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RESUMO

MIQUELOTO, Aquidauana, D.Sc., Universidade Federal de Vicosandepede 2014.
Acao das auxinas na funcionalidade do xilema e ocorréncia de “l@it pit” em
macas. Orientador: Fernando Luiz Finger. Coorientador: Cassavdtal Talamini do
Amarante.

O objetivo desse trabalho foi avaliar o efeito dacagbo do acido naftaleno acético
(ANA) e do inibidor de transporte de auxina acido 2,3,5-trietabico (TIBA) na
diferenciagéo e funcionalidade dos vasos do xilema, esgoede genes que codificam
para proteinas de transporte de Ca no tonaplasto, ativitladeectinametilesterase
(PME) e a ocorréncia de “bitter pit” (BP), bem como svluéncia sobre os atributos
fisico-quimicos em magcés ‘Braeburn’. Macieiras ‘Bra@b foram pulverizadas com
duas concentracdes de ANA (10 e 20 mf le TIBA (10 e 20 mg 1) e como
tratamento controle, agua destilada. As aplicagbeanfaealizadas semanalmente,
durante o periodo de 50 a 106 dias apds a plena floracdo (D@BHyutos foram
colhidos semanalmente, durante o periodo de 60 a 106,@AdPcada 15 dias dos 107 aos
164 DAPF (até a colheita comercial), e avaliados quanfuncionalidade do xilema e
composicdo mineral. Os frutos colhidos aos 164 DAPF forantiadea quanto a
permeabilidade de membrana, nivel de expressado de genes gigamoddra bombas
eletrogénicas e transportadores de Ca e atividade da RN&EeBeticbes de 100 frutos
foram armazenadas em atmosfera do ar a 1 °C e UR 90-3%%jos meses, e
avaliados quanto a coloragéo da epiderme, respiragéaygéo de etileno, pH, firmeza
de polpa, sdlidos soluveis, acidez titulavel, Ca soltotal e incidéncia e severidade de
BP. A aplicacdo de ANA 20 mg“Lproporcionou maior funcionalidade do xilema nos
sistemas cortical priméario e secundario das regid@amal e distal dos frutos, quando
comparado ao das plantas tratadas com TIBA 20 mgA& concentracdes de Ca total,
aos 60, 89 e 164 DAPF, e de Ca soluvel total aos 164 DAPF, nadaolegido distal
dos frutos, foram maiores no tratamento com ANA (10 e 2Q fgcomparadas com os
demais tratamentos. Frutos tratados com ANA (10 e 20 Mgtikeram reducdo de
~50% na atividade da PME, na polpa da regido distal dos frutosielacdo ao
tratamento com TIBA (10 e 20 mg'). Os tratamentos com TIBA (10 e 20 mg)L
aumentaram a expressio @AX2 e H'-PPaseem comparagdo aos tratamentos com

viii



ANA (10 e 20 mg [). Ap6s dois meses de armazenamento, os frutos tratados c
ANA (10 e 20 mg [}) apresentaram menores taxas respiratérias e de prodecéo
etileno e exibiram menor coloracdo vermelha da epidemmdado mais exposto a
radiacéo solar na planta, em relacdo aos frutcadwatcom TIBA. Plantas tratadas com
ANA 20 mg L* apresentaram frutos com maiores valores de acidéavite sélidos
soluveis do que nos demais tratamentos. Os frutos submatidpbcacdo de auxina,
mantiveram niveis mais elevados de Ca solluvel total ap@asnazenamento, o que
contribui para a manutencdo da integridade da membra@smatica e reducdo na
incidéncia e severidade de BP. De acordo com os resul@oi@os as auxinas
contribuem para a reducdo da ocorréncia de BP e parawdemegdio da qualidade dos

frutos em macas 'Braeburn'.



ABSTRACT

MIQUELOTO, Aquidauana, D.Sc., Universidade Federal de Vigcosagmber, 2014.
Action of auxins on function of the xylem vessel and bitteripoccurrence in apple
fruit Adviser: Fernando Luiz Finger. Co-adviser: CassandroalViflalamini do
Amarante

The aim of this study was to evaluate the effect ohatgdeneacetic acid (NAA) and
auxin inhibitor transport 2,3,5-triidobenzoic acid (TIBA) xylem vessel differentiation
and function , expression of genes encoding calcium (@apgort proteins into the
vacuole, pectin methylesterase activity (PME) and bgie(BP) incidence, as well as,
the influence on physical-chemical attributes in Busrkapples. ‘Braeburn’ trees were
sprayed with two concentrations of NAA (10 and 20 mg and TIBA (10 and 20 mg
LY. The control treatment was sprayed with distilled walthe applications were
carried out weekly from 50-106 days after full bloom (DAFB)eTruit were harvested
weekly from 60-106 DAFB and each 15 days from 107-164 DAFB (caahdrarvest)
and were evaluated for xylem functionality and mineral coitipas Fruits harvested at
164 DAFB were evaluated for membrane permeability, expres$igpanes encoding Ca
pumps and carriers and PME activity. Six replication$Qff fruits were stored in a cold
room at 1°C and RH 90-95% for two months. The fruit wer@uated for skin color,
respiration, ethylene production, pH, firmness, total selgblid, titratable acidity, total
soluble Ca, BP incidence and severity. The use of 20 thgNRAA increased the
functionality of the xylem of proximal and distal regioas compared to 20 mg"L
TIBA-treated fruit. Ca content at 60, 89 and 164 DAFB and dted soluble Ca at 164
DAFB in the distal flesh of the fruit, were higher imifrtreated with NAA (10 and 20
mg L% than in TIBA-treated fruits and water (control). NAeated fruit had 50%
lower PME activity in the distal flesh of the fruitgmpared to TIBA treatment (10 and
20 mg L. The TIBA-treated fruits (10 and 20 mg‘Lshowed higheCAX2andH"-
PPaseexpression than the NAA treatment (10 and 20 rify IAfter two months of
storage, the NAA-treated fruit had lower respiratoriow a&thylene production and
showed lower red coloration of the sun exposed skin cordp@® TIBA-treated fruit.
Plants treated with ANA 20 mg™Lshowed fruit with higher total soluble solids and

titratable acidity. Fruit subjected to application of auxnaintained higher levels of

X



soluble Ca after storage, which contributed to the maiméonbrane integrity, and
reduced BP incidence and severity. According our results aagunces BP incidence
and maintains '‘Braeburn’ fruit quality after harvest.
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INTRODUCAO GERAL

As desordens fisioldgicas em plantas vém sendo estudadamijsade 100 anos,
no entanto, os mecanismos envolvidos ainda sdo pouco arheliAYLOR e
LOCASCIO, 2004). Dentre as desordens fisiologicas destaoaisiter pit” (BP) em
maca e podridao estilar em tomate, pimentdo, melancialdes, e que sédo responséveis
por causar grandes perdas pds-colheitas.

O BP em magéas € caracterizado por manchas escurasajtenologo a abaixo
da epiderme (AMARANTE et al., 2006), localizada principalmemteegido pistilar do
fruto.

A ocorréncia de BP est4 associada a baixa concentilacééicio (Ca), excesso
de nitrogénio (N), potassio (K) e magnésio (Mg) (FERGUSON e WABE, 1989). No
entanto, dentre estes fatores, a deficiéncia de Capénoipal fator associado a
ocorréncia de BP.

O Ca é um elemento mineral que desempenha um importanté meape
preservacdo da integridade estrutural de membranas e ede peglular dos frutos
(POOVAIAH, 1986). O Ca se liga aos fosfolipideos e proteinasnembranas
(KENDAI, 2004), preservando a integridade e retardando a $smscdo fruto.
Contudo, frutos com baixos niveis de Ca tendem a apresenteolapso na membrana
plasmatica, aumentando a predisposicdo ao BP (FREITAS 2010) .

A deficiéncia de Ca, que leva a ocorréncia do BP, podeasstaciada a perda na
funcionalidade do xilema do fruto (DRAZETA et al., 2004), besmo ao aumento na
atividade da enzima pectina metilesterase (PME) na pareldéar, e no nivel de
expressao de genes que codificam para as bombas eletasgémiansportadores de Ca
gue permitem o acumulo de Ca dentro do vacuolo.

Com objetivo de reduzir a ocorréncia de BP, sao fapéisacdoes de cloreto de
Ca sobre os frutos, principalmente em pré-colheita. @ontessa técnica é pouco
eficiente, pois 0 Ca tem baixa mobilidade da epiderma papolpa do fruto. Dessa
forma, vem se buscando novas alternativas, dentre uamalatilizacdo de reguladores

de crescimento, como auxinas.



