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Resumo

Atualmente, a Xylella fastidiosa (Xf) é uma das bactérias fitopatogénicas mais
perigosas do mundo, sendo responsavel por uma vasta gama de doencas com enorme
impacto econémico e ambiental. Detetada em Portugal em 2019, e com uma crescente
area afetada, torna-se fundamental dispormos de ferramentas de diagnostico rapidas e
confiaveis. Neste contexto, um dos objetivos deste trabalho foi desenvolver uma
ferramenta para a detecao e identificacao rapida de Xf com aplicabilidade em campo. A
solucao de diagnostico aqui proposta consiste em acoplar uma detecao preliminar de Xf
através da reacdo Loop-Mediated Isothermal Amplification (LAMP) com a
confirmacao e identificacdo molecular através da sequenciacao de genes especificos na
plataforma MinION MKiC. Esta estratégia reduz o tempo de diagnoéstico de semanas
para horas, permitindo a ado¢ao de medidas profilaticas em tempo 1til, diminuindo o
risco de dispersao da bactéria. Estes ensaios serdo posteriormente validados de forma a
determinar a especificidade e sensibilidade para a detecao de Xf. Adicionalmente, o
cultivo do marmeleiro (Cydonia oblonga Miller) tem evoluido na Beira Interior,
demonstrando ser um recurso endégeno de grande potencial na regido. Desta forma, o
outro objetivo deste trabalho consistiu na caracterizacdo nutricional das diferentes
cultivares de marmelo cultivadas na regido da Beira Interior. As cultivares em estudo
demonstraram que os hidratos de carbono foram os macronutrientes em maior
abundancia, apresentando ainda, teores reduzidos de gordura e um baixo poder
calérico. Com a finalidade de diversificar os produtos disponiveis no mercado e
valorizar a producdo de marmelo, foi desenvolvido neste trabalho um produto

inovador, o vinagre de marmelo.

Palavras-chave

Marmelo; Xylella fastidiosa; Loop-Mediated Isothermal Amplification; Oxford
Nanopore Technology.






Abstract

Currently, Xylella fastidiosa (Xf) is one of the world most dangerous phytopathogenic
bacteria, responsible for a wide range of diseases with enormous economic and
environmental impact. Detected in Portugal in 2019, and with a growing affected area,
it is essential to have quick, sensitive and specific diagnostic tools. Therefore, one of the
objectives was to develop a tool for the rapid detection and identification of Xf with
field applicability. The proposed diagnostic solution consists of coupling a preliminary
Xf detection through the Loop-Mediated Isothermal Amplification (LAMP) reaction
with the specific genes sequencing using the portable MinION MKiC platform. This
strategy reduces the diagnosis time from weeks to hours, allowing the adoption of
timely prophylactic measures, reducing the bacterial dissemination risk. The assays will
be further validated to determine specificity and sensitivity for detecting Xf.
Additionally, quince (Cydonia oblonga Miller) production has evolved in the Beira
Interior, demonstrating to be an endogenous resource with great potential in the
region. Accordingly, the other objective of this work consisted in the nutritional
characterization of different quince cultivars cultivated in the Beira Interior region. All
cultivars showed that carbohydrates were the macronutrients in higher quantity,
reduced fat levels and low in calories. Moreover, an innovative product was developed

in this work, quince vinegar, to diversify the offer for available products.
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Quince; Xylella fastidiosa; Loop-Mediated Isothermal Amplification; Oxford Nanopore
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1. Introducao

1.1 Marmelo

1.1.1 Origem

O marmelo (Cydonia oblanga Miller) é o fruto do marmeleiro, uma das arvores de fruto
mais antiga cultivada ha mais de 4 000 anos (Zhang et al., 2019). O marmelo teve origem
na Transcaucésia, Asia Menor, e no Sudoeste da Europa, no entanto pode ser encontrado
noutras regides como Africa do Sul, China, Médio Oriente, C4ucaso do Norte e Europa
Central (Ashraf et al., 2016; Zhang et al., 2019). Na antiguidade, o marmelo era apreciado
pelo seu aroma, sendo oferecido aos deuses pelo povo como prova de amor (Serralves,
2020) e nos casamentos como simbolo de fertilidade, também era usado como uma planta

medicinal (Sabir et al., 2015).

1.1.2 Morfologia

O marmeleiro é a tinica arvore do género Cydonia, da subfamilia Pomoideae pertencente a
familia Rosaceae (Zhang et al., 2019). E uma arvore pequena, com 4 a 5 metros de largura
e 5 a 8 metros de altura (Ashraf et al., 2016), apresenta um tronco tortuoso, de ritidoma
cinzento e uma epiderme lisa (Regato, Guerreiro, and Regato, 2017). As folhas, caducas,
sao simples, alternas e elipticas (Serralves, 2020; Regato, Guerreiro, and Regato, 2017)
com margens inteiras e um limbo ovado (Serralves, 2020), tendo um comprimento entre 6
e 11 centimetros (Ashraf et al., 2016). A floracao ocorre no periodo da primavera, de marco
a maio (Serralves, 2020). As flores do marmeleiro apresentam uma cor rosa-claro e tém
cerca de 3 a 5 centimetros de diametro (Regato, Guerreiro, and Regato, 2017). O fruto é
classificado como um pomo globoso de formato piriforme, de cor amarela brilhante
(Serralves, 2020; Ashraf et al., 2016) com uma altura que pode variar entre os 6 € 0s 9
centimetros e um didmetro entre 7 a 12 centimetros (Ashraf et al.,, 2016). A polpa é
amarelada, dura, acida e adstringente, devido a presenca de pectinas, taninos e
mucilagens, contendo um grande ntimero de sementes com uma coloracao castanho-
escura (Regato, Guerreiro, and Regato, 2017). Em Portugal, o marmelo fica pronto a ser
colhido em setembro (Serralves, 2020), apresentando um aroma bastante caracteristico e
pelagem na casca, que diminui com o avan¢o da maturacao (Mir et al., 2016) tornando-se
praticamente inexistente. Porém, devido a sua adstringéncia ndo é normalmente
consumido em fresco (Regato, Guerreiro, and Regato, 2017) mas preferencialmente
assado ou cozido, transformado em geleia, compota ou marmelada (Legua et al., 2013;

Ashraf et al., 2016; Mir et al., 2016).



1.1.3 Cultivares

Consoante a forma do fruto sao descritas duas variedades de marmelo, Cydonia oblanga
subespécie polyformis com a forma de pera, e Cydonia oblonga subespécie maliformis
com a forma de maca. Esta Gltima contém uma polpa mais dura e um sabor mais

adstringente relativamente a subespécie polyformis (Ashraf et al., 2016).

Em Portugal, estdo descritas quatro cultivares de marmelo, nomeadamente, a Gigante de
Vranja, a De Portugal ou Portugal, a Gamboa e a Champion (Tabela 1). As cultivares
Gigante de Vranja e a Portugal apresentam diferentes estados de maturacao que
correspondem a diferentes periodos de colheita. Por exemplo, a cultivar Gigante de Vranja
deve colher-se a partir da primeira quinzena de setembro enquanto, a cultivar Portugal é

colhida a partir do inicio de outubro (Regato, Guerreiro, and Regato, 2017).

Tabela 1. Cultivares de marmelo presentes em Portugal.

Cultivar Caracteristicas Referéncia bibliografica

Frutos em forma oblonga com grande peso e Regato, Guerreiro, and Regato,
Gigante de Vranja calibre médio, 344 g e 87 mm, respetivamente. 2017; Viveiros e Centro de

Adocicados com 16,9% de sélidos solaveis totais.  Jardinagem.

Frutos em forma arredondada com um peso

médio de 305 g e um calibre 85 mm. .
- L. . DGAV, 2016; Regato, Guerreiro,
De Portugal/Portugal Apresentam 16,1% de solidos solaveis totais. A
) i .. and Regato, 2017.
epiderme  contém  alguma  pubescéncia

esbranquigada.
Frutos em forma de pera, muito doces, com DGAV, 2016; Viveiros e Centro
Gamboa epiderme amarelo-vivo e polpa branca. de Jardinagem
Viveiros e Centro de
Champion Polpa amarela e macia, sumarenta e perfumada.

Jardinagem.

1.1.4 Adaptabilidade da espécie

Este tipo de arvore adapta-se com facilidade a um clima mediterranico e temperado, ou
seja, veroes quentes e invernos longos, resistindo a temperaturas baixas. Deste modo, o
marmeleiro pode ser cultivado nas mesmas regides onde se cultiva a videira. Tanto
durante o desenvolvimento do marmeleiro, como durante o desenvolvimento do fruto esta
arvore requer bastante luminosidade, assim como temperaturas altas. Contudo, as geadas
tardias prejudicam a fecundacao, floracdo e crescimento de novos ramos, tal como o
excesso de humidade no verao é prejudicial uma vez que pode potenciar o aparecimento

de pragas e doencas (Regato, Guerreiro, and Regato, 2017).



Esta espécie prolifera em diferentes tipos de solos, desde os mais pobres até aos mais
férteis, tendo preferéncia por solos drenados, argiloarenosos, franco-argilosos, ricos em
matéria organica e que tenham a capacidade de reter uma quantidade moderada de
humidade. Desde que sejam frescos e com uma reacao ligeiramente acida, com extremos

de pH a variar entre 5,6 e 7,2 (Regato, Guerreiro, and Regato, 2017).

Por norma os marmeleiros surgem nas margens das ribeiras e nas orlas de bosques, sendo
considera uma espécie ruderal (Regato, Guerreiro, and Regato, 2017; Serralves, 2020). E
utilizado como porta-enxerto de nespereira (Eriobotrya japénica Lindl), pereira (Pyrus
communis L.) (Regato, Guerreiro, and Regato, 2017; Legua et al., 2013) e macieira (Malus
domestica) (Zhang et al., 2019) pelo facto de ser tolerante ao encharcamento e asfixia

radicular (Regato, Guerreiro, and Regato, 2017).

1.1.5 Producao e mercado comercial

Em 2017, de acordo com a Food and Agriculture Organization (FAO), a producao
mundial de marmelo foi de 697 532 toneladas (t), distribuidas por uma area de 89 669
hectares (ha). J4 em 2019, a producdo de marmelo a nivel mundial sofreu uma quebra
tendo sido produzidas 666 589 t, apesar do aumento da area de producao para 93 699 ha
(FAOSTAT, 2019). Em 2017, a Asia e a Europa foram os principais continentes
produtores, sendo a Turquia o maior pais produtor, com 174 038 t, seguido da China e do
Uzbequistao com 120 528 e 109 516, respetivamente. Portugal ocupou o 14° lugar no
ranking da producdao mundial com 5 492 t, numa area de 728 ha (Tabela 2) (FAOSTAT,

2019).

Tabela 2. Producido mundial de marmelo em 2017, adaptado do FAOSTAT, 2019.

Pais Producio (1) Area (ha) Produtividade (hg/ha)
Turquia 174 038 6568 264 979
China 120 528 41287 209193
Uzbequistao 109 516 6 867 192 539
Irao 76 082 6 867 110 794
Marrocos 45 746 4 067 112 481
Portugal (14) 5492 728 75 440
Mundo 697 532 89 699 77 764

Relativamente as trocas comerciais, a Russia é o pais que mais importa, seguido da Austria
e Roménia com 5 825, 2 990 e 2 560 t, respetivamente. No que diz respeito as exportacoes,
as primeiras posicoes sao ocupadas pela Turquia, Holanda e Grécia com 15 698, 9 194 e

3 287 t, respetivamente (FAOSTAT, 2019).



De acordo com o Instituto Nacional de Estatistica (INE), em 2018, Portugal produziu 9
633 t de marmelo, das quais 6 553 t foram produzidas na Beira Interior numa area de 1
031 ha (INE, 2020) (Tabela 3). Relativamente ao comércio internacional, a balanca
comercial portuguesa é deficitaria, tendo sido importadas 730 t e exportadas apenas 34 t
de marmelo (INE, 2019), existindo uma necessidade, devido a procura, de aumentar a
producao em Portugal e aproveitar o facto desta espécie adaptar-se a diferentes condi¢oes

edéficas.

Tabela 3. Producao nacional de marmelo em 2018, adaptado do INE, 2020.

Regioes Producio (1) Area (ha) Produtividade (hg/ha)
Entre Douro e Minho 355 35 10 169
Tras-os-Montes 616 76 8 065
Beira Litoral 308 46 6 742
Beira Interior 6553 1031 6357
Ribatejo e Oeste 1100 111 9910
Alentejo 532 55 9 680
Algarve 170 18 9 611
Acores 0] 0 0
Madeira 0] 0 0]
Portugal 9633 1371 7 024

1.1.6 Composicao nutricional

O marmelo é composto por 90,6% de polpa, 4,4% de casca e 5% de sementes (Veloso,
Sousa, and Sempiterno, 2020). Em termos nutricionais apresenta um baixo teor calorico,
pobre em proteinas e lipidos, contém um elevado teor de agua, sendo rico em acido
ascorbico (vitamina C), fibras e em minerais, destacando-se o potéassio, calcio e fosforo
(Gironés-Vilaplana et al., 2014; Legua et al., 2013; Veloso, Sousa, and Sempiterno, 2020).
De acordo com o Instituto Nacional de Satide Doutor Ricardo Jorge (INSA) o marmelo é
composto por 83,6 g de agua, 9,3 g de hidratos de carbono, 6,0 g de fibra, 0,3 g de
proteina e acidos organicos e, 0,2 g de lipidos (Tabela 4) (INSA, 2019).

O marmelo confere grandes beneficios para a saide dadas as suas propriedades
nutricionais, sendo uma fonte de compostos fendlicos e de acidos organicos (Silva et al.,

2005; Veloso, Sousa, and Sempiterno, 2020).



Tabela 4. Tabela nutricional por 100 g de parte edivel de marmelo, adaptado do INSA, 2019.

Informacio nutricional g/100 g
Energia 223 kJ/ 53 keal
Lipidos 0,2¢g
Acidos gordos monoinsaturados 0,1g
Acidos gordos polinsaturados 0,1g
Acido linoleico 0,1g
Hidratos de carbono 9,38
Acucares 9,38
Sacarose 0,38
Fibra 6,08
Proteinas 0,38
Sal 0,0g
Agua 83,68
Acidos organicos 0,38
Vitaminas
Vitamina C 14 mg
a-tocoferol 0,55 mg
Niacina 0,1 mg
Equivalentes de niacina 0,2mg
Triptofano/ 60 0,1 mg
Riboflavina 0,04 mg
Vitamina B6 0,04 mg
Tiamina 0,02 mg
Caroteno 29 ug
Vitamina A total (equivalentes de retinol) 5ug
Folatos 3ug
Minerais
Cinzas 0,358
Potassio 200 mg
Célcio 14 mg
Fosforo 14 mg
Magnésio 7 mg
Sédio 4 mg
Ferro 0,1 mg
Zinco 0,1 mg




1.1.7 Compostos biologicamente ativos

O marmelo é conhecido por ser rico em compostos fenolicos. Estes possuem atividade
antioxidante, tendo a capacidade de inibir a acdo dos radicais livres e retardar ou impedir
a oxidacao (Y. Zhang et al., 2008). A polpa é constituida por acidos 3-O-cafeoilquinico, 4-
O-cafeoilquinico, 5-O-cafeoilquinico e 3,5-O-dicafeoilquinico, quercetina 3-galactosideo e
rutina, estando presente em maior quantidade os acidos 3-cafeoilquinico e 5-O-
cafeoilquinico. A casca é composta pelos mesmos compostos que a polpa aos quais
acrescem o 3-O-rutinosilcampferol, 3-O-glucosilcampferol e outros compostos
parcialmente identificados (dois glicosidos da quercetina acilados com acido p-cumarico,
um glicosideo do campferol e dois glicosidos do campferol também acilados com acido p-

cumarico) (Silva et al., 2006).

Relativamente aos aminoacidos livres, este fruto é constituido por 21 aminoacidos,
estando estes em maior quantidade na casca. Os mais abundantes sao a asparagina, acido
aspartico, glicina, acido glutdmico, hidroxiprolina e histidina. Quanto aos acidos
organicos, estes, ao contrario dos aminoacidos, apresentam um perfil semelhante, tanto
na polpa, como na casca. Constituidos por acido ascoérbico, citrico, quinico, shiquimico,
fumarico, oxalico e malico. Dos quais o 4cido maélico e quinico sdo os mais abundantes,

correspondendo a mais de 90% (Silva et al., 2006).

1.1.8 Fitoterapia

A composicdo quimica do marmelo é de grande importancia, tendo grandes beneficios
para a sadde, devido as suas propriedades antioxidantes, anti-inflamatorias,
antimicrobianas, anti ulcerativas e anti carcinogénicas (Zhang et al., 2019). As frutas com
elevadas concentracoes de compostos fenolicos sdo aconselhaveis para a prevencdo de
doencas degenerativas (Legua et al., 2013). Tradicionalmente, as sementes do marmelo
sdo aplicadas sob a forma de infusdo contra a dor de garganta, constipacao e tosse. Por
outro lado, as pectinas e fibras soltveis, contribuem na regularizacao do transito intestinal
e na prevencao de ulceras. Quando esmagadas, devido as suas mucilagens podem ser
aplicadas em feridas (Ashraf et al., 2016). O consumo de marmelo tem, aparentemente,
um efeito protetor sobre inflamac6es, dermatites atopicas, dlceras e cancro. Os elevados
teores de potassio e calcio, sdo importantes para prevenir a deficiéncia destes nutrientes

no ser humano (Veloso, Sousa, and Sempiterno, 2020).



1.1.9 Doencas e pragas

O marmeleiro pode ser afetado tanto por doencas, como por pragas. A entomosporiose
(Entomosporium maculatum) é um fungo que origina lesoes circulares necroticas nas
folhas, ramos e até mesmo nos frutos, sendo considerada a doenca mais importante no
marmeleiro (AGROTEC, 2020). A ocorréncia desta doenca é favorecida por temperaturas
a rondar os 20 e os 25 °C, afetando nao s6 o desenvolvimento da 4rvore, bem como a
producao de frutos, e quando nao é convenientemente controlada pode causar prejuizos
graves (Regato, Guerreiro, and Regato, 2017). A bactéria Erwinia amylovora é
considerada um organismo de quarentena na lista A2 da European and Mediterranean
Plant Protection Organization (EPPO), responsavel pela doenca vulgarmente designada
por fogo bacteriano (EPPO, 2020). Esta bactéria afeta principal as macieiras, pereiras e
marmeleiros. Pode ser transportada por insetos a curtas distancias, pelo vento ou chuva.
Temperaturas superiores a 15 °C e a presenca de elevados niveis de humidade, superior a
80 %, sao propensos a disseminacdo da bactéria que, consequentemente, origina um
aspeto acastanhado dos ramos, folhas e flores, assemelhando-se este aspeto ao de uma
queima provocada pelo fogo (DGADR, 2011; Ruiz et al., 2018). Esta doenca em casos mais
extremos pode conduzir a morte das plantas. Quanto as pragas, as mais comuns sao a
mosca do Mediterraneo (Ceratitis capitata Wiedeman), os afideos (Aphis pomi De Geer) e

o “bichado-da-fruta” (Cydia pomonella L.) (Regato, Guerreiro, and Regato, 2017).

Para além das pragas e doencas, um dos problemas que mais frequentemente afeta a
producdo de marmelos é a suscetibilidade ao ferro, conhecida como clorose férrica
(Regato, Guerreiro, and Regato, 2017; Rahimi et al., 2020; Valipour et al., 2020). A
clorose férrica ocorre, especialmente, em solos de origem calcaria (Rahimi et al., 2020) e
em solos alcalinos (Valipour et al., 2020). Os niveis excessivos de carbonato de calcio, a
presenca de altos teores de bicarbonato no solo, bem como elevados valores de pH sao as
principais causas da clorose em solos calcarios (Lucena, 2000). Contudo, os marmeleiros
nao sao capazes de tolerar baixas concentracoes de carbonato de calcio ativo (<50 g kg?) e,
desta forma, rapidamente apresentam sintomas da deficiéncia de ferro, tanto em solos
calcarios, como em alcalinos (Valipour et al., 2020). Esta deficiéncia de ferro caracteriza-
se pelo decréscimo da concentracao de pigmentos fotossintéticos nas folhas e o
aparecimento de um fino reticulado, no qual apenas as nervuras permanecem verdes
(Pestana and Correia, 2019) e, deste modo, as arvores ficam fragilizadas originando uma

reducao no crescimento e na produtividade (Rahimi et al., 2020).



1.2 Xylella fastidiosa

1.2.1 Classificacao e morfologia

Até ao momento, ndo ha registo da detecao de Xylella fastidiosa (Xf) em marmeleiro.
Porém, a Xf é uma das bactérias fitopatogénicas mais perigosas do mundo (Schneider et
al., 2020), tendo a capacidade de colonizar o xilema de intimeras espécies agricolas,
ornamentais e florestais, sendo responsavel por uma vasta gama de doencas com enorme

impacto econémico e ambiental (Godefroid et al., 2019).

O género Xylella é composto por uma unica espécie designada Xylella fastidiosa, descrita
por Wells e colaboradores (Wells et al., 1987) e classificada pela EPPO como organismo de
quarentena (Lista A2 EPPO, 2021) devido ao seu potencial destrutivo. A Xf é uma bactéria
gram-negativa da familia Xanthomonadaceae (Rapicavoli et al., 2018), com forma de
bastonete, com paredes celulares onduladas e desprovida de flagelo, com 0,25 a 0,50 um
de diametro e 0,90 a 4,00 um de comprimento (Almeida, Coletta-Filho, and Lopes, 2014),
tendo um crescimento lento e estritamente aerébio (Baldi and La Porta, 2017). A Xf
coloniza dois habitats distintos, o xilema das plantas hospedeiras e o tubo digestivo de
insetos sugadores de seiva (Jeger et al., 2018), disseminando-se através dos insetos
vetores e por propagacao vegetativa (Jeger et al., 2018; Waliullah et al., 2019), levando ao
aumento da distribuicdo geografica (Almeida, Coletta-Filho, and Lopes, 2014). O tempo de
inoculacdo e o aparecimento de sintomas na planta é altamente variavel, alterando de
acordo com a espécie e idade da planta, geralmente mais curto em hospedeiros herbaceos

do que lenhosos (Jeger et al., 2018).
1.2.2 Insetos vetores, hospedeiros e transmissao

A bactéria é transmitida por insetos que se alimentam do fluido xilémico, pertencentes a
ordem Hemiptera (Clastopteridae, Cercopidae, Cicadellidae, Cicadidae e Aphrophoridae)
(Godefroid et al., 2019), de forma persistente, ndo havendo um periodo de laténcia apos a
aquisicao. Os vetores adquirem a bactéria enquanto se alimentam do xilema de plantas
infetadas e podem inocular o patégeno em plantas saudaveis imediatamente apds a
aquisicao (Figura 1). Uma vez infetados, os vetores adultos podem transmitir a bactéria
durante toda a sua vida (Yaseen et al., 2015), embora nao exista transmissiao a
descendéncia (Jeger et al., 2018). A Xf tem uma ampla gama de hospedeiros, que inclui
plantas agricolas, ornamentais e florestais pertencentes a mais de 563 espécies (Schneider
et al.,, 2020), sendo considerada patogénica em mais de 100 espécies de plantas

(Rapicavoli et al., 2018). Depois de inoculadas em plantas suscetiveis, as células
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bacterianas aderem as paredes dos vasos e multiplicam-se ativamente, produzindo
exopolissacarideos, formando biofilmes que vao bloqueando os vasos do xilema a medida
que a bactéria os invade, impedindo o transporte de 4gua e sais minerais (Baldi and La
Porta, 2017; Janse and Obradovic, 2010; Schneider et al., 2020; EPPO Bulletin, 2019).
Este processo culmina com o aparecimento de intmeros sintomas, que podem ser
confundidos com stress hidrico (Jeger et al., 2018), problemas nutricionais (Baldi and La
Porta, 2017), queimaduras solares ou outros patégenos, tornando dificil a sua detecao

precoce (EPPO Bulletin, 2019).

Inseto vetor

Arvore saudavel

N

Inseto vetor infeta uma
folha saudavel

Inseto vetor alimenta-se de
uma folha infetada

Células bacterianas
bloqueiam os vasos do
xilema

Arvore infetada

Figura 1. Ciclo de vida da Xf, adaptado de Gould and Lashomb, 2007.

1.2.3 Sintomas

Geralmente, os sintomas em plantas hospedeiras incluem necrose marginal da folha,
queimaduras na mesma, clorose interveinal nas superficies desta, murcha foliar, desfolha,
crescimento vegetativo severamente reduzido, floracdo prematura, reducao da producao e
dimensao dos frutos, e endurecimento dos frutos (EPPO Bulletin, 2019; Schneider et al.,
2020; Rapicavoli et al, 2018; Waliullah et al., 2019). Normalmente, os sintomas
aparecem em apenas alguns ramos, espalhando-se pela planta (EPPO Bulletin, 2019).
Muitas das plantas hospedeiras permanecem assintomaticas, contudo uma vez infetadas
podem servir como reservatério ambiental, enquanto que, para outras a infecao pode ser

tao grave que conduz a morte rapida da planta (Jeger et al., 2018).
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1.2.4 Subespécies e doencas

Atualmente, foram descritas seis subespécies de Xf associadas a doencas que afetam
gravemente o sector agroflorestal. A Xf subespécie fastidiosa provoca a doenca de Pierce
na videira (Vitis vinifera) tendo sido também detetada numa ampla variedade de plantas
perenes; Xf subespécie multiplex encontra-se relacionada com a queimadura foliar de
algumas espécies, nomeadamente a doenca “queimadura foliar” nas amendoeiras (Prunus
dulcis), sendo a subespécie que apresenta maior gama de plantas hospedeiras; Xf
subespécie sandyi causa a doenca “queimadura nas folhas” de oleandro (Nerium
oleander); Xf subespécie pauca est4 associada com a clorose variegada dos citrinos (Citrus
spp), com o sindrome do declinio rapido da oliveira (Olea europaea) e com a
“queimaduras da folha” do café; Xf subespécie morus provoca a “queimadura nas folhas”
da amoreira vermelha (Morus rubra); por fim a Xf subespécie tashke esta relacionada
com as “queimaduras foliares” em Chitalpa tashkentensis (Godefroid et al., 2019;
Rapicavoli et al., 2018; Jeger et al., 2018; Baldi and La Porta, 2017). No entanto, cada
subespécie tem a sua lista de hospedeiro suscetiveis e com ocorréncias distintas (Nunney,
Elfekih, and Stouthamer, 2012).

1.2.5 Distribuicao geografica

Xf € nativa do continente americano onde ocorreram diversas introducoes e reintroducoes
associadas a eventos de diversificacao genética (Nunney, Elfekih, and Stouthamer, 2012;

Baldi and La Porta, 2017) (Figura 2).

Figura 2. Distribuicao geografica da Xf, adaptado da EPPO, 2021.
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No entanto, em 2013 foi detetado o primeiro surto na Europa, mais concretamente em
Apdalia, no sul de Italia. A doenca afetou principalmente oliveiras, onde se identificou a
subespécie pauca (Rapicavoli et al., 2018; Schneider et al., 2020), estirpe CoDIRO. Desde
entao, esta subespécie disseminou-se pelo sul de Itélia, onde tem devastado uma extensa
area de olival e afetado diversas espécies ornamentais, causando problemas
socioeconomicos sem precedentes (Godefroid et al., 2019; Rapicavoli et al., 2018). Em
2015, a subespécie multiplex e pauca foram detetadas no Sul de Franca e em Corsega e,
posteriormente em Nice, na regido Provenca-Alpes-Cote d'Azur. Em 2016, na Alemanha
foi detetada a subespécie fastidiosa em plantas de alecrim e oleandro. Em 2017, a Espanha
confirmou a detecdo das subespécies multiplex, pauca e fastidiosa em amendoeiras,
videiras, cerejeiras e ameixoeiras na provincia de Alicante e nas IlThas Baleares (Godefroid
et al.,, 2019). Em 2019, foi confirmado pela primeira vez a presenca desta bactéria em
territorio nacional, em plantas de Lavandula dentada, no jardim do Zoo de Santo Inécio,
em Vila Nova de Gaia, identificada como subespécie multiplex de acordo com a Direcao

Geral de Alimentacao e Veterinaria (DGAV) (Oficio circular N.° 2/2019).

Em fevereiro de 2021, foi confirmada a presenca da bactéria em cinco novos locais no
concelho do Porto, tendo sido até a data identificadas quarenta e trés espécies de plantas
infetadas em mais de 110 focos. Deste modo, Portugal ja contém sete concelhos em zona
demarcada de Xf (Figura 3) (Despacho N.° 4/G/2021).

VilaNova | Gondomar
de Gaia i

Py

04
.adei;
A= 2 N

Figura 3. Zona demarcada de Xf em Portugal, adaptado do Despacho N.° 4/G/2021.
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1.2.6 Epidemiologia

O estabelecimento e a ocorréncia de um surto depende da subespécie introduzida, dos
hospedeiros presentes, da existéncia de vetores e de fatores ambientais favoraveis. O
aparecimento de doencas em areas onde antes eram inexistentes e a gravidade das
doencas provocadas pela Xf tem vindo a aumentar, devido as alteracoes climéticas e
globalizacao do comércio de plantas (Godefroid et al., 2019). O clima temperado das areas
costeiras do mediterraneo e atlantico caracterizado com invernos amenos, proporciona
condicOes favoraveis para o crescimento e colonizagdo da bactéria (Janse and Obradovic,
2010), sendo os 26 e os 28 °C a temperatura 6tima para o seu crescimento (Baldi and La
Porta, 2017). Nas estacoes quentes o patogeno nao s6 evolui mais rapidamente, como
possui maior taxa de transmissao quando comparado com as estacoes frias, uma vez que
nestas as temperaturas baixas afetam a sobrevivéncia da mesma nos vasos do xilema,
assim como a abundancia de insetos vetores fundamentais para a disseminacdo da doenca
(Godefroid et al., 2019; Almeida, Coletta-Filho, and Lopes, 2014). Desta forma, a Europa
reine condicoes favoraveis para a disseminacao da Xf, nomeadamente na Grécia, Itélia,
Espanha, Franca e Portugal, tornando-se assim uma ameaca, ndo s6 para agricultura

como para a biodiversidade (Jeger et al., 2018).

1.2.7 Detecao

A detecao no campo acontece ja tardiamente, através da visualizacdo de sintomas na
planta e, em laboratério, as abordagens para o diagnostico de Xf incluem o isolamento em
meios de cultura, testes serolégicos e testes moleculares. No entanto, para além da Xf ter
um crescimento lento, ndo cresce em meios de cultura comuns, requerendo meios
seletivos como periwinkle wilt (PW) (Baldi and La Porta, 2017) ou buffered charcoal
yeast extract (BCYE) (Janse and Obradovic, 2010), nos quais demora entre duas a trés
semanas até se obterem colonias (Jeger et al., 2018; Baldi and La Porta, 2017). Os testes
serologicos para a detecdao de Xf incluem Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA),
Dot-immunobinding assay (DIBA), Direct Tissue Immuno Blot Assay (DTBIA),
imunofluorescéncia indireta e western blotting (Yaseen et al., 2015; Jeger et al., 2018).
Para além destes métodos, existem varios testes moleculares, que podem ser aplicados a
diferentes matrizes, como plantas ou insetos (Elbeaino et al., 2020) como ¢é o caso do
Polymerase Chain Reaction (PCR), real-time PCR e Loop-Mediated Isothermal
Amplification (LAMP) (Yaseen et al., 2015; Jeger et al., 2018).
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1.2.8 Tratamento e prevencao

Uma vez que nao ha um tratamento especifico para a Xf, a Uniao Europeia (UE) aplicou
estratégias, de forma a erradicar e/ou evitar a disseminacdo da bactéria através da
remoc¢ao do hospedeiro, controlo de vetores e restricio ao movimento de plantas para
plantar (Schneider et al., 2020). Deste modo, de acordo com a Portaria n. © 243/2020,
foram implementados procedimentos e medidas de protecio fitossanitaria, destinadas a
erradicacdo no territério nacional da bactéria (Figura 4). Assim, sempre que seja
confirmada a presenca da bactéria é estabelecida uma zona demarcada, constituida por
duas areas. A zona infetada onde se procede a destruicdo das plantas hospedeiras da
subespécie identificada (Portaria n.° 243/2020), e a zona tampao onde sao realizados
ensaios para a detecdo das bactérias a todas as plantas suscetiveis. Desta forma, é
essencial desenvolver métodos de diagnosticos especificos, sensiveis, simples e rapidos

para evitar a disseminacao do patégeno (Waliullah et al., 2019).

Zona demarcada = Zona infetada + Zona tampao

Zona infetada — proibido comercializar e
plantar plantas suscetiveis como
movimentar plantas suscetiveis, envasadas
ou que possam ser plantadas.

Zona tampao — proibido comercializar em
mercados e feiras de plantas suscetiveis
como movimentar plantas suscetiveis,
envasadas ou que possam ser plantadas. Zona tampio

Figura 4. Restricbes de movimentos em zona demarcada para Xf em Portugal, adaptado do Despacho N.°
4/G/2021.

1.3 Técnicas moleculares

As técnicas moleculares que promovem a amplificacio de acidos nucleicos sao
ferramentas valiosas em diversos campos da ciéncia (Wong et al., 2018), sendo
amplamente utilizadas em diagnostico, ndo s6 com aplicagdes clinicas como, para o

controlo de qualidade alimentar e monitorizacdo ambiental (Becherer et al., 2020).

Uma das técnicas de amplificacao de acidos nucleicos mais utilizada é o PCR, desenvolvido
em 1983, sendo aplicado em diversas areas da saide, como no diagnostico de doencas e
investigacdo de distarbios genéticos (Obande and Singh, 2020). Esta técnica sensivel e

especifica é capaz de detetar um ntmero de coOpias extremamente baixas de acidos

15



nucleicos numa amostra (Tabatabaei, Islam, and Ahmed, 2021). Contudo, requer
materiais e equipamentos sofisticados e caros, nomeadamente um termociclador,

limitando a sua aplicacao no campo (Gallas-lindemann et al., 2016; Pumford et al., 2020).

Nas ultimas duas décadas, surgiram novas técnicas de amplificacao de acidos nucleicos
baseados em condicoes isotérmicas, ultrapassando algumas limitacées do PCR. Dentro
destas encontram-se a transcription-mediated amplification (TMA), helicase-dependent
amplification (HDA), rolling circle amplification (RCA) e LAMP, destacando apenas as
mais relevantes. Estas novas técnicas permitem reacoes de amplificacio a uma
temperatura constante e moderada, eliminando a necessidade de um termociclador,
requerendo dispositivos simples e de baixo custo, com tempos de processamento mais
rapidos quando comparados com o PCR. Estas vantagens tornam estas técnicas mais
apelativas tornando a aplicacdo em contexto real possivel (Pumford et al., 2020; Becherer

et al., 2020).

Assim, as técnicas que permitem uma aplicacao em contexto real de uma forma simples e
rapida tém sido uma aposta da ciéncia, uma vez que produzem resultados faceis de
interpretar, sem exigirem o uso de muitos equipamentos caros (Augustine et al., 2020;
Aglietti et al., 2019). Nos tltimos anos, o LAMP surgiu como uma opc¢ao robusta para o
diagnostico rapido de Xf (Harper, Ward, and Clover, 2010; Yaseen et al., 2015; Aglietti et
al., 2019), permitindo uma detecao mais precoce (Augustine et al., 2020; Aglietti et al.,

2019).

1.3.1 Loop-Mediated Isothermal Amplification
1.3.1.1 Conceito

O LAMP é uma técnica molecular de amplificacdo de 4cidos nucleicos desenvolvida em
2000 por Notomi e coautores (Notomi et al., 2000). A tecnologia LAMP é rapida, sensivel,
eficiente e de baixos custos quando comparada com o PCR, produzindo resultados faceis
de interpretar (Aglietti et al., 2019; Tomita et al, 2008). Possui uma elevada
especificidade (Becherer et al., 2020; Notomi et al., 2000) obtida através da utilizacao de
um conjunto de quatro a seis primers de primers especificos (Pumford et al., 2020).
Através da utilizacgdo da DNA polimerase Bst, isolada da bactéria Bacillus
stearothermophilus (Ahuja and Somvanshi, 2020; Wong et al., 2018). A reacaio LAMP
ocorre a uma temperatura constante, entre 60 a 65 °C (Augustine et al., 2020; Yang,
Domesle, and Ge, 2018) tendo a capacidade de amplificar cerca de 109 copias em 60
minutos (Notomi et al., 2000). A reacio LAMP permite amplificar acido

desoxirribonucleico (DNA), contudo se o material de partida for acido ribonucleico (RNA)
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¢é necessario adicionar a reagdo uma transcriptase reversa, sendo a técnica denominada
por transcricao reversa — LAMP (RT — LAMP) (Wong et al., 2018; Augustine et al., 2020;

Ahuja and Somvanshi, 2020).

Uma particularidade desta técnica encontra-se associada ao facto de ser possivel visualizar
os produtos amplificados através da observacao da turbidez associada a formacao de um
subproduto da reacdao de amplificacdo, mais precisamente um precipitado de pirofosfato
de magnésio de cor branca (Becherer et al., 2020). Contudo, existem outros métodos que
permitem visualizar os produtos resultantes da amplificacao de LAMP, através de métodos
colorimétricos ou fluorescentes, no entanto envolve equipamentos caros (Harper, Ward,
and Clover, 2010). Outra forma de confirmar a amplificacao consiste na utilizacdo de uma
eletroforese em gel de agarose, utilizando-se um agente intercalante fluorescente, por
exemplo o SYBR Green I, no entanto é um processo lento e envolve tanto material como
mao de obra especializado (Becherer et al., 2020; Augustine et al., 2020; Ahuja and

Somvanshi, 2020; Yang, Domesle, and Ge, 2018).

Ao longos dos anos, o LAMP tem vindo a ganhar popularidade no diagnostico de diversas
doencas (Aglietti et al.,, 2019), sendo aplicado no diagnostico de varios agentes
patogénicos humanos, como o virus da imunodeficiéncia humana (HIV) (Hosaka et al.,
2009), virus do papiloma humano (HPV) (Hagiwara et al., 2007), virus dengue (Parida et
al., 2005), sindrome respiratéria do médio oriente (MERS) (Bhadra et al., 2015) e na
sindrome respiratoria aguda grave — coronavirus 2 (SARS-CoV-2) (Alekseenko et al,
2021); bem como em patogenos de plantas, nomeadamente, Erwinia amylovora
(Bithlmann et al., 2013), Sclerotinia sclerotiorum (Duan et al., 2014), Colletotrichum
truncatum (Tian et al., 2017), Aspergillus fumigatus (King et al., 2019), Ceratocystis
platani, Xylella fastidiosa e Phytophthora ramorum (Aglietti et al., 2019) e Pseudomonas

syringae (Chen et al., 2020).

1.3.1.2 Desenho de primers

O desenho de primers é uma etapa crucial, sendo um processo complexo e exigente (Ahuja
and Somvanshi, 2020). Como referido anteriormente, a especificidade da técnica baseia-
se na utilizacao de quatro (B3, F3, FIP e BIP) ou seis primers (B3, F3, FIP, BIP, LF e LB)
(Wang, X-R. et al., 2015) especificos, que reconhecem seis a oito regioes diferentes da
sequéncia de DNA alvo, respetivamente (Becherer et al., 2020; Ahuja and Somvanshi,
2020). Na Figura 5 é possivel observar 8 regioes distintas da cadeia de DNA alvo

(representado a vermelho), na posicao 3’ temos as regides F3c, F2c, FL e Fic e na posicao
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5’ as regides B1, BLc, B2 e B3. Estas regioes sao desenhadas de modo a serem sequéncias

complementares a cadeia de DNA (Panno et al., 2020).

DNA alvo
s — TR o

| ] 1
F3 B3 FIP BIP

Figura 5. Representacio esquemética dos primers LAMP, adaptado de Panno et al., 2020.

Os primers designados de F3 e B3 correspondem aos primers exteriores, sendo o F3 o
primer externo dianteiro e o B3 o primer externo traseiro. Por outro lado, os primers
designados de FIP e BIP correspondem aos primers internos, sendo o FIP o primer
interno dianteiro e o BIP o primer interno traseiro (Becherer et al., 2020). O primer FIP é
composto pelo 5° Fic-F2 3’, enquanto o primer BIP é composto pelo 5’ Bic-B2 3’ (Ahuja
and Somvanshi, 2020), como se pode observar na Figura 5. Os primers designados de LF
e LB correspondem aos primers loop, sendo o LF o primer loop dianteiro e o LB o primer

loop traseiro (Ahuja and Somvanshi, 2020; Augustine et al., 2020).

O desenho dos primers é feito com recurso a um software especifico uma vez que se trata
de um processo complexo, existindo dois tipos de software, o PrimerExplorer, online e de
acesso gratuito e o LAMP Designer (disponivel no Premier Biosoft), um software que
requer licenca, no entanto, oferece a capacidade de evitar homologias cruzadas ao
desenhar os primers, permitindo o desenho através do alinhamento de miuiltiplas
sequéncias (Ahuja and Somvanshi, 2020; Panno et al., 2020; Aglietti et al., 2019). Os
primers sdo especificos de 5’ para 3’ (Rockweiler, 2018), no entanto durante o processo de
desenho, deve ter-se em consideracdo alguns fatores como, a temperatura de melting
(Tm), percentagem em guanina (G) citosina (C), distancia entre os primers na sequéncia
alvo, estabilidade na terminacao de cada primer e a formacao de estruturas secundarias

(Tomita et al., 2008; Panno et al., 2020).

A Tm é afetada tanto pelo teor em GC como pelo niimero de par de bases (bp), pelo que o
teor de GC deve variar entre os 40 a 60 %, evitando extremidades ricas em adenina (A)

timina (T) (Rockweiler, 2018; Eiken, 2014; Tomita et al., 2008; Panno et al., 2020).

A regiao a amplificar por LAMP, distancia entre F2 a B2, inclusive, ndo deve ser superior a
300 pares de bases (Notomi et al., 2000). Assim, as distancias recomendadas sao de 120 a

160 nucleo6tidos entre F2 a B2, de 40 a 60 nucleétidos no loop (Fic a F2) , 60 nucleo6tidos
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de F2 a F3, e até 100 nucleétidos entre Fic e Bic (Rockweiler, 2018; Eiken, 2014; Tomita
et al., 2008). Para além da distancia entre cada par de primer, estes devem ter um
determinado comprimento, ou seja, tanto os primers externos, como os internos devem
ter entre 15 a 25 nucleétidos, enquanto os primers loop devem ter entre 15 a 22

nucleétidos (Rockweiler, 2018).

A estabilidade das terminacoes dos primers baseia-se na variacao de energia livre (AG).
Assim, as terminacoes 3’ de F2/B2, F3/B3 e LF/LB e as terminacoes 5 de Fic/Bic sao
desenhadas de modo a apresentarem uma AG < -4 kcal/mol. A estabilidade é de extrema
importancia, uma vez que sao nestas extremidades que se da o inicio da sintese de DNA

(Rockweiler, 2018; Eiken, 2014).

Por fim, para além dos pontos mencionados anteriormente deve evitar-se a formagao de
estruturas secundarias, assim como ter em conta que as extremidades 3’ nao sejam
complementares, uma vez que estas podem levar a formacao de dimeros (Eiken, 2014;

Panno et al., 2020).

1.3.1.3 Mecanismo de amplificacao

Num primeiro passo, o primer FIP liga-se com a regido complementar F2c do DNA alvo.
Apoés a ligacao, ocorre a polimerizacao da cadeia complementar através da atividade da
DNA polimerase (Figura 6 — A). Seguidamente, a cadeia formada é libertada quando o
primer externo F3 emparelha com a regido complementar F3c, localizada na extremidade
3’ do DNA (Figura 6 — B). A cadeia libertada adquire uma estrutura de stem-loop na
extremidade 5 devido a complementaridade das regioes Fic e F1 (Figura 6 — C). De
seguida, o primer BIP liga-se a regido complementar B2c da cadeia, contendo o stem-loop
e, subsequentemente, ocorre a polimerizacao da cadeia complementar. Posteriormente, o
primer B3 hibridiza com a regiao complementar B3c (Figura 6 — D) e é libertada uma nova
cadeia. Esta contém regides complementares B1/Bic e F1/F1c, levando a formacao de um
stem-loop em cada extremidade, obtendo-se uma estrutura em forma de “haltere” (Figura
6 — E). O passo seguinte consiste numa amplificacdo ciclica, onde atuam os primers
internos na estrutura em forma de “haltere”, levando a formacao de novas cadeias de
DNA, o que conduz a uma amplificacdo exponencial do nimero de sequéncias de DNA
amplificado (Figura 6 - F). Como resultado da amplificacao, formam-se varias estruturas
de diferentes tamanhos, com mailtiplos loops, que consistem em repeticoes invertidas
dispostas, alternadamente do DNA alvo (Figura 6 — G) (Augustine et al., 2020; Becherer
et al., 2020; Notomi et al., 2000; Deng et al., 2019; Pumford et al., 2020; Tomita et al.,

2008).
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Figura 6. Mecanismo de amplificagdo do LAMP, adaptado de Notomi et al., 2000. A — Liga¢do do primer FIP a
regido complementar. B — Emparelhamento do F3. C — Formagdo de uma estrutura de stem-loop na
extremidade 5. D — Ligacdo do primer BIP e, posteriormente ligacdo do B3. E — Formacao de uma estrutura
stem-loop em cada extremidade. F — Amplificacao ciclica. G — Formagao de varias estruturas.
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1.3.1.4 Otimizacao

Notomi e colaboradores descreveram algumas condi¢oes de otimizagdo para que a reagao
seja bem-sucedida. E importante garantir o emparelhamento dos primers, uma vez que se
trata de um passo fundamental para a amplificacao e especificidade. Assim, a Tm dos
primers F2 e B2, do FIP e BIP, deve ser semelhante a temperatura 6tima de atividade da
DNA polimerase, ou seja, entre 60 a 65 °C. Fic e Bic devem ter uma Tm superior ao F2 e
B2, de modo a promoverem a formacao da estrutura stem-loop. Além disso, a Tm dos
primers externos (F3 e B3) deve ser ligeiramente mais baixa do que a dos primers F2 e
B2, de forma a garantir que os primers internos comecam primeiro a reacao que 0s

primers externos (Notomi et al., 2000).

Para além da Tm, Notomi e coautores referiram que alguns produtos quimicos, como
betaina destabilizam a hélice DNA, promovendo um aumento da eficiéncia da
amplificacdo, assim como um aumento da seletividade em relagdo ao DNA alvo (Notomi et

al., 2000).

1.3.1.5 Vantagens e desvantagens

A tecnologia LAMP confere iniimeras vantagens quando comparada com o PCR (Tabela
5). Desta forma, o LAMP permite uma amplificacao altamente especifica do DNA alvo,
uma vez que requer 4 a 6 primers. A amplificacdo pode ser realizada num bloco de
aquecimento ou num banho quente, nao requerendo equipamento sofisticado, pois a
reacdo ocorre a uma temperatura constante, de 60 a 65 °C, com duragdo de
aproximadamente uma hora (Karami et al., 2011) sendo assim, uma técnica com elevada
eficiéncia e sensibilidade (Notomi et al., 2000), conferindo uma interacao simples com os
resultados, uma vez que é possivel visualizar os mesmos em tempo real, através da
turbidez ou por corantes colorimétricos (Becherer et al., 2020; Augustine et al., 2020;
Ahuja and Somvanshi, 2020; Yang, Domesle, and Ge, 2018). Trata-se ainda de uma
técnica de simples manuseamento ap6s otimizacao, nao requerendo técnicos altamente
especializados para executar, o que permite a sua aplicacdo em contexto real. Contudo, o
desenho dos primers é um processo exigente, para além de que o uso de primers longos
possibilita a formacao de dimeros, originado “falsos positivos” (Becherer et al., 2020).
Estes “falsos positivos” podem ser eliminados através do acoplamento desta metodologia a
outras tecnologias que possibilitem uma confirmacao do resultado (Yamagishi et al., 2017;
Imai, Tarumoto, Amo, et al., 2018; Imai et al., 2017; Imai, Tarumoto, Runtuwene, et al.,

2018).
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Tabela 5. Propriedades dos métodos de amplificagdo LAMP e PCR, adaptado de Karami et al., 2011.

Caracteristicas LAMP PCR
Amplificacaio DNA Sim Sim
Amplificagdo RNA Sim (RT-LAMP) Sim (RT-PCR)
Temperatura (°C) 60-65 94, 55-60, 72
Primers 4/6 2
Desenho dos primers Complexo Simples
Duracio (h) 1 4a8
Capacidade de amplificacao multipla Nao Sim
Método de detegio dos produtos Turbidez, gel de eletroforese, ELISA, gel de eletroforese,
Real-time Real-time
Tolerancia a compostos biolégicos Sim Nao
Necessidade de desnaturacao do DNA alvo Nao Sim

1.4 Técnicas de sequenciacao

A sequenciagdo consiste na determinagdo da sequéncia de DNA. O conhecimento da
posicao dos nucle6tidos na cadeia de DNA ou RNA tornou-se imprescindivel para a ciéncia

tendo aplicabilidade em diversos ramos (Heather and Chain, 2016).

Em 1977, os bioquimicos Frederick Sanger, Nicklen e Coulson desenvolveram o método de
Sanger, também conhecido como o método da terminacdo em cadeia (Sanger, Nicklen,
and Coulson, 1977) baseado na reacdo de PCR. Rapidamente dominou o mercado,
tornando-se o standard gold por um longo periodo de tempo para a sequenciacdo de
fragmentos de DNA, sendo atualmente ainda o mais adequado para sequenciar genes. A
sequenciacdo de Sanger usa nucledtidos de terminacdo de cadeia especificos
dideoxinucleétidos (ddNTPs), os quais nao contém o grupo OH na posi¢do 3’ da pentose.
Assim, sempre que um ddNTP é incorporado na reacdo de amplificacdo deixa de ser
possivel que a DNA polimerase forme uma nova ligacdo fosfodiéster, resultando na
terminacdo da sintese da cadeia de DNA. Os ddNTPs sao marcados com radioisétopos ou
com fluoréforos (mais comum) diferentes para cada nuclebtido, posteriormente detetados
e analisados por eletroforese capilar e laser, respetivamente (Heather and Chain, 2016;
Slatko, Gardner, and Ausubel, 2018), permitindo uma resolucao de 25-1200 nucleétidos
(Bruijns, Tiggelaar, and Gardeniers, 2018). Deste modo, o método de Sanger foi
considerado a técnica da sequenciacao da primeira geracao (Wasfi, Awwad, and Ayesh,

2018; Slatko, Gardner, and Ausubel, 2018).

22



Ao longo dos anos surgiram novos métodos de sequenciacao designados por Sequenciacao
de Nova Geracao (NGS), com a finalidade de sequenciar grandes quantidades de DNA,
através de métodos mais rapidos e econémicos quando comparados ao método de Sanger
(Bruijns, Tiggelaar, and Gardeniers, 2018). A maioria destas metodologias tem a
capacidade de sequenciar em paralelo, o que significa que s3o sequenciados

simultaneamente milhGes de fragmentos (Goldfeder et al., 2017).

O 454 Life Sciences, introduzido no mercado em 2005, mais conhecido como
pirosequenciacao, originou a primeira geracao de Sequenciacao Massiva de nova geracao e
a segunda geracao de sequenciacao permitindo que varias amostras e genes (até genomas
inteiros) sejam sequenciados ao mesmo tempo, diminuindo o custo e o tempo de
sequenciacao. Esta técnica baseia-se na detecdo de pirofosfato libertado durante a sintese
de DNA, onde é gerada uma luz visivel que é proporcional ao nimero de nuclebtidos
incorporados (Slatko, Gardner, and Ausubel, 2018; Heather and Chain, 2016). Em 2007,
surge a sequenciac¢ao Illumina, semelhante ao método de Sanger, no entanto baseia-se na
utilizacdo de nucleo6tidos terminadores reversiveis para os nucleotideos, sendo que cada
nucleotido é marcado com um corante fluorescente diferente e com uma DNA polimerase
capaz de as incorporar, permitindo sequenciar 36-300 bp (Goldfeder et al., 2017; Bruijns,
Tiggelaar, and Gardeniers, 2018). Posteriormente, em 2010, surge o Ion Torrent
baseando-se na alteracao do pH. Assim, apos a adicao de um nucle6tido na sequéncia ha a
libertacao de H* originando pequenas alteragoes do pH (Bruijns, Tiggelaar, and
Gardeniers, 2018; Slatko, Gardner, and Ausubel, 2018) apresentando com uma

capacidade de sequenciar 200-400 bp (Goldfeder et al., 2017).

Nos finais de 2010, a Pacific Biosciences (PacBio) desenvolveu um instrumento de
sequenciacao Single Molecule Real Time (SMRT), sendo o primeiro método com a
capacidade de sequenciar em tempo real uma unica molécula. Em 2014, surgiu o
sequenciacao por nanoporo comercializado pela Oxford Nanopore Technologies (ONT)
com uma capacidade de ler aproximadamente 250 000 bp (Goldfeder et al., 2017; Heather
and Chain, 2016). Surgindo, deste modo, a terceira geracao de sequenciacao, caracterizada
pela capacidade de sequenciar em tempo real. Estas sdo técnicas muito rapidas e que
geram leituras mais longas quando comparadas com as geracOes anteriores (Bruijns,
Tiggelaar, and Gardeniers, 2018; Slatko, Gardner, and Ausubel, 2018; Heather and Chain,

2016).
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1.4.1 Sequenciacao nanopore
1.4.1.1 Conceito

A tecnologia de nanoporo difere das técnicas de sequenciagao tradicionais por nao exigir
amplificacdo antes da analise bem como nao requer a marcacao de nucleétidos para a sua
detecdo, o que torna esta tecnologia mais versatil, permitindo a detecao e analise de DNA e
RNA (Branton et al., 2008; Heather and Chain, 2016), bem como de proteinas e lipidos
(Sutton et al., 2019).

A sequenciacdo em nanoporos depende da variacao da corrente elétrica que é alterada
quando uma molécula de DNA passa por um poro em nano escala na membrana. A
membrana separa duas cdmaras, que sdo preenchidas com um eletr6lito condutor
(Bruijns, Tiggelaar, and Gardeniers, 2018). Uma pequena voltagem (+ 100 mv) (Branton
et al., 2008) é aplicada a membrana, de modo que a medida que os nucleétidos passam
pelo nanoporo, bloqueiem o fluxo de ides, diminuindo a corrente por um periodo de
tempo. O bloqueio é caracteristico de cada base permitindo assim determinar a sequéncia
(Heather and Chain, 2016).

Desta forma, a sequenciacdo ONT utiliza um nanoporo biolégico, a-hemolisina (Bruijns,
Tiggelaar, and Gardeniers, 2018), embutido numa membrana eletricamente resistente.
Durante a preparacgio da biblioteca é adicionado uma enzima helicase ao DNA de cadeia
dupla (dsDNA), que tem como finalidade “desenrolar” o dsDNA, permitindo apenas que o
DNA de cadeia simples (ssDNA) passe através do nanoporo (Figura 7 — A) (Sutton et al.,
2019; Lamb et al., 2020). Assim, uma corrente flui através do nanoporo que é
interrompida de forma caracteristica pelos nucleotideos que passam por ele (Lamb et al.,
2020). A identificacio de cada nucleotideo ocorre pela detecio da modulagio
caracteristica da corrente elétrica pelas diferentes bases a medida que passam pelo

nanoporo (Figura 7 — B) (Cummings, Olszewicz, and Obom, 2017).

-
>

C ATG ACT

Helicase

Corrente (pA)

Membrana

Tempo (us)

Figura 7. Sequenciacdo por nanoporos, adaptado de Gierhart et al., 2008 e Sutton et al., 2019.
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1.4.1.2 Natureza dos nanoporos

Os nanoporos sao os principais componentes deste tipo de sequenciacao, sendo essencial o
conhecimento das caracteristicas fisicas e quimicas destes, uma vez que o sinal gerado se

deve a interacao entre o DNA e o nanoporo (Wasfi, Awwad, and Ayesh, 2018).

Os nanoporos biologicos sao normalmente colocados na membrana como proteinas
transmembranares, existindo trés tipos de nanoporos biologicos, o nanoporo de a-
hemolisina, que é bastante estivel e permanece funcional até ao ponto de ebulicdo da
agua, cujo seu diametro interno é de 1,5 nm, sendo quase tao grande quanto o diametro do
ssDNA (Branton et al., 2008; Wasfi, Awwad, and Ayesh, 2018). Assim, o transporte do
ssDNA através de um nanoporo pode atingir a velocidade de cerca de 1 nucleétido/us. De
forma, a minimizar a velocidade do ssDNA através do nanoporo, a a-hemolisina pode ser
substituida pela porina MspA de mycobacterium smegmatis (Bruijns, Tiggelaar, and
Gardeniers, 2018; Wasfi, Awwad, and Ayesh, 2018), cujo didmetro interno é menor, 1,0
nm (Figura 8). O Phi29 é outro tipo de nanoporo bioldgico proposto para detetar dsDNA,

com um diametro aproximadamente de 3,6 nm.

Msp A a-hemolisina

Membrana

Zona de

Zona de -
detecao

detecao

Figura 8. Nanoporos biolégicos, adaptado de Deamer, Akeson, and Branton, 2016.

1.4.1.3 Oxford Nanopore Technologies

As tecnologias de sequenciacao de dltima geracao sao capazes de fornecer uma sequéncia
completa do genoma para a maioria dos organismos. A medida que estas tecnologias se
tornaram mais confiaveis, a sua aplicabilidade tem vindo a ser mais usual com a finalidade
de detetar e caracterizar patégenos, substituindo os métodos de sequenciacao existentes

(J. Wang et al., 2015).
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A sequenciacao ONT por nanoporo revela um elevado rendimento, permitindo a obtenc¢ao
de grandes conjuntos de informacao genética (Faino et al., 2019). Em 2014, a ONT lancou
comercialmente o MinION, um dispositivo portatil com 150 mm x 23 mm x 33 mm,
alimentado por USB (Leggett and Clark, 2017). Recentemente, lancou o MinION Mki1C
que combina o sequenciador MinION com um computador de alto desempenho, uma
drive de alta capacidade e com ecra tatil (Lamb et al.,, 2020). Atualmente, ONT tem
disponivel no mercado mais op¢des como o Flongle, GridION Mki e PromethION (Figura
9) (Lamb et al., 2020; Leggett and Clark, 2017). Esta tecnologia combina a sequenciacgao
em tempo real, rapida e portatil, com uma computacdo poderosa integrada. O interesse
por esta tecnologia reside sobretudo no facto de esta fornecer comprimentos de leitura
bastante longos, podendo atingir os 250 000 bp (Goldfeder et al., 2017) e transmitir até

100 MB de dados em 24 horas (Badial et al., 2018).

Figura 9. Dispositivos da ONT disponiveis no mercado (ONT, 2021). A — MinION, B — MinION MK1C, C -
Flongle, D — GridION e E— PromethION.

Os dispositivos MinION tém vindo a ser utilizados um pouco em todo o mundo, com um
enorme leque de aplicacoes desde pesquisas clinicas, diagnosticos clinicos rapidos,
detecdo de patdgenos vegetais, animais e ambientais, microbiomas, andalise de

transcriptémica, microbiologia e genoma humana (ONT, 2021).

1.4.1.4 Vantagens e desvantagens

A sequenciacdo por nanoporo apresenta baixa complexidade, baixo custo, permite a
sequenciacao de sequéncias longas em tempo real de uma forma rapida, tanto para DNA,
como para RNA (Cummings, Olszewicz, and Obom, 2017). A preparacao da biblioteca ¢é

um processo igualmente simples e rapido (Badial et al., 2018) e permite analisar varias
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amostras simultaneamente, através da utilizacao de barcodings (Seah et al., 2020). No
entanto, a maior limitacdo deste método consiste na integracdo das sequéncias obtidas,

requerendo conhecimentos bioinforméaticos avancados (Badial et al., 2018).

1.5 Objetivos

O presente trabalho teve como objetivos desenvolver uma ferramenta molecular para
detecdo rapida de Xylella fastidiosa no campo e adicionalmente caracterizar e valorizar o
marmelo da regiao da Beira Interior. Deste modo, este trabalho foi o primeiro passo para o
desenvolvimento de uma ferramenta simples, precisa e sensivel que permite detetar e
identificar Xylella fastidiosa em tempo real no campo. Adicionalmente, caracterizou-se
nutricionalmente as cultivares presentes na regiao e desenvolveu-se um novo produto a

base de marmelo.
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2. Materiais e métodos

2.1 Colheita

Durante o més de setembro foram efetuadas visitas a diferentes produtores na regido da
Beira Interior, nomeadamente na freguesia do Ferro e de Orjais, ambas pertencentes ao
concelho da Covilha. Foram selecionadas de forma aleatoria e marcadas cinco arvores por

cada cultivar.

As amostras foram colhidas durante os meses de setembro e outubro, a partir do momento
em que o produtor indicou a data 6tima de colheita (Tabela 6). No entanto, a cultivar
Gigante de Vranja foi colhida por duas vezes, em datas distintas, de modo a avaliar

eventuais diferencas nos parametros de qualidade e fisico-quimicos da mesma.

Tabela 6. Data da colheita das diferentes cultivares na regido da Beira Interior.

Localizaciao Cultivar Data de colheita
Gigante de Vranja 24-09-2020
Ferro — quinta das Rasas Portugal 24-09-2020
Gigante de Vranja 06-10-2020
Portugal 06-10-2020

Orjais — quinta da Branca
Galega 12-12-2020

2.2 Parametros de qualidade

Para avaliar os parametros de qualidade foram analisados 100 frutos por cultivar, mais
concretamente, foram colhidos 20 frutos/arvore sendo no total amostradas
5 arvores/cultivar. No laboratorio todas as amostras foram limpas com papel (seco) de

forma a remover impurezas e a pelugem e codificadas.

Apoés rececao das amostras no laboratério os parametros biométricos, calibre e peso,
foram analisados. O calibre foi determinado com o auxilio de um calibrador manual e o

peso através de uma balanca de precisao (PA413C, OHAUS, Estados Unidos).

De seguida, os marmelos foram analisados individualmente no que diz respeito a cor,
textura e solidos solaveis totais (SST). Para o pH e a acidez total foram efetuados grupos
constituidos por 5 marmelos. Na determinacao destes tltimos parametros, os frutos foram

centrifugados (Fiber Boost, Philips, China) por forma a obter uma polpa. Todas as anélises
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foram efetuadas no laboratério de fisico-quimica do Centro de Apoio Tecnolégico Agro

Alimentar (CATAA), com excecao da determinacao do teor de fibra.

2.2.1 Analise instrumental da cor

A medicao da cor foi efetuada em quatro pontos opostos da zona equatorial da epiderme
do fruto através do colorimetro (Chroma-Meter CR-400, Konica Minolta, Japao) com o
software Color Data CM-S100w. O colorimetro foi previamente calibrado com uma placa
ceramica branca, utilizando o iluminante D65, o angulo de observador de 2° e uma area de
medicdo de 8 mm. Foram determinadas as coordenadas L*, a* e b*, que segundo a
Commission Internationale de UEclariage (CIE) representam a luminosidade, o teor de
vermelho e o teor de amarelo, respetivamente. A luminosidade varia entre preto (0) e
branco (100), o teor de vermelho varia entre verde (valores negativos) e vermelho (valores
positivos) e o teor de amarelo varia entre azul (valores negativos) e amarelo (valores

positivos) (Guiné et al., 2015).

2.2.2 Analise da textura

A analise da textura foi efetuada num texturémetro (TA.XT Plus Texture Analyser, Stable
Micro Systems, Reino Unido) com o software Exponent. Foi utilizada uma sonda P/75
tendo sido efetuados dois ciclos de compressao com um intervalo de 5 segundos/ciclo.
Deste modo, foi possivel determinar a dureza (1), a elasticidade (2), a resiliéncia (3), a

coesividade (4) e a mastigabilidade (5) (Figura 10) (Guiné and Barroca, 2012).

Dureza (N) = F1 (€))
Elasticidade (%) = AT2/AT1*100 (2)
Resiliéncia (adimensional) = A,/A, (3)
Coesividade (adimensional) = A3/ (A; + A») 4)
Mastigabilidade (N) = F,* AT,/ AT, * Ay/ (A: + A,) (5)
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Figura 10. Esquema da anélise da textura, adaptado de Guiné and Barroca, 2012.

2.2.3 Solidos solaveis totais

O teor dos SST (°Brix) foi determinado através de um refratometro digital (PR-32q,
ATAGO™, Japao). O equipamento foi calibrado com &gua ultrapura no inicio de cada
ensaio. A analise foi realizada com uma gota de polpa obtida de cada marmelo, de acordo

com NP EN 12143:1999.

2.2.4 Determinacao do pH e acidez titulavel

O pH foi determinado por potenciometria e a acidez por titulacio potenciométrica, de
acordo com a NP EN 1132:1996 (Edicao 1) e NP EN 1421:1977 (Edicao 1), respetivamente.
Para a determinacdo destes parametros utilizou-se um titulador automatico (TitroMatic
2S+3B, Crison™, Espanha) com um elétrodo de pH (SP10B, Consort™, Bélgica) e o
software TiCom. Antes de efetuar as anélises, o elétrodo foi calibrado com as solugoes

padrao de pH a 4,00 e 7,00 (BDH Prolabo®).

A acidez titulavel consiste na adi¢ao de uma solucao alcalina de hidréxido de s6dio a 0,1 M
(BDH Prolabo®) até obter a neutralizacao dos acidos a pH igual a 8,1. A acidez foi expressa

em g dcido malico/L, utilizando um fator de conversao de 0,067.
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2.3 Parametros fisico-quimicos — Nutricionais

Na avaliacio dos parametros fisico-quimicos, foram colhidos por cultivar
20 marmelos/arvore sendo agrupados em dois grupos constituidos por 10 frutos. De
salientar, que apos trituracdo das partes ediveis (na Bimby, Vorwerk, Alemanha), as
amostras foram congeladas a -80°C, até posterior analise do perfil vitaminico. Todos os

resultados foram expressos em g/ 100g, exceto o valor energético.

2.3.1 Determinacao do teor de humidade

O teor de humidade foi determinado segundo o método AOAC 934.06 (1934). E um
método gravimétrico, que consiste na secagem das amostras a uma temperatura de 70 °C
(sob vacuo) (VDL 115, Binder, Estados Unidos) durante um periodo de 4 horas, até se

obter peso constante.

2.3.2 Determinacao do teor de cinzas

O teor de cinzas foi obtido segundo o método AOAC 940.26 (2000). E um método
gravimétrico que consiste na incineracdo das amostras até ficarem totalmente
carbonizadas e, de seguida, colocadas na mufla (SAF 11/1, Lenton, Estados Unidos) a 550
+ 25 °C, durante a noite, até se obter cinzas brancas. O residuo mineral conseguido por

incineracao corresponde ao teor de matéria inorganica presente na amostra.

2.3.3 Determinacao do teor de gordura

O teor de gordura foi determinado segundo o método interno PT.LFQ.0104. Para este tipo
de amostras é requerido inicialmente uma hidroélise 4cida no Soxcap (SoxCap™ 2047,
FOSS, Dinamarca), por recurso a uma solucao de acido cloridrico 6 M (BDH Prolabo®). De
seguida, procedeu-se a uma filtracao e lavagem das amostras. Posteriormente realizou-se
a etapa de extracao com solvente organico (éter de petroleo 40-60 (v/v), BDH VWR®), no
Soxtec (Soxtec™ 2055, FOSS, Dinamarca). Por fim, procedeu-se a eliminacao do solvente

por evaporacao a 103 + 3 °C e respetiva pesagem.

2.3.4 Determinacao do teor de proteina

O teor de proteina foi determinado segundo o método interno PT.LFQ.0105 (Kjeldahl).
Numa primeira fase, a amostra foi mineralizada através de uma mistura catalisadora
(kjeltabs Cu/3,5, FOSS), combinada com &cido sulfarico concentrado (95%, BDH
Prolabo®), a 420 °C, num bloco de digestao (Tecator™ Digestor 2508, FOSS, Dinamarca).

Durante este processo todo o azoto organico foi convertido em ido amoénio. Durante a
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segunda fase, o ido amonio foi convertido em amonia, por adicao de uma solugao alcalina
(hidroxido de sédio a 40 %, BDH Prolabo®). De seguida, foi destilado em corrente de
vapor e recolhido numa solugdo de acido bérico (a 1 %), onde foi doseado, por titulacao,
com acido cloridrico a 0,1 N (BDH Prolabo®). Esta segunda fase ocorreu no equipamento
Kjeltec (Kjeltec™ 8400, FOSS, Dinamarca). A percentagem de proteina foi calculada
através de um fator de conversao de azoto em proteina, que para a matriz em causa tem o

valor de 6,25.

2.3.5 Fibra

O teor de fibra como mencionado anteriormente foi determinado por um laboratério

subcontratado externo ao CATAA, de acordo com a NP 2029:1983.

2.3.6 Determinacao dos hidratos de carbono

A determinacdo dos hidratos de carbono foi obtida por calculo de acordo com (UE) N. ©
1169/2011, por recurso ao conhecimento dos parametros nutricionais, de acordo com a

seguinte equacao (6).
Hidratos de carbono= 100 - (humidade + proteina + gordura + cinzas + fibra) (6)

2.3.7 Valor energético

O valor energético foi calculado utilizando os fatores de conversdo indicados no

regulamento (UE) N.° 1169/2011. Sendo expresso em kJ (7) e em kcal (8).

Energia (kJ)= 37 x Gordura + 17 x Hidratos de carbono + 17 x Proteina + 8 x Fibra (7)
Energia (kcal)= 9 x Gordura + 4 x Hidratos de carbono + 4 x Proteina +2 x Fibra (8)
2.3.8 Determinacao do teor de aciicares por cromatografia idénica

A quantificacdo dos agucares totais (glucose, frutose, sacarose e maltose) foi determinada
pelo método AOAC 982.14. Os acucares foram quantificados por cromatografia liquida
através de um cromatbgrafo i6nico (ICS-3000-DC1, Dionex, Estados Unidos) com as

condicoes cromatograficas descritas na Tabela 7 com o software Chromeleon®.
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Tabela 7. CondicOes cromatograficas para a determinacio do teor de agticares.

Parametros Condicoes

Coluna CarboPac (3 x 150mm)
Pré-coluna CarboPac Guard (3 x 3omm)
Fluxo (mL/min) 0,5

Temperatura da coluna (°C) 30

Temperatura do detetor (°C) 30

Tempo de corrida (minutos) 35

Tempo de regeneracio 40 minutos

Foi efetuada uma extracao com agua ultrapura (dado que os acticares sao muito solaveis),
seguida de homogeneizacao no ultra-turrax (T 50 basic, IKA® Werke, Alemanha) e
clarificacdo por centrifugacao (Biofuge Primo R, Thermo Fisher Scientific, Estados
Unidos). Os interferentes foram removidos através de uma coluna SPE C18 (500 mg/10

mL) e a amostra foi filtrada.

Os actcares foram eluidos com uma solucao de hidréxido de sodio a 50 % (fase de
regeneracao a 200 mM e fase movel a 15 mM) e detetados por um sistema de detecao
amperimétrica pulsado com uma resposta estavel e sensivel devido a continua eliminagao
dos produtos de oxidacdo dos acticares. No entanto, para determinar o teor de acgucares,
mono e dissacaridos em géneros alimenticios, foi necessario preparar padroes individuais
dos actcares puros (glucose (99,8%, Sigma-Aldrich), frutose (99%, Alfa Aesar), sacarose
(99,9%, Alfa Aesar) e maltose (96,2%, Alfa Aesar)), para que de seguida fosse preparado
uma mistura de padrbées de concentracoes entre 0,1 € 5 ppm e efetuar uma reta de

calibracao.
2.3.9 Composicao mineral

O sodio, calcio e potéssio foram determinados por espectrometria de absorcao atomica de
chama (FAAS), enquanto o cobre, ferro, manganés, zinco, fésforo e magnésio foram
determinados por Inductively Coupled Plasma Optical Emission Spectrometry (ICP —
OES). Antes de proceder a quantificacdo dos minerais é necessario digerir as amostras

num micro-ondas, de acordo com as indicacées do mesmo.

2.3.9.1 Preparacao de amostras para quantificacdo de minerais por digestao
(micro-ondas)

A preparacao prévia das amostras é considerada uma etapa critica devido as possiveis
contaminacdes e perdas de analitos que possam ocorrer. A destruicao da matéria organica

e disponibilizagao dos analitos para posterior determinacao dos minerais foi efetuada por

36



digestao por micro-ondas (ETHOS One, Milestone, Italia). As amostras foram pesadas
diretamente para os vasos de digestao e, em seguida foram adicionados 6 mL de acido
nitrico a 65% (BDH Prolabo®) e 2 mL de peroxido de hidrogénio a 30% (BDH Prolabo®).
Os tubos de digestao foram fechados e levados ao micro-ondas, a digestdo ocorreu em
rampa. Apos a digestao, a amostra foi transferida para tubos de 50 mL (DigiTubes, SCP

Science, Franca), perfez-se com agua ultrapura e armazenou-se para posterior analise.

2.3.9.2. Determinacao de minerais por absorcao atomica

O sodio (589,0 nm), calcio (422,7 nm) e potéssio (766,5 nm) foram determinados através
de um espectrofotébmetro (ICE 3000, Thermo Fisher Scientific, Estados Unidos) com o
software Solari. Os minerais foram determinados individualmente e, desta forma, foi
necessaria a preparacao de padroes e respetivas retas de calibracao para cada mineral. De
maneira a eliminar as interferéncias, foi necessario adicionar: lantanio aos padroes de

calcio e, litio aos padroes de sddio e de potassio.

2.3.9.3. Determinacao de minerais por ICP-OES

Os minerais, cobre, ferro, manganés, zinco, fésforo e magnésio foram determinados
através de um espetrofotometro (ICP-OES ACTIVA — M, HORIBA Scientific, Estados
Unidos) com os parametros instrumentais descritos na Tabela 8 e com o software
ActivAnalyst 5.4.2. O ICP — OES permite uma analise multielementar, assim as curvas de
calibracao para a determinacio dos teores dos minerais foram realizadas por diluigao de

uma solugdo padrao multielementar a 1000 ppm.

Tabela 8. Pardmetros instrumentais ICP- OES.

Parametros Condicoes
Poténcia do plasma (W) 1100

Fluxo de gas no plasma (L min) 15

Fluxo de ar no nebulizador (L min) 0,02
Pressdo do ar (Bar) 1,0

213,618 (P); 213,857 (Zn); 257,611 (Mn);

Comprimento de onda (nm)
259,940(Fe); 279,553(Mg) e 327,395 (Cu)

2.3.10 Perfil vitaminico

A quantificacdo das vitaminas hidrossoliveis, nomeadamente, 4cido ascorbico
(vitamina C), tiamina (vitamina B1), riboflavina (vitamina B2), niacinamida (vitamina
B3), acido nicotinico (vitamina B3), piridoxina (vitamina B6), biotina (vitamina B7) e o

acido folico (vitamina B9) foi determinada de acordo com (Joseph, 2011) por

37



cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) (UltiMate™ 3000, Dionex™, Estados
Unidos), de acordo com as condi¢bes cromatograficas descritas na Tabela 9 e com recurso

ao software Chromeleon®.

Tabela 9. Condi¢oes cromatograficas para a quantificacao das vitaminas hidrossolaveis.

Parametros Condicoes

Coluna C18 3,0 mm x 150 mm 2,7um
(Poroshell 120 EC-C18)

Temperatura da coluna 35°C

Récio de aquisicao 20 Hz

Volume de inje¢ao 20 uL

Temperatura da amostra 59C

Fase mével A 25 mM HPO4Na-, pH 7,0

Fase movel B Acetonitrilo
0 min 2> 99% A +1%B
5 min 2>99% A+1% B

Gradiente 15 min 2>70% A + 30% B
20 min 2>70% A + 30% B
20,1 min 299% A +1%B
Pés corrida 5 min 299% A +1% B

Fluxo 0,45 mL/min

205 nm — Biotina

214 nm — Acido nicotinico e niacinamida

220 nm — Piridoxina

. L 232 nm — Tiamina
Comprimentos de onda de aquisi¢ao

266 nm — Acido ascorbico

268 nm — Riboflavina

280 nm — Acido félico

214 nm — Acido nicotinico e niacinamida

Inicialmente, na determinacgio das vitaminas foi necessario preparar padrdes individuais
como uma concentracdo de 2 000 ppm (acido ascorbico (99,8 %, Alfa Aesar), tiamina
(99,9%, Sigma-Aldrich), riboflavina (97,94%, Sigma-Aldrich), acido nicotinico (99,5%,
Sigma-Aldrich), niacinamida (99,9%, TCI), piridoxina (99,9%, Sigma-Aldrich), biotina
(99,8%, Sigma-Aldrich) e acido folico (91,2%, Sigma-Aldrich)). Dado que a biotina,
riboflavina e o acido félico apresentam baixa solubilidade em agua, foi necessario
adicionar algumas gotas de hidréxido de sédio a 0,20 M. E de salientar que as vitaminas
sdo extremamente sensiveis a luz e ao calor, pelo que o manuseamento das mesmas foi
realizado cuidadosamente e armazenadas a 4 °C. De seguida, preparou-se uma mistura de

padroes com uma concentracao de 200 ppm, tendo-se pipetado 200 uL de cada padrao
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para um vial. Por fim, preparam-se os padroes de calibracao de acordo com a Tabela 10,

tendo sido utilizado como solvente a fase movel A.

Tabela 10. Preparacao dos padrdes de calibracao.

Condicdes Vmistura de padres (UL) Vi (uL) Cpadrao (Ppm)
P1 10 (P6) 1000 0,010
P2 25 (P6) 1000 0,025
P3 50 (P6) 1000 0,05
P4 0,5 1000 0,10
Ps5 1,25 1000 0,25
P6 5 1000 1,00
P7 12,5 1000 2,50
P8 25 1000 5,00
P9 50 1000 10,00

Pio 125 1000 25,00
P11 250 1000 50,00
P12 500 1000 100,00

2.4 Analise estatistica

Todos os dados foram inseridos em base de dados com o software Microsoft Excel 365 e a
anélise estatistica foi efetuada com o auxilio do software SPSS Statistics 27 para o
Windows. Comecou por se analisar a normalidade e homogeneidade da variancia através
dos testes Shapiro-Wilk e Levene, respetivamente. Para avaliar a variavel cultivar
recorreu-se 3 ANOVA, seguida do teste post-hoc HSD de Tukey tendo sido considerado
como tendo diferencas estatisticas para valores de p<0,05. A existéncia de correlagoes
significativas foi também avaliada pela aplicacdo do teste de Pearson. Quanto a variavel
local de producao e data de colheita foram consideradas como tendo diferencas
estatisticamente significativas quando p<o0,05 (t-student). Todos os resultados obtidos

neste trabalho apresentam-se expressos como média + desvio padrao (SD).
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2.5 Desenvolvimento de um novo produto
2.5.1 Fermentacao alcoolica e acética

Previamente os marmelos foram descongelados, lavados em agua corrente (por forma a
remover as impurezas remanescentes) e descarocados. De seguida, centrifugaram-se os
frutos (Fiber Boost, Philips, China) de forma a obter um sumo. Procedeu-se a etapa de
chaptalizacdo, que consiste na corre¢ao dos SST do mosto até a obten¢do de um teor entre
19,0 a 20,0 °Brix. Por fim, inoculou-se com o kit Byosal, de acordo com as instrucoes
fornecidas pelo fabricante, iniciando-se a fermentacao alcoodlica. Esta fermentacdo ocorreu
numa estufa climatizada (30°C), em ambiente anaer6bio, até se alcancar um teor alcodlico
compreendido entre 9 a 10°. Apds o término da referida fermentacao, separou-se a parte
liquida da so6lida, obtendo-se assim um fermentado alco6lico de marmelo (comumente,

denominado de vinho de marmelo).

Com o fermentado alcoodlico procedeu-se a fermentacao acética, para obtencao de vinagre
de marmelo, inoculando-se vinagre de sidra (Paladin, Portugal), com mae, nao
pasteurizado. A fermentacao acética ocorreu numa estufa climatizada (25°C) até cumprir

com os requisitos legais, descritos no Decreto-Lei n. °174/2007 de 8 de maio.

Durante as fermentacoes foram retiradas amostras de modo a monitorizar o processo.
Mais concretamente, durante a fermentacao alcodlica foi determinado o teor de SST, o pH
e o Teor Alcodlico em Volume (TAV). Enquanto na fermentagao acética para além do pH e

do TAYV, foi também determinada a acidez volatil.
2.5.2 Teor alcodlico em volume

O TAV foi determinado segundo o método OIV-MA-AS313-O1A. Numa primeira fase,
realizou-se a destilacdo volumica do vinho (Digital Distilling Unit - SUPER D.E.E,
Gibertini, Itadlia), com a finalidade de eliminar as substincias nao volateis.
Posteriormente, determinou-se a massa volimica do destilado por densimetria eletrénica
(Density Meter DS 7000, A. Kraiiss Optronic, Alemanha). Sabendo a massa volimica do
destilado e a sua temperatura é possivel determinar a percentagem de titulo alcoométrico.

Os resultados foram expressos % em volume.
2.5.3 Acidez volatil

A acidez volatil foi determinada pelo método OIV-MA-AS313-02. Inicialmente, procedeu-

se a uma destilacao por arrastamento de vapor (Digital Distilling Unit - SUPER D.E.E,
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Gibertini, Italia) para obter o destilado. De seguida, realizou-se uma titulacao acido-base,
tendo sido utilizado NaOH 0,1 M como titulante e fenolftaleina como indicador acido-
base, até se alcancar uma mudanca de cor, equivalente ao ponto de viragem. Os resultados
foram expressos em g de acido acético/ 100 mL, tendo sido utilizado um fator de

conversao de 0,3.

2.6 Ferramenta de diagndstico de Xylella fastidiosa
2.6.1 Desenho dos primers

O desenho dos primers foi realizado por duas metodologias, através do software LAMP
Designer 1.16 (Premier Biosoft, Estados Unidos da América) e pelo PrimerExplorer V5
(http://primerexplorer.jp/lampvse/), com base nas sequéncias consenso para os genes
multilocus sequence typing (MLST) de trés genes housekeeping: RNA polymerase sigma
factor (rpoD), siroheme synthase (cysG) e ABC transporter sugar permease (malF) de
Xf. Através da ferramenta BioEdit 7.2 realizou-se o alinhamento das sequéncias, obtendo-
se as respetivas regioes consenso para cada gene. Porém, nas bases degeneradas
selecionou-se manualmente os nucle6tidos que estavam em maioria. O gene malF foi o
unico que apresentou duas bases degeneradas com 50/50 dos nucleétidos TG e TA,

respetivamente, tendo-se selecionado T e A.

Todos os primers selecionados foram sintetizados pela Integrated DNA Technologies

(Estados Unidos da América) e sdo mencionados na Tabela 11.
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Tabela 11. Primers desenhados para os genes MLST (rpoD, cysG e malF).

Gene Primer Sequéncia (5’- 3°) Tamanho de amplificacao Rating Programa
F3 GAAGATTGCTAAAGAGCCAATC
B3 AGTCAATATCAAGGAATGAGCG
FIP AGCCAACACTTCACGCACTGATCCTAATGTTGAGTCTCCTG oa7 o1 LAMP Designer
BIP CTCGTGAACGTATTCGCCAGATGTTGTTCAGAACGACTTGGA ’
LF TCCGACAAGTTGACATTGGT
LB AAAGCATTACGGAAACTTCGTC
F3 TCCGTAACCTCCTCAGTG
B3 TCCACAGGAGACTCAACAT
FIP TCGGCAGGATCAGGACCAGTTGACGAAGAAGACGATGA g . N —
BIP TGCCTGAGGACAAGATCCGTAATGAGAATCTTCATCATCTCCG 97 93, g
LF ATCCTCATCATTACCGACACTG
rpoD LB AGAGCCAATCTCAATGGAGAC
F3 TGAGGTTGACGAAGAAGACG
B3 GGTCAATGGCAACGACAGTT
FIP ACAGCGATTCGATACGCGAAGCTGAGGATGCGCCTACGAT 130 ] PrimerExplorer Vs
BIP CCAAGCATGGCCCTGAGCACACAAAGATCGCAGCCACATC
LF CGGCAGGATCAGGACCA
LB GCAGTCATTAAGGTGCGTGAA
F3 GGACGTTACTGACGAGTCGA
B3 CAGCCACATCTTCACGCA
FIP TCAGGACCAATCGTAGGCGCATTGAGGTTGACGAAGAAGACG 143 ] PrimerExplorer Vs
BIP TCGCTGTCCACTGAGTATGCCACTGCTTTGTGCTCAGGGC
LF CCTCATCATTACCGACACTGTCA
LB AGTTCAAGAAACTTTACGCCAAGC
F3 CGGGCTACTGACCTTAAATG
B3 TTGCCGTTCTTGTGCCAG
FIP GCCTACTTCGATCTGCTCCGAATGAAGCCGACATCATCC 8 .8 I
BIP CTTGCCTGTGCCGCCTATGTCTAGGGAGGATTGGCA 37 91, 9
LF TGCCATCTGTAACACGGTG
cysG LB CCAATCGCTATGCCTGATC
F3 CGGGCTACTGACCTTAAATG
B3 CTGGATGGTGGGTAGTCC
FIP GCCTACTTCGATCTGCTCCGAATGAAGCCGACATCATCC g o8 LAMP Desioner
BIP CTTGCCTGTGCCGCCTATGTCTAGGGAGGATTGGCA 37 90, g
LF TAACACGGTGTCGCTGAC
LB GACCATGCCCAATCGCTA
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Tabela 11. Continuacao.

F3 GCGGAGCAGATCGAAGTAGG
B3 GGGGATACCGGCATAGGC
FIP ACGACACGCTGGCCAGCAGTGTGCGCCAAGAAGACA 6o ] PrimerExplorer Vs
BIP GTCGTGGTGGCGAGGAACTGAGGGCGGCGGTGATT
LF TGCAGCATCAGGGTGTGA
cusG LB CGGCATCCCCTATGAGGTCA
F3 AGACATTCACACCCTGATGC
B3 TGTTTCGGCCCGTCCAG
FIP AAGGGCGGCGGTGATTCCGGGCGATCCATTCGTCTTCGG - ) PrimerExplorer Vs
BIP TTGACCCACCGCGACCATGAGAACGCCAGCGTTTGC
LF GGGATGCCGTGGGTACGTAAGA
LB CACCGCCCATTGCCAATCCTC
F3 TCTGGGCAATCCGATGTA
B3 AAATCACCATGTTGTAGCCA
FIP AATTCAGCAGCAACGCAGCGGAAGTCGCTGTGGAATAC .
BIP GTGGTGACGACGCTGGTAGAACACAATTCAGCAGCCA e 914 LA s gy
LF AGACACCGTAATCGACATCG
LB TCTGTTTCACCTGAAGTATGGG
F3 TTGGTGCTCAGTTTGACC
B3 CGGATCACCCAACCAATC
FIP GGGTGTGCAACAACTCCAGAGTATGCTCTGGGCAATCC .
BIP GGTAGCTGTCGCGCTGATTCACAATTCAGCAGCCAATTC 308 87 LAMP Designer
LF CAATCCAACAAAGCGCAGAT
R LB TCTGTTTCACCTGAAGTATGGG
F3 GCGTTGGTGCTCAGTTTGA
B3 CCATTTGGACGCGCCATC
FIP CGGGGTGTGCAACAACTCCAGTATGCTCTGGGCAATCCGA 0o ] PrimerExplorer V
BIP TGTTCGCGGTGTGGAAGAACTGATCCTGTGGAATCGCCTG 4 P 5
LF ATCCAATCCAACAAAGCGCAGA
LB GGCTACAACATGGTGATTTTTTTGG
F3 TGCGCTTTGTTGGATTGGAT
B3 AGCTACCAGCGTCGTCAC
FIP TCCCCAGCAGCACAAAATAGGTGAGTTGTTGCACACCCCG 140 ] PrimerExplorer Vs
BIP GGAGCTGCGTTGCTGCTGAACAAACAACACGGTGCGAAAC
LF CCACAGCGACTTCCAGAACA

LB GCGGCGCGTTTTAAGGGAT
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2.6.2 Extracao DNA total de amostras de vegetais

Tanto a obtencao dos extratos, como do DNA das amostras vegetais foi realizado no
Laboratério de Fitossanidade (FitoLab) do Instituto Pedro Nunes (IPN), de acordo com o
método de extracao Cetyltrimethylammonium Bromide (CTAB) a 2% (EPPO Bulletin,

2019).

O material vegetal, preferencialmente os peciolos e a nervura central, foram inicialmente
macerados com tampao fosfato salino (PBS) (BDH VWR®), através do homogeneizador
(HOMEX 6, Bioreba, Suica), obtendo-se assim o extrato da planta.

Para a extracdo do DNA, o macerado foi lisado pela adicao de um tampao de lise, 2%
CTAB (CTAB (99%, Acros Organics™), 1 M TRIS pH 8,0 (Thermo Fisher Scientific), 0,5
M EDTA pH 8,0 (PanReac AppliChem), 5 M NaCl (99,5%, Fisher Chemical), PVP-40 (Alfa
Aesar)) e aquecido a 65° C durante 30 minutos. De seguida, foi centrifugado a 16 000 g
durante 5 minutos. Apds a lise celular, o sobrenadante foi transferido para um novo
microtubo e homogeneizado com cloroférmio alcool-isoamilico (24:1) (Fisher Chemical),
com a finalidade de desnaturar as proteinas, obtendo-se uma separacdo entre a fase
aquosa e a fase fenolica, através de uma centrifugacio a 16 000 g durante 10 minutos. O
sobrenadante foi transferido para um novo microtubo e homogeneizado por inversao com
2-propanol (Fisher Chemical) a 4°C e incubado a -20°C durante, pelo menos, 5 horas.
Posteriormente, foi centrifugado a 16 000g durante 20 minutos, no qual o precipitado foi
lavado com etanol a 70%, removendo-se as moléculas de agua, residuos de solutos
organicos e fendis. De seguida, o sobrenadante foi descartado e o precipitado foi
ressuspendido em tampao TE (1M TRIS pH 8,0, 0,5 M EDTA pH 8,0), obtendo-se DNA

puro.
2.6.3 Reacao LAMP

Antes de se efetuar a reacao de LAMP, as amostras dos extratos foram submetidas a uma
desnaturacao prévia a 95° C durante 10 minutos (Yaseen et al., 2015), com posterior
arrefecimento a 4° C. As reacoes tanto dos extratos como de DNA foram realizadas num
PikoReal Real-Time (Thermo Fisher Scientific, Estados Unidos), através do software
2.2.250.602, a diferentes temperaturas durante 60 minutos. Cada lote de reacdes de
LAMP incluiu um controlo positivo de amplificacio por adicio de DNA do kit e um
controlo negativo de amplificacao por adicao de agua ultrapura estéril. De realcar que a

preparacao das reacoes foi efetuada em gelo.
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Previamente foi realizada uma mistura de primers de 10x (2 uM F3 e B3; 8 uM LF e LB;
16 uM FIP e BIP). As reacoes foram preparadas para um volume total de 13 uL, como
mencionado na Tabela 12, utilizando o kit LavaLAMP™ DNA Master Mix (Lucigen, Lot
17836).

Tabela 12. Preparagdo das reagdes LAMP para um volume total de 13uL.

Extrato DNA Controlo
Componentes _ _ .
Controlo negativo ~ Amostra  Controlo negativo amostra positivo
H.O RNase-free (Nztech) 5 - 5 4 4
LavaLAMP™ DNA Master
. 6,25 6,25 6,25 6,25 6,25
Mix (2x)
Mistura de primers, 10x 1,25 1,25 1,25 1,25 -
Green Fluorescent Dye 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
DNA alvo - 5 - 1 -
DNA positive control lamp
. . - - - - 1,25
primer mix
DNA positive control - - - - 1
Volume total (uL) 13 13 13 13 13

2.6.4 Eletroforese em gel dos produtos de amplificacao

Para confirmar a amplificagdo do DNA alvo foi realizada a técnica de eletroforese em gel
de agarose, com uma fonte de alimentagao (Power Source 300V, BDH VWR®, Bélgica) e
um transiluminador de ultravioleta (GenoPlex, BDH VWR®, Bélgica). Para a anéalise dos
produtos de reacao LAMP, foram utilizados 5 pL de cada reacado LAMP e homogeneizados
com 1 uL de 6x NZYDNA loading dye (NZYTech). Estes foram aplicados ao gel de agarose
2,5 % e sujeitos a uma corrente de 100 V em tampao TAE a 1 %, decorrido num periodo de
40 minutos (Tomita et al., 2008). O gel foi corado com GreenSafe Premium (NZYTech) a
uma concentra¢ao de 0,2 uL. /mL e o marcador utilizado foi de 100 — 1000 bp (NZYDNA
Ladder V, NZYTech).
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3. Resultados e discussao

3.1 Caracterizacao e valorizacao do marmelo

Com o objetivo de valorizar o marmelo procedemos a caracterizacdo das cultivares
presentes na regiao da Beira Interior através da avaliacdo de parametros de qualidade e
nutricionais. Posteriormente, apostou-se na inovacao através do desenvolvimento de um

novo produto a base de marmelo.

Numa primeira fase foram efetuadas visitas aos diferentes produtores na regido da Beira
Interior, mais concretamente no concelho da Covilha (Figura 11). No Ferro obtivemos as
cultivares Gigante de Vranja e a Portugal, produzidas num sistema de producao integrada
(Figura 11 — A e B). Enquanto em Orjais obtivemos a cultivar Portugal regada s6 com agua

e a Galega com a fertirrega utilizada para os pessegueiros (Figura 11 — Ce D).

A % B

Figura 11. Diferentes pomares de marmelo no concelho da Covilhd. A) Quinta das Rasas, Ferro — Cultivar
Gigante de Vranja. B) Quinta das Rasas, Ferro — Cultivar, Portugal. C) Quinta da Branca, Orjais — Cultivar
Portugal. D) Quinta da Branca, Orjais — Cultivar Galega.

Foram recolhidos marmelos apenas de dois pomares uma vez que a colheita nos outros

dois proprietarios identificados na regiao da Beira Interior, nao se realizou.
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As amostras foram colhidas durante o periodo de setembro a outubro, de acordo com a
colheita de cada produtor (Figura 12). A 24 de setembro realizou-se a colheita da Gigante
de Vranja e da Portugal, no Ferro, e a 06 de outubro, voltou-se a colher a Gigante de
Vranja no Ferro e a Portugal em Orjais. Por Gltimo, a 12 de outubro colheu-se a Galega em

Orjais.

Figura 12. Amostragem das cultivares. A — Gigante de Vranja (24 de setembro), B — Gigante de Vranja (06 de
outubro), C — Portugal (24 de setembro), D — Portugal (06 de outubro) e E — Galega (12 de outubro).

3.1.1 Parametros de qualidade

3.1.1.1 Cultivares de marmelo

Por forma a comparar e analisar as diferentes cultivares de Cydonia oblonga, estas foram
agrupadas conforme a época ideal de colheita, de acordo com a data dos respetivos
produtores. Assim, tanto para a avaliacdo dos parametros de qualidade, como para a
caracterizacao nutricional para a variavel cultivar, a Gigante de Vranja que se considerou
foi a colhida no dia 06 de outubro, uma vez que o produtor indicou que esta era a data

ideal de colheita.
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Os resultados obtidos em relacdo a avaliagdo dos parametros de qualidade encontram-se

apresentados na Tabela 13, 14 e 16.

Na Tabela 13 encontram-se os resultados obtidos para os parametros biométricos, peso e
calibre, das trés cultivares em estudo. Sendo possivel observar que o peso variou entre
205,03 € 277,75 g e o calibre entre 71,42 e 80,60 mm. De salientar que a cultivar Gigante
de Vranja apresentou ndo s6 o maior peso, como o maior calibre e a Galega o contrario, o
menor peso e o menor calibre. Ambas as cultivares diferem estatisticamente entre si em
ambos os parametros (p<o0,05). De salientar, que existe uma correlacdo fortemente
positiva e muito significativa (p<0,01) entre os parametros peso e calibre (r = 0,91) (Anexo
-D.

Tabela 13. Pardmetros biométricos das cultivares de marmeleiro da Beira Interior.

Parametro Cultivar N° de frutos Média! + SD
Gigante de Vranja 100 277,752 £ 47,44
Peso
© Portugal 200 238,61" + 49,41
g
Galega 100 205,03¢ + 40,04
Gigante de Vranja 100 80,60% + 4,60
Calibre
Portugal 200 74,06 + 5,55
(mm)
Galega 100 71,42¢ + 5,51

tetras diferentes no mesmo parametro indica diferencas significativas (p<0,05).

O peso e o calibre variam de acordo com a cultivar, assim, segundo Regato e
colaboradores, a Gigante de Vranja, geralmente, contém um peso médio de 344,00 g e um
diametro de 87,00 mm, enquanto a Portugal apresenta um peso médio de 305,00 g e um
diametro de 85,00 mm (Regato, Guerreiro, and Regato, 2017). Estes valores sao
ligeiramente superiores aos que se obtiveram. Estas diferencas resultam do fato dos
parametros de qualidade serem afetados, ndo s6 pelas condicoes climéaticas, mas, também,
pelas respetivas praticas agrondémicas (Musacchi and Serra, 2018). Foi ainda possivel
correlacionar o peso e o calibre, sendo que ambos mostram uma tendéncia crescente ao
longo do tempo, pois com o avancar da maturacdo os frutos tendem a aumentar os

parametros biométricos (Ahmad and Siddiqui, 2015).

Na Tabela 14 encontram-se os resultados obtidos para a cor (L*, a* e b*), SST e acidez
total. No que diz respeito a cor, esta foi analisada na epiderme do fruto por forma a
complementar a caraterizagdo das cultivares e, ndo, como teste de maturagdo. De um
modo geral, a cor predominante do marmelo é amarelo brilhante (Mir et al., 2016; Regato,
Guerreiro, and Regato, 2017). Realcando que a cor é um fator importante na escolha do

consumidor (Paltrinieri, 2014). Assim, para a coordenada L* verificou-se que os valores
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variaram entre 73,04 e 75,39, sendo a Portugal a que apresenta uma epiderme mais
brilhante. Para a coordenada a* os valores obtidos foram negativos, variando entre -12,10
e -11,30, indicativos de uma tonalidade mais verde, no entanto, nao se detetaram
diferencas significativas (p>0,05). Por taltimo, quanto ao b* os valores variam entre 51,27 e
55,20, demonstrando uma cor mais amarela. A Galega foi a cultivar que apresentou a cor
mais amarela e, consequentemente, uma menor tonalidade de verde (Tabela 14). Tendo
sido possivel verificar que quanto mais a fruta se aproxima de uma tonalidade vermelha e

amarela, maior o teor de SST (Anexo — I).

Segundo Guiné e Barroca (Guiné and Barroca, 2012), as coordenadas relativamente a cor
do marmelo correspondem a L* = 78,02 + 0,86,a * =-1,27+ 0,32 e b * = 31,75 + 1,68. Os
resultados obtidos nao estdo totalmente de acordo com a literatura, uma vez que as
cultivares em estudo apresentam valores mais negativos de a*, ou seja, mais verdes,
enquanto para b* apresentam valores mais positivos, ou seja, mais amarelos.
Relativamente a luminosidade, os valores foram semelhantes com os mencionados na
literatura, demonstrando ser brilhantes, uma vez que os valores da coordenada
correspondente estavam mais proximo de 100 do que de 0. De salientar que a coloracgao é
condicionada pelo nimero de horas de exposicao solar do fruto e por fatores climaticos

(Koshita, 2015).

Tabela 14. Pardmetros de cor (L*, a* e b*), teor de SST (°Brix) e acidez total (g acido mélico/L) dos marmelos
das diferentes cultivares.

Parametro Cultivar Ne¢ de frutos Meédia* + SD
Gigante de Vranja 100 74,11b + 2,58
L* Portugal 200 75,392 £ 4,11
Galega 100 73,04 + 3,26
Gigante de Vranja 100 -11,642 + 1,84
a* Portugal 200 -12,10% + 3,99
Galega 100 -11,30% + 3,31
Gigante de Vranja 100 51,27¢ + 2,01
b* Portugal 200 53,53 + 1,79
Galega 100 55,202 + 2,77
Gigante de Vranja 100 12,77¢ + 0,54
SST Portugal 199 15,97 + 1,07
(°Brix)
Galega 100 18,862 + 1,05
Gigante de Vranja 20 9,35 + 1,19
Acidez total Portugal 40 12,34% + 2,45
(g &cido malico/L)
Galega 20 8,33>+ 1,51

Tetras diferentes no mesmo parametro indica diferencas significativas (p<0,05).
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Relativamente aos valores obtidos para os SST, constataram-se diferencas significativas
entre as cultivares, tendo os valores variado entre 12,77 e 18,86 °Brix, sendo a Gigante de
Vranja menos doce que a Portugal e esta, por sua vez, menos doce que a Galega (Tabela
14). Os teores de SST determinados no presente trabalho enquadram-se num intervalo
ligeiramente superior aos descritos na Tabela 15, evidenciando que a regido da Beira

Interior apresenta condi¢Oes favoraveis para o seu cultivo.

No que diz respeito a acidez total, Tabela 14, a Galega e a Gigante de Vranja sdo menos
acidas que a Portugal, variando entre 8,33 a 12,34 g 4cido malico/L, corroborado pelo
descrito na literatura por Legua e colaboradores (Legua et al., 2013). J4 os valores para a
Portugal ndo sdo concordantes com os da literatura, uma vez que a acidez obtida é
superior aos dados da Tabela 15. No entanto, a acidez da fruta esta relacionada com a
aproximacao do estado de maturacdo. Geralmente, quanto mais préoximo do estado de

maturacao a fruta estiver, maior a reducao da acidez (Paltrinieri, 2014).

Tabela 15. Teor de SST (°Brix) e acidez total (g acido malico/L) referenciados em marmelo.

. Acidez total e
SST (°Brix) L. - Referéncia bibliografica
(g Acido malico/L)
11,57 + 0,3 — 14,70 + 0,6 4,71 + 0,1 — 7,95 + 0,3 Rodriguez-Guisado et al., 2009
13,40 — 18,63 5,28 — 9,54 Legua et al., 2013

16,9 — Gigante de Vranja )
- Regato, Guerreiro, and Regato, 2017
16,1 — Portugal

Posteriormente, os marmelos foram avaliados quanto a sua textura (Tabela 16) e através
de dois ciclos de compressao foi possivel obter a dureza, a elasticidade, a resiliéncia, a
coesividade e a mastigabilidade. A dureza consiste na forca necessaria para deformar o
alimento numa determinada distancia, ou seja, a forca para comprimir entre os molares,
morder com os incisivos ou comprimir entre a lingua e palato. Elasticidade é a taxa de
resisténcia com que a amostra retorna a sua forma original apés a remocao da forca que
provocou a compressao parcial. Resiliéncia consiste na capacidade de o alimento voltar ao
seu estado normal depois de ter sido aplicado uma forca. Coesividade é o grau em que um
alimento se deforma antes de ser mordido com os molares. A mastigabilidade corresponde
ao esfor¢o necessario para mastigar a amostra a uma consisténcia adequada para engolir
(Guiné et al., 2015). Neste contexto, constatou-se que a cultivar Galega é menos dura e
resiliente que a Portugal e, por sua vez que a Gigante de Vranja. J4 em relacdo a
elasticidade, coesividade e mastigabilidade, a Gigante de Vranja apresentou maior
elasticidade, coesividade, assim como uma maior mastigabilidade em relagao a Portugal e

a Galega, verificando-se diferencas significativas entre as cultivares.
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No entanto, é possivel verificar algumas diferencas entre os valores obtidos quando
comparados com os descritos por Guiné e Barroca (Guiné and Barroca, 2012). Deste
modo, em relacao a dureza, as amostras encontram-se ligeiramente abaixo, ou seja, menos
duras (48,46 + 6,47 N), enquanto para a mastigabilidade sao ligeiramente superiores
(27,23 + 4,06 N). Ja a elasticidade, resiliéncia e coesividade sdao superiores as descritas
(74,86 + 5,17 %, 0,47 + 0,08 e 0,75 + 0,06), respetivamente. Por norma, valores de dureza
mais baixos evidenciam caracteristicas organoléticas mais adequadas as preferéncias do

consumidor e, consequentemente, a comercializacao (Guiné and Barroca, 2012).

Tabela 16. Anélise da textura — dureza (N), elasticidade (%), resiliéncia, coesividade e mastigabilidade (N) das
cultivares.

Parametro Cultivar Ne° de frutos Média* + SD
Gigante de Vranja 99 42,94 + 6,95
Dureza
) Portugal 199 39,49° + 7,02
Galega 100 37,00¢ + 4,43
Gigante de Vranja 99 90,132 + 3,47
Elasticidade 8 !
%) Portugal 199 87,49 + 3,04
(s]
Galega 100 87,32b + 4,63
Gigante de Vranja 99 0,712 + 0,03
Resiliéncia
) ) Portugal 199 0,60 + 0,05
(adimensional)
Galega 100 0,66¢ + 0,03
Gigante de Vranja 99 0,912 £ 0,07
Coesividade
) ] Portugal 199 0,87+ 0,05
(adimensional)
Galega 100 0,88 + 0,06
Gigante de Vranja 99 35,212 + 7,09
Mastigabilidade 5 !
) Portugal 199 30,25 + 6,53
Galega 100 28,48b + 5,53

tetras diferentes no mesmo parametro indica diferencas significativas (p<0,05).

3.1.1.2 Local de producao

Quanto a variavel local, como referido anteriormente, a Portugal foi colhida em dois locais
distintos, no Ferro e em Orjais, tendo sido possivel observar diferencas em todos os

parametros de qualidade, exceto a luminosidade (Anexo — II).

No Ferro, os frutos apresentaram tanto maior peso, 266,39 g, como um maior calibre,
76,80 mm, quando comparados com os frutos obtidos em Orjais. Os marmelos colhidos
em Orjais continham um maior teor de SST (16,59) do que no Ferro (15,35), no entanto, é
possivel constatar que os frutos com menor teor SST apresentaram menor acidez e 0os com

maior teor SST apresentaram maior acidez (Figura 13). Estas diferencas surgem devido as
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diferentes préaticas culturais. Salientado que em ambos os locais o sistema de rega difere.
No Ferro a producao ocorreu num sistema de producao integrada, enquanto em Orjais
numa producdo convencional, apenas com &agua. No entanto, para ter uma analise
referente ao local mais concreta deveria ter-se a confirmado se 4rvores sdo idénticas assim
como as datas de colheita e normalizar o mesmo tipo de rega variando unicamente o local.
Desta forma, para ter dados mais robustos esta analise deveria de ocorrer ao longo de

varias colheitas, mais locais e com o mesmo tipo de producao.
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Figura 13. Comparacao dos locais de producio para a cultivar Portugal — parametros de qualidade (A - peso, B
- calibre, C - SST e D - acidez total; * p<0,05).
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3.1.1.3 Data de colheita

Quanto a variavel data de colheita, como referido anteriormente, a Gigante de Vranja foi
colhida das mesmas arvores em duas datas distintas, 24 de setembro e 06 de outubro. Foi
possivel verificar que a data de colheita influencia todos os parametros de qualidade
analisados, constatando-se um aumento destes parametros com o passar do tempo (Anexo
— III).

Num periodo de 13 dias entre colheitas, o peso e o calibre aumentaram 8,02% e 7,54%,
respetivamente (Figura 14). Com estes dados, tendo em conta a proporg¢ao peso dos frutos
e preco para o produtor, poderemos considerar que a ultima data de colheita é a mais
favoravel, em termos econémicos. No entanto, para determinar a data ideal de colheita
teria que se prolongar o estudo acrescentando mais datas de colheita, o que nao é o

objetivo deste estudo.

Ao nivel do consumidor, a luminosidade da epiderme do fruto descrita pelos valores de L*
¢ dos parametros mais apelativos quando dispostos nas prateleiras dos supermercados.
Por outro lado, as cores verdes com as suas variantes, desde o verde intenso até ao
amarelo, ajudam na decisao da compra em funcio dos gostos sensoriais dos comparadores
(Sanchez and Santos, 2011). Verificando-se que os valores da luminosidade, assim como o

teor de amarelo, aumentaram em funcao da data de colheita.

Quanto a dureza dos frutos observou-se uma tendéncia para o endurecimento (Figura 14),
que podera ser devido a inativacdo das enzimas hidroliticas das pectinas das paredes
celulares (Sanchez and Santos, 2011). Realcando que os valores dos SST aumentaram a
medida que avanca o estado de maturacao dos frutos. Contudo, importa mencionar, que
raramente a qualidade gustativa se reflete nos precos do mercado, sendo o parametro peso

dos frutos o que traduz maior retorno econémico para o produtor.
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Figura 14. Comparacao das datas de colheita para a cultivar Gigante de Vranja — pardmetros de qualidade (A -

peso, B - calibre, C — L*, D — b*, E — SST e F — dureza; * p<0,05).
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3.1.2 Parametros nutricionais

A escolha por uma alimentacdo mais adequada é uma preocupacdo cada vez maior dos
consumidores, uma vez que existe uma correlacao positiva entre a satde e alimentacao. O
conhecimento das propriedades nutricionais dos alimentos, como o respetivo valor
calorico, permitem ao consumidor selecionar os alimentos mais adequados a sua

alimentacao.

De acordo com a Associacao Portuguesa de Nutricao (APN), o consumo de fruta enquadra-
se num estilo de vida saudével, garantindo nutrientes essenciais para o organismo. O
consumo diario de fruta fornece uma quantidade consideravel de minerais e vitaminas.
Em geral, a fruta é composta na sua maioria por agua, variando entre 75 — 95 %. E rica em
hidratos de carbono, aproximadamente 8 — 10 %, que sdo os principais responsaveis pelo
seu valor energético e, em contrapartida, pobre em proteinas e lipidos. Para além disso, a
fruta fornece quantidades relativamente reduzidas de calorias. Uma das razdes pela qual a
dieta mediterranica é consideravel saudavel, é o facto de incluir uma grande quantidade
de fruta e legumes. A Roda da Alimentacao Mediterranica recomenda a ingestao de trés a
cinco porcgoes de fruta, de preferéncia diferentes, diariamente. A falta de fruta na dieta

origina caréncias nutricionais, especialmente vitaminicas (APN, 2017).

3.1.2.1 Cultivares de marmelo

A caracterizacdo nutricional das diferentes cultivares de marmelo é muito importante para
o aumento do conhecimento sobre estas, uma vez que existe pouca informacao disponivel.
Deste modo, os valores nutricionais obtidos para cada uma das cultivares de marmelo em

estudo encontram-se apresentados na Tabela 17.
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Tabela 17. Composicao nutricional das cultivares de marmelo por 100 g de parte edivel.

Gigante de Vranja Portugal Galega
Valor energético (KJ) 278,09¢ + 12,07 349,25P + 18,72 396,162 + 20,06
Valor energético (kcal) 65,75¢ + 2,80 82,48 + 4,40 93,55 + 4,72
Lipidos (g/100g) <LQ (0,2) <LQ (0,2) <LQ (0,2)
Hidratos de carbono 14,57¢ + 0,93 18,78P + 1,12 21,402 £ 1,16
(g/100g)
dos quais acticares 7,51 + 0,38 8,822 + 0,53 9,292 + 0,81
Fibra (g/100g) 2,222 + 0,59 2,102 + 0,27 2,372 + 0,26
Proteina (g/ 100g) 0,312 + 0,04 0,342 + 0,06 0,352 + 0,05
Sal (g) 0,00 0,00 0,00
Humidade (g /100g) 82,36% + 0,59 78,19P + 1,07 75,33¢ + 1,22
Cinzas (g/100g) 0,342 + 0,06 0,392 + 0,08 0,352 + 0,04
Minerais

Potassio (mg)

120,61°¢ + 18,20

204,53 + 33,12

172,27° £ 21,45

Calcio (mg) 7,722 + 0,94 11,632 + 7,24 7,422 + 0,94
Fésforo (mg) 16,222 + 0,83 17,422 + 2,57 15,162 + 2,29
Magnésio (mg) 6,53 + 0,44 8,572 + 2,48 7,302 + 0,80
Sédio (mg) 0,842 + 0,35 0,41P + 0,11 0,682 + 0,18
Ferro (mg) 0,182 + 0,07 0,13> + 0,02 0,20? + 0,03
Zinco (mg) 0,13> + 0,02 0,182 + 0,04 0,13+ 0,02
Cobre (mg) 0,07" + 0,01 0,092 + 0,02 0,07 + 0,01
Manganés (mg) 0,022 + 0,01 0,052 + 0,04 0,022 + 0,01

<LQ - valor abaixo do limite de quantificagao;
letras diferentes na mesma linha indica diferencas significativas (p<0,05).

Apesar das cultivares apresentarem diferentes valores para cada parametro, é possivel
observar uma ordem decrescente de cada nutriente idéntica entre as cultivares, sendo a
humidade o parametro com maior predominancia, seguido dos hidratos de carbono, fibra,

proteinas e, por altimo, os lipidos (Tabela 17).

7

Como referido anteriormente, o marmelo é constituido maioritariamente por agua,
variando entre 75 e 82 %, consoante a cultivar. Sendo a Gigante de Vranja a que apresenta
maior teor de humidade e a Galega menor. Quanto aos macronutrientes, os hidratos de
carbono sdo os mais abundantes, encontrando-se entre 14,57 e 21,40 g/100g, sendo a
Galega superior a Portugal e, por sua vez, a Gigante de Vranja. De salientar, que existe
uma correlacao fortemente negativa e muito significativa (p<0,01) entre a humidade e os
hidratos de carbono (r = -0,99) (Anexo — IV), ou seja, a medida que o teor de humidade

aumenta, a quantidade de hidratos de carbono diminui.

Em relacao a fibra e as proteinas, estas nao apresentam diferencas significativas entre as

cultivares, estando compreendidas entre 2,10 a 2,37 g/100g e 0,31 a 0,35 g/100g,
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respetivamente, destacando-se a Galega, como a que apresentou o maior teor de fibra e

proteina.

Quanto aos lipidos, nao foi possivel quantifica-los, uma vez que estes sao inferiores ao

limite de detecao do método (0,2 g/100g).

A nivel energético, verificou-se que, por cada 100 g de marmelo consumido, a energia
fornecida é de apenas 65,75 a 93,55 kcal, sendo a Galega a que contém maior valor

energético e a Gigante de Vranja menor.

Ao comparar os resultados obtidos com a tabela nutricional do INSA (Tabela 4) é possivel
verificar inimeras diferencas, nomeadamente, o valor energético e os hidratos de carbono
apresentam valores superiores aos descritos. Enquanto, o teor de fibra obtido é muito
inferior, tal como a humidade, exceto para a Gigante de Vranja. J4 os resultados da
proteina sao semelhantes aos descritos pelo INSA (2019). Contudo, apesar dos resultados
apresentarem algumas diferencas para os parametros analisados, a ordem decrescente de
cada macronutriente é igual a obtida, sendo a humidade o pardmetro com maior
predominancia, seguidos dos hidratos de carbono, fibra, proteinas e, por tltimo, os
lipidos. Desta forma, o marmelo é um alimento adequado para dietas pouco caldricas e
pobres em gordura. Esta heterogeneidade dos resultados pode estar relacionada com
alguns fatores, nomeadamente genéticos e agrondémicos, tais como: as praticas culturais
aplicadas em cada cultivar, as caracteristicas do solo, assim como por fatores
edafocliméaticos, como a maturacao da fruta, clima e exposicao solar (Faniadis, Drogoudi,

and Vasilakakis, 2010).

Os resultados da composicao em actcares livres do marmelo encontram-se resumidos na
Tabela 18. No qual, através da determinacdo do teor de actiicares por cromatografia i6nica
foi possivel detetar dois monossacarideos (glucose e frutose) e um dissacarideo (sacarose),
que contribuem para o sabor doce da fruta. O acticar presente em maior quantidade foi a
frutose (4,51 a 5,82 g/100g), seguida da glucose (1,91 a 2,66 g/100g) e, em menor
quantidade a sacarose (0,81 a 1,18 g/100g). O teor total em actcares foi de 7,51 a 9,29
g/100g. A Galega foi a cultivar que apresentou maior teor de glucose, frutose e,
consequentemente, mais acgtcares totais. No entanto, esta foi a que apresenta menor valor
de sacarose. Contudo, quando existe um elevado teor de aclicar nao significa
necessariamente que apresente um sabor mais doce, pois a quantidade de &cidos
organicos também é importante na percecao do sabor da futa (Milivojevic et al., 2011).
Também é possivel observar que as cultivares com menor proporcao de actcar foram

aquelas que apresentaram os maiores teores de humidade (r= -0,63), como é o caso da
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Gigante de Vranja (Anexo - IV). Porém os valores apresentados de glucose mais frutose

sdo inferiores aos descritos pelo INSA (2019), enquanto os da sacarose sao superiores.

Tabela 18. Teor de agticares (g/ 100g) — glucose, frutose e sacarose das cultivares.

Parametro Cultivar N de frutos Média! £ SD

Gigante de Vranja 10 1,91¢ + 0,18

Glucose
Portugal 20 2,38 + 0,17

(g/ 100 g)
Galega 10 2,662 + 0,26
Gigante de Vranja 10 4,51¢ + 0,29

Frutose
Portugal 20 5,26P + 0,36

(g/ 100 g)
Galega 10 5,822 + 0,55
Gigante de Vranja 10 1,09 + 0,28

Sacarose
Portugal 20 1,182 £ 0,34

(g/ 100 g)
Galega 10 0,812 + 0,20

etras diferentes no mesmo parametro indica diferencas significativas (p<0,05).

Em relacdo ao teor de cinzas os valores variam entre 0,34 e 0,39 g/100g (Tabela 17), nao
havendo diferencas significativas. As cinzas permitem obter uma estimativa aproximada
do teor mineral total presente na matriz alimentar, sendo um parametro nutricional
importante. Os valores obtidos sdo semelhantes aos descritos pelo INSA (0,35 g/100g),

exceto para a Portugal, que apresenta valores ligeiramente superiores.

Observando a Tabela 17 em relacdo ao teor em minerais é possivel verificar que para todas
as cultivares a composicao mineral é composta por ordem decrescente por potassio,
fosforo, calcio, magnésio, sodio, ferro, zinco, cobre e manganés, exceto para a cultivar
Portugal em que o teor de zinco foi superior ao teor de ferro. Constatando-se que o
potéssio, fosforo, célcio e 0 magnésio sao os minerais mais abundantes nas cultivares em
estudo. Contudo, foi possivel observar diferencas significativas para todos os minerais,
exceto para o célcio e o manganés, destacando a cultivar Portugal como a que apresentou

maior teor de minerais, exceto para o sodio e o ferro.

De acordo com INSA (2019), os minerais disponiveis no marmelo sio, por ordem
decrescente, potassio, fosforo, calcio, magnésio, sddio, ferro e zinco, estando de acordo
com os resultados obtidos. Contudo, apesar dos minerais estarem disposto pela mesma
ordem, os resultados obtidos apresentam diferencas para os valores quantificados. Mais
concretamente, em ambas as cultivares, o sddio foi seis vezes inferior ao descrito (4
mg/100g). Ja para o potéssio e para o calcio a cultivar Portugal foi a iinica que apresentou
um resultado semelhante (200mg/100g) e (14 mg/100g), respetivamente. Enquanto as

restantes cultivares apresentaram valores inferiores aos descritos pelo INSA para o célcio
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e para o potassio. O fosforo obtido também apresentou valores superiores ao descrito para
todas as cultivares (14 mg/100g). J4 o magnésio foi semelhante para as cultivares (0,1
mg/100g), exceto na Gigante de Vranja que foi ligeiramente inferior. E, por dltimo, os
valores do ferro foram semelhantes para a cultivar Portugal (0,1 mg/100g) e superior para
as restantes, enquanto, o zinco foi semelhante para a Galega e para a Gigante de Vranja

(0,1 mg/100g) e superior para a Portugal.

A heterogeneidade apresentada na composicao mineral deve-se ao facto de esta variar
consoante a cultivar, as praticas culturais realizadas e do estado nutricional das plantas.
Deste modo, o conhecimento da composicdo mineral de cada cultivar constitui um
contributo importante para a elaboracdo de recomendacées de fertilizacdo ajustadas a
capacidade de absorcao das plantas e com menor risco de poluicao dos recursos naturais
(Veloso, Sousa, and Sempiterno, 2020). De acordo com o despacho n.° 12030/2018 as
exigéncias quantitativas de cada nutriente variam com a cultivar e o respetivo nivel de

producdo (Despacho n.° 12030/2018).

Assim, para as cultivares produzirem plenamente quer em quantidade quer em qualidade
necessitam nao s6 de condicbes ambientais favoraveis como, terem a sua disposicao
durante todo o periodo de crescimento, os minerais nas quantidades e proporcoes

adequadas.

3.1.2.2 Local de producao

Ao nivel nutricional o local de produgao, Ferro e Orjais, influencia alguns parametros da
cultivar Portugal, como as cinzas, frutose, sacarose e alguns minerais, tais como cobre,
manganés, fosforo, célcio, magnésio e o potassio, sendo possivel observar diferencas

significativas (Anexo — V).

A diferenca entre os minerais pode estar correlacionada com o facto de no Ferro a
producdo ocorrer num sistema de producdo integrada, enquanto em Orjais numa

producdo convencional, apenas regada com agua.

De uma maneira geral, a producao integrada é um sistema que segue estratégias amigas
do ambiente, recorrendo a boas praticas agricolas. Tendo em conta a gestao racional dos
recursos naturais e mecanismos de regulacdo natural, em substituicio de fatores de
producao prejudiciais ao ambiente, com a finalidade de produzir alimentos de alta
qualidade, promovendo a agricultura sustentavel. Um dos fatores tidos em consideracgao

neste tipo de producao é a melhoria da fertilidade do solo, ou seja, garantir que as culturas
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tenham a sua disposicao durante todo o periodo de crescimento os diversos nutrientes nas

quantidades e proporc¢oes mais adequadas (Decreto-Lei n.° 37/2013).

Assim, ao comparar os minerais obtidos em ambos os locais (Anexo — V), é possivel
verificar que que os minerais no Ferro vao de acordo com os dados descritos pelo INSA na
Tabela 4, j4 o mesmo nao ocorre para os resultados obtidos em Orjais, uma vez que para
este os valores dos minerais sao elevados. Deste modo, é possivel verificar que no Ferro
sao aplicados fertilizantes nas propor¢oes adequadas para a cultura, enquanto em Orjais

sera necessario realizar uma correcao na fertilizacao utilizada.

3.1.2.3 Data de colheita

Ao nivel nutricional a data de colheita influencia diversos parametros nomeadamente a
humidade, proteina, glucose, sacarose, cinzas, calcio e magnésio, observando-se
diferencas significativas. Verificando-se que houve um aumento para os parametros
humidade, cinzas e fésforo do dia 24 de setembro para o dia 06 de outubro, enquanto os
restantes parametros diminuiram (Anexo - VI). Podendo-se inferir que a producao

fruticola é fortemente influenciada pelas condi¢oes meteorologicas (APN, 2017).

3.1.2.4 Perfil vitaminico

A anélise do perfil vitaminico teve como base quantificar as vitaminas hidrossolaveis
presentes no marmelo, no entanto, apenas foi possivel efetuar retas de calibracao para os
padroes, uma vez que o ocorreu uma avaria no equipamento impossibilitando a
quantificacio das mesmas. Deste modo, obteve-se as retas de calibracdo para cada

vitamina, conforme descrito na Tabela 19.

Tabela 19. Equac@o da reta para cada vitamina.

Vitaminas Concentracao (ppm) Equacio da reta R2

Acido ascorbico 1,0 — 100 y = 3,2288x — 7,7371 0,9988
Acido nicotinico 0,01 — 100 y = 2,9246X + 0,085 0,9999
Piridoxina 0,025 — 100 y = 2,7943X — 0,1708 0,9998
Niacinamida 0,025 — 100 y = 2,5256X — 0,4126 0,9999
Tiamina 0,025 — 100 y =1,327x — 0,8071 0,9995

Riboflavina 0,01 — 100 y =2,0866x + 0,135 0,9999

De acordo com a Figura 15, € possivel observar os diferentes tempos de retencao e os
respetivos comprimentos de onda a que cada padrao foi analisado. Assim, os acidos foram
os primeiros a eluirem, mais precisamente, o acido ascorbico aos 1,5 minutos (266 nm) e,

de seguida, o acido nicotinico aos 2,1 minutos (214 nm). Posteriormente, a piridoxina aos
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3,5 minutos (220 nm), a niacinamida aos 4,3 minutos (214 nm), a tiamina aos 5,1 minutos
(232 nm) e por ultimo a riboflavina aos 13,7 minutos (268 nm). Ambas as vitaminas
surgiram ao mesmo comprimento de onda descrito por Joseph (Joseph, 2011), no entanto,
apesar dos comprimentos de onda serem os mesmo, os tempos de retencao foram

ligeiramente diferentes, isto deve-se ao facto de o equipamento de HPLC nao ser o mesmo.

Relativamente, ao acido f6lico e a biotina nao foi possivel quantifica-las porque os tempos

de retencdo sao bastante proximos, 10,280 e 10,590 minutos (Joseph, 2011),

respetivamente.
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Figura 15. Cromatégrafo das vitaminas hidrossoltveis com uma concentracéo de 2,5 ppm. A — Acido ascorbico,
266 nm. B — Acido nicotinico, 214 nm. C — Piridoxina, 220 nm. D — Niacinamida, 214 nm. E — Tiamina, 232
nm. F — Riboflavina, 268 nm.

3.1.3 Desenvolvimento de um novo produto

Atualmente, os produtos existentes a base de marmelo sdo maioritariamente doces, como
as compotas e as marmeladas. De forma a potencializar novos sabores e acrescendo o facto
de o consumo em fresco nao ter grande adesdo, devido a acidez e adstringéncia que o
marmelo apresenta, foi desenvolvido um produto fermentado, mais concretamente,

vinagre de marmelo.

O vinagre pode definir-se, de acordo com o Decreto-Lei n. °174/2007 de 8 de maio, como
“o produto obtido exclusivamente pelo processo biologico de dupla fermentacao, alcodlica

e acética, de produtos de origem agricola” (Decreto-Lei n.° 174/2007).

Assim, a producao do vinagre consiste em dois processos bioquimicos distintos, a
fermentacao alcoodlica e a acética. A primeira fermentacao (alcodlica) decorre num meio
anaerdbio, pela acao das leveduras do género Saccharomyces, permitindo a conversao dos
acucares em etanol. Enquanto, a fermentacao acética da-se por acao de bactérias aerobias,
do género Acetobacter, produzindo acido acético através da oxidacao do etanol (Tesfaye et

al., 2002).

Ao longo dos anos, o processo de producao de vinagre foi evoluindo. O método de Orleaes,
também conhecido pelo processo estacionario, surgiu em 1670. Este processo € utilizado

até hoje para o fabrico caseiro de vinagre. Deste modo, o vinagre é produzido em barris
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que contém um tubo em forma de J até ao fundo e as duas extremidades estao seladas por
forma a garantir apenas uma entrada de ar. O tubo em forma de J permite a adicao de
vinho ao longo do processo, sem originar a rutura da pelicula sobre o liquido. Desta forma,
é possivel ir adicionando vinho a medida que se retira vinagre, no entanto o processo €
demorado (Mas et al., 2014). Atualmente, o sistema submerso é o processo mais utilizado
na industria, por ser um método mais célere. Este, ocorre em fermentadores de aco
inoxidavel onde o ar € aplicado no liquido, produzindo uma cultura “submersa”(Hidalgo et

al., 2010).

O Decreto-Lei n. °174/2007 de 8 de maio, evidencia as normas a que deve obedecer o
fabrico e comercializacdo de vinagre em Portugal. Deste modo, para o vinagre em causa
deve-se ter em conta as seguintes caracteristicas: acidez total (expressa em acido acético
por 100 mL) no minimo 5 g/100 mL; 4lcool residual (em volume, a 20°C) no maximo 0,5

%; e um aspeto limpido, podendo conter algum depoésito ou turvagao.

Ao longo deste trabalho foram necessarias algumas tentativas até se obter vinagre de
marmelo. Inicialmente, procedeu-se a fermentacdo alcodlica num fermentador de
laboratoério (Figura 16), com controlo de temperatura e pH, sendo também possivel
monitorizar ao longo do processo o oxigénio dissolvido (DO). Porém, devido a problemas
técnicos, nao foi possivel efetuar novos ensaios no referido fermentador. Uma vez que esta
fermentacdo nao requer um controlo rigoroso do pH nem do DO, foi possivel substituir o
vaso de fermentacdo por um depodsito de plastico e, a manta de aquecimento por uma
estufa climatizada (a temperatura de 30°C). Convém salientar, que o deposito de plastico
foi adaptado com um borbulhador de agua, de forma a permitir a libertacao de gases,
nomeadamente, CO. e, a0 mesmo tempo, impedir a entrada de ar (Figura 16). Contudo, ao
recorrer a este tipo de depositos inviabiliza o nimero de amostragens, ao longo do

processo.
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Figura 16. A esquerda o fermentador de laboratério, ao meio e a direita o deposito de plastico, no inicio e no
fim da fermentagdo alcodlica, respetivamente.

Ambas as fermentacoes alcoolicas foram corrigidas, para obtencao de um teor de SST de
19,2°Brix. Durante o processo, que decorreu durante 174 horas (Tabela 20), os SST
diminuiram (terminando entre 6,7 a 8,7°Brix) e o teor alcodlico aumentou (atingindo
valores entre 8,21 a 9,10 % vol.). Porém, constatou-se que o fermentador de laboratorio

torna o processo mais rapido e origina teores de alcool inferiores.

Tabela 20. Monitoriza¢ao dos valores SST, pH, TAV ao longo das fermentagoes alcoolicas.

Tentativas Horas de fermentacao (h) SST (°Brix) pH TAV (% vol.)
0 19,2 3,38 -
20 17,4 3,39 -
44 13,0 3,46 -
51 11,5 3,48 -
. 67 9,0 3,44 -
73 8,6 3,72 8,21
91 8,4 3,49 -
99 8,5 3,55 -
119 8,5 3,57 -
164 8,5 3,60 8,46
) 19,2 3,38 -
2 188 6,7 3,39 8,091
0 19,2 3,29 -
3
170 8,7 3,57 9,10

Posteriormente, procedeu-se a segunda fermentagdo, a acética. Sendo que, cada
fermentacao alcoodlica correspondeu, respetivamente, a uma fermentacao acética. A

fermentacao acética foi igualmente realizada num depdsito de plastico, no entanto, a
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entrada de ar foi selada, por recurso a uma gaze esterilizada que impede a entrada de
insetos e outros corpos estranhos, permitindo simultaneamente a circulagao de ar. Esta
fermentacio ocorreu numa estufa climatizada a temperatura de 25°C. E de salientar que a
primeira tentativa nao foi bem-sucedida, uma vez que se obteve contaminacao. A segunda,
apesar do fermentado apresentar 0% de teor alcoolico, ndo cumpriu com a acidez legislada
(acido acético > 5%), porém obteve-se “mae de vinagre” de marmelo (Figura 17). Esta foi
conservada a temperatura ambiente e utilizada na terceira fermentacao acética. Assim,
apos 866 horas, o fermentado apresentou um teor alcodlico inferior a 0,5% e uma acidez

igual a 5%, pelo que o fermentado obtido cumpre os requisitos legislados (Tabela 21).

Tabela 21. Monitorizac¢ao dos valores de pH, acido acético e TAV nas diferentes fermentacoes acéticas.

Tentativas Horas de fermentacao (h) pH Acido acético % TAV (%/100 mL)
o} 3,29 0,64 8,091
* 645 2,97 1,49 o
o 3,62 - 9,07
3 527 3,10 1,20 -
866 3,08 5,00 0,00

O produto obtido da dupla fermentagdo, vinagre de marmelo, ndo foi filtrado nem
pasteurizado e, ndo possui adicdo de conservantes (Figura 17). Este foi engarrafado e
apresentado a maior industria vinagreira de Portugal, Mendes Gongalves S.A., tutora da
marca PALADIN (temperos de Portugal), tendo sido alvo de véarios -elogios,
nomeadamente, a originalidade, o aspeto e o aroma. Adicionalmente, este vinagre de
marmelo foi sujeito a uma avaliacdo sensorial por consumidores de vinagre, no entanto os

resultados desta analise ainda nao estdo disponiveis para serem incluidos neste trabalho.

Figura 17. A esquerda “mae de vinagre” de marmelo e a direita vinagre de marmelo.
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3.2 Ferramenta de diagnoéstico rapida de campo

Apesar de até a data ndo existir registo da suscetibilidade do marmeleiro a Xf é importante
existir ferramentas de diagnostico rapidas e confidveis que permitam detetar Xf
atempadamente, evitando danos, ndo s6 para agricultura como para a biodiversidade.
Assim, o presente trabalho consistiu no primeiro passo para o desenvolvimento de uma

ferramenta de diagnostico rapida e confiavel.
3.2.1 Desenho dos primers

O desenho dos primers consistiu em delinear primers especificos, que promovessem a
amplificacdo das zonas de maior variabilidade. De acordo com a EPPO Bulletin (2019),
para identificar as subespécies de Xf devem-se utilizar pelo menos dois conjuntos de genes
housekeeping, como o rpoD (Minsavage et al., 1994) e o malF (MLST) ou o cysG e malF
(MLST).

A sequenciacdo de um dos pares de genes descritos anteriormente permite identificar a
subespécie de Xf detetada na amostra. Esta informacao é bastante relevante, uma vez que
ao identificar a subespécie é possivel determinar a gama de hospedeiros suscetiveis
(European Commission, 2019) e, assim, aplicar as respetivas medidas legislativas
(Despacho N.° 4/G/2021). Para estudos epidemiolégicos, a metodologia de MLST tém
grande relevancia, uma vez que permitem determinar a diversidade dentro de cada
subespécie, através do agrupamento em Sequence Types (ST) (Jeger et al., 2018; EPPO

Bulletin, 2019).

Apesar de se terem desenhado primers através de duas metodologias, teve-se em
consideracao os que apresentavam um maior rating e, de seguida, uma maior zona de
amplificacdo, tendo-se assim optado pelos primers desenhados no LAMP Designer 1.16

por conferir mais zona de amplificagao.

Para além dos primers desenhados, utilizaram-se também os primers previamente
descritos na literatura para o gene ribosome maturation factor (rimM) (Harper, Ward,
and Clover, 2010). Os primers do gene rimM tém vindo a ser utilizados em alguns ensaios
(Harper, Ward, and Clover, 2010; Waliullah et al., 2019; Yaseen et al., 2015), sendo por
isso escolhidos neste trabalho para funcionarem como uma referéncia para a reacgao
LAMP.
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3.2.2 Condicoes de reacao — LAMP

Os primeiros ensaios realizados visaram testar a amplificacdo, de acordo com as
instrucoes do fabricante do kit da Lucigen, nomeadamente, amplificacao a 68°C durante
60 minutos. Tendo-se testando, numa primeira etapa, amostras com e sem DNA de Xf. No

entanto, apenas foi possivel observar amplificacido do gene rimM nas amostras de Xf

(Figura 18).
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-1000,00
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Figura 18. Amplificacdo por LAMP para amostras de DNA de Xf a 68°C durante 60 minutos para os primers:
rpoD, cysG, malF e rimM.

De seguida, de forma a otimizar as condi¢Ges de reacdo e melhorar o rendimento da
mesma, teve-se em conta a temperatura média dos primers (62° C). Testando-se,
exclusivamente, para os primers rpoD, malF e cysG, novamente, para amostras com e
sem DNA de Xf. No entanto, também nao se conseguiram resultados de amplificacao

positivos para os primers desenhados (Figura 19).
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Figura 19. Amplificacdo por LAMP para amostras de DNA de Xf a 62°C durante 60 minutos para os primers:
rpoD, cysG e malF.

Posteriormente, testou-se a amplificacdo sob condicées padrio, particularmente uma
amplificacao a 65°C durante 60 minutos. Estas condicoes foram utilizadas em diferentes
estudos, por diferentes autores, tendo sido consideradas as mais adequada a utilizar numa
reacao LAMP para detecao de Xf (Harper, Ward, and Clover, 2010; Waliullah et al., 2019;
Yaseen et al., 2015). Desta vez, testaram-se tanto para os extratos positivos, negativos e

inconclusivos, como para amostras com e sem DNA de Xf.

Contudo, apesar da reacao ter sido levada a cabo de acordo com o protocolo experimental
descrito por Yaseen e coautores (Yaseen et al., 2015) seriam esperados resultados de
amplificacdo positivos para os extratos. No entanto, esta também nao resultou, uma vez
que nao se obteve amplificacdo para nenhum dos extratos, assim como para nenhum dos
primers rimM e malF (Figura 20). Obtendo-se, tal como esperado, unicamente a

amplificacdo do DNA para o gene rimM (Figura 21).
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Figura 20. Amplificagdo por LAMP para amostras de extratos negativos, positivos e inconclusivos de Xf a 65°C
durante 60 minutos para os primers malF e rimM.
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Figura 21. Amplificacio por LAMP para amostras com e sem DNA de Xf a 65°C durante 60 minutos para os
primers malF e rimM.

3.2.3 Visualizacao dos produtos de amplificacao

Através da analise dos produtos resultantes da reagao LAMP a 65°C (Figura 22), é possivel
observar que foram obtidos resultados de amplificacdo positivos tanto para o DNA
positivo, como para os primers do gene rimM. Estes resultados indicam que os pares de

primers utilizados, rimM e malF, nao resultam na dete¢ao de Xf.
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Figura 22. Anélise dos produtos da reagdo de LAMP em gel de agarose 2,5%. 1 — marcador, 2 - extrato negativo
rimM, 3 — extrato negativo malF, 4 — extrato inconclusivo rimM, 5 — extrato inconclusivo malF, 6 — extrato
positivo rimM, 7 — extrato positivo malF, 8 — DNA positivo rimM, 9 — DNA positivo malF e 10 — Controlo
positivo da reacao.

3.2.4 Sequenciacao

Uma vez que nao foi conseguida a detecao de Xf através dos primers desenhados nos
diferentes ensaios serd necessirio desenhar novos primers, como prdéxima etapa.
Realcando que o desenho dos primers é uma etapa crucial, sendo um processo complexo e

bastante exigente (Ahuja and Somvanshi, 2020).

N

Mediante os resultados obtidos nao foi possivel proceder a sequenciacdo, através do
MinION MKiC. No entanto, apesar de se ter obtido amplificacao para o gene rimM, nao é
economicamente viavel sequenciar um dnico gene quando o mesmo nao confere muita

informacao para identificar a subespécie.

Todavia, apesar de nao se ter realizado a sequenciacdo como se pretendia foi possivel ter
contacto com a técnica de terceira geracao de sequenciacao, através de uma colaboracao
com a Unidade Local de Satde de Castelo Branco pela sequenciacao por MinION MK1C do
virus SARS-CoV-2, através do protocolo “nCoV-2019 sequencing protocol (single sample)”

(Tyson et al., 2020; Freed et al., 2020).
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4. Conclusoes e Perspetivas Futuras

O presente trabalho visou avaliar os parametros de qualidade, assim como caracterizar
nutricionalmente as cultivares de Cydonia oblonga existentes na regiao da Beira Interior.
Para o efeito, comparou-se amostras recolhidas em diversas datas e provenientes de locais
distintos, com tipos de producao igualmente diferentes. Salienta-se que este é o primeiro
trabalho que descreve detalhadamente a composicdo nutricional para diferentes
cultivares, contribuindo assim para a inventariacdo e alargamento do conhecimento no

que diz respeito a caracterizacao deste fruto.

Em relacdo aos parametros de qualidade, a cultivar Gigante de Vranja foi aquela que
apresentou maior peso e calibre, proporcionando um maior retorno econémico para o
produtor. Por outro lado, a Galega apesar de apresentar o menor peso, expressa um
elevado teor de amarelo na sua epiderme, tendo assim maior aceitacao por parte do
consumidor, como também contém menor dureza evidenciando as suas caracteristicas

organoléticas.

Os estudos de caracterizacdo do valor nutricional das cultivares demonstraram que os
hidratos de carbono foram os macronutrientes em maior abundancia, seguidos ao teor de
agua. Além disso, os marmelos apresentaram teores reduzidos de gordura e um baixo
poder calorico. Quanto aos compostos responsaveis pela dogura, o marmelo apresentou
trés acdcares livres, nomeadamente a frutose (o aclcar mais abundante), glucose e
sacarose. Também foi possivel quantificar os minerais presentes, sendo maioritariamente
compostos por potassio, fésforo, calcio e magnésio. Com particular destaque para a
cultivar Galega, uma vez que foi a cultivar que apresentou maior quantidade de proteinas,

fibras e valor energético, assim como maior concentragao de agticares.

Os resultados obtidos demostram que tanto a data de colheita como a respetiva localizagao
tém influéncia tanto a nivel nutricional como a nivel de qualidade. Uma vez que estas
variaveis variam consoante as cultivares, assim como por fatores edafoclimaticos, praticas

culturais e com a qualidade do solo.

Com o intuito de valorizar o marmelo foi desenvolvido um produto de dupla fermentacao,
o vinagre de marmelo. Salienta-se que todas as fermentacoes alcoolicas foram bem
sucedidas, indicando que o kit de leveduras utilizado foi adequado para o processo. No que
diz respeito a fermentagio acética foi igualmente bem sucedida, visto que se obteve um

produto que cumpre com os requisitos estabelicidos no Decreto-Lei que regula o produto.
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No futuro, podera ser estudada a influéncia da maturacdo do fruto nas diferentes
cultivares de forma a compreender qual a data 6tima de colheita, bem como, realizar
estudos mais detalhados de fertilizacdo, por forma a obter frutos com a quantidade ideal
de nutrientes. Ou seja, auxiliar os produtores no processo de produgdo, por forma a
garantir ndo s6 um maior rendimento como maior qualidade. A nivel nutricional

pretende-se dar continuidade a anélise do perfil vitaminico no marmelo.

Com o intuito de preservar a cultura de marmelo e prevenir perdas por Xf, o presente
trabalho foi o primeiro passo para o desenvolvimento de uma ferramenta de detecao em
tempo real, simples, precisa e sensivel, com aplicabilidade em contexto real, consistindo

em acoplar o LAMP a uma tecnologia de sequenciacao através do MinION MKiC.

Apesar dos resultados obtidos ndo serem os ambicionados, pretende-se dar continuidade a
este estudo, desenhando-se novos primers e verificar se os mesmos apresentam
sensibilidade a detecdo de Xf.

Numa visao para o futuro, pretende-se que esta ferramenta de diagnostico molecular apos
otimizada seja aplicada em campo e deste modo quando um técnico agronomo suspeitar
da presenca de Xf, consiga detetar e identificar rapidamente. Esta ferramenta permitira
reduzir o tempo de diagndstico de semana para horas evitando a disseminacao do

patégeno no ecossistema.
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Anexo I — Correlacdo dos parametros de qualidade das cultivares

—_
a g =
g = IT o < <3 9 2
- X = O & Q ‘5 =2 e S &
o0 = = S = &= la=} =] =] =]
- — ) - 3 < P [=1 & ~ & °
© o & % % ° N £ N = g = - =
8 S [ « = = Q = 2 -s = 5} .6 5} 2
& = o TS = p= 2 E o E A
< 7)) g B a 7] ¢ R T o
0 < < s O S 2
a0 o — — /)]
N = g
Peso (g) 1,00
Calibre (mm) 0,91" 1,00
L* 0,00 -0,01 1,00
a* -0,17"" -0,12" 0,77"" 1,00
b* -0,11" -0,17"" 0,25 0,28" 1,00
SST (°Brix) -0,56™ -0,58"" -0,06 0,14™ 0,45 1,00
Acidez total -0,22" -0,19 0,29 0,13 -0,16 0,00 1,00
(g acido malico/L)
Dureza (N) 0,25 0,22™ 0,10" 0,217 -,127 -0,26™ 0,26" 1,00
Elasticidade (%) 0,23" 0,217 0,11 0,06 0,00 -0,26"" -0,02 0,32"" 1,00
Resiliéncia 0,317 0,30™ 0,26™ 0,12" -0,08 -0,44"" 0,04 0,45 0,417 1,00
(adimensional)
Coesividade 0,19” 0,15™ 0,08 0,02 0,04 -0,18™ -0,02 0,17 0,88 0,17" 1,00
(adimensional)
Mastigabilidade (N) 0,29™ 0,26 0,13" 0,18 -0,08 -0,31"" 0,15 0,89™ 0,70 0,48™ 0,60™ 1,00

** A correlacio é significativa no nivel 0,01

* A correlacio é significativa no nivel 0,05
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Anexo II — Anilise t-student dos parametros de qualidade da Portugal — local de
producao

Local Ne° de frutos Média* + SD p-value
Ferro 100 266,39 + 31,15
Peso (g) _ 0,000
Orjais 100 210,85 + 48,78
Ferro 100 76,80 + 3,97
Calibre (mm) __ 0,000
Orjais 100 71,32 + 5,56
Ferro 100 74,96 + 4,82
L* _— 0,137
Orjais 100 75,82 + 3,22
Ferro 100 -13,93 £ 4,09
a* _ 0,000
Orjais 100 -10,27 + 2,92
Ferro 100 54,37 £ 1,50
b* — 0,000
Orjais 100 52,70 + 1,66
Ferro 100 15,35 + 0,02
SST (°Brix) __ 0,000
Orjais 99 16,59 + 0,82
Acidez total Ferro 20 10,49 £ 0,94
7 . Ja b . . O’OOO
(g 4cido malico/L) Orjais 20 14,19 + 2,05
Ferro 100 37,06 + 6,02
Dureza (N) __ 0,000
Orjais 99 41,94 + 7,13
Ferro 100 87,04 £ 2,48
Elasticidade (%) _ 0,037
Orjais 99 87,04 + 3,46
Resiliéncia Ferro 100 0,70 + 0,02
. . — 0,017
(adimensional) Orjais 99 0,68 + 0,06
Coesividade Ferro 100 0,88 + 0,04
. . _ 0,001
(adimensional) Orjais 99 0,86 + 0,07
Mastigabilidade Ferro 100 28,06 + 5,77
0,005
) Orjais 99 31,55 £ 7,01
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Anexo III — Anélise t-student dos parametros de qualidade da Gigante de Vranja — data

de colheita
Data Ne° de frutos Média* + SD p-value
24 de setembro 100 257,14 + 29,32 0,000
Peso (g)
06 de outubro 100 277,75 + 47,44
24 de setembro 100 74,95 + 3,32 0,000
Calibre (mm)
06 de outubro 100 80,60 + 4,60
L 24 de setembro 100 69,80 + 2,44 0,000
06 de outubro 100 74,11 + 2,58
. 24 de setembro 100 -15,98 + 1,47 0,000
a
06 de outubro 100 -11,64 + 1,84
- 24 de setembro 100 47,60 + 1,35 0,000
06 de outubro 100 51,27 + 2,01
24 de setembro 100 12,57 £ 0,54 0,009
SST (°Brix)
06 de outubro 100 12,77 + 0,54
Acidez total 24 de setembro 20 7,16 + 0,81 0,000
(g 4cido malico/L) 06 de outubro 20 9,35 + 1,19
24 de setembro 99 38,77 + 4,84 0,000
Dureza (N)
06 de outubro 99 42,94 £ 6,95
24 de setembro 99 86,45 + 2,82 0,000
Elasticidade (%)
06 de outubro 99 90,13 + 3,47
Resiliéncia 24 de setembro 99 0,68 + 0,02 0,000
(adimensional) 06 de outubro 99 0,71 £+ 0,03
Coesividade 24 de setembro 99 0,88 + 0,06 0,004
(adimensional) 06 de outubro 99 0,91 + 0,07
Mastigabilidade 24 de setembro 99 29,57 + 5,16 0,000
N) 06 de outubro 99 35,21 £ 7,09
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Anexo IV — Correlagao dos parametros dos parametros nutricionais das cultivares (exceto os minerais)

5 3 g
Q [= — —~ o0
& & S @ £ ® = = & g ®
54 = = ] e S) o0 ) = 9)
(3] S =1 L o o — o — ~ o
£ e & & S » = Al = S ~ 59 =
v &y 1S 1S) o 50 &0 Z o0 = >
7} 50 ] 3 )] 3 = - o5 e o 0
= [ T = 8 — Q Q % ~ ] L=}
2} ) n & 5 2] 2] =) ] = ] g
5 g g s 2 S S = B 1) o N
5 = £ 5” = z 3 = E £ CE)
o < = © S @ & 2
g > o=
Valor energético (KJ) 1,00
Valor energético (kcal) 1,000™ 1,00
Hidratos de carbono (g/100g) 1,00 1,00™ 1,00
Acucares totais (g/100g) 0,67 0,67 0,68 1,00
Glucose (g/100g) 0,67 0,67 0,66™ 0,90 1,00
Frutose (g/100g) 0,72 0,72 0,72 0,90™" 0,84™ 1,00
Sacarose (g/100g) -0,21 -0,22 -0,18 0,09 -0,17 -0,31" 1,00
Fibra (g/100g) 0,00 0,01 -0,07 -0,07 0,15 0,06 -0,44" 1,00
Proteina (g/ 100g) 0,40" 0,40" 0,37" 0,14 0,19 0,14 -0,08 0,26 1,00
Humidade (g /100g) -1,00™ -1,00"" -1,00™ -0,66"" -0,68" -0,71™" 0,23 -0,07 -0,42" 1,00
Cinzas (g/100g) 0,13 0,13 0,14 -0,08 -0,01 -0,30 0,37" -0,20 0,17 -0,14 1,00

** A correlacao é significativa no nivel 0,01

* A correlacdo é significativa no nivel 0,05
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Anexo V — Anilise t-student dos parametros nutricionais da Portugal — local de producio

Local Ne¢ de frutos Médiat + SD p-value
Valor energético Ferro 10 355,95 + 12,44
0,111
(KJ) Orjais 10 342,55 £ 22,04
Valor energético Ferro 10 84,07 £ 2,92 g
0,10
(keal) Orjais 10 80,90 + 5,17
Hidratos de carbono Ferro 10 19,13 + 0,72 6
— 0,169
(g/100g) Orjais 10 18,44 + 1,36
Actucares totais Ferro 10 8,89 + 0,65
_ 0,566
(g/100g) Orjais 10 8,75 £ 0,41
Glucose Ferro 10 2,35 + 0,15
_— 0,551
(g/100g) Orjais 10 2,40 + 0,18
Frutose Ferro 10 5,54 + 0,26
_ 0,000
(g/100g) Orjais 10 4,98 £ 0,21
Sacarose Ferro 10 0,99 + 0,32
_ 0,011
(g/100g) Orjais 10 1,36 + 0,26
Fibra Ferro 10 2,17 + 0,15
_ 0,207
(g/100g) Orjais 10 2,02 + 0,34
Proteina Ferro 10 0,35 + 0,07
— 0,535
(g/100g) Orjais 10 0,33 + 0,05
Humidade Ferro 10 77,82 + 0,68
— 0,124
(g/100g) Orjais 10 78,56 £ 1,28
Cinzas Ferro 10 0,33 £ 0,04
_ 0,000
(g/100g) Orjais 10 0,46 + 0,06
Potassio Ferro 10 181,64 + 9,51
_ 0,000
(mg) Orjais 10 227,42 + 32,56
Calcio Ferro 10 5,10 £+ 0,48
_ 0,000
(mg) Orjais 10 18,15 + 3,96
Fosforo Ferro 10 15,86 + 1,55
— 0,004
(mg) Orjais 10 18,97 £ 2,48
Magnésio Ferro 10 6,76 + 0,49
_ 0,000
(mg) Orjais 10 10,39 + 2,33
Sédio Ferro 10 0,45 + 0,12
— 0,059
(mg) Orjais 10 0,36 + 0,07
Ferro Ferro 10 0,13 + 0,02
— 0,602
(mg) Orjais 10 0,13 £+ 0,03
Zinco Ferro 10 0,19 £ 0,04
— 0,438
(mg) Orjais 10 0,17 + 0,04
Cobre Ferro 10 0,08 + 0,02
— 0,001
(mg) Orjais 10 0,11 + 0,02
Manganés Ferro 10 0,02 + 0,01

0,000

(mg) Orjais 10 0,08 + 0,03
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Anexo VI — Anélise t-student dos parametros nutricionais da Gigante de Vranja — data

de colheita
Local Ne° de frutos Média* + SD p-value
Valor energético 24 de setembro 10 287,80 + 15,35
(KJ) 06 de outubro 10 278,09 + 12,07 0133
Valor energético 24 de setembro 10 68,06 + 3,56
(kcal) 06 de outubro 10 65,75 + 2,80 o124
Hidratos de carbono 24 de setembro 10 14,99 + 1,14
(g/100g) 06 de outubro 10 14,57 + 0,93 379
Acucares totais 24 de setembro 10 8,29 + 0,55
(g/100g) 06 de outubro 10 7,51+ 0,38 0,002
Glucose 24 de setembro 10 2,05 + 0,12
(g/100g) 06 de outubro 10 1,91+ 0,18 0,049
Frutose 24 de setembro 10 4,62 + 0,22
(g/100g) 06 de outubro 10 4,51 £ 0,29 0377
Sacarose 24 de setembro 10 1,62 + 0,41
(g/100g) 06 de outubro 10 1,09 + 0,28 0,004
Fibra 24 de setembro 10 2,43 + 0,70
(g/100g) 06 de outubro 10 2,22 + 0,59 0481
Proteina 24 de setembro 10 0,36 + 0,03
(g/100g) 06 de outubro 10 0,31 £ 0,04 0,003
Humidade 24 de setembro 10 81,77 + 0,66
(g/100g) 06 de outubro 10 82,36 £ 0,59 0,047
Cinzas 24 de setembro 10 0,25 £ 0,06
(g/100g) 06 de outubro 10 0,34 + 0,06 0,004
Potassio 24 de setembro 10 129,63 + 15,62
(mg) 06 de outubro 10 120,61 + 18,20 0,250
Calcio 24 de setembro 10 8,81+ 1,20
(mg) 06 de outubro 10 7,72 £ 0,94 0,038
Fosforo 24 de setembro 10 14,41 + 0,87
(mg) 06 de outubro 10 16,22 + 0,83 0,622
Magnésio 24 de setembro 10 7,09 £ 0,56
(mg) 06 de outubro 10 6,53 + 0,44 0023
Sédio 24 de setembro 10 0,84 £ 0,38
(mg) 06 de outubro 10 0,84 £ 0,35 0986
Ferro 24 de setembro 10 0,16 + 0,04
(mg) 06 de outubro 10 0,18 + 0,07 533
Zinco 24 de setembro 10 0,13 £+ 0,03
(mg) 06 de outubro 10 0,13 £+ 0,02 0883
Cobre 24 de setembro 10 0,07 £ 0,01
(mg) 06 de outubro 10 0,07 + 0,01 0955
Manganés 24 de setembro 10 0,03 £ 0,01
(mg) 06 de outubro 10 0,02 % 0,01 M
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