the fruit (Faust, 1989).

Fruit firmness can be influenced by several production factors such as irrigation
and vegetative/reproductive balance (Opara, 2007). Kilili et al. (1996) found a positive
correlation between water irrigation deficit and fruit firmness. In opposite studies about
irrigation regimes and fruit quality reveal that flesh firmness had not been altered, at
harvest, by lower water supply (Crisosto et al., 1994). Garcia et al. (1995) reported that
with apples there was an increase of fruit firmness when trees were watered. Compared
to unwatered trees, Mpelasoka et al. (2001) found that apples, under different water
irrigation regimes, showed similar values for firmness of fruit flesh, after a 7-day shelf-
life period at 20°C.

The rheological characterization of this plum variety during ripening could be of
great importance to plum growers in this region of Portugal. The objectives of the
present study were to evaluate and compare some physical, mechanical and chemical
fruit properties during ripening of ‘Rainha Claudia Verde’ from different productions

sites.

2. Material and Methods
2.1 — Soils and Plant material

In 2002 and 2003 fruits from ‘Rainha Claudia Verde’ variety were harvested in
two orchards located in west and south of the production region, ‘Cano’ and ‘Vila
Vigosa’ respectively. Fruits were harvested at three stages during ripening: early
(16°<SSC<17° - when endocarp detaches easily from mesocarp and it was coincident to
the time of commercial harvest); mid (17°<SSC<19° - 3 days after endocarp

detachment) and late (SSC>19° - 8 days after endocarp detachment).
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Following the recommendations of Saure (2005) to overcome the tree to tree
variation in mean Ca concentrations, a group of trees with similar vigour was isolated in
each commercial orchard and approximately 500 fruits per orchard were handpicked.
After harvest, fruits were kept at 20° C + 1° for two weeks. In the laboratory, a group of
ten fruits was selected, considering size and defects, and were evaluated periodically
for: SSC, titratable acidity (TA), firmness and ethylene production rate. At each harvest
date a twelve fruit sample was collected and ethylene was daily measured. Cations
levels in the flesh were evaluated in triplicate in a twenty fruit sample. Except for
ethylene and fruit cations contents, all other parameters were measured at all harvest

dates and re-measured after 1, 2, 3, 6, 11 and 16 days at 20° C + 1°.

2.2 - Fruit physical evaluations (Fruit firmness)

Fruit firmness was measured after eliminating a thin layer of epicarp using a
texturometer TAHDi Texture Analyser (Stable Microsystems) that was equipped with a
25 Kg load cell and a stainless cylinder with a 3mm of diameter flat base probe. The
probe was forced into the fruit at a constant speed (Imms™) to a 7mm depth. Firmness
values were extracted from the force-deformation curve (Fig.1) which estimate the
energy needed to fail the fruit flesh (Singh and Reddy, 2006). These measurements were

preformed in opposite sides in the equatorial zone of the fruit.

Force (N)
Fruit firmness

(N.mm)
12,001
10,001
8,00

6,004

4,004

2,004

0,00 . : — .
n]u 20 40 3 80
-2,00

Distance (mm)

Fig.1 — A typical force-deformation curve for unpeel fruits . Fruit firmness extracted from the puncture
curves
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2.3 - Fruit chemical evaluations
Ethylene production rates

To evaluate ethylene production rate, a group of 10 fruits were placed in closed
1L containers and continuously aerated at a constant flow 14ml/s of humidified air.
Ethylene measurements were performed by withdrawing a 1ml headspace gas sample
with a syringe and injected it into a gas chromatograph (model HP 6890 series)
equipped with a flame ionisation detector and an alumina column (Porapak N, 80-100
mesh) The N, carrier gas was supplied at a flow rate of 30 ml/s. The oven temperature

was 70°C.

Soluble solids content and titratable acidity

Ten fruits were deseeded and juiced together to give a composite sample. SSC
were used to characterize fruit maturity level and were determined by using a digital
refractometer (Atago) and TA was measured using an automatic titrator (Crison
compact titrator). Titration was conducted with 0,IN NaOH to an endpoint of pH 8.2

and expressed as % malic acid.

Fruit weight loss

Thirty fruits of each harvest date were kept at 20° C + 1° during 16 days for
determining fruit weight loss. Fruit weight was measured using an electronic balance,
having least count of 0.01 g. The weight loss was expressed as a percentage of initial
fresh weight at harvest. It was calculated for each harvest date and as the cumulative

weight loss.

Calcium, potassium, nitrogen and magnesium fruit content

Samples were collected in the early harvest date and analyses were performed in
three replications of twenty fruits each. On the day of harvest fruits were deseeded,
freeze dried and moisture percentage was calculated. Calcium, K and Mg were acid
extracted in 1g samples mixed with 12ml HNO; (69%) at 80°C, filtered and then
bought to a final volume of 50ml with distilled water. Samples were prepared in
duplicate and cations were estimated by inductively coupled plasma (ICP)-optical
emission spectroscopy (OES) in a Jobin Yvon JY-70. Total N was analysed by a
modified Kjeldahl method with a selenium catalyst (Baker and Thompson, 1992).
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2.4 — Soil anélysis

In each orchard, 5 samples/ha were taken randomly using a soil probe to a depth
of 50 cm (Quelhas dos Santos, 1996). Soil cores were mixed together to make a
composite sample.

Soil analyses were preformed in Soil Laboratory in Evora University. Total N
was determined in a ‘Gerhardt’ digestor. Potassium determination was by flame
photometry the detector used was a PFP manufactured by JENWAY Ltd. and Ca and
Mg were measured by atomic absorption spectrophotometry using a PERKIN ELMER

2380 spectrophotometer. All the analysis was done in triplicate.

2.5 - Statistical analysis

Data were analysed according to a factorial design. Data was analysed by years
Analysis of variance (ANOVA) with a significance level of p<0.05, followed by a
Tuckey test, were preformed using the STATISTICA 6.0 software (StatSoft Inc.).

3 - Results
3.1. Physical evaluations
3.1.1 - Fruit firmness

In both orchards and years, it was observed, as expected, a significant firmness
decrease from the beginning of harvest period until the end. However in each year, fruit
firmness did not show any significant differences between orchards. Fruits collected in

2003 showed a significantly higher firmness than fruits collected in 2002 (Fig.2).

Firmness (N.mm)

harvest mid harvest mid —o— 'Cano’

early late early late . a - ila Vigosa'

Fig. 2 — Means and confidence intervals (95%) of fruit firmness (N.mm) at harvest in fruits from both
orchards and years. Each point represents a twenty sample mean
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Also during 2002, after two days at 20° C fruits from ‘Vila Vigosa’ usually had
higher firmness than fruits from ‘Cano’ in early and mid harvest dates and it was
significantly higher in late harvest date (p=0.006) (Fig.3).

Firmness (N.mm)

2
dayg 1 ) 3 11 days 1 3 N days 1 3 N =0~ 'Cano’

6 1#® 0 2 6 1® 0 2 & 18 -
-B& 'Vila Vigosa'

early harvest mid harvest late harvest

Fig. 3 — Means and confidence intervals (95%) of fruit firmness (N.mm) in 2002 season during 16 days at
20°C( - -« --“Vila Vigosa’ —o—*Cano’). Each point represents a twenty sample mean.

After 6 days at 20°C all fruits from both orchards presented the same fruit
firmness which was the minimum value reached and usually remained constant until the
end of storage period. Among orchards in 2003 fruits from ‘Cano’ had a significantly
higher firmness after 1 days at 20°C, in early (p=0.00004) and late harvest (p=0.038)
dates (Fig.4).

Firmness (N.mm)

2
days1 3 11  days1 3 11 days1 3 11 —o— 'Cano'
0261 0261 0 2616 . wi,Vigosa

early harvest mid harvest late harvest

Fig. 4 — Means and confidence intervals (95%) of fruit firmness (N.mm) in 2003 season during 16 days at
20°C (- -w - -“Vila Vigosa’‘—g—Cano’). Each point represents a twenty sample mean.
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After 6 days at 20°C, all fruits reached the same values in both orchards.

For both years and orchards, it was found a typical pattern for firmness evolution
during the storage period. Three phases could be distinguished during fruit storage at
20°C: a slight increase in fruit firmness was detected in the initial storage period, which
was followed by a decrease until an almost constant minimum value was reached.

Days at 20°C to reach the maximum firmness value varied according to year and
orchard. Fruits from ‘Vila Vigosa’ in 2003, for early and mid harvest dates, reached the
maximum value in 3 days and fruits from late harvest date reach the maximum value
after 2 days at 20°C. Nevertheless, fruits from ‘Cano’ in 2003 reached the firmness
maximum value after 2 days at 20°C for all harvest dates (Fig.4). In 2002, fruits from
‘Vila Vigosa’ reached the firmness maximum value in 2 days, nevertheless fruits from

‘Cano’ reached the maximum in 1 day, in all harvest dates (Fig.3).

3.1.2 - Fruit weight and weight loss
During 2002 fruit weight didn’t have a significant increase during harvest period
and this was consistent in both orchards. However, in 2003, fruits from ‘Cano’ had a

significant (p=0.00084) increase from early to mid harvest date (Fig.5). Fruits harvested

fruit weight (g)
=

early mid late early mid late
—— 2002

, -0- 2003

'Cano 'Vila Vigosa'

Fig.5 — Differences in fruit weights (g) at harvest time in two orchards during 2002 and 2003. Each point
represents a thirty sample mean.

from ‘Vila Vicosa’ in 2002 had the highest value for cumulative weight loss (%).
Nevertheless the highest value for cumulative weight loss was registered in fruits from

Cano in 2003 (Table 1).
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Table 1 - Cumulative fruit weight loss (%) during 16 days at 20°C

Harvest 2002 2003
Date
‘Cano’ ‘Vila Vicosa’  ‘Cano’ ‘Vila Vicosa’
earlier 22,77 23,90 26,39 17,25
middle 18,59 23,77 28,14 21,73
late 17,73 20,71 28,77 20,32

Average data of 30 fruits expressed as a cumulative percentage of weight loss registered during 16 days

3.2. Chemical evaluations

Ca, Mg, N and K content and Ca/K ratio of fruit

Fruits harvested in 2003 had a significantly (p=0.00023) higher Ca/K ratio than
fruits harvested in 2002. Fruits from ‘Vila Vigosa’ orchard had a significantly higher
Ca/K ratio than fruits harvested from ‘Cano’ orchard (Fig.6). Calcium levels in fruits

Ca/K
o
a

002h == e e e emmeaeeeeceemeeaaaa-

Fig. 6 — Comparison of years and orchards on fruit Ca/K ratio. Each point represents a 4 sample mean.
Means separation by Tuckey’s test at p<0.05 ¢ - --*Vila Vigosa’ ;—o— ‘Cano’)

were significantly higher in 2003 than in 2002 (Table 2). Except for N, neither Ca or
other cations were significantly different between orchards. However in ‘Vila Vigosa’

orchard, Ca fruit content had higher values but not significantly different (p=0.053).
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Table 2 - Content of fruit nutrients (% in dry matter) in both orchards and years

2002 2003
‘Cano’ ‘Vila Vigosa’ ‘Cano’ ‘Vila Vicosa’
Calcium | 0,049+0,002 | 0,052+0,004 | 0,062+0,003 | 0,075+0,005
Nitrogen 0,77+0,014 0,64+0,026 0,76+0,010 0,54+0,029
Potassium | 1,26+0,076 1,16+0,043 1,24+0,019 1,170,032
Magnesium | 0,044+0,003 | 0,047+0,002 | 0,049+0,002 | 0,055+0,002
Means +SE

Soil analysis

Soils on the experimental sites had different chemical composition (Table 3).
This is in agreement with Barroso (1997) who reported that soils at ‘Vila Vigosa’ site
contained lower levels of organic matter, K" and Ca2+, while soils at ‘Cano’ site had

seven times more K than soils at ‘Vila Vigosa’ site

Table 3 — Soil fertility for ‘Cano’ and ‘Vila Vigosa’ orchards after planting.

Soil Depth. | NO3" | P205 | K20 Ca™ Mg™* pH H,0
(cm) | (ppm) | (ppm) | (ppm) | (meq/100g) | (meq/100g)

Vertic 0-20 | 7.50 | 12.00 | 700.00 15.19 1.46 7.94

Luvisol | 20-50 | 4.00 6.00 | 356.00 13.13 1.30 7.77

Hablic 0-20 | 7.50 |72.00 | 114.00 8.72 1.46 7.47
P 20-50 |2.00 |24.00 | 74.00 7.47 1.98 7.61

Luvisol

Ethylene production

Fruits from 2002 for both orchards had a typical ethylene emission pattern with a
visible decrease in the maximum emission peak from early to late harvest dates (Fig.7).
However in 2003 fruits didn’t show a gradual decrease from early to late harvest date
(Fig.8). The maximum of ethylene production in 2002 was 0.111 pl/g/h and 0.118
ul/g/h respectively, for ‘Vila Vigosa’ and ‘Cano’. These maximum values were reached,
in early harvest, in ‘Vila Vigosa’ and ‘Cano’ after 6 and 8 days at 20°C, respectively.

The maximum of ethylene production for fruits sampled in 2003 was 0.147

ul/g/h and 0.110 pl/g/h for “Vila Vigosa’ and ‘Cano’ orchards, respectively. Maximum
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values for ethylene production at 20°C were reached in late harvest in ‘Vila Vigosa’

after 6 days and in early harvest in ‘Cano’, after 5 days.

—=— carly
—a— middle
-o— late

b)

15

days

Fig.7 — Ethylene emission rates (ul/g/h) of fruits from ‘Vila Vigosa’ (a) and ‘Cano’ (b)
in 2002. The symbols distinguish each harvest date.
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0,16 - —s— carly
0,14 —a— mid
0,12 - —o— late
0,1
0,08 -
0,06 -
0,04 -
0,02 -
0 4 . . ; |
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C2Ha

b)

0 3 6 9 12 15

days

Fig. 8 — Ethylene emission rates (ul/g/h) of fruits from “Vila Vigosa’ (a) and ‘Cano’ (b)
in 2003. The symbols distinguish each harvest date.

4 - Discussion

These results confirm the significant differences between fruits of ‘Rainha
Claudia Verde’ produced in two orchards with soils having different chemical
composition. Fruits from the ‘Vila Vigosa’ orchard ripened earlier than fruits from
‘Cano’ orchard, therefore the harvest season, in ‘Cano’ orchard can usually begin, a
week later.

Ethylene production rate between years had the same emission pattern but

comparing orchards, the period between harvest and ethylene peak didn’t show a
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consistent value. The maximum ethylene production at 20°C occurred in both years and
orchards, between 5 and 8 days. However the maximum softening rate of ‘Rainha
Claudia Verde’ occurred after 2 days at 20°C. Lau et al. (1986) found that firmness
decline before the ethylene peak which suggests that ethylene may not be required for
initiation of fruit softening. We did not find strong evidences between fruit Ca level and
days to reach the ethylene peak. This was contrary to Tzoutzoukou and Bouranis
(1997), who reported in apricot a positive correlation between Ca fruit content and days
to reach the climacteric rise.

During 2002 and 2003, fruit firmness decline from early to late harvest date in
both orchards. The decrease in fruit firmness has a strong relationship with natural fruit
softening during harvest season, and this is in agreement with other reports (Heyes and
Sealey, 1996; Tzoutzoukou and Bouranis, 1997; Opara, 2007). The slightly increase
detected in fruit firmness in the beginning of storage, has been described, in previous
work, as a consequence of fruit dehydration (Heyes and Sealey, 1996; Pitt, 1982).

Days to reach the maximum firmness varied according to year and fruits origin.
Fruits from ‘Cano’, in 2003, reached higher values of firmness but values decline earlier
than fruit from ‘Vila Vigosa’. The decrease in fruit firmness after a storage period has
been described as a process by which flesh softening is caused by cell wall degrading
enzymes (Poovaiah ef al.,1988). It has been found that Ca delays softening by virtue of
its ability to reduce degradation of the cell wall polymers by cell wall hydrolases (Sams
and Conway,1984). Further excessive K content relative to Ca has been reported to
increase the occurrence of fruit disorders associated with undesirable texture (Sharples,
1984). We also found that the Ca/K ratio concentration varied between orchards and
years. Fruits from ‘Vila Vigosa’ had significantly higher Ca/K ratios in the flesh than
fruits from ‘Cano’ and remained firmer during a longer storage period, as well as
Dilmaghani et al. (2004), who found in apples, at harvest, a negative correlation
between K/Ca ratio and fruit firmness. Also between years fruits in 2003 had a
significant higher Ca/K ratio and reached higher firmness values. Excess of K in the soil
of ‘Cano’ didn’t result in a significant difference in K fruit content but generally this
cation was lower in fruits from ‘Vila Vigosa’. Also fruits from ‘Cano’ revealed a higher
N concentration in the flesh in both years (Table 2) which could negatively affected Ca
concentration in the fruit. The dilution of Ca in the flesh fruits in more vigorous trees
was also been reported by Hofman ez al. (2002). Besides vigour, differences between

soils in relation to cations concentration, especially K, may partially explain the
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variations of fruit mineral concentrations between orchards. Although soil analyses
indicate a much higher Ca level in ‘Cano’ than in ‘Vila Vigosa’ fruits didn’t reflect
those differences. These results suggest that excessive K in the soil of ‘Cano’ might
interfere with Ca absorption. Under high external concentration of K', non-specific
competition between ions of the same charge can occur. Cations such as K™ which are
rapidly transported through the plasma membrane may depress the uptake rate of
cations with slower transport rates such as Mg®>* and Ca®*. This competition occurs not
in the biding sites but by non-specific competition for native anions required to charge
compensation (Marschner, 1995). K™ and Ca*" can also compete quite effectively with
Mg®*. The biding strength of the highly hydrated Mg”" is rather low at the exchange
sites in the cell walls, therefore K* and Ca®" strongly depress the uptake rate of Mg?".
This is in agreement with our observations of Mg** in the fruit flesh and K* in the soil.
Fruits from ‘Vila Vigosa’ had generally higher values of Mg®" but statistically non-
significant (p=0.096) and soil analysis indicated in ‘Vila Vigosa’ comparing to ‘Cano’ a

much lower value for K.

5 — Conclusions

Postharvest behaviour of plums (‘Rainha Claudia Verde’) had been significantly
influenced by fruits production sites. Comparing orchards locations, fruits from ‘Cano’,
in west region of the production area, presented a short postharvest period, with lower
values for fruit firmness and fruit Ca/K ratio. The differences between soil mineral
concentration, mainly K and N, seem to influence Ca absorption and accumulation in
the fruits. Further, in fruits from ‘Cano’, the usual maturity indices used in this variety
(17° of SSC and the endocarp detachment from mesocarp) were not accurate enough. In
spite of using the same maturity indices, fruits from ‘Cano’ presented a lower firmness
during storage comparing to fruits from ‘Vila Vigosa. In the future, new approaches to
maturation parameters as well as new cultural practices that increase the Ca fruit level

are needed, particularly in soils with high K content.
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2.4 — Efeito do frio na conservag¢io da ameixa ‘Rainha Claudia Verde’

2.4.1 - Enquadramento do ensaio

E pratica corrente na ‘Rainha Claudia Verde’ utilizar como temperaturas
6ptimas de conservagdo valores entre 1-2°C, a semelhan¢a da ‘Rainha Claudia’ em
Francga. A relativa susceptibilidade dos frutos destas variedades as baixas temperaturas
leva, a que se evitem as temperaturas de 0°C, no entanto e relativamente & ‘Rainha
Claudia Verde’ ndo existe informacfo sistematizada que permita eleger uma
temperatura 6ptima de conservagdo.

Nos estudos inicias de conservacdo efectuados com esta variedade observamos
que a medida que o periodo de conservagio frigorifica ia aumentando, apds os frutos
serem retirados para a temperatura ambiente, 0 maximo na producdo de etileno
apresentava valores sucessivamente decrescentes, isto €, aparentemente os frutos iam
perdendo a capacidade de produzir etileno e os decréscimos observados foram tanto
maiores quanto maior era o periodo de conservagfo. As maiores diferencas situaram-se
entre os 6 ¢ os 14 dias de conservagdo frigorifica, em que o valor maximo decresce
cerca de Y4 do valor maximo inicial obtido em frutos sem conservagdo frigorifica.
Embora a susceptibilidade ao frio na generalidade dos frutos seja frequentemente
associada, na bibliografia, a aumentos na produgfio de etileno, hd referéncias a
decréscimos na produgdo deste gas resultantes da ac¢éo do frio.

A préatica corrente entre produtores, e a observagdo do decréscimo do valor
maximo na produgdo de etileno em frutos armazenados no frio, levou-nos a delinear um

ensaio que permitisse avaliar o efeito do frio na conservagdo desta variedade.

Colheita do etileno em frutos sujeitos a ac¢do do frio

Ao contrario dos outros ensaios em que se avaliou a produgdo de etileno em
contentores com ventilagdo, neste ensaio a colheita de etileno efectuou-se em
contentores fechados. O facto de se ter inicialmente observado uma diminui¢do no
valor maximo na producdo deste gas levou a que se colocasse a hipdtese dos frutos
desta variedade em camara frigorifica produzirem pequenas quantidades de etileno. Este
facto contribuiria assim para a redugfio na capacidade de produgfo de etileno, apds a
saida dos frutos para a temperatura ambiente. Desta forma justificar-se-ia os
decréscimos sucessivos do valor maximo da taxa de produgio deste gas, com a duragio

do periodo de conservag@o em cdmara.
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Para testar esta hipotese os frutos foram colocados em contentores dentro da
camara frigorifica. Cada conjunto de frutos permanecia na cdmara dentro do contentor
destapado, até atingir o periodo de conservagdo que lhe tinha sido atribuido e
diariamente eram recolhidas as amostras dos espago de cabeca. Duas horas antes de se
efectuar a colheita das amostras o frasco era fechado para impedir que o etileno se
perdesse com a abertura da cidmara. Apds este periodo os frutos eram retirados da
cAmara, e a temperatura ambiente o etileno era recolhido da forma acima descrita. Para
a colheita do etileno no ensaio em branco, os frutos foram encerrados durante 2 horas
nos contentores (sem ventilagdo) a temperatura ambiente, ¢ posteriormente era
recolhida uma amostra do espago de cabega.

A determinacio do tempo de colheita efectuou-se com base na evolucgéo da taxa
de produgdo do etileno feita previamente para esta variedade. Para o efeito um grupo de
frutos foi encerrado num contentor durante 5 horas, € de 15 em 15 min foi recolhida
uma amostra, a curva foi tracada com base nos valores obtidos tendo-se verificado
acréscimos decrescentes ao fim de 2 horas dos frutos estarem encerrados nos

contentores.
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2.4.2 - ARTIGO

Ethylene production by ‘Prunus domestica’ plums during storage at
different temperatures
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Ethylene production by ‘Prunus domestica’ plums during
storage at different temperatures '

Rato, A.E.*, Campos, D., Barroso, J.M. and Agulheiro, A.C.

Universidade de Evora — Instituto de Ciéncias Agrarias Mediterranicas.
Depto. De Fitotecnia - Apt 94 — 7002-554 Evora. (*Corresponding author:
aerato@uevora.pt)

Abstract

‘Rainha Claudia verde’ plums fruits are usually stored at 0—2°C. This
cultivar has a small commercial period because of its short postharvest life.
In cold chambers fruits became soft very quickly and were not adequate
for sale.

The aim of this study was to compare the effect of two different storage
temperatures (1°C and 7 +1°C) during 2, 5, 8 and 14 days in ethylene
production upon rewarming. We also studied the evolution of fruits soften-
ing rate, % acidity and SSC (soluble solids content) in response to cold
storage conditions.

1. Introduction

Ethylene is necessary for a normal ripening process in all climacteric
fruits. The magnitude of the ethylene peak production in normal ripening
conditions can vary enormously between fruit species. Low temperatures
interact with ethylene biosynthesis and ripening in many species. Exposure
of pears to low temperatures promotes ethylene synthesis (Gerasopoulos
and Richardson, 1997) some apple cultivars exhibited a similar behaviour
(Johnston er ai., 2002).

In ‘Prunus domestica’ cv ‘Rainha Claudia verde’ plums, it was observed
after a cold storage period a decrease in ethylene production upon rewarm-
ing. The longer the storage period the stronger is the depression in ethylene
biosynthesis (Rato et al., 2005). In nectarines it was observed that a
decrease in ethylene production occurs in fruits stored at 0°C for 35 days
after transfer to 20°C. This lack of ethylene production promotes severe
chilling symptoms in this species (Zhou et al., 2001).

A. Ramina et al. (eds.), Advances in Plant Ethyvlene Research: Proceedings of the 7th International
Symposium on the Plant Hormone Ethvlene, 223-226.
© 2007 Springer.
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2. Material and Methods

After collecting the fruits a group of eight was separated to evaluate
ethylene production without cool storage. Other fruits were split in two
groups and stored at 1°C and 7 +1°C. Two subsamples of fruits, from each
temperature (1°C and 7°C), were taken periodically (2, 5, 8 and 14 days).
Fruits were analysed for firmness, % acidity and SSC and ethylene
production.

One ml gas samples were withdrawn from the headspace and injected
into a gas chromatograph fitted with a FID detector on a daily basis.

3. Results and Discussion

a = =A= =ethylene
0,0003500 production
(ulig/h) after a
0,0003000 - 2 days
0.,0002500 storage at
1°C
£ 0,0002000 s ethylene
E’ production
2 0,0001500 (ulig/h) after a
0,0001000 2 days
storage at
0,0000500 7°C
e CONtrol (fruits
0.0000000 - & without cold
012 3456 7 8 91011121 storage)
days at 20°C
b - -aA~ -ethylene
0.0003500 production
(ul/g/h) after
0,0003000 ] a 14 days
0,0002500 storage at
1°C
0,0002000 = ] ethylene
§ production
= 0,0001500 (ul/g/h) after
0.0001000 a 14 days
¢ storage at
0,0000500 " 7°C
4 e coNtrol (fruits
0,0000000 : oo R without cold
0 12 3 4 5 6 7 8 9 10 11 storage)

days at 20°C

Fig. 1. (a) Ethylene fruit production after 2 days of cold storage. (b) Ethylene fruit
production after 14 days of cold storage.
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Ethylene production by ‘Prunus domestica’ plums during storage

SSC and % acidity showed an expected evolution rate. Fruits held at 7°C
showed a higher SSC and a lower % acidity than fruits held at 1°C (data
not shown). Because this specie doesn’t have starch as a primary
carbohydrate reserve, the higher SSC observed is due to fruit dehydration.
Upon rewarming, fruits stored during 14 days at 1°C produce less ethylene
than control (Fig. 1). Storage temperature of 7°C didn’t affect the ethylene
production rate (0.3 nl/g/h) in all storage periods.

All fruits stored for 14 days exhibited an ethylene maximum production
earlier than those stored for shorter periods. A short period of cold storage
(2 days at 7°C) induced an enhancement of ethylene production relative to
fruits held at 20°C.

Fruit firmness decreased during the storage period no matter the tempe-
rature (Fig. 2). Fruits held at 7°C for 14 days, remained significantly firmer
(p<0.0011) than fruits held at 1°C. Similar results were obtained with pepino
(Solanum muricatum) when fruits held at lower temperatures became
softer than fruits held at higher temperatures due to chilling injury
(Martinez-Romero et al., 2003). In nectarine a delayed storage prevented
woolliness; this treatment allows normal ethylene production. Fruits subjected
to immediate storage developed severe woolliness (Zhou et al., 2001).

46 e e g e

440
35
— 10
£
w 25
W
[
g 2
if
15
' ~o— storage temp.
05 1°C
--o-  storage temp.
o o K 5 1" 7°C

days at room temperature

Fig. 2. Fruit firmness after 14 days of cold storage for two different temperatures.

Despite data of SSC and % acidity evolution suggesting that fruit
storage conditions are better at lower temperatures, fruits held at 7°C
showed a lower softening rate and a higher ethylene production rate than
fruits held at 1°C which may indicate some chilling injury in this variety.

Ethylene-related cold induction and fruit softening should be clarified in
this variety by future research.
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2.5 — Influéncia do calcio das paredes celulares na firmeza dos frutos durante a

maturac¢io na ameixa ‘Rainha Caludia Verde’ Prunus domestica L.

2.5.1 - Enquadramento do ensaio

A necessidade de perceber se as alteragdes da firmeza dos frutos tinham origem
em alteragGes na composi¢do dos polissacarideos das suas paredes celulares
nomeadamente nos polissacarideos pécticos, levou a que se delineasse este ensaio.
Sendo o calcio o elemento que mais interfere com a estabilidade das paredes celulares
no decurso da maturagdo, foi também avaliado o teor deste nutriente nos frutos durante
esta fase. A quantifica¢do deste catiio nos frutos efectuou-se nos ensaios anteriores, de
acordo com as metodologias descritas na bibliografia consultada. Estas determinagdes,
por envolverem a totalidade da massa do fruto, tém associado um erro proveniente das
variagdes tanto da dgua como do agucar dos frutos.

As diferengas obtidas nos ensaios anteriores, relativamente ao teor de célcio dos
frutos com origens diferentes, ndo demonstram claramente a existéncia de uma
influéncia significativa do pomar na concentragio deste catifio. Desta forma é proposto
neste ensaio, um método que permite quantificar nos frutos o teor de célcio associado a
parede celular. Este método permite expressar este elemento em funcdo da massa de
paredes celulares, e assim minimizar o erro associado a esta determinagdo.

Assim, com o objectivo de caracterizar as alteragdes dos polissacarideos das
paredes celulares desta variedade, colheram-se duas amostras de frutos, no inicio € no
fim da época de colheita no pomar que melhor caracterizava o ‘pomar tipo’ da regifo,
isto € o pomar de Vila Vigosa. A selec¢do das datas de colheita foi efectuada com o
objectivo de se conseguir o maior afastamento temporal possivel dentro da época
normal de colheita. Com as datas de colheita suficientemente afastadas aumenta a
probabilidade das alteragdes da firmeza dos frutos se tornarem mais evidentes.

Para quantificar o teor de calcio associado & parede celular dos frutos
seleccionaram-se os dois pomares onde anteriormente ja se tinham encontrado algumas
diferengas quanto & presenca deste catido, ainda que pouco significativas: designados
por Vila Vigosa e Cano. Estas quantificagdes foram efectuadas durante a época normal

de colheita nos dois pomares.
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2.5.2 - ARTIGO

Influence of cell wall calcium content in fruit firmness during ripening of
European plum (Prunus domestica L.)
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Influence of cell wall calcium content in fruit firmness during ripening of plums

(Prunus domestica L.)

Rato,A.E.*; Nunesb,C; Agulheiro,A.C.% Barroso, J.M.%; Riquelme, F°.;Coimbra®, M.A.
*Universidade de Evora, 7002-554 Evora, Portugal. ® Universidade de Aveiro, 3810-193 Aveiro, Portugal.
¢ CEBAS-CSIC — Murcia, Espanha

Abstract

‘Rainha Claudia Verde’ is regional variety of Prunus domestica L. well adapted to a
specific region in South of Portugal. In order to understand the reason for the different
postharvest behaviour of this variety produced in different orchards, cell wall polysaccharides
and cell wall calcium fruit content were studied during ripening in two consecutive years.

During harvest period pectic fractions soluble in water, carbonate and KOH were
prepared from alcohol-insoluble residue (AIR) of plums. Galacturonic and neutral sugars
contents were measured during fruit ripening and fruit firmness was also evaluated. The calcium
fruit level was determined in the AIR during harvest season as well as in dry matter.

Fruit firmness was significantly higher in second year and it was probably related with
calcium fruit content and pectic polysaccharides. Also between orchards there was a significant
difference in calcium fruit content, and this might influence the overall fruit texture during
postharvest. During fruit ripening water soluble pectic polysaccharides does not change
significantly, which was in accordance with the small decrease in tissue firmness. The
occurrence in the supernatant of the cellulosic residue of highly branched polysaccharides might
be the consequence of matrix material associated with microfibrilar phase. During ripening, it
was not evident the depolymerization of hemicellulosic fraction. The loss of fruit firmness is a
consequence of many cellular events which are influenced by external factors. The knowledge
of calcium content in the cell wall and the pectic polysaccharides could be of great importance
to predict fruit texture.

Key words: Plums, polysaccharides, calcium, cell wall, firmness
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1. Introduction

Physiologically, ripening is a crucial process for plants, which renders fruit
attractive and palatable to a variety of seed dispersing organisms (Giovannoni, 2001).
From the horticultural point of view many changes occur during fruit ripening that
affect their quality and storage life. In general these involve modifications in colour,
flavour, texture and aroma (Patten and Patterson, 1985; Sams, 1999). Texture is one of
the most important quality attributes for consumer’s acceptance. Many metabolic events
are responsible for the textural changes that occur during ripening. Cell wall structural
and compositional changes and loss of turgor pressure are some of the most important
events that lead to the loss of fruit firmness during ripening (Gouldo and Oliveira,
2008).

Many attempts have been undertaken to correlate texture changes to cell wall
and middle lamella modifications. The primary cell wall is a complex structure built as
a network of cellulose microfibrils embedded in a matrix of hemicellulose and pectin,
important for imposing cell shape and rigidity. Pectic polymers are the main
constituents of the middle lamella and act as the glue holding neighbouring cells
together responsible to cell-to-cell adhesion (Cosgrove, 2000). During ripening a
number of selective modifications of the cell wall and middle lamella components take
place which are characterised by a decrease in cell wall strength and cell- to-cell
adhesion (Heyes and Sealey, 1996). Fruit ripening is usually associated with increased
content of water soluble pectin and loss of neutral sugars from pectin side chains,
nevertheless these changes may occur at distinct extents depending on the fruit species.
For example during apple fruit development, hemicelluloses do not decrease in
molecular weight (Percy et al., 1997) also, in apples submitted to a forced softening,
polyuronides do not depolymerise extensively (Yoshioka et al., 1992). During tomato
fruit ripening the cell walls modifications include both solubilization and extensive
pectin breakdown (Koch and Nevis, 1989). Also in peach polyuronides solubilization
began when softening was well advanced and depolymerization did not occur until late
ripening, coincident with the rapid softening (Brummell et al., 2004). It is commonly
accepted that during fruit ripening occurs an increase in soluble polyuronides,
nevertheless Murayama et al. (1998) did not found a significant increase of water
soluble polyuronides in pear fruits ripened on the tree, probably due to cell wall

synthesis which may continue on attached fruits.
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Firmness is a complex fruit characteristic which is influenced by many external
factors. Calcium is the plant nutrient most frequently associated with fruit firmness.
The influence of calcium in quality related disorders of many fruit species has been
widely reported (Conway et al., 1992; Tzoutzoukou and Bouranis, 1997). Calcium, in
the cell wall, appears to serve as an intermolecular biding agent that stabilises pectin-
protein complex of the middle lamella, maintaining the cell wall structure (Poovaiah et
al., 1988). Much emphasis has been done to the calcium accumulation in the course of
fruit development. The calcium content of fruit is usually expressed as either a
percentage of fresh mass or dry mass, which justifies the decrease in the calcium
concentration with increasing fruit mass. Apparently calcium uptake is rapidly and
linear in the season but declines after then (Faust, 1989), however it is not clear the
overall implications of fruit growth in Ca accumulation.

The fruit cell wall has generally been viewed as a static structure which is
enzymically degraded during ripening leading to fruit softening (Mitcham et al., 1989).
Indeed during ripening cell wall polysaccharides are extensively modified by a variety
of ripening-related enzymes secreted from symplast into the cell wall and these changes
affect the cell wall structure (Toivonen and Brummell, 2007, 2008). A number of cell
wall modifying enzymes have been found in ripening fruits and presumably a variety of
cell wall modifications are responsible for changes in firmness. Pectolytic enzymes are
able to cleave or modify the nature of the polysaccharide backbone or to remove neutral
sugars from branched side chains. Since much of the wall bound pectic polysaccharides
are highly branched, the removal of side chains makes the molecule more prone to the
enzyme attack (Goulao ef al., 2007).

Little is known about cell wall modifications during ripening of Prunus
domestica L. plums. Nunes et al. (2008b) found highly esterified pectic polysaccharides
in this species at commercial harvest, but no evolutionary study along the harvest
season was done. These authors also suggest that the activity of pectin methylesterase,
polygalacturonase and cellulase, detected in these fruits, might explain the higher
extension degradation of cell wall polysaccharides along ripening.

Knowledge of the mechanism of fruit softening, cell wall structure and cell wall-
breakdown is very important to understand and improve the texture and quality of
fruits. The aim of the present work was to study the cell wall polysaccharides during
normal ripening on tree in ‘Rainha Claudia Verde’ plums. Also analyses of cell wall

calcium were preformed during ripening in order to clarify what is the really
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contribution of fruit growth in calcium accumulation in the cell walls, and how these

changes are involved in fruit softening.

2. Materials and Methods

2.1. Plant Material

In two consecutive years (2002/2003) fruits from ‘Rainha Claudia Verde’
variety were picked during 5 harvest dates from two different orchards, namely Vila
Vigosa (VV) and Cano (CA). The harvest maturity did not occur in the same day in VV
and CA orchards and maturity parameters were based on chemical and physical fruit
attributes: at 17£1% of SSC (solids soluble content) and when the mesocarp detached
easily from endocarp. In both years and orchards the harvest season occurred between
commercial and late harvest date. Both orchards have a drip irrigation system and trees
were grafted in Mariana GF8-1.

A group of ten trees with the same vigour was selected in each orchard and fruits
were picked considering size and defects. Both orchards VV and CA belong to the same
geographic region and are located, in this region, in the south and the west, respectively.
The west region is a particular one, having different edaphic and climatic conditions, in
CA orchard the blooming period usually occurred 8-10 days later than in VV orchard.
Orchards were selected for their history of providing fruits with contrasting textural
characteristics. The differences previously observed in soils and fruits mineral
composition mainly calcium and potassium, (Rato et al., 2008), elected these two

orchards as a case study.

2.2 - Fruit firmness and total soluble solids

In the laboratory, in each harvest date a group of ten fruits from both orchards
were weighed and evaluated for firmness and SSC. Firmness was also evaluated during
postharvest, using another group of 10 fruits from both orchards. Fruits were collected
during the harvest season and after harvest fruits were left at 20°C during 6 days and
firmness was assessed periodically (0, 1, 2, 3 and 6 days). Fruit firmness was
determined using a texturometer TAHDi Texture Analyser (Stable Microsystems)

equipped with a load cell of 25 kg fitted with a cylinder stainless flat base probe of 3
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mm of diameter which was forced into the fruit at a constant speed (1 mms™) to a 7 mm
depth. Firmness (N.mm) values were extracted from the force-deformation curve,
which estimates the energy needed to fail the fruit flesh and skin (Singh and Reddy,
2006). These measurements were preformed in opposite sides of the equatorial zone of

the fruit.

2.3 Preparation of cell wall material (AIR)

Fruits from both orchards and from all harvest dates were de-seeded, and 20
fruits, approximately 500g of fruit pulp and peel were ground in ethanol (2L) at a final
concentration of 85% (v/v) and boiled during 10 min. The mixture was cooled, filtered
through a glass fibre filter (Whatman GF/C) and the residue was then washed with
diethyl ether and allowed to dry at room temperature. The dried material constitutes the
alcohol insoluble residue (AIR).

2.4. Sequential extraction of AIR

In order to isolate and analyse the cell walls plant material during ripening, fruits
from VV 2003 were picked in the commercial and late harvest dates, and were further
sequentially extracted.

The AIR (8 g) was first extracted with water (600 mL) for 16h at 4°C. The
suspension was filtered through a GF/C filter paper and under suction. The residue was
further extracted with water, (500 ml) for 6h at room temperature, the suspension was
filtered again and the residue was extracted with 600ml of 0.5 M imidazole/HCI (pH
7.0) for 16 h, at room temperature. After filtration, the insoluble residue was extracted
again with 500 ml of 0.5 M imidazole/HCI (pH 7.0) for 2h, at room temperature. All the
supernatants were dialysed and concentrate under reduced pressure at T< 40°C to about
one tenth of the original volume. The insoluble residue from imidazole was further
extracted with 600 ml of 50mM Na,COj; containing 20mM NaBH,4 for 16 h at 4°C and
after filtration the residue was extracted again with 500 ml of 50mM Na, CO;
containing 20 mM NaBHy for 2h at room temperature. Both Na,COj; soluble extracts
were adjusted to pH 5.0 with glacial acetic acid and the material was isolated as before.

The depectinated residue was then extracted with 500 ml of 0.5 M KOH containing 20
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mM NaBHj, for 2 h at 4°C. The insoluble residue was further extracted with 500 ml of
1M KOH containing 20mM NaBH; at 4°C for 2h and then with 500ml of 1M KOH
containing 20 mM NaBH,, at room temperature for 2 h. To solubilize the strongly
hydrogen bonded material the insoluble residue was extracted with 500 ml of 4M KOH
containing 20mM NaBH, for 2 h at room temperature, then with 500 ml of 4M KOH
containing 3.5% H3;BO; and 20mM NaBHj,4 for 2 h at room temperature and finally with
500ml of 8 M KOH containing 20mM NaBH, for 2h at room temperature. All the alkali
extractions were preformed in a N, atmosphere. After filtration, alkaline extracts were
acidified to pH 5 with glacial acetic acid, dialysed to remove salts. After dialysis, all
extracts were concentrated under reduced pressure and precipitates were collected
separately by centrifugation (24400g for 10min at 4°C) The final residue (Cellulosic
Residue-CR) obtained after the alkali extractions was suspended in water, neutralised
(pH5-6) and dialysed. The supernatant from dialysis of the CR (sn-CR) was collected
separately from the residue by centrifugation and filtration as before. All extracts were

frozen and freeze-dried.

2.4. Quantification of Ca in the fruit

In each harvest date Ca fruit content was estimated in the dry matter as well as in
the AIR material. In dry matter, a twenty fruits sample was mixed to create a composite
sample for mineral extraction and analysis. Fruits were de-seeded and freeze dried.
Samples of approximately 1g were weighed in three replicates, and cations were
obtained after treatment of the organic matter by concentrated nitric acid.

In the AIR previously extracted, samples of approximately 0,1g were weighed in
three replicates, and treated with concentrated nitric acid.

K and Ca were estimated by inductively coupled plasma (ICP)-optical emission

spectroscopy (OES) in a Jobin Yvon JY-70.

2.6. Carbohydrate analysis

Monosaccharides were released from cell wall polysaccharides by a pre-
hydrolysis in 0.2 mL of 72% of H>SO; for 3 h at room temperature followed by 2.5h
hydrolysis in 1M H,SO4 at 100°C (Selvendran et al., 1979). Neutral sugars were
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analysed after conversion to their alditol acetates by GC- FID using 2-desoxyglucose as
“an internal standard (Coimbra et al., 1996). GC analysis was preformed as described by
(Nunes et al., 2006).

Uronic acids (UA) were quantified by a modification (Coimbra et al., 1996) of
the 3-phenylphenol colorimetric method (Blumenkrantz and Asboe-Hasen, 1973), using
a calibration curve made with D-galacturonic acid. Samples were prepared by
hydrolysis in 0.2 mL of 72% H,SO4 for 3 h at room temperature followed by 1hin 1M
H,S04 at 100°C. The hydrolysis of all samples was done in duplicate and after
hydrolysis samples were filtered through a glass fibre filter (Whatman GF/C ). A third

analysis was done in a few samples with higher variability.

2.7. Statistical analysis

Quantitative analysis is presented as means values and the reproducibility of the results
is expressed as standards deviation. For fruit firmness were analysed according to a
factorial design, years and orchards were considered factors. Analyses of variance were
performed with a significance level of 95%, followed by a LSD test using the
STATISTICA 6.0 software (StatSoft Inc.).

3. Results and Discussion

Table 1 shows the physics characteristics and composition of ‘Rainha Claudia
Verde’ plums used in the present study. Maturity parameters were based on chemical
and physical fruit attributes. The beginning of the commercial harvest (Day 0) was
established when both of these parameters were reached: a solids soluble content (SSC)
of 17+1% and the mesocarp detach easily from the endocarp. These criteria used for
harvesting of fruits for fresh consumption were established considering that these fruits
should be in a more advanced stage of maturity than those harvested for candying, 16%
SSC and 1.0 meq malic acid/100 g fruit fresh weight (Nunes et al., 2009). In both years,
the harvest maturity of the fruits from Cano (CA) orchard occurred seven days later than
the harvest maturity of the fruits from Vila Vigosa orchard (VV). In both years and

orchards, fruits
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Table 1. Physics characteristics and composition of ‘Rainha Claudia Verde’ piums

Year Orchard Harvest date Fruit SSC Firmness g AIR/g
Weight (g) % (N.mm) fresh weight
2002 VV Early 5/7  293+1.1 162  19.10+0.71 0.035
Commercial 10/7 292+1.0 174 15.53+£0.76 0.034
Intermediate  12/7 30.7+09 188 16.43+0.82 0.032
Late 16/7 321+0.6 204 12.80+0.73 0.032
Advanced 24/7  353+09 243 11.52+0.57 0.032
CA Early 12/7  27.7+09 155 18.44+0.73 0.035
Commercial 17/7 288+09 162 16.01+0.79 0.035
Intermediate 19/7 30.0+ 1.3 198 15.80+0.72 0.035
Late 23/7  299+12 209 12.14+042 0.032

Advanced 30/7 314+05 210 12.01+048 0.030

2003 VV Early 10/7 262=+1.1 148 15.83+0.57 0.035
Commercial 15/7 27.6+0.8 15.0 20.34+0.68 0.032

Intermediate 18/7 28.6+0.7 167 21.32+0.82 0.031

Late 22/7  29.7+1.1 18.8 18.84 +0.62 0.033

Advanced 25/7 312+09 212 17.48+0.64 0.033

CA Early 15/7 265+0.6 127 22.51+0.71 0.032
Commercial 22/7 28.0+0.9 156 24.98+0.95 0.034

Intermediate 25/7  33.2+0.8 19.7 18.87+1.02 0.033

Late 30/7 334+07 217 15.88+0.78 0.033

Advanced 1/8 343+£09 219 17.48+0.58 0.040

Mean + standard error.

were collected and analyzed in an early harvest (Early) 5 days before the commercial
harvest, at the commercial harvest (Commercial) 2-3 days after the commercial harvest
(Intermediate), at a late commercial harvest (Late) 6-8 days after the commercial
harvest, and 10-14 days after the commercial harvest (Advanced), when the fruits were

in an advanced stage of ripening, not suitable for commercialization.
3.1. Fruit firmness

Figure 1 shows the firmness of ‘Rainha Claudia Verde’ plums harvested in
different days during ripening on tree. Between years, at harvest fruit firmness was

significantly higher in 2003. On Commercial and Intermediate harvests, the fruit

firmness was constant for both years in VV and for CA fruits of 2002. The exception
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was the CA fruits in 2003 that sharply decreased 25% of its firmness in these three days.

After the Intermediate harvest, the decrease in firmness was observed for all fruits.

******************** - & -W2002 - O -CA2002

N.mm —® V2003 —O— CA2003
,,,,,,,,,, .y i

6 1 4 9 14

Days in tree

Fig.1 — Fruit firmness evolution during harvest in both years. Each point represents a twenty sample mean
+ standard error.

From the Intermediate to the Late harvest this decrease was 22-23% in fruits from 2002
and 12-16% in fruits from 2003, which is in accordance with the 4.5% of firmness loss
per day reported by Guerra and Casquero (2008), for Prunus domestica L. plums during
a similar harvest period, although having less mature fruits, as shown by the lower SSC.

In the last stage of development, fruit size is largely caused by cell enlargement
and water status, which is an important determinant of fruit volume and, consequently,
fruit weight (Faust, 1989). In both years, fruits weight showed a gradually increase as
ripening went on. From the Commercial to Late harvest, the weight increase in fruits
from VV was 19-20% in both years while for CA fruits was only 13.4% in 2002 but
34.4% in 2003 (Table 1). It is commonly accepted that smaller fruits are firmer than
larger ones (Kilili et al., 1996; Mpelasoka et al., 2000). Another factor that seems to
contribute for firmness is irrigation, (Garcia et al., 1995) found that firmness increases
in fruits from normally irrigated trees when compared to fruits from less-irrigated trees.

The study of the microstructure of this variety showed that the tissues of the
plums are composed by isodiametric parenchyma cells with a regular shape (Nunes et
al., 2008a). These parenchyma cells have been shown to increase progressively in size
with distance from the epidermis. These cells were reported to be perfectly turgid with

very few intercellular spaces, with an apparently consistent cell wall structure, and a
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well defined middle lamella between parenchyma cells and small intercellular spaces.
No significant differences in microstructure and texture have been observed in the
tissues from VV and CA plums by Nunes et al. (2008a). However, upon candying, the
plums from CA orchard presented poor texture characteristics on the flesh, which have
been related to cell wall polysaccharide degradation (Nunes et al., 2008b).

The shorter postharvest life presented by the fruits from CA orchard, which
became too soft and loose texture very quickly, has also been reported by Agulheiro
Santos et al. (2005). Figure 2 shows the postharvest evolution from commercial to late

harvest date from both orchards, during 6 days at 20°C.

Firmness (N.mm)
>

days at 20°C W

Fig.2 — Firmness evolution at 20°C in fruits from both orchards. Each point represents a sample mean
(n=120) with confidence intervals at 95%.

After 3 days fruits from CA became significantly (p=0.008) less firm than those
from VV. However at harvest there were no significant differences in fruit firmness, and

at 6™ day at 20°C fruit firmness reach the same lowest value.
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3.1. Cell wall material composition

The cell wall synthesis during ripening has been speculated by some authors.
According to Mitcham et al. (1989) synthesis continues throughout ripening and
increases transiently until the climacteric phase. Thus, fruit softening resulted from
insertion of modified polymers and removal of other polymers, producing a less rigid
cell wall. Nevertheless it should be notice that ripening occurs differently if fruits are
attached or detached from the tree. Murayama et al. (1998), found a different texture
evolution in fruits ripened on and off the tree. In fruits ripened on the tree, softening
was not accompanied, as expected, by an increase in water soluble pectin apparently
due to cell wall synthesis. Also, in this plum variety the amount of pectic
polysaccharides recovered with water and imidazole between commercial and late
harvest, did not show a significant increase (table 2). This may indicate that, pectins
from middle lamella did not solubilize differently from commercial to late harvest.
Contrarily to Manrique and Lajolo (2004), who found in papaya fruit, a gradually
increase of polymeric material present in water soluble fraction during the entire
ripening period. However this study occurred entirely off the tree and fruits, after
harvest, were left to ripen in an incubator.

The AIR (mgAIR/g fresh weight) which reflects the content of cell wall material
in fresh weight did not have consistent differences between all harvest dates. During
ripening the AIR content presents a slight decrease (table 1), however in 2003 in CA the
AIR content increase during harvest dates. Table 1 shows in 2002 a decrease of 8.5% of
AIR content in VV against 14% of CA, and in 2003 VV has a AIR content decrease of
5.7% and in CA orchard the AIR content had an increase of 25%. Also Rosli ef al.
(2004), found a decrease in AIR content as fruits matures but no clear correlation has
been established during harvest dates between fruit firmness and AIR content. However
between years, major differences have been found in fruit firmness (fig.1) which
indicates that the content in cell wall material is not the only contributor to firmness.

The uronic acids present in AIR, which represent the pectic polysaccharides,
have been used to define a reliable maturation parameter by Nunes et al. (2009) in order
to predict fruit texture upon candying. In our study, and also as firmness, the UA
content in the AIR, in year 2002, was significantly lower than in 2003, and this was

consistent in both orchards (fig. 3).
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The pectic polysaccharides extracts can be recovered with water, with aqueous
solutions of chelating agents and with solutions of diluted carbonate (Coimbra et al.,
1996). In these plums the water and the imidazole extracts were very rich in pectic

polysaccharides as has been reported by Nunes et al. (2008b). The ratio UA/ neutral

Table 2 - Sugar composition of plums harvested in commercial and late harvest date obtained by
sequential extraction with aqueous solvents in VV orchard

Extract Harvest Yield * Cell wall sugars (% mol) Total
% Rha Fuc Ara Xyl Man Gal Gle UA (mg/g)
Water
Comercial 29 240 120 2020 540 60 241 111 3243 408
Late 2.9 2 £0 1+0 18+1 40 60 23+1 10+0 36+2 490
Imid.
Comercial 1.9 1#0 00 741 140 20 9+1 540 75+2 784
Late 1.6 140 020 61 120 10 8+1 240 80%3 786
N32C03
4°C Comercial 15.4 120 040 740 0x0 11 7+0 0+0 831 938
Late 13.7 140 00 9£1 020 10 10+l 00 791 757
Na2C03
20°C Comercial 52 240 020 33+£2 140 0+0 422 10 21+3 474
Late 5.1 220 0+0 2741 1+0 1£0 36+£2 0+0 341 57t
0,5M
KOH Comercial 4.8 120 10 171 70 10 2942 9+0 36+4 586
sn Late 42 140 120 210 1140 10 331 920 230 625
0,5M
KOHpp Comercial 1.6 1£0 00 270 1+0 140 412 20 27+£3 572
Late 04 10 00 301 120 00 421 20 2442 501
1M
KOH Comercial 21 140 420 8+0 2140 5+0 190 2720 151 754
sn Late 14 140 420 9+0 2440 5+0 19x1 25+1 13+l 673
1M
KOH Comercial 1] 140 00 380 840 00 230 740 2241 276
pp Late 1.2 1+0 120 411 13£0 2+0 230 440 16+0 341
4M
KOH Comercial 13 140 140 151 620 130 24+1 2320 161 584
sn Late 1.1 10 230 13x1 1041 161 24+1 23+1 12+2 608
4M
KOH Comercial 12 10 00 4841 220 140 16+1 8=x1 23+1 186
pp Late 1.5 140 00 501 5+1 220 151 420 221 199
8M
KOH Comercial 1.0 240 120 3443 540 4+1 311 8«1 152 937
sn Late 0.7 240 020 311 320 50 37+1 8+0 130 754
8M
KOH Comercial (.8 240 040 30x1 10 10 301 2+1 351 551
pp Late 22 120  0+0 3141 2£0 020 36%2 10 291 725
sn CR
Comercial 3.6 240 00 26+1 040 0+0 290 00 44+1 429
Late 2.5 140 00 3142 120 00 250 10 422 616
CR

Comercial 13.0 1+0 0+0 13+1 20 2+0 131 522 17+£3 941
Late 15.4 10 0+0 1241 240 1+0 1440 53+1 18+1 935
? Yield is expressed in mg of dry weight material per 100g of AIR
Mean + standard deviation (n=4)
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sugars provide information about the composition and structure of polysaccharides. In
water and imidazole extracts the ratio between the UA amount and the arabinose (Ara)
and galactose (Gal) amount did not change from commercial to late harvest date. The
UA/Ara+Gal ratio has similar values in both extracts and harvest dates. However in

dilute sodium carbonate extracts at 4°C, the ratio was 6 and 4 in commercial and late
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Fig.3 — Changes in the UA (mg/g AIR) content in the AIR for CA and VV orchards in both years
(Meanzstandard deviation with n=4)

harvest, respectively. The slight decrease of UA/Ara+Gal ratio suggests a slight
increased of more branched polysaccharides from commercial to late harvest date. In
this variety the UA/Ara+Gal ratio values in commercial and late harvested fruits are in
accordance to fruit firmness. In fact fruit firmness exhibited a slight decrease, but did
not significantly change between commercial and late harvest date.

Manrique and Lajolo (2004), obtained greater UA/Ara+Gal ratios in polymers
extracted with sodium carbonate than with water and imidazole solutions, which
suggested the existence in those solutions, of more branched polysaccharides, such as
cell wall covalently linked pectins. In carbonate pectic polysaccharides extracted at
20°C the UA/Ara+QGal ratio almost duplicate between commercial and late harvest date

indicating that pectins have fewer side chains at this stage.
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Also as Nunes ef al. (2008b), it was found in both harvest dates, in sn-CR
extract, the occurrence of highly branched polysaccharides which might be a
consequence of matrix material associated with the microfibrilar phase (Coimbra et al.,
1994).

Neutral sugars values obtained for sodium hydroxide fractions were not
indicative of hemicellulose degradation between harvest dates. In most fractions, it was
observed that hemicellulosic polymers solubilization did not significantly change. The
role of hemicelluloses in the overall fruit softening is not yet full understood and some
contradictory results have been found. Loss of hemicelluloses and cellulose has been
described in many species (Brummell et al., 2004). However Percy et al. (1997), did
not find any changes in the molecular weight profile in both hemicellulose and
xyloglucans polymers, as well as Rosli ef al. (2004), who did not find a good correlation

between firmness loss and hemicellulose content.

3.3 — Calcium cell wall

The calcium extracted in fruit dry matter represents total calcium which can be
separated into several fractions: the water soluble calcium and the exchangeable
calcium complexed with pectic polysaccharides. Also the concentrations of these forms
may vary during fruit development (Saure, 2005). During ripening, fruits increase their
weight due to water accumulation and sugars mobilization into the fruit and its
contribution are particularly intense in last ripening phases (Faust,1989). When calcium
fruit content results are expressed in terms of fresh mass or dry mass, there is always an
associated error. This error becomes greater as fruits ripens and in varieties with higher
SSC.

Sophisticated techniques have been used to measure the level and the
distribution of calcium in the cell walls (Huxham et al., 1999). The use of simple
techniques to evaluate the accumulation of calcium in the course of fruit development
independently of fruit mass, must be used. AIR extraction technique is an easy and
quite efficient method used to the extraction of plum cell wall polymers because of the
proven inactivation effect that ethanol exerts against cell wall degrading enzymes

(Coimbra et al., 1996).
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The calcium presented in the AIR material reached average values between 54-
80% of the calcium extracted from dry matter (fig.4). Marschner (1995), estimated that
up to 50% of the total calcium in the cell can be bound to the carboxylic groups of the

polygalacturonic acids in the cell walls.

£ CA-2002
m CA-2003

0 VvV-2002
B VV-2003

Harvest Harvest

Fig.4 — %Ca extracted in AIR considering calcium extracted from dry matter. (Meantstandard deviation
with n=4)

Calcium fruit content was significantly different between orchards; fruits from CA

orchard have lower calcium fruit content in both years (fig.5).
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Fig.5 — Calcium fruit level (mgCa/gAIR) in both orchards (VV and CA) and years. Each point represents
a twenty sample mean with confidence intervals at 95%.
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The orchard which maintained, during postharvest, firmer fruits (VV) had
significantly higher levels of calcium in the AIR. Strong positive correlations between
calcium and apple fruit firmness have been reported by several other authors (Brown et
al., 1996; Glenn and Poovaiah, 1990; Mason et al., 1975), however Huxham et al.,
(1999), found in apples a negative correlation between cell wall calcium and fruit
firmness. During ripening cell wall becomes negatively charged due to the removal of
methylester groups by PME (pectin methyl esterase). In the presence of calcium,
negatively charged GalA residues associate together through ionic Ca®** bonds which
provide, accordingly to Toivonen and Brummell (2008), most of the intermolecular
bonding force in ripening fruits. Between orchards the differences registered in fruit
firmness after 3 days at 20°C are also in accordance with the values of calcium content
in the cell wall. Fruits from CA orchard had a significant lower value of calcium in the
cell wall than fruits from VV orchards. Also fruits from both orchards had different
postharvest behaviour after 3 days at 20°C. Comparing orchards, fruits from CA had a
significant lower firmness values.

Nunes et al. (2008b) reported at harvest a degree of methylesterification in this
plum variety of 38% and 57% in CA and VV orchards, respectively. Also the PME
activity was 28% higher in VV than in CA orchard. These results might indicate that
calcium in VV fruits is directly involved in strengthening fruit cell wall through
ripening. In opposite, fruits from CA orchard, in spite of a lower DM, have also a much
lower calcium fruit content which renders the cell wall polysaccharides much more

susceptible to enzyme attack.

4. Conclusion

Knowledge of the mechanism of fruit softening, cell wall structure and cell wall
breakdown is important to improve fruit quality. As expected during ripening there was
a gradual decrease in fruit firmness but apparently it does not compromise the middle
lamella structure between commercial and late harvest dates. In fact, these fruit plums
ripened in the tree which might influence cell wall breakdown and also fruit firmness
did not significantly change during this period. However it was detected during ripening

a relative loss of neutral sugars in pectic polysaccharides.
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The evaluation of calcium content in the AIR allowed studying this cation
evolution in the fruit with a minor interference of fruit mass increase. In contrast to SSC
increase and rapid fruit growth during harvest, the AIR material presents just a slight
decrease.

Between orchards fruits from CA showed a higher softening after 3 days at 20°C
contrarily to calcium fruit content in the AIR. Fruits from VV orchard had a significant
higher calcium content in the AIR. In the second year fruit firmness was significantly
higher than in the first year as well as calcium fruit content and pectic polysaccharides
fruit level.

Firmness is a complex fruit property which is influenced by different preharvest,
at-harvest, and postharvest factors. Further the influence of preharvest factors in fruit
firmness has been widely reviewed, and is commonly accepted that predictive accuracy
of firmness measurements varied substantially between seasons. In the future new
approaches to study the mechanism of plum fruit softening off the tree are needed, in
order to understand the changes in the cell wall composition in this variety during
postharvest ripening. The prediction of fruit quality upon storage is one of the major
problems that concerns agricultural technicians. The previous knowledge about fruit
calcium content and as well as pectic polysaccharides could be important in the future to

predict changes that occur in plum fruits during postharvest ripening.

Acknowledgments:
We would like to thank to Portuguese Ministry of Agriculture, Agro Program
and FCT (Portugal) for the PhD grant (SFRH/BD/12928/2003).

5. References

Agulheiro Santos, A. C., Ventura, C., Garcia Bernalte, M. J., and Pacheco Ribeiro, G.
(2005). The use of plastic film (oriented polypropylene) under cold conditions
for storage of 'Rainha Caludia Verde' plums. Acta Hortic.. 682, 1761-1768.

Blumenkrantz, N., and Asboe-Hasen, G. (1973). New method for quantitative
determination of uronic acids. Anal. Biochem. 54(2), 484-489.

Brown, G. S., Kitchener, A. E., McGlasson, W. B., and Barnes, S. (1996). The effects
of copper and calcium foliar spray on cherry and apple fruit quality. Scientia
Hortic. 67(3-4), 219-227.

120



Brummell, D. A., Dal Cin, V., Crisosto, C., and Labavitch, J. (2004). Cell wall
metabolism during maturation, ripening and senescence of peach fruit. J. Exp.
Bot. 55, 2029-2039.

Coimbra, M. A., Delgadillo, 1., W., W. K., and Selvendran, R. (1996). Isolation and
analysis of cell wall polymers from olive pulp. In "Moderns Methods of Plant
Analysis" (H.-F. Linskens and J. F. Jackson, eds.), Vol. 17, pp. 19-44. Springer-
Verlag, Berlin.

Coimbra, M. A., Waldron, K. W., and Selvendran, R. (1994). Isolation and
characterisation of cell wall polymers from olive pulp (Olea europeae L.). Carb.
Res. 252, 245-262.

Conway, S. C., Sams, C. E., McGuire, R. G., and Kelman, A. (1992). Calcium treatment
of apples and potatoes to reduce postharvest decay. Plant Disease 76, 392-334.

Cosgrove, D. J. (2000). Expansive growth of plant cell walls. Plant Physiol. Biochem.
38, 109-124.

Faust, M. (1989). "Physiology of temperate zone fruit trees,” John Wiley & Sons,
Bestville, Maryland.

Garcia, J. L., Ruiz-Altisent, M., and Barreiro, P. (1995). Factors Influencing Mechanical
Properties and Bruise Susceptibility of Apples and pears. J.Agric. Engng Res.
61, 11-18.

Giovannoni, J. (2001). Molecular Biology of Fruit Maturation and Ripening. Plant Mol.
Biol. 52, 725-749.

Glenn, G. M., and Poovaiah, B. W. (1990). Calcium-mediated Postharvest Changes in
Texture end Cell Wall Structure and Comoosition in 'Golden Delicious' Apples.
J.Am.Soc. Hort.Sci 6, 962-968.

Goulao, L. F., and Oliveira, C. M. (2008). Cell wall modifications during fruit ripening:
when a fruit is not the fruit. Trends in Food Science & Technology 19, 4-25.

Goulao, L. F., Santos, J., de Sousa, 1., and Oliveira, C. M. (2007). Patterns of enzymatic
activity of cell wall-modifying enzymes during growth and ripening of apples.
Postharvest Biol. Technol. 43, 307-318.

Guerra, M., and Casquero, P. A. (2008). Effect of harvest date on cold storage and
postharvest quality of plum cv. Green Gage. Postharvest Biol. Technol. 47(3),
325-332.

Heyes, J. A., and Sealey, D. F. (1996). Textural changes during nectarine (Prunus
persica) development and ripening. Scientia Hortic. 65, 49-58.

Huxham, 1., Jarvis, M., Shakespeare, L., Dover, C. J., Johnson, D., Knox, J. P., and
Seymour, G. B. (1999). Electron energy loss spectroscopic imaging of calcium
and nitrogen in the cell walls of apple fruits. Planta 208, 438-443.

Kilili, A. W., Behboudian, M. H., and Mills, T. M. (1996). Composition and quality of
'"Braeburn' apples under reduced irrigation. Scentia Hortic. 67, 1-11.

Koch, J. L., and Nevis, D. J. (1989). Tomato Fruit Cell Wall - L. use of purified tomato
polygalacturonase and pectinmethylesterase to identify developmental changes
in pectins. Plant Physiol. 91, 816-822.

Manrique, G. D., and Lajolo, F. M. (2004). Cell wall polysaccharide modifications
during postharvest ripening of papaya fruit (Carica papaya). Postharvest Biol.
Technol. 33, 11-26.

Marschner, H. (1995). "Mineral Nutrition of Higher Plants," second edition/Ed.
Academic Press, London.

Mason, J. L., Jasmin, J. J., and Granger, R. L. (1975). Softening of 'McIntosh'Apples
Reduced by a Postharvest Dip in Calcium Chloride Solution plus Thickener.
HortScience 10(5), 524-525.

121



Mitcham, E. J., Gross, K. C., and Ng, T. J. (1989). Tomato fruit cell wall synthesis
during development and senescence. Plant Physiol. 89, 477-481.

Mpelasoka, B. S., Behboudian, M. H., Dixont, J., Neal, S., and Caspari, H. (2000).
Improvement of fruit quality and storage potencial of 'Braeburn’' apple through
deficit irrigation. JHSB 75(5), 615-621.

Murayama, H., Takahashi, T., Honda, R., and Fukushima, T. (1998). Cell wall changes
in pear fruit softening on and off the tree. Postharvest Biol. Technol. 14, 143-
149.

Nunes, C., Rato, A. E., Barros, A. S., Saraiva, J. A., and Coimbra, M. A. (2009). Search
for suitable maturation parameters to define the harvest maturity of plums
(Prunus domestica L.): A case study of candied plums. Food Chem.112(3), 570-
574.

Nunes, C., Rocha, S. M., Saraiva, J., and Coimbra, M. A. (2006). Simple and solvent-
free methodology for simultaneous quantification of methanol and acetic acid
content of plant polysaccharides based on headspace solid phase
microextraction-gas chromatography (HS-SPME-GC-FID). Carb. Polym. 64,
306-311.

Nunes, C., Santos, C., Pinto, G., Lopes-da-Silva, J. A., Saraiva, J., and Coimbra, M. A.
(2008a). Effect of candying on microstructure and texture of plums (Prunus
domestica L.). LWT - Food Science and Technology 14(10), 1776-1783.

Nunes, C., Saraiva, J. A., and Coimbra, M. A. (2008b). Effect of candying on cell wall
polysaccharides of plums (Prunus domestica L.) and influence of cell wall
enzymes. Food Chem.111, 538-548.

Patten, K., and Patterson, M. (1985). Fruit moisture status effects on the texture and
mechanical properties of Sweet Cherries. J Amer.Soc. Hort.Sci 110(4), 537-541.

Percy, A., Melton, L. D., and Jameson, P. E. (1997). Xyloglucan and hemicellulose in
the cell wall during apple fruit development and ripening. Plant Sci. 125, 31-39.

Poovaiah, B. W., Glenn, G. M., and Reddy, A. S. N. (1988). Calcium an Fruit
Softening: Physiology and Biochemistry. Hort. Rev. 10, 107-152.

Rato, A. E., Agulheiro, A. C., Barroso, J. M., and Riquelme, F. (2008). Soil and
rootstock influence on fruit quality of plums (Prunus domestica L.). Scientia
Hortic. 118(3), 218-222.

Rosli, H. G., Civello, P., and Martinez, G. A. (2004). Changes in cell wall composition
of tree Fragaria x ananassa cultivars with different softening rate during
ripening. Plant Physiol. Biochem. 42, 823-831.

Sams, C. E. (1999). Preharvest factor affecting postharvest texture. Postharvest Biol.
Technol. 15, 249-254.

Saure, M. C. (2005). Calcium translocation to fleshy fruit: its mechanism and
endogenous control. Scientia Hortic.10S, 65-89.

Selvendran, R., March, J. F., and Ring, S. G. (1979). Determination of aldoses and
uronic acid content of vegetables fiber. Anal. Biochem. 96 (2), 282-292.

Singh, K., and Reddy, B. (2006). Post-harvest physico-mechanical properties of orange
peel and fruit. J. Food Eng. 73, 112-120.

Toivonen, P. M. A., and Brummell, D. A. (2008). Biochemical bases of appearance and
texture changes in fresh-cut fruit and vegetables. Postharvest Biol. Technol.
48(1), 1-14.

Tzoutzoukou, C., and Bouranis, D. (1997). Effect of preharvest application of calcium
on the postharvest physiology of apricot fruit. J. Plant Nut. 20, 295-309.

122



Yoshioka, H., Aoba, K., and Kashimura, Y. (1992). Molecular weight and degree of
methoxylation in cell wall polyronide during softening in pear and apple frui. J.
Amer. Soc. Hort. Sci 117(6), 600-606. ‘~

123



3. CONSIDERACOES FINAIS E TRABALHOS FUTUROS

124



3. Consideracdes Finais e Trabalhos Futuros

Os resultados desta tese permitiram incluir a variedade ‘Rainha Claudia Verde’
no grupo dos frutos climatéricos. Devido a diferenga observada nas taxas de producéo
de etileno recolhido em sistema aberto e sistema fechado, é necessario no futuro, para
se estabelecerem valores exactos para estas taxas, utilizar outro tipo de dispositivos
que permitam um controlo rigoroso da ventilagio dos contentores. O estudo sobre os
efeitos da conservagio frigorifica nesta variedade indicaram uma aparente sensibilidade
as baixas temperaturas, que se revelou quer na diminui¢do da taxa de produgdo de
etileno quer na alteragdo da textura dos frutos. O estudo da actividade enzimética da
ACC-sintetase ¢ ACC-oxidase nos frutos desta variedade, sujeita a regimes de
temperaturas diferentes, permitira esclarecer que efeito tém as baixas temperaturas na
conservagdo dos frutos.

Os resultados sobre a influéncia do porta-enxerto na qualidade dos frutos
permitiram eleger o porta-enxerto GF10-2 em alternativa ao GF8-1, como uma boa
opedo para as condigdes edafo-climaticas do Alentejo. Sendo este ultimo porta-enxerto
mais vigoroso que o GF10-2, apresentou também um maior crescimento acumulado e
induziu um menor teor de célcio dos frutos. No entanto nem sempre a redugéo de vigor
tem como consequéncia o aumento da concentragio de calcio nos frutos. Segundo a
bibliografia consultada, esta relagdio nfo se verifica para porta-enxertos ananicantes ou
semi-ananicantes. Dentro deste grupo, um vigor maior da arvore corresponde de um
modo geral, a um teor de célcio nos frutos maior. A hipétese de haver um limite a partir
do qual o menor vigor das arvores deixa de ser vantajoso para o aumento do teor de
célcio nos frutos, torna estes dois porta-enxertos como uma boa alternativa para estudar
os efeitos de diferentes niveis de célcio na conservago nos frutos. Nem sempre as
aplicag¢Bes aos frutos se mostram eficazes, pelo que se torna extremamente vantajoso ter
alguma garantia no inicio da conservagdo de que havera diferengas na concentragéo
deste catigio nos frutos.

As diferengas observadas entre estes dois porta-enxertos ao nivel da indugéo de
diferentes teores de calcio dos frutos leva-nos a especular acerca da origem destas
diferengas. Pode assim justificar-se a maior concentragdo deste catidio nos frutos com
base no menor vigor induzido pelo porta-enxerto e relacionar este efeito com um

problema de dilui¢dio deste catifio na arvore. No entanto, dadas as diferengas observadas

125



nos frutos pode ainda especular-se acerca da maior afinidade que o porta-enxerto GF10-
2 tem ao nivel da abso;g:éo radical deste catifio, apresentando assim uma vantagem
acrescida sobre o porta-enxerto GF8-1. Na entrada e no transporte do calcio na planta
parece estarem envolvidos varios processos, entre os quais fendmenos de troca catidénica
ao nivel dos polissacarideos das paredes celulares do xilema. No futuro, o estudo da
composi¢do e quantificagéio dos polissacarideos pécticos ao nivel da zona radical podera
esclarecer quanto a origem das diferengas apresentadas por ambos os porta-enxertos.

Nos primeiros trabalhos efectuados, a influéncia do pomar no teor de calcio dos
frutos ndo se mostrou tdo evidente como a influéncia do porta-enxerto. Os solos dos
dois pomares em estudo mostraram diferencas quanto & sua composi¢do quimica,
nomeadamente quanto ao teor de potassio. Embora a competi¢8o entre catides presentes
no solo esteja bem documentada no que diz respeito a absorgdo de calcio e de potassio,
a maioria dos autores refere os efeitos do excesso de calcio na absor¢éo do potassio. O
efeito antagonista do excesso de potassio relativamente & absorgdo de calcio podera ser
confirmado no futuro através de ensaios de adubagio.

O estudo da evolugéo dos niveis de célcio nos frutos durante a maturagio tem
apresentado de um modo geral, resultados pouco conclusivos. As determinagdes deste
catidio efectuadas nos frutos vém sempre expressas em fung¢fio de outra variavel, o que
origina grande heterogeneidade de resultados. A determinagfio do teor de calcio na
fracgfio de paredes celulares dos frutos efectuada neste trabalho, permitiu minimizar o
erro associado ao aumento da massa do fruto. Utilizando este método foram avaliar-se
novamente os frutos provenientes dos dois pomares ¢ concluiu-se que os frutos
apresentavam concentra¢des de célcio significativamente diferentes. Sendo o pomar que
apresentava maiores teores de nutrientes no solo, nomeadamente calcio e potassio,
aquele em que os frutos apresentavam menores teores de calcio.

O célcio presente na parede celular contribui para o aumentando da sua
estabilidade, no entanto ndo se obteve neste trabalho, uma correlagéo nitida entre o teor
de calcio associado a parede e a firmeza dos frutos. A firmeza dos frutos € de facto,
uma caracteristica complexa para a qual contribuem uma variedade de factores, sendo o
célcio um deles. No entanto, porque a variabilidade entre frutos ¢ muito grande, a
correlagdo entre o teor de calcio dos frutos e a firmeza devera, no futuro, ser efectuada

na mesma amostra.

126