A auxina é um horménio sintetizado em érgdos em desemarid, apresenta
transporte polar e basipeto e atua na regulacdo do deseeviio dos frutos e na
inducéo e diferenciacdo de elementos de vasos de xileAld @ ZEIGER, 2010).
Dessa forma, inducao de xilogénese pela auxina poderia aurnexgarte de Ca para o
fruto e reduzir a predisposicdo a ocorréncia de BP. Aléssodia auxina pode
influenciar as caracteristicas fisico-quimicas dot#, como tamanho, firmeza de polpa
e composicdo mineral (FABBRONI et al., 2006). Ha algunsatnals relatando que a
aplicacdo de auxina na formulacdo sintética contribia pamanutencdo da qualidade
dos frutos de macéa (STERN e BEN-ARIE, 2008).

Inibidores de transporte de auxina, como acido N-1-naldiifico (NPA) e
acido 2,3,5- triiodobenzdico (TIBA), competem com a auxieda mesma proteina
carreadora, interferindo no transporte polar e basigatauxina (SANTANA et al.,
1970). O TIBA atua em nivel do complexo protéma-shaped inflorescencddN,
competindo com a auxina pelo sitio de ligacdo desta prateir@mbrana (SANTANA
et al., 1970). Assim, uma vez que as moléculas TIBAastbfjadas as proteinas PIN, o
fluxo descendente da maior parte da auxina produzida é migdo. Jacobs (1952)
relatou que a baixa concentragdo de auxina em folhas maduGaledesfoi o fator
limitante para a regeneracdo dos vasos do xilema.distaonstra que a auxina é o
principal horménio responsavel pela formacdo, diferenciagd manutencdo da
funcionalidade dos vasos do xilema.

Ja os inibidores de transporte de auxina podem atuar negatiearsobre a
qualidade dos frutos (BUXTON, 2005). Dessa forma, a aplicacamibiglares de
transporte de auxina pode reduzir a diferenciacdo e futiciade dos elementos de
vasos do xilema no pedunculo e no interior de macas, inelduassim o aporte de Ca
para o interior do fruto, e aumentando a predisposi¢cdo &ac@ de BP, bem como
interferindo sobre os atributos fisico-quimicos dos frutos

Até o presente, ndo se sabe qual é o efeito da auxinanéideres de auxina
sobre diferenciacdo de vasos do xilema no interiorudo,fexpresséo de transportadores
minerais do tonoplasto e atividade da PME, que afetam eéoc@ de BP.

O objetivo desse trabalho foi avaliar o efeito décapdo do &cido naftaleno

acético (ANA) e do inibidor de transporte de auxina TIBAfoacionalidade dos vasos



do xilema, expressdo das proteinas de transporte minerandpldsto, atividade da
PME e a ocorréncia de BP, bem como sua influéncia sabatributos fisico-quimicos

em magas ‘Braeburn’.
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Acédo do acido naftaleno acético e do inibidor de auxina acido H3riiodobenzéico
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RESUMO

MIQUELOTO, Aquidauana, D.Sc., Universidade Federal de Vicoszznero de 2014.
Acéo do acido naftaleno acético e do inibidor de auxina &cido 2,3fiedobenzoico
sobre a ocorréncia de "bitter pit" em macgas 'Braeburn' Orientador: Fernando Luiz
Finger e coorientador: Cassandro Vidal Talamini do Amarante.

Esse trabalho teve por objetivo avaliar o efeito plecacdo de &cido naftaleno acético
(ANA) e do inibidor de transporte de auxina acido 2,3,5-triethabico (TIBA) na
funcionalidade dos vasos do xilema, expresséao de genes diieaoogara as proteinas
de transporte do Ca para o interior dos vacuolos, afieidia pectinametilesterase
(PME) e ocorréncia de *“bitter pit” (BP) em macas. cMaas ‘Braeburn’ foram
pulverizadas com duas concentracées de ANA (10 e 20 M TIBA (10 e 20 mg L

), e como tratamento controle foi utilizado agua dekiilaAs aplicacdes foram
realizadas semanalmente, durante o periodo de 50 a 106 diaa aEr® floracdo
(DAPF). Os frutos foram colhidos semanalmente, duapiriodo de 60 a 106 DAPF, e
a cada 15 dias dos 107 aos 164 DAPF (colheita coihereiaavaliados quanto a
funcionalidade do xilema e composicdo mineral. O uso de &0lAng L* proporcionou
maior funcionalidade do xilema nos sistemas corticahgio e secundario das regibes
proximal e distal dos frutos, quando comparado ao das plaatadas com TIBA 20 mg
L. As concentracdes de Ca total, aos 60, 89 e 164 DAPF, e ste(®al total aos 164
DAPF, na polpa da regido distal dos frutos, foram maiooesatamento com ANA (10
e 20 mg [Y), comparadas com os demais tratamentos. Frutos tratadoANA (10 e
20 mg L) apresentaram reducdo de ~ 50% na atividade da PME, nadaolegido
distal dos frutos, em relacéo ao tratamento com T(BAe 20 mg ). Os tratamentos
com TIBA (10 e 20 mg 1) aumentaram a expressdo 6AX2 e H*-PPaseem
comparacdo aos tratamentos com ANA (10 e 20 My Os tratamentos com ANA
reduziram a incidéncia de BP em mais de 73%, em compas@sdtratamentos com
TIBA e em relagcdo ao controle. Os resultados mostpaena reducdo na incidéncia de
BP em maca 'Braeburn’' estd associada a acdo de auxorasyendo o aporte de Ca
através da preservacdo da funcionalidade do xilema, dmmo pela reducdo da
atividade da PME e dos transportadores CAX*ePRase, contribuindo assim para o

aumento na disponibilidade de Ca soluvel total nos frutos.
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ABSTRACT

MIQUELOTO, Aquidauana, D.Sc., Federal University of Vicosacdéreber, 2014.
Action of naphthaleneacetic acid and auxin inhibitor transport2,3,5 triiodobenzoic

acid on bitter pit occurrence in ‘Braeburn’ apples. Adviser: Fernando Luiz Finger
and co-adviser: Cassandro Vidal Talamini do Amarante

The aim of this study was to evaluate the effect ghtizaleneacetic acid (NAA) and
the auxin transport inhibirot 2,3,5-triiodobenzoic acidBA) on the xylem vessels
differentiation and function, expression of genes mgdior vacuolar calcium (Ca)
transport proteins, pectin methylesterase activity (PMB)katter pit (BP) incidence in
apples. Apple trees were sprayed with two concentratdéAA (10 and 20 mg L)
and TIBA (10 and 20 mg1). The control treatment was sprayed with distilled wate
The applications were carried out weekly from 50-106 détgs &ull bloom (DAFB).
The fruit were harvested weekly from 60-106 DAFB and eackays from 107-164
DAFB (commercial harvest) and were evaluated for xylenctionality and mineral
composition. The treatment 20 mg" INAA resulted in higher number of functional
xylems in proximal and distal regions of the primary ancbsdary cortical vascular
system in the fruit, compared to 20 mg TIBA-treated fruit. Ca content, at 60, 89 and
164 DAFB and the soluble total Ca at 164 DAFB, were higher ih tireated with
NAA (10 and 20 mg [}) than in TIBA-treated fruits and water (control). NAfeated
fruit had 50% lower PME activity in the distal fruit $le, compared to TIBA treatment
(10 and 20 mg t). The fruit treated with TIBA (10 e 20 mg*). had highelCAX2and
H*- PPasethan NAA treatment fruit (10 and 20 mg'L NAA-treated fruits showed
about 73% lower BP incidence, compared to TIBA treated. feuifr results show that
high auxin transport in the plant reduces ‘Braeburn’fruitepsbility to BP, promoting
fruit Ca uptake, preserving xylem functionality, and reduciegRME activity andCAX
and H*-PPase expression, thereby contributing to higher Ca avaitgbtb normal

cellular function.

Keywords: Malus domesticagrowth regulatorphysiological disorder, calcium.



1.1.— INTRODUCAO

A cultura da macieira € de grande importancia para 0 paaoerondmico
mundial. No entanto, ocorrem elevadas perdas de frutgsdsmolheita, ocasionadas,
principalmente, por disturbios fisiolégicos, como o #itpit” (BP). No Sul do Brasil, o
BP pode ocasionar até 30% de perdas de frutos em pdos-codimeitamndicdes de clima
e manejo predisponentes a sua ocorréncia (BASSO, 2002).

O BP caracteriza-se pela presenca de manchas esayatpa, que desidratam
e formam pequenas depressdes na epiderme (AMARANTE €0@6) especialmente
na regido distal dos frutos. Esse disturbio estda ogladb com o baixo teor de calcio
(Ca) e os altos teores de potassio (K), magnésio (Mgitregénio (N) nos frutos
(FERGUSON e WATKINS, 1989). Além disso, pode estar associadoacperda da
funcionalidade dos elementos de vaso do xilema, que recharte @e Ca para os frutos
(MIQUELOTO et al., 2014). Investiga¢cOes recentes tém denamltsigiue a incidéncia
do BP também esté relacionada com o aumento dassfore atividade das proteinas
transportadoras na membrana do vacuolo (tonoplasto)) GAX/H*, Ca-ATPase, H
PPase e V-ATPase (FREITAS et al.,, 2010). Essas protafoasn na regulacdo da
homeostase do Ca na célula, e quando em elevada atividem®optasto, complexam o
Ca no interior do vacuolo com compostos fendlicoslairs, carbonatos e fosfatos,
tornando-o indisponivel e impedido de realizar suas funggadares (WHITE e
BROADLEY, 2003). Frutos com BP, apresentam elevada exgredsdgenes que
codificam para enzimas de parede celular, como a pewtiilesterase (PME), as quais
criam sitios de ligacdo para o Ca na parede celulEIIFS et al., 2010), reduzindo a
concentracdo desse elemento para outras funcbesreslub que pode aumentar a
predisposicao dos frutos a manifestar os sintomas do BP.

As aplicacbes de cloreto de calcio emeppds-colheita dos frutos, tem sido
uma alternativa adotada pelos fruticultores para redumcidéncia do BP em macas.
No entanto, esta técnica tem sido pouco eficiente, deviakixa mobilidade do Ca nos
frutos. Dessa forma, a aplicacdo de reguladores daroego, como a auxina, poderia
auxiliar no transporte e na distribuicdo do Ca no iotetos frutos e, consequentemente,

reduzir a incidéncia de BP. As auxinas sao um grupo de harséegetais sintetizado



em estruturas jovens da planta e que desempenham divargg@ed, incluindo a
diferenciagéo dos tecidos condutores do xilema (TAIZE4GER, 2010). Com base
nessas fungdes, as auxinas estdo sendo empregadas codtuegrem formulacdes
naturais & base de Acido Indol Acético (AIA) e sina&icontendo Acido Naftaleno
Acético (ANA), entre outros, para a regulacdo da donsiadapical, enraizamento de
estacas, partenocarpia, inibicdo de abscissao foliageneracdo de vasos do xilema
(TAIZ e ZEIGER, 2010). Wareing (1964) verificou que aplicaca@uana resultou na
divisdo cambial, associada com a formacao de vasdenna e lignificacdo em caule de
choupo Populus nigra e Freixo Fraxinus excelsigr J& a aplicagdo do inibidor de
auxina acido natftilftalamico enColeus inibiu o transporte de auxina e reduziu a
xilogénese (JACOBS, 1952). No entanto, ndao existem inforesagdanto ao efeito da
auxina e de inibidor de auxina sobre diferenciagcdo de vasodesna no interior de
frutos, expressdo de transportadores minerais do tonopglagividade de enzimas de
parede celular, que afetam a ocorréncia de BP.

O objetivo desse trabalho foi avaliar o efeito do acidftaleno acético (ANA) e
do inibidor de transporte de auxina acido 2,3,5-triodobenzgiEtBA) na
funcionalidade dos vasos do xilema, expresséo das proteineangporte mineral do
tonoplasto, atividade da PME e a ocorréncia de “bittér ggmn macgas ‘Braeburn’
produzidas na regido central do Estado da Califérnia, EUA.

1.2. - MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado em um pomar comercial de eimasi‘Braeburn’
com 10 anos de idade, conduzidas com lider central, eemsiste médiaensidade,
com espacamento de 2,0 x 6,0m, localizadanunicipio de Clarskburg, Califérnia,
EUA (38° 21'23,27"N, 121°32'13,62"0 e altitude de 123 m).

Os tratamentos foram constituidos de duas concentrac@d$Al€10 e 20 mg
LY e TIBA (10 e 20 mg ). Como tratamento controle foi utilizado 4gua destilada
Os tratamentos foram aplicados com um atomizadaaldgsawashima, KWS 8020) a
cada sete dias, durante o periodo de 50 a 106 dias apos digiag@ao (DAPF),

utilizando um volume de calda de 1000 L*hpermitindo uma cobertura uniforme do



dossel das plantas.

Para as avaliacbes de tamanho (massa fresca e diamdtmgionalidade do
xilema, os frutos foram coletados a cada sete diastduwrgeriodo de 60 a 106 DAPF, e a
cada 15 dias dos 107 aos 164 DAPF (esta ultima datespondendo a maturacéo
comercial dos frutos). Os frutos foram colhidos no iniciond@hd (momento em que a
transpiracdo era minima e o potencial hidrico da plamtiéaisao potencial hidrico do
solo), acondicionados em sacos de polietilieno contendo degidada, para evitar a
embolia do xilema, e transportados ao laboratorio.

A determinagdo da massa fresca, em 12 frutos detreddimento e data de coleta,
foi feita em balanca digital de precisédo (0,0001 gydeio GE1302, marca Sartorius. O
didmetro médio dos frutos foi determinado com auxilio de paguimetro manual
(Universal, Mitutoyo, 300 mm, sensibilidade de 0,05 mm).

A funcionalidade do xilema foi avaliada de acordo cométodo descrito por
Drazeta et al. (2004). Para isso, 12 frutos de cadariata e data de coleta foram
colhidos com o pedunculo, o qual foi seccionado a aproximaaz 1 mm da sua
base e imediatamente imergido em uma solugéo de edsaftanina a 1%. O corante
foi infiltrado nos frutos por cerca de 5 h, em condicbesmais de transpiracdo
[temperatura de 25 = 2 °C e umidade relativa (UR) de 70 + 1681],a utilizacdo de
um ventilador para remover os efeitos da camada limittefar. Os frutos infiltrados
foram cortados transversalmente, obtendo duas secd€srdm de espessura a partir
do pedunculo e do calice, sendo que cada uma foi denomingdaxif@al (regido de
insercdo do pedunculo) e distal (regido pistilar). Apasga secdo foi avaliada quanto
ao numero e intensidade de coloracdo dos feixes t@msisvascular cortical primario
e secundario, respectivamente. O numero de vasos de xlensisstema cortical
primario foi determinado pelo método de analise visual. Antificacdo da
intensidade de coloragédo dos vasos do xilema, no sistascular cortical secundario,
foram determinados de acordo com o método descrito por Ibtiouet al. (2014). Para a
determinacéo da intensidade de coloracdo do cortepdoitificada os valores de brilho
(L) e angulo ‘hue’ If°) do coértex, com um colorimetro Minolta, modelo CR 400.
Através do produth x h° foi possivel quantificar a intensidade de coloracdo vermelha

do cértex, como resultado do transporte via xilema do anarmelho (safranina).
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Altos valores dé. x h° indicam maior brilho (maior intensidade de coloragé@mta) e
menor coloragéo vermelha no cortex, indicando assmomfuncionalidade do xilema
no sistema vascular cortical secundario.

A quantificagéo de concentracdo mineral, expressaoag@aitransportadores de Ca
no tonoplasto CAX/H e H*- PPasg e a atividade enzimatica da PME em polpa foram
feitas na secao distal dos frutos. Para isso, amatraslpa desta regiao (~ 0,5 cm da
polpa, localizada logo abaixo da casca) foram congelaghasitogénio liquido e
liofilizadas para posterior andlise. As concentragi¢sais de Ca, Mg, K e N foram
determinadas em frutos colhidos aos 60, 89 e 164 DAPF. A doaga@m total de Ca
solavel, a expressdo génica de transportadores dodstmpg a atividade enzimética da
PME foram determinadas em frutos colhidos aos 164 DAPFRu@gab comercial dos
frutos).

As concentracdes totais de N foram quantificadas pel@doétlescrito pela
AOAC (2006). O K total foi extraido com acido acético 2% entjtieado em um
espectrofotometro de chamas (JOHNSON e ULRICH, 1959). As doacees totais de
Ca e Mg foram quantificadas em um espectrofotometro de plagiazido por argdnio
(ICP/OES) (MEYER e KELIHER, 1992). O teor de Ca solteghltfoi quantificado em
amostra de ~70g de 10 frutos, da qual foi extraido o suco corfioad&i um
processador manual, e quantificados com auxilio de uOIE®P.

Para a expressdo génica de transportadores do tonoplagNAototal foi
extraido da polpa do fruto com o reagente PuréLiplent RNA (Ambioff, NY, USA).

A concentracdo e a qualidade do RNA foram aferidas enespactrofotometro UV
(NanoDrop 2000, Thermo Scientific, Wilmington, DE, USA), coamprimentos de
onda de 260 e 260/280 nm. Para todas as amostras, 5 pg do RIN&i sathmetido a
transcriptase reversa, utilizando o SuperScript Il (togien, Carlsbad, CA, USA), de
acordo com o protocolo descrito no kit. Para a anélis€CR em tempo real (“Real
Time PCR”) quantitativo, foi adicionado 1 x SYBR gre&pglied Biosystem, Foster
City, CA, USA) para cada amostra, contendo aproximadam&®dleng de cDNA
sintetizado. Os dados obtidos foram normalizados, baseaologene controle S19
(proteina ribossomal). Todos @simers desenhados continham 20 nucleotideos, e a

temperatura de desnaturacdo foi de 58 + 3°C. Para a eamddisexpressdo dos
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transportadores do tonoplasto V-ATPasé:Ritofosfatase, CAX/H e Ca-ATPAses
sequéncias de nucleotideos paalus domesticaBurk (uma, uma, duas e duas,
respectivamente) foram obtidas no Expressed Sequence TEHF) (database
(http://cgf.ucdavis.edu/home/). Os transportadores forameadaos como Ca-ATPasel
(CTG1060377) (NCBI: XM 002325215), Ca-ATPase2 (CTG1063686) (NCBI:
AJ310848), CAX2/H (CTG1073422) (NCBI: NM_112177), CAX3/HCTG1076982)
(NCBI: XM_002533684), FtPirofosfatase (EB143723) (NCBI: NM 101437) e V-
ATPAse (CTG1058311) (NCBI: NM_001036222), conforme descrito por Brettal.
(2010).

A determinacao da atividade da enzima PME na polpa foirdetada seguindo
0 método descrito por Hagerman e Austin (1986). Os extpai@sas determinacdes da
atividade da PME foram obtidos pela maceragéo de 1 g dtdai polpa da regido
distal do fruto seguido da adicdo de 1 mL do meio de extr@idreto de sédio 2M e
tampéo fosfato de sédio 0,1 M em pH 6,5). O extrato obtidadondicionado em tubo
de eppendorf e centrifugado a 15.000 x g por 10 minutos em urréfugm (Personal
Centrifuge/Dr-Spin, Korla). A atividade da PME foi detarada pela adigdo de 250 pL
do extrato enzimatico em um tampdo contendo HEPES-NaOH OdiAd, de
bromotimol 1g L, e pectina citrica 5 mgL.com pH aferido para 7,8. A quantificacdo
da atividade enzimatica da PME foi determinada em espetétnadétro (Epoch, Biotec),
no comprimento de onda de 620 nm, e expressa em finming.

Para a determinacdo da incidéncia de BP, foram utiliz&d@s frutos por
tratamento (seis amostras de 100 frutos), colhidos na mpatucamercial (164 DAPF),

e armazenados por dois meses em atmosfera do ar, & 50& / 90-95% de UR, @&
resultados expressos em percentagem (%).

O delineamento experimental utilizado foi entddocom parcelas casualizadas,
com cinco tratamentos e seis repeticdes, sendo cadgdiepsonstituida de uma planta.
Os dados obtidos nos diferentes tratamentos foranalimente submetidos ao teste de
Bartlett (BARTLETT, 1937) para verificar a homogeneidade \daiancias, e ao teste de
Shapiro-Wilk (SHAPIRO e WILK, 1965), para verificar a nalidade dos residuos. Os
dados de funcionalidade do xilema foram transformados pot)tX-antes de serem
submetidos a analise de variancia (ANOVA). As médias faaparadas pelo teste de
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LSD (p < 0,05). Os dados de massa fresca de frutos forhmesidos a analise de
regressao linear. Todas as analises foram realizadasattwareestatistico SAS, versao
9.1 (SAS INSTITUTE, 2009).

1.3. - RESULTADOS E DISCUSSAO

A massa fresca dos frutos controle e tratados com ABIATIBA
(independentemente da concentracéo utilizada, 10 ou 20%ngumentou linearmente
dos 60 aos 164 DAPF (Figura 1). O aumento da massa frescautls durante o
periodo de 60 a 164 DAPF é atribuido aos processos de divisggaesao celular dos
frutos, bem como ao acumulo de matéria seca e agualG¥o®APF, frutos tratados
com ANA 20 mg ! exibiram massa fresca 18% superior ao tratamento TIBAQRO"
(Figura 2). Além disso, plantas pulverizadas com ANA 20Lmgpresentaram maior
diametro em relacdo aos demais tratamentos na teoltezlizada aos 164 DAPF. A
aplicacdo exégena de ANA 20 mg lpromoveu o crescimento dos frutos. As auxinas
promovem expansao celular e aumento na forca drenfoudos, proporcionando maior
tamanho (massa e didmetro) que é verificado na matufiag@logica, periodo em que
ocorre 0 cessamento da expansao celular dos frutos (BUAR, 1996). Além disso,

a auxina induz a expressdo do gene ARF106, que esta relactmmadaexpressao da
caracteristica que define o tamanho dos frutos (DEVOGHALAER&S. e2012). Por

outro lado, o inibidor de transporte de auxina (TIBA) fregeé o desenvolvimento
vascular, reduzindo os niveis de auxina, comprometendceszimrento dos frutos
(DRAZETA et al., 2004).

Plantas tratadas com ANA 20 mg' ltiveram maior nimero de elementos de
vasos de xilema coloridos nas regides proximal e disalfrutos, em relacdo ao TIBA
10 e 20 mgL}, no periodo de 74 a 89 DAPF, mas nao diferindo de ANA 10 thg L
(Figuras 3). Entretanto, apds os 89 DAPF, o niumero de dsagema coloridos do
sistema cortical primario, nas regides proximal e Hisfo diferiu entre os tratamentos

(Figuras 3).
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Figura 1. Massa fresca de frutos de macas ‘Braeburn’ durante scimento e
desenvolvimento (60 aos 164 dias apds a plena floragdo; DARBA ponto
representa a média de dois frutos coletados. Barrasaigrindicam o erro

padrdo da média.
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Figura 2. Massa fresca (A) e diametro de frutos (B) de macésetBirn’ aos 164 dias
apos a plena floracdo (DAPF). Valores médios com lalifessentes sao
significativamente diferentes pelo teste LSD (p < O,@grras verticais
indicam o erro padrao da média.
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Figura 3. Numeros de feixes de xilema do sistema cortical primatigos (coloridos)

na regiao proximal (A) e distal (B) dos frutos de ma@iaeburn’, colhidas

dos 60 aos164 dias apds a plena floracdo (DAPF). Barrasaigeindicam a

diferenca minima significativa calculadas atravésedtetLSD (p < 0,05).

Frutos das plantas tratadas com ANA 20 rilgelxibiram maior funcionalidade

do xilema nas regides proximal (aos 74, 89, 103 e 134 DAPR)at @ss 74, 89, 134,
149 e 164 DAPF) no sistema cortical secundario, quando cad®paos frutos das
plantas pulverizadas com TIBA 20 md ke ao controle, evidenciado pelo menor valor
para coloragdo do cortex (Lh®) (Figura 4). Esses resultados sugerem que a aplicacédo
exdgena ou a sintese de auxina pela planta contribui pangiarfalidade dos vasos do
xilema durante um maior periodo de crescimento e desenvoblinuos frutos. A
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auxina também regula a expressao de genes, como AtHRB8adidopsis thalianaque

€ responséavel pela diferenciagdo de vasos do xilema T88DON et al., 2003). Por
outro lado, o TIBA (inibidor de transporte de auxina) prorowea reducao no nimero
de feixes vasculares do xilema colorido, nos sistemdiEais primarios e secundarios
dos frutos, sugerindo que o0 mesmo pode suprimir a diferenctesses elementos de
vasos. O TIBA inibe o transporte polar da auxina, bloquearsddda desse regulador de
crescimento da célula, devido a sua ligagdo aos trandpetade efluxo (complexo
protéico pin-shaped inflorescencddN), ocasionando acumulo de auxina intracelular
(KRECEK et al., 2009). Dessa forma, a entrada da auxina na célutaafétada, mas a
sua saida € impedida, ocasionando uma reducdo no tramdpatina no interior da
planta e também nos frutos, interferindo assim na diééaedo de elementos de vaso de

xilema.
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Figura 4. Coloragéo do cértex (L R°) na regido proximal (A) e na regido distal (B),
dos 60 aos 164 dias apos a plena floracdo (DAPF), indicafushzianalidade
do xilema no sistema cortical secundario em macasern’. Aumento nos
valores do L »h° indica reducao na coloracao dos vasos do xilema no sistema
cortical secundéario e perda na funcionalidade do xilenzaraB verticais
indicam a diferenga minima significativa calculadixaés do teste LSD (p<
0,05).

As concentracdoes de N, K, Ca e Mg total da polpa, nd@agedistal, foram
reduzidas durante o periodo de crescimento e desenvolvinenfoutbs (60, 89 e 164
DAPF) para todos os tratamentos (Tabela 1). Isso oporgie frutos sofrem diviséo e
expansao celular ao longo do desenvolvimento, ocasiondhughd da concentracao

desses minerais (NACHTIGALL e DECHEN, 2006). Frutos tasacbm ANA 20 mg
18



L exibiram, em relagdo aos tratamentos com TIBA (10 engOL™"), aumento nas
concentragcbes de N e Mg totais de, respectivamente, ~25%3% aos 60 DAPF, ~
65% e ~ 39% aos 89 DAPF e ~ 51% e ~ 10% aos 164 DAPF (Tabela 4)aPar
concentracéo de K total, somente foi verificada difeaesignificativa aos 89 DAPF,
onde ANA 20 mg [!' proporcionou uma concentracdo superior em relacdo aos
tratamentos ANA 10 mgte TIBA 10 e 20 mg t (Tabela 1). A aplicacdo do ANA 20
mg L™ pode ter induzido maior expressdo dos canais transparsaderK, resultando
em aumento na concentracao no interior dos frutoge&mao aos demais tratamentos.
Coledptilos de milho submetidos a aplicacdo exdégenaxieaa(ANA) aumentaram em
5 a 7 vezes a expressdo do gem&l que codifica a proteina de candl Kiplicando o
nimero de canais ativos dé gor célula e promovendo aumento na concentracgéo de K
nos tecidos (PHILIPPAR et al., 1999).

A concentracao de Ca total na polpa na regido distdrdims aos 60, 89 e 164
DAPF foi maior em frutos tratados com ANA, independewtet® da concentracio
(Tabela 1). O Ca soltvel total em frutos pulverizados corA AR e 20 mg [* foi ~
25% e ~ 35% superior, respectivamente, em compara¢ad#o20l mg L (Figura 5).
O transporte e movimento do Ca ao longo do fruto sdo degesdémnimero de feixes
vasculares de xilemas funcionais. A aplicacdo de ANAardet a perda de
funcionalidade dos elementos dos vasos de xilema, aumdenta aporte de Ca nos
frutos. O acumulo de Ca esta positivamente relaciomada o0 transporte polar da
auxina, enquanto que o inibidor de transporte de auxina TIBA redioncentracao
desse mineral nos frutos. A habilidade da auxina em esatinaulaporte de Ca foi
observado em abacates (CUTTING e BOWER, 1989), tomateSIUBEAOS et al.,
1987) e macéas (STAHLY e BENSON, 1970), sugerindo que 0 aumentmcent@cao
de auxina nos tecidos do pericarpo podem elevar a concenttagada total e manter a
relacdo de Ca/auxina estaveis (SORCE et al., 2011).
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Tabela 1.Concentracdes totais de N, K, Ca e Mg (jfgdg massa seca) na polpa, na
regido distal de macés ‘Braeburn’, quantificadas aos 64, B dias apods a
plena floracado (DAPF).

N it K it Ca ¢ M it
Tratamentos (Hg §) (MO g )60 o (Hg &) g (Hg §)
Controle 7500,0 a 11566,7 a 656,7 ab 810,0 a
ANA 10 mg L* 6000,0 b 11433,3 a 683,3 a 633,3b
ANA 20 mg L* 74333 a 10866,7 a 690,0 a 786,6 a
TIBA 10 mg L 5333,3b 9966,7 a 573,3b 680,0 b
TIBA 20 mg L* 6100,0 b 10966,7 a 543,3 b 676, 6 b
CV(%) 16,22 8,65 13,71 11,11
89 DAPF
Controle 2966,7 ¢ 7366,7 b 396,6 ab 436,6 bc
ANA 10 mg L* 4933,3 b 9000,0 b 426,6 a 513,3 b
ANA 20 mg L* 7966,7 a 11233,3 a 553,3 a 636,6 a
TIBA 10 mg L* 2666,7 ¢ 8000,0 b 333,0b 400,0 c
TIBA 20 mg L* 2833,3 ¢ 7766,7 b 270,3b 383,3¢
CV(%) 23,08 19,16 30,06 22,43
164 DAPF
Controle 2333,3b 7200,0 a 180,0 a 313,3a
ANA 10 mg L* 3366,7 ab 7466, 7 a 176,7 a 316,3a
ANA 20 mg L* 4100,2 a 7566,7 a 246,0 a 303,6 a
TIBA 10 mg L* 1900,0 b 6566,0 a 170,0 b 260,0 b
TIBA 20 mg L* 2200,1 b 7000,7 a 153,3 b 273,3b
CV(%) 30,40 12,58 20,21 9,08

Médias seguidas por letras diferentes nas colunaguiifpelo teste LSD (p < 0,05).
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Figura 5. Calcio soltvel total (ug § MF) na polpa, na regido distal de magcés
‘Braeburn’, quantificado aos 164 dias ap0s a plena flor6QaA®F). Letras
diferentes sobre as barras indicam diferencas sigtifa pelo teste LSD (p
< 0,05). Barras verticais indicam o erro padrdo da média.

Frutos de plantas tratadas com ANA tiveram baixa ativided®ME no tecido
da polpa em relacdo ao TIBA (Figura 6). A aplicacdo de awan&utos imaturos pode
manter os niveis de auxina nos frutos elevados, retardapdocesso de maturagéo,
pela supressédo e/ou reducdo na sintese de etileno e rtieit@da da enzima PME.
Apesar de muitos trabalhos relatarem diferentesosfala auxina sobre a sintese de
etileno, amadurecimento e atividade da PME em frutos, erangos o tratamento com
auxina retardou o acumulo de antocianinas e reduziu a expoes§@®G1 (diminuindo
a atividade da poligalacturonase) e a atividade da PME (VILLA®RRet al., 2008).
Dessa forma, a aplicacdo do TIBA pode ter ocasionadoradu¢édo na concentragao de
auxina nos frutos, permitindo que o etileno desencadeassesgoscge maturacao,
elevando a sintese e a expressdo de enzimas relacgomadeamadurecimento
(poligalacturonase e PME). A PME promove uma desmaétlatas pectinas, criando
novos sitios de ligacdo do Ca a parede celular, redupimdgiveis de Ca apopléstico e
aumentando a permeabilidade de membrana (FREITAS et al.,, 30&#jspondo a

ocorréncia do BP nos frutos.
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Figura 6. Atividade enzimatica da pectinametilesterase (PME) hpapegido distal
dos frutos de macas ‘Braeburn’ aos 164 DAPF. Barras wverticdicam o
erro padrdo da média e letras diferentes sobre aasbadicam diferencas
significativa pelo teste LSD (p < 0,05).

A andlise da expresséo dos genes para as proteinas envodvidlassporte de
Ca para o interior das organelas mostrou que a aplicecitBA aumentou a expressao
da H-PPase em comparacio aos tratamentos com ANA (FiguRa® a CAX2, os
frutos tratados com TIBA 20 mg’Lexibiram aumento de ~ 51% no nivel de expresséo
em relacdo aos tratamentos ANA 10 e 20 rig(Eigura 7). J& a expressdo @aX3
CaATPase le CaATPase 2 V-ATPasena polpa dos frutos foi similar para todos os
tratamentos (dados ndo apresentados). Esses resudtagirem que a aplicacao de
TIBA pode provocar alteragées no balaco auxinas/gilb@®Ino interior dos frutos. O
maior efeito das giberelinas sobreposto ao da auxina podelteido maior expressao
da CAX2 e H'-PPaseem frutos tratados com TIBA. A habilidade das gibersliam
aumentar a expressdo das CAXs &PPase também foi constatada em tomates
(FREITAS et al., 2012). A atividade da’HRPase contribui para a formacdo de um
gradiente eletroquimico entre o citossol e o compartiminterno das organelas, que é
requerida pelas proteinas CAX para mover o Ca para dentracdoly (FREITAS et
al., 2010). Dessa forma, nossos resultados indicam queoa atividade da HPPase,

associado a atividade das proteinas CAX, aumentaram o nmwirde Ca para o
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interior do vacuolo e alteraram a homeostase do Caartdonos frutos tratados com
TIBA mais suscetiveis a ocorréncia de BP.

Os tratamentos com ANA causaram reduc¢ao na incidénci® deierior a 73%,
em comparacdo aos tratamentos com TIBA (Figura 8yaukxinas sao reguladores de
crescimento conhecidos por induzir expansao celularfezedciacdo de xilemas no
fruto, conforme ja citados anteriormente. O tratamenta ANA 20 mg L ocasionou
aumento na massa fresca dos frutos na colheita caingréd DAPF) em relacdo ao
tratamento TIBA 20 mg t (Figura 2), o que poderia ocasionar diluicdo na coneegair
de Ca nos frutos, e assim aumentar a incidéncia de BRentdoto, nossos resultados
revelaram que as concentracbes de auxinas nas condenttHs e 20 mg 't podem
aumentar o aporte de Ca para os frutos, ao manter efeentar a funcionalidade do
xilema e reduzir potencialmente os movimentos do Ca paraoddas organelas,
resultando em elevados niveis de Ca soluvel no apoplastaundsas também podem
diminuir os sitios de ligagdo do Ca a parede celutarfumcdo da reducdo da atividade
da PME, e assim elevar os niveis de Ca soluvel e reduagidéncia de BP. Dessa
forma, a ocorréncia do BP em macas esta potencialrigade a reducédo da biossintese

e aos niveis enddgenos de auxina nos frutos.
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Figura 7. Expresséo de genes que codificam para os transportadaksl Ce H'-
PPase na polpa, regiédo distal, dos frutos em macasbémal aos 164 DAPF.
Barras verticais indicam o erro padrdao da média e leifaentes sobre as
barras indicam diferencas significativa pelo teste (B 0,05).
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Figura 8. Incidéncia de “bitter pit” (BP) em macas ‘Braeburn’ apliss meses de
armazenmaneto. Barras verticais indicam o erro padramédba e letras
diferentes sobre as barras indicam diferencas sigtiifa pelo teste LSD (p
<0,05).

1.4. - CONCLUSAO

As auxinas reduzem a incidéncia de BP em maca 'Braeburnapelento do
aporte de Ca em funcdo da manutencgéo dos feixes vasadarggemas e pela reducao
da concentracdo de Ca complexado no interior das oagaaeha parede celular. Por
outro lado, o TIBA leva a um antecipado comprometimeovasos do xilema e reduz
0s niveis de Ca nos tecidos, especialmente de Ca soalavapoplasto, devido ao
aumento da express&o dos transportadores CAX2-RPHse e da atividade da PME,

acarretando maior incidéncia de BP nos frutos.
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CAPITULO II
Acédo do acido naftaleno acético e do inibidor de auxina acido H3riiodobenzdico
sobre os atributos fisicos-quimicos e a ocorréncia de “bittgnit” em macas

'Braeburn’

RESUMO
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MIQUELOTO, Aquidauana, D.Sc., Universidade Federal de Vicosagemem de
2014. Acdo do &cido naftaleno acético e do inibidor de auxina acido 2,3,5-
triiodobenzdico sobre os atributos fisicos-quimicos e a oconéa de “bitter pit” em
magcas 'Braeburn'. Orientador: Fernando Luiz Finger e coorientador: Cassavidiad
Talamini do Amarante

Esse trabalho teve por objetivo avaliar o efeito plecacdo de acido naftaleno acético
(ANA) e do inibidor de transporte de auxina acido 2,3,5¢olmenzoico (TIBA), sobre

os atributos fisico-quimicos e a ocorréncia de “bipier (BP) em macas ‘Braeburn’.
Macieiras ‘Braeburn’ foram pulverizadas com duas comagdes de ANA (10 e 20 mg
LY e TIBA (10 e 20 mg L), além do tratamento controle (pulverizacdo com &gua
destilada). As aplicacdes foram realizadas semangdmeémrante o periodo de 50 a 106
dias ap6s a plena floracdo (DAPF). Os frutos foram dothiaos 164 DAPF e
armazenadas em atmosfera do ar a 1°C e UR 90-95%0isandses. Frutos das plantas
tratadas com ANA 10 e 20 mg'lapresentaram reducdo de ~ 21 e ~ 23% nas taxas
respiratérias e de ~ 21 e ~ 36% na producdo de etilenoctigapgente, assim como
menor coloragédo vermelha da epiderme, em relagdawos tratados com TIBA 10 e
20 mg L. Plantas tratadas com ANA 20 m¢ Bpresentaram frutos com maior acidez
titulavel e teor de sdlidos soltveis do que nos dematisnhentos. Além disso, os frutos
das plantas tratadas com ANA, apresentaram maioreesale Ca solluvel total, o que
contribui para a manutencdo da integridade da membrasmn@tica e reducdo na
incidéncia e severidade de BP. O tratamento com ANAribanpara a manutencdo na

qualidade dos frutos e reduz a ocorréncia de BP em macas.

Palavras-chave Malus domesticaqualidade, distarbio fisiolégico, célcio.

ABSTRACT
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MIQUELOTO, Aquidauana, D.Sc., Federal University of Vicosacdreber, 2014.
Action of naphthaleneacetic acid and auxin transport inhibitor2,3,5-triiodobenzoic
acid on physical-chemical attributes and bitter pit occurence in ‘Braeburn’ apples.
Adviser: Fernando Luiz Finger and co-adviser: Cassandro Valamini do Amarante

The aim of this study was to evaluate the effect ohtisgleneacetic acid (NAA) and
auxin transport inhibitor 2,3,5-triiodobenzoic acid (TIBA) tme physical-chemical
attributes and bitter pit incidence in ‘Braeburn’ appl@aeburn’ apple trees were
sprayed with two concentrations of NAA (10 and 20 mg and TIBA (10 and 20 mg
LY. The control plants were sprayed with distilled walédre apple trees were sprayed
weekly, during the season from 50-106 days after full blooAwF®). The fruits were
harvested at 164 DAFB and stored in cold storage at 1°CR&h®0-95% for two
months. Fruit from NAA 10 and 20 mg™Ltreated plants showed a reduction in
respiration rate by ~ 21% and ~ 23%, and the ethylene productipnby21% and ~
36%. The NAA treated fruithad lower red collocation tHEIBA. NAA 20 mg L™
treated fruit had higher titratable acidity and solubdids, compared to the other
treatments. Furthermore, NAA-treated fruit had higher geeélotal soluble Ca content
that contributed to better membrane integrity and deerkthe incidence and severity of
bitter pit. NAA treatment maintains fruit quality and redsdruit susceptibility to bitter

pit.

Keywords: Malus domesticaquality, physiological disorder, calcium.

2.1. - INTRODUCAO
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A cultura da macieira é de grande importancia para o @aroecondmico
mundial. Contudo, essa cultura apresenta elevadas perdasolpéita de frutos,
ocasionadas por diversos fatores, incluindo agentes patoggalteracdes fisiologicas e
distarbios fisiologicos. As alteragbes fisiologicagasionam perdas relacionadas
principalmente com a elevagéo das taxas respiratédaspeoducéo de etileno, reducao
na massa e amaciamento dos tecidos dos frutos. Os distfisimlogicos sédo alteracdes
de origem abidtica, decorrentes de modificagbes no woletad® normal ou na
integridade estrutural dos seus tecidos. Entre os vastsghlos fisiologicos, o “bitter
pit” (BP) merece destaque, em macas ‘Honeycrisp’ faranstatadas incidéncias de até
50% nos Estados Unidos durante a colheita e armazenamenie proporcionram
elevadas perdas (ROSENBERGER et al., 2001) ja na regiao Brhsil esse disturbio
pode ocasionar até 30% de perdas em pds-colheita de mac&ESQ@B2002).

A adocado de técnicas de cultivo e 0 uso de reguladoresedeiroento que
reduzam a ocorréncia de BP podem contribuir para a cagservda qualidade e
reducdo das perdas pos-colheita em macads. Os reguladores sdenemto sao
mensageiros quimicos, necessarios em pequenas gquantidadpgmas (TUAN e
CHUNG-RUEY, 2013), e que podem promover mudancas nas caracasrist
fisioldgicas e bioquimicas das plantas e dos frutos.

Entre os reguladores de crescimento, a auxina constituinde alternativa
promissora para a conservacdo da qualidade dos frutasigioeda incidéncia de BP.
Estudos prévios demonstraram que a aplicacdo de auxina,edarsagundo estagio de
desenvolvimento dos frutos, induziu o crescimento e aumeatoquantidade de
antioxidantes e a qualidade nutricional das bagas de uva (CANNINI et al., 2007).
Também, a aplicacdo da auxina sintética sob a fornuldedacido 3,5,6-tricloro-2-
piridil-oxiacético, na segunda e quarta semanas queealaieon a colheita de macas das
cultivares Delicious e Jonathan, mantiveram a qualidimte frutos por um maior
periodo, durante o armazenamento (STERN e BEN-ARIE, 2088).outro lado, a
aplicacdo de inibidores de auxina, como o acido 2,3,5-thienidico (TIBA), afetaram
o aporte de Ca para os frutos, pela inibicdo do movimessipéto do acido indol
aceético.Adicionalmente promoveram alteracdes ndeace nos teores de solidos
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soluveis, reduziram a massa fresca e a concentra¢@a weal, porém nao alteraram as
concentragoes de K e Mg em kiwis (BUXTON, 2005).

Objetivou-se com este trabalho avaliar o efeito décagiio de ANA e do
inibidor de transporte de auxina TIBA, sobre os atributoguigidade e na ocorréncia
de BP em magcéas ‘Braeburn’.

2.2. - MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado em um pomar comercial de emasi ‘Braeburn’
com 10 anos de idade, conduzidas com lider central, eemsiste médiaensidade,
com espacamento de 2,0 m x 6,0 m, localizado municipio de Clarskburg,
California, EUA, (38° 21'23,27"N, 121°32'13,62"0 e altitude de 123 m).

Os tratamentos foram constituidos de duas concentrdedABIA (10 e 20 mg
LY e TIBA (10 e 20 mg ), além de um tratamento controle (plantas pulvergadan
agua destilada). Os tratamentos foram aplicados contamizador costalKawashima,
KWS 8020), a cada sete dias, durante o periodo de 50 a 106 dias pleda floracéo
(DAPF), utilizando um volume de calda de 1000 [*.h@ delineamento experimental
utilizado foi em blocos com parcelas casualizadas, como ctratamentos e seis
repeticdes, sendo cada repeticdo constituida de uma.plant

Os frutos foram colhidos aos 164 dias DAPF (maturacdo caafjer
transportados ao laboratério, onde foram selecionadlimifando-se aqueles com
defeitos ou com dano mecanico), homogeneizados e separadosunidades
experimentais (frutos por repeticdo /bloco). Em segudafyutos foram armazenados
em atmosfera do ar (AR) a 1 °C e UR 90-95%, por um pededinis meses.

Apbs o periodo de armazenamento, seguidos de dois dias ademrgpambiente
(25 °C e UR 55-60%), os frutos foram avaliados quanto s teespiratérias e de
producdo de etileno, acidez titulavel (AT), solido soI(&S), pH, firmeza de polpa
(N), cor da epidermelL(e h°), concentracdo de Ca soluvel total no tecido da polpa da
regido distal do fruto, incidéncia e severidade de BidlaGratamento foi constituido por
seis repeticbes, sendo cada unidade experimental constiteli@® frutos. As taxas

respiratérias e de producdo de etileno foram quantificaddscando-se 10 frutos de
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cada amostra em um recipiente hermético, com o votler2 3 L. A taxa respiratoria
foi obtida pela diferenca de concentragcdo de, Q@ interior do recipiente,
imediatamente apos o seu fechamento e depois de umaAtiquantas de gas (1 mL)
foram retiradas dos recipientes por meio de um septo dachare injetadas em um
cromatégrafo a gas (Caflemodelo 211, CA, EUA), equipado com uma coluna Porapak
N® de 3 m de comprimento (80-100 mesh), metanador e detiecionizacdo de chama.
As temperaturas da coluna, detector, metanador e injgnfde 45C, 120°C, 300°C

e 110°C, respectivamente. Os fluxos de nitrogénio, hidrogéniosingético foram de
70, 30 e 300 mL minuth respectivamente. Os valores da atividade respiratétidem
CO; kg' h') e da taxa de producéo de etileno (pL delskg” h?) foram calculados
pela formula proposta por Banks et al. (1995).

Os valores de AT (% de acido malico) foram obtidos pdo e uma amostra
de 1g de suco diluida em 10 mL de agua destilada e tituladaalogiio de NaOH 0,1
N até pH 8,1, com auxilio de um titulador automatico (TIM85afion Manager,
USA). Os teores de SS (°Brix) foram determinados comrefmatometro digital
(Reichert ARG series).

A cor da epiderme foi avaliada através dos paramétfbghtness) én° (angulo
'hue’), com um colorimetro Minolta, modelo CR 400, seasldeituras realizadas em
dois lados do fruto. OL permite detectar as tonalidades da cor (valores baixos
correspondem a coloragdo escura e valores altos ¢#toclara da epiderme do fruto)
e o h° define a coloracdo basica, sendo que 0° = vermelho, Hharelo e 180° =
verde.

A concentracdo de Ca soluvel total foi determinadpatga, na se¢éo distal dos
frutos. Para isso, utilizou-se 0,5 cm da polpa localizagda abaixo da casca de 10
frutos (amostra de ~ 70g), onde foi extraido o suco comi@uwédl um processador
manual. O teor de Ca soluvel total foi quantificado em speetrofotdmetro de plasma
induzido por argonio (ICP/OES) (MEYER e KELIHER, 1992)

Antes do armazenamento foi quantificado o extravazamengdetiélitos para
cada tratamento, com o objetivo de determinar o grau de gbilidade de membrana.
O extravazamento de eletrélitos foi determinado na oediétal da polpa de frutos,

coletados aos 164 DAPF. Para isso, foram utilizadas reemsticoes, sendo cada
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repeticdo constituida de trés frutos. O tecido da casagid® distal (profundidade de 1
mm) foi removido e descartado. Com a utilizacdo de utmraeezador metélico de 11
mm de diametro, foram removidos dos frutos 12 cilindros dpapobm 1 cm de
diametro e 0,5 cm de espessura. Os cilindros foram lavhdaste 30 segundos com
agua desionizada, e em seguida acondicionados em tubos dalst@mdo 30 mL de
uma solucdo de manitol (0,2 mot), mantidos a temperatura de 25°C (banho-maria).
As leituras para a quantidade de eletrélitos extravasadas) frealizadas apés 1/2, 2, 3
e 4 horas, com o auxilio de um condutivimetro (Fischeerfiiic, 1993). Depois da
altima leitura (4 horas), os cilindros foram retirados stducdo de manitol e
armazenadas a -20°C por 24 horas. Apés, os cilindros falesoongelados por
aproximadamente 50 minutos a temperatura ambiente e avaliada condutividade.
Os valores foram expressos em porcentagem de condutividaderme proposto por
Saltveit (2002).

Para a determinagdo da incidéncia de BP, os frutos faxatmdos quanto a
presenca ou auséncia de distarbio e os resultados expresguereentagem (%). A
severidade de BP (manchas fftjtdoi determinada por meio da utilizacdo de uma
escala, variando de 0 a 6 (O - auséncia de manchas, 1 -amohan2 - duas manchas, 3
- trés manchas, 4 - quatro manchas, 5 - cinco manckas gresenca de 6 ou mais
manchas).

Para as andlises fisico-quimicas, a amostra foi itwidst de 20 frutos. Para
avaliacdo da incidéncia e severidade de BP, cada tré@mmentinha seis repeti¢des,
sendo cada unidade experimental constituida de 100 frutos.

Os dados obtidos nos diferentes tratamentos foranalimente submetidos ao
teste de Bartlett (BARTLETT, 1937), para verificar a honmeg#ade das variancias, e
ao teste de Shapiro-Wilk (SHAPIRO e WILK, 1965), para wenfa normalidade dos
residuos. Satisfeitas as pressuposicfes do modelo nosrdddos foram submetidos a
analise de variancia (ANOVA) e as mesmas comparadas @&l tSD (p < 0,05).
Todas as andlises foram realizadas no software Em@tiSAS, versdo 9.1 (SAS
INSTITUTE, 2009).
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2.3. - RESULTADOS E DISCUSSAO

Antes do armazenamento foi realizada a andlise lirdeisseis amostras de 10
frutos, para determinar as caracteristicas de qualidad&l.iniacés ‘Braeburn’
submetidas aos tratamentos controle, ANA 10 e 20 thg TIBA 10 e 20 mg [
apresentaram, respectivamente, firmeza de polpa de 75,26924070,7 e 70,3 ; teor
de solidos soluveis (SS) de 12,2; 11,8; 11,1; 12,3 e 12,6 %; atidéxei (AT) de 0,3;
0,4; 0,4; 0,3 e 0,3% de acido malico; e indice de iodo-areskala de 1-5) de 3,4; 3,7;
3,8; 3,8 e 4,1 (Tabela 1).

ApOs dois meses de armazenamento, os frutos das piatéaas com ANA 10
e 20 mg ! apresentaram reducéo de ~ 21 e ~ 23% nas taxas rasgsrasde ~ 25 e ~
37% na producéo de etileno, em relacdo aos frutos dasmplemtadas com TIBA
(Tabela 2).

O decréscimo na taxa respiratoria em frutos das plénatasias com ANA pode
ser atribuido a reducdo no nivel de expressdo de genes tde eesolvidos no
metabolismo dos acUcares. Bottcher e Davies (2012) veaificajue bagas de uva
tratadas com acido benzotiazole 2-oxiacético (uma aisimatica), exibiram reducao
na concentracdo de hexoses em fungcdo da reducédo dodeiexpressdo dos genes
relacionados ao metabolismo dos aclUcares. A reducadesp&acdo observada em
macas das plantas tratadas com ANA, provavelmentaeac@m funcdo do menor
aporte de susbstratos respiratérios, como consequénaiarda expressao de genes que
codificam para algumas enzimas do metabolismo dos idesbms, como sacarose
sintase. As auxinas, quando aplicadas em estagios initmaidesenvolvimento dos
frutos, tendem a retardar a maturacdo, decorrente dar rpesducao de etileno nos
frutos. Botcher et al. (2011) verificaram que o efeito daraungobre a rota de
biossintese de etileno é dependente do periodo de desenwbdviperuto em que esse
regulador de crescimento € aplicado. A aplicacdo de aumisaestagios iniciais de
desenvolvimento de frutos de kiwi proporcionaram menor pémuge etileno,
decorrente do reduzido nivel de expresséo de genes que cogificamxidase do ACC,
retardando o processo de maturacdo dos frutos (FABRONNI, €086). Além disso,

as auxinas podem interferir na expressédo de genes queaodgara sintase do ACC
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(FABRONNI et al., 2006). O etileno é formado inicialment& geansformacéo do S-
adenosil L-metionina em acido aminociclopropano 1-carlbax{iACC), pela sintase do
ACC, e esse é convertido a etileno pela oxidase do ACEXANDER e GRIERSON,
2002). Dessa forma, a auxina pode reduzir a producédo de etilefumgio de reduzir o
nivel de expressao dos genes que codificam para sintase de& Aidase do ACC,
enzimas chaves da rota de biossintese do etileno.

A aplicacdo de 20 mgtde ANA elevou a AT, mas n&o alterou o pH (dados n&o
apresentados), e nem modificou a firmeza dos frutos quemaparado aos demais
tratamentos (Tabela 2).

Os niveis mais elevados de AT em frutos tratados com ANRAgla 2) podem
ser atribuidos ao menor consumo de acidos organicaspmacdo. Segundo Botcher e
Davies (2012), em trabalho realizado com uva, observaraeisninais elevados de
acido malico em frutos tratados com ANA, sugerindo quauginas retardaram o
processo de maturagdo dos frutos. Além disso, valoreseaievados de AT em frutos
tratados com auxina podem ser explicados em funcdo de gmeregulador de
crescimento pode interferir sobre a expresséo de gemesitividade da enzima malica
dependente de NADP. Esta enzima é responsavel pela dedlegémw do malato a
piruvato, substrato utilizado no Ciclo de Krebs (SOGLICalet 2009). Esses autores
também observaram que 0 aumento nas taxas respiraguiaentava o nivel
transcricional para enzima malica dependente de NADP, @ duaeerso também foi
verdadeiro. Dessa forma, como auxina reduziu a respiraciones inferir que pode ter
ocorrido um menor nivel transcricional e/ou menor déige para enzima malica
dependente de NADP, o que contribui para a manutencdo dis maie elevados de
AT nos frutos tratados com ANA.

O teor de SS é considerado um importante parametro de qegtdedavaliacdo
de macads. Os frutos das plantas que receberam aplicacéduuxde na maior
concentracdo (20 mg™) exibiram maior teor de SS do que no tratamento dentro
(Tabela 2). Em hipétese, o maior teor de SS verificadeasefrutos tratados com ANA
20 mg L* pode ser atribuido as menores taxas respiratérias duznem o consumo de
acucares e acidos organicos. Resultados semelhantes ifepamados por Tuan e

37



Chung-Ruey (2013), que verificaram aumento nos teores dent®nacas com a
aplicacdo de auxina sintética.

Os frutos das plantas tratadas com ANA (10 e 20 Hgapresentaram maiores
valores deh® no lado vermelho em comparagédo ao frutos tratadosTdBé, que nao
diferiram do controle (Tabela 3). Os maiores valated. foram obtidos em frutos
tratados com ANA e TIBA, indicando uma coloracao noédasa da epiderme (Tabela 3).
Por outro lado, os valores dena regido do fruto exposta a radiacdo solar (lado mais
vermelho) eh® na regido menos exposta a radiagao solar (mais dexsldrutos), nao
diferiram entre os tratamentos (Tabela 3).

Frutos tratados com auxina tiveram menor coloracdmelba da epiderme
(maiores valores dk°) na regido mais exposta a radiacdo solar. A cdoraermelha
da epiderme esta relacionada principalmente a biossii¢eaatocianinas na presenca
de luz (SHAHIDI e NACZK, 2004). Estudos prévios demonstraram queagpes de
acido benzotiazole 2-oxiacético (uma auxina sintétieaziram a taxa de acumulacao
de antocianinas na epiderme de amoras, devido a redugéetiaamento dos niveis
de expressao de genes que codificam para chalcona sinfgE@®et al., 1997). Essa
enzima participa da rota de biossintese das antocianieadp sesponsavel pela
conversao de 4-coumaroil-CoA a chalcona, e tendo gmmduto final a sintese de
antocianinas (JEONG et al., 2004). Dessa forma, nossdsadesiparecem indicar que
a menor coloracdo vermelha na epiderme dos frutosltiateom auxina pode estar
relacionada a reducdo no nivel transcricional para @halsintase, que contribui para o
retardamento no processo de maturagao dos frutos.

Os frutos tratados com ANA tiveram baixa permeabilidade elabrana aos 164
DAPF (Figura 1) e menor incidéncia e severidade de BP ap&s rdeses de
armazenamento refrigerado do que nos tratamentos com(Tila 3). Além disso, o
Ca soltvel total nos frutos das plantas pulverizadas &bl 20 mg L* foi ~ 38%
superior em comparacdo ao TIBA 10 e 20 riigelo controle, e n&o diferindo do ANA
10 mg L* (Tabela 2).

A aplicacdo de auxina nas plantas com frutos imaturasdeei 0 processo de
maturacgédo, pela reducado da sintese de etileno, que podasemado reducdo no nivel

de expressédo e atividade da PME. Verma et al. (2014) veaiicem bananas uma
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reducdo no nivel transcricional da PME em frutos comdetaa maturagcdo e com
baixa producéo de etileno. Dessa forma, a reducdo na produgéidede pode ter
ocasionado uma menor expressao de genes que codificara PME, o que pode ter
contribuido para a manutencao dos niveis elevados del@eIsmtal, principalmente
no apoplasto da célula. A PME é uma enzima que tem pugaduremover o0s
grupamentos metil-éster, criando novos sitios de ligaiidCa na parede celular,
reduzindo os niveis de Ca apoplastico e aumentando a [pdidssle da membrana,
predispondo os frutos a ocorréncia de disturbios fisiotgicomo o BP (FREITAS et
al.,, 2012). Além disso, os elevados conteudos de Ca sobiaebin frutos expostos a
acdo de auxina podem ser atribuidos a menor expressao deqgenasdificam para
expressao de bombas eletrogénicas e transportadores ées Gambas eletrogénicas
sdo responsaveis pela formagdo de um gradiente eletioquémtre o citossol e o
compartimento interno das organelas, o qual é requerids pelteinas transportadores
de Ca para mover o Ca para dentro do vacuolo. Dessa,fama menor expressao para
as bombas eletrogénicas e transportadores de Ca redunmavimento do Ca para o
interior do vacuolo e contribuiria para a manuten¢&rdeeis elevados de Ca soluvel,
principalmente no apoplasto, e para a manutencdo da da@dgrida membrana
plasmatica tornando os frutos tratados com ANA menssetiveis a ocorréncia de BP.
Nossos resultados mostraram que a pulverizacdo de raaaeim ANA reduziu
a respiracdo e producdo de etileno e manteve os nivesSde que contribui para
prolongar a qualidade e a vida pos-colheita dos frutos, @émanutencdo de maiores

niveis de Ca solavel resultando na reducdo da ocorrénBR.de
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Tabela 1. Efeito de acido naftaleno acético (ANA) e de acido 2,3idgdtvbenzdico

(TIBA) na firmeza de polpa (N), acidez titulavel (AT;dé acido malico), amido (1-5) e

solidos soluveis (SS; %) em macas ‘Braeburn quantificades 64DAPF.

Tratamento Firmeza(N) AC|d(()%n)1aI|co A&T'g)o (§/os)
Controle 75,2 a 0.3 ab 3.4Db 12.2 ab
ANA 10 mg L* 69,4 b 0.4a 3.7 ab 11.8b
ANA 20 mg L* 72,0 ab 0.4a 3.8ab 11.1¢
TIBA 10 mg L* 70,7 ab 0.3b 3.8ab 12.3 ab
TIBA 20 mg L* 70,3 ab 0.3b 4.1a 12.6 a
CV (%) 5.1 19.9 8.7 5.4

Médias seguidas pela mesma letra, nas colunas, férendisignificativamente pelo

teste LSD (p < 0,05).
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Tabela 2.Efeito de acido naftaleno acético (ANA) e de acido 2(@Biddobenzdico (TIBA) na respiracao e producédo de etjleno
firmeza de polpa (N), acidez titulavel (AT; % de &ciddicod e sélidos soluveis (SS; %) em macas ‘Braebarmazenadas por
dois meses em atmosfera do ar (1°C e UR de 90-95%), setpudlus dias de exposicdo a temperatura ambiente (23FRCde
55-60%).

Respiracéo Etileno Firmeza de polpa AT
Tratamentