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Utilizacao de um sensor otico

de fluorescéncia na monitorizacao
da maturacao fenodlica das uvas
em diferentes estados hidricos

da videira

A utilizacao de novos sensores oticos portateis dedicados a avaliagao

de diferentes parametros da uva é de amplo interesse, pois representam

uma ferramenta Util para o acompanhamento da evolucao da maturagao

¢ entre muitos aspetos conside-
rados para a produ¢do de vinho
com qualidade, uma correta
avaliagdo do estado de matura-
¢a0 da uva ¢ de primordial importancia.
Na viticultura, a defini¢do rigorosa do es-
tado de maturacdo e consequente decisdo
do momento da colheita ndo ¢ tarefa facil,
porque a maturacao depende de diferentes
fatores como as condi¢des climaticas, as
praticas culturais e a geografia. Tradicio-
nalmente, o teor em aglcar e a acidez sao
o0s parametros mais vulgarmente conside-
rados, a chamada maturagdo tecnolégica,
no entanto, e sendo a composi¢do fenolica
das uvas de elevada importancia do ponto
de vista enolégico, ¢ cada vez mais tida
em consideragdo na determinagdo do mo-
mento 6timo da vindima e com impacto
na qualidade final do vinho.
Atualmente, existe um conjunto de cri-
térios utilizados pelos viticultores para
aferir o grau de matura¢do da uva, que
vao desde métodos simples mas subjeti-
vos, como a observagdo visual dos bagos
e grainha, forca do desprendimento do
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bago, sensagdes de dogura ¢ acidez na
boca, ou métodos rigorosos relacionados
com as caracteristicas fisico-quimicas
das uvas determinados por meio de ana-
lises em laboratério, mas que s3o morosas
e implicam equipamentos e reagentes es-
pecificos. A auséncia de um método uni-
versal que fornega um largo espectro de
informacao util e que permita o acompa-
nhamento em tempo real dos constituin-
tes de interesse da uva, faz com que se
olhe com especial interesse para métodos
digitais de analise rapidos, multiparamé-
tricos, nao destrutivos e com capacidade
de analisar um grande numero de amos-
tras, assegurando a representatividade da
parcela.

Nos ultimos anos, tém sido desenvolvidas
metodologias baseadas na fluorescéncia
da clorofila, sensores Oticos portateis, no-
meadamente o Multiplex® (Force A, Or-
say, Franga), que surgem como uma ferra-
menta inovadora e util, capaz de fornecer
informag¢@o em larga escala sobre a vinha
e capaz de integrar um sistema de suporte
a decisdo em viticultura e enologia. Tem

e de avaliagao do impacto de fatores ambientais na sua qualidade.

enquadramento na realidade atual da digi-
talizacdo da agricultura e Big Data como
ferramenta de obteng¢do de dados e tomada
de decisao.

O atual cenario de alteragdes climaticas
(AC) tem particular importancia na cul-
tura da vinha, uma vez que as geografias
onde tradicionalmente se produz vinho
sdo muito suscetiveis aos efeitos das AC,
em Portugal particularmente no interior e
no Alentejo, onde se prevé que os efeitos
das alteracgdes climaticas sejam mais acen-
tuados. Dado que as temperaturas cleva-
das, a radiagdo intensa e a seca sdo fatores
que afetam dramaticamente o metabolis-
mo dos compostos fenolicos, bem como
o desenvolvimento da uva, praticas cul-
turais poderdo ter de ser otimizadas para
modelar a qualidade das uvas e do vinho.
No INIAV-Dois Portos decorrem estudos,
que se encontram em fase preliminar e
que tém como objetivo avaliar o potencial
de aplicagdo do sensor de fluorescéncia
como método de monitorizagdo do grau de
maturagdo fendlica em diferentes castas e
regimes hidricos. Os ensaios decorrem no
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Figura 1 - Aspeto do Campo Ampelografico da Herdade do Esporéo.

Alentejo, em Reguengos de Monsaraz, no
Campo Ampelografico Experimental da
Herdade do Esporao.

A importancia

da monitorizagao

da maturacao fendlica

das uvas e do estado hidrico
da videira

A composigdo fenolica esta intimamente
relacionada com a qualidade das uvas e,
consequentemente, do vinho, contribuin-
do diretamente para as propriedades or-
ganoléticas, como a cor e a estrutura dos
vinhos. Os compostos fendlicos sdo um
grande grupo de compostos de que fazem
parte as antocianinas, as grandes respon-
saveis pela cor das uvas das castas tintas
e que estdo implicadas em fenomenos de
estabilizagdo da cor, durante o envelheci-
mento, ¢ sdo um indicador da maturagdo
fendlica das uvas. As antocianinas foram
escolhidas como indicadores da matu-
racdo fenodlica pela fiabilidade dos mé-
todos para a sua determinacdo ¢ porque
a sua evolucdo ao longo da maturagio ¢

concomitante com a evolu¢do de outros
constituintes fenodlicos da uva. Para além
disso, diversos fatores ambientais afetam
marcadamente a sua cinética de acumu-
lacdo, pelo que direta ou indiretamente ¢é
possivel obter informagao preditiva sobre
a qualidade da uva.

A biossintese das antocianinas inicia-
-se um pouco antes do pintor e estas
acumulam-se nas primeiras camadas da
hipoderme da pelicula. A acumulacgio
da-se ao longo da maturagao e a concen-
tracdo diminui no final da maturagdo.
A influéncia da temperatura e radiagdo
e do estado hidrico da videira tém gran-
de impacto nos fendomenos que regulam
o metabolismo de sintese e degradacdo
de antocianinas. O stress hidrico mode-
rado desde ha muito tempo que ¢ utili-
zado como uma ferramenta agrondémica
para aumentar o conteiido fendlico nas
uvas. Défices de agua moderados du-
rante a maturagdo, sem comprometer a
atividade fotossintética, promovem uma
redugdo no crescimento vegetativo, re-
sultando numa menor competi¢do com a
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acumulagdo destes compostos durante a
maturagdo da uva. No entanto, o stress
hidrico severo e prolongado durante a
maturagdo leva a redugdo da produgio,
resultando, entre outros, em alteragdes
na composi¢do da uva com reducdo da
acidez e do potencial aromatico, reducdo
da sintese e degradag@o das antocianinas
e maturacdo fendlica desfasada da alcod-
lica. Neste contexto, a rapida monitoriza-
¢do destas respostas fisiologicas torna-se
necessaria para a escolha das praticas de
viticultura e técnicas enoldgicas mais
adequadas.

O sensor Optico

de fluorescéncia

No atual contexto da viticultura de pre-
cisdo, as novas metodologias fornecem
ferramentas inovadoras e extremamente
uteis na tomada de decis@o e otimizagdo
de procedimentos. Técnicas como a es-
pectroscopia de refletancia, termografia e
imagem multiespectral tém sido utilizadas
para obter informacgao sobre o vigor da vi-
nha e sobre o estado hidrico. Mais recen-
temente, tém sido investigadas técnicas de
fluorescéncia muito direcionadas, no caso
da cultura da vinha, para realizacao de es-
timativas do estado hidrico e nutricional e
da composigao fenolica.

O sensor 6tico Multiplex® ¢é portatil, rapi-
do e ndo destrutivo. Foi desenvolvido para
se usar diretamente no campo, ou em la-
boratodrio, permitindo a analise de grande
nimero de amostras e repetigdes.

O principio de funcionamento baseia-se
na detecdo da fluorescéncia da clorofila
emitida nas bandas espectrais do verme-
lho e do vermelho-extremo sob a excita-
¢d0 de uma fonte de luz LED nas bandas
espectrais do UV e visivel (vermelho (R),
verde (G), azul (B)). A intensidade da
fluorescéncia emitida pela clorofila de-
pende da quantidade de luz incidente que
atinge a clorofila presente nos cloroplas-
tos das células. As antocianinas presentes
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Figura 2 - (a) Aspeto da cabeca 6tica do sensor com as fontes LED (3 UV, 3 RGB) e no interior 3 detetores de fotodiodo.
(b) Sensor Multiplex® e amostras de uvas para medigdes em laboratério. (¢) Medigdes com o sensor in loco.

que se encontram em camadas de células
superiores exercem um efeito de filtro,
atenuando parte da luz incidente antes que
esta atinja a clorofila, Este efeito de filtro
possui seletividade espetral, devido a ele-
vada absorvancia que as antocianinas tém
na banda do verde e baixa no vermelho.
Devido as caracteristicas de seletividade,
diferentes combinagdes de fluorescéncia
resultantes das diferentes fontes de luz
LED sao detetados pelo sensor, podendo-
-se entdo estimar o teor em antocianinas.
Para além dos sinais brutos da fluores-
céncia, o sensor calcula varios indices e
que permitem realizar estimativas sobre
conteudo fenodlico, o estado nutricional e
a presenca de doengas nas plantas. Dois
indices sdo dedicados a estimativa de an-
tocianinas, o ANTH RG que ¢ dado pela
razao entre dois sinais: fluorescéncia da
clorofila na banda do vermelho extremo
sob excitacdo verde e vermelha, e o indice
FERARI relacionado com as antociani-
nas. Varios estudos demonstram a aplica-
¢30 bem-sucedida dos sensores de fluo-
rescéncia na monitorizacdo de diferentes
parametros na uva e na videira, para além
do conteudo fendlico como o estado nu-
tricional em funcao do teor do azoto e do
estado sanitario.

No presente trabalho, relatamos um estu-
do preliminar que explora quais dos indi-
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ces fornecidos pelo Multiplex® (SFR_G,
SFR R, FLAV, FER RG, ANTH_ RG,
ANTH_RB, NBI_G, NBI R, FERARI)
sa0 os mais adequados para estimar o con-
teado em antocianinas para as castas em
estudo em diferentes condi¢des hidricas,
com a perspetiva de se avaliar a potencia-
lidade do sensor para acompanhamento da
evolugao da maturagdo.

O objetivo do estudo foi comparar o teor
de antocianinas utilizando o sensor de
fluorescéncia (Multiplex®) em diferentes
castas e em dois tratamentos: conforto hi-
drico e sequeiro. O ensaio foi conduzido
naregido do Alentejo. As castas em estudo
sdo: Vinhao, Touriga Nacional, Aragonez
e Casteldo. Verificou-se que a maturagao
os indices indicam uma tendéncia para
valores mais elevados de antocianinas no
tratamento em conforto hidrico relativa-
mente ao sequeiro. Os resultados indicam
que o sensor de fluorescéncia constitui
uma potencial ferramenta na distingdo e
comparac¢do do conteudo de antocianinas
entre castas e diferentes tratamentos.

Material e métodos

Material vegetal e tratamentos: o ensaio
foi conduzida em 2019 no Campo Ampe-
lografico da Herdade do Espordo locali-
zado em Reguengos de Monsaraz (Alen-
tejo, Portugal). Dois tratamentos hidricos

foram aplicados: irrigacdo ¢ sequeiro.
As videiras foram plantadas em 2010 e
enxertadas em SO,. As castas utilizadas
foram Vitis vinifera L., Vinhao, Touriga
Nacional, Aragonez e Casteldo. Amostras:
cachos inteiros foram colhidos e transpor-
tados para laboratorio para as medi¢des
de fluorescéncia. Os cachos colhidos tém
exposi¢ao a oeste, foram colhidos de trés
plantas previamente selecionadas de cada
casta e tratamento em maturagdo comple-
ta, antes da vindima.

Sensor fluorimétrico: As medi¢des Oti-
cas foram realizadas pelo sensor fluori-
métrico Multiplex® 3.6 (Mx, Force-A, Or-
say France).

Analise estatistica: PAST software Pa-
leontological statistics software package
for education and data analysis.

Resultados e discussao

A Anadlise de Componentes Principais
(PCA) foi realizada para melhor com-
preender as relagdes entre os indices de
fluorescéncia gerados pelo Multiplex®,
as uvas e tratamentos considerados. Na
componente principal 1 (PCl), 59,93%,
as principais contribui¢des foram do in-
dice FER_RG, que esté relacionado com
a fluorescéncia da clorofila, ¢ os indices
de ANTH RG e ANTH_RB, especifica-
mente desenvolvidos para a afericao de



antocianinas. Na componente principal 2
(PC2), 22,67% as principais contribui¢des
foram o SFR_G, que esta relacionado com
a clorofila, e o indice FERARI, logarit-
mo de um tnico sinal de fluorescéncia no
banda vermelho-extremo e que esta corre-
lacionado com contetido de antocianina na
pelicula da uva

Os indices com as maiores contribuigdes
para os resultados foram aqueles relacio-
nados ao teor de antocianinas, 0 que era
esperado, uma vez que as medi¢des ocor-
rem no final da maturagédo, antes da vin-
dima. Neste estudo foram observados va-
lores de indices Multiplex® proximos para
os dois tratamentos, porém revela-se uma
tendéncia partilhada de valores mais ele-
vados dos indices, ou seja, de maior con-
centragdo de antocianinas no tratamento
regado. Isso pode ser explicado pelo facto
de se dar uma aceleragdo no processo de
maturacdo causada pelo stress hidrico e
térmico que levam a que as uvas das videi-
ras em sequeiro atinjam os maiores teores
de antocianinas mais cedo e consequente-
mente também iniciam a sua degradacdo
mais cedo.

Os autores Tucio ef al. (2011) estudaram a
acumulacdo de antocianinas ao longo da
matura¢do com recurso ao sensor de fluo-
rescéncia em videiras regadas ¢ em stress
hidrico, e demostraram que os indices ob-
tidos para os dois regimes hidricos foram
semelhantes no inicio da maturagéo e que
ao longo da maturagdo os indices de an-
tocianinas das videiras em stress hidrico
aumentaram significativamente relativa-
mente as videiras regadas, no entanto essa
diferencga foi atenuada no final da matura-
¢do, pela degradacdo das antocianinas nas
plantas em st¢ress hidrico.

Hé também a salientar que nas videiras em
sequeiro o crescimento vegetativo foi sig-
nificativamente menor, o que sujeitou os
bagos a uma maior exposicao a radiagdo,
que quando excessiva influencia negativa-
mente a acumulacdo de antocianinas.
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Tabela 1 - Principais contribuicdes fatoriais da analise de componentes
principais dos 9 indices de fluorescéncia medidos em cachos de uvas
das variedades Vitis vinifera L., Aragonés, Castelao, Touriga Nacional e
Vinh&o em dois tratamentos, irrigado e sequeiro

| PC 1 | PC 2
SFR_G 0,10607 0,46514
SFR_R 0,071774 0,7115
FLAV 0,10318 0,1524
FER_RG 0,56122 0,035655
ANTH_RG 0,56343 0,052752
ANTH_RB 0,42114 -0,31359
NBL_G 0,35825 0,10781
NBI_R -0,1007 0,21245
FERARI -0,15714 -0,30828
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e sequeiro.

Notas finais

O Multiplex® apresenta-se como uma fer-
ramenta inovadora e estes primeiros estu-
dos sugerem que pode ser utilizado para
acompanhar evolucdo da maturagdo fe-
noélica e discriminar castas em diferentes
regimes hidricos.

Neste trabalho sao apresentados os resul-
tados preliminares de estudos que tém em
vista a caracteriza¢do de castas relativa-
mente a composi¢do fendlica.

Para se cumprir este objetivo, e fazer uma
avaliagdo precisa do potencial do sensor e
da sua capacidade de prever parametros
de qualidade da uva e do vinho, sdo ne-
cessarios estudos adicionais. Os efeitos da
casta, da sazonalidade e de outros fatores
de variabilidade tém de ser aferidos para
se proceder a correta calibragdo e valida-
¢do das metodologias. Neste momento,
o INTAV-Dois Portos tem em curso en-
saios na Colecdo Ampelografica Nacional
(CAN) e no Campo Ampelografico da
Herdade do Espordo (CAHE) que visam
estes objetivos e abrangem um largo es-
pectro de variaveis para ser testado.

Se considerarmos que os compostos feno-
licos t&ém uma maior variabilidade do que
0s parametros tecnoldgicos, este instru-
mento representa uma ferramenta verda-
deiramente util e inovadora que permite a
aquisicao de informagao e combinacdo de
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estimativas dos diferentes parametros de
maturagdo sob monitorizagdo espacial e
temporal, permitindo avaliar os efeitos da
gestdo da vinha ¢ dos fatores ambientais
na maturacao das uvas.

Para além dos resultados promissores ob-
tidos na vinha, o sensor de fluorescéncia
também pode ser aplicado a outras cultu-
ras como o olival. No INIAV-Elvas, onde
esta estabelecida a Colegdo Portuguesa
de Referéncia de Cultivares de Oliveira
(CPRCO), esta a ser testada esta técnica
com o objetivo de avaliar o seu potencial
na caracterizagao de azeitonas de diferen-
tes variedades e estados de desenvolvi-
mento. Resultados preliminares revelam
a adequacdo desta técnica também ao
olival. %
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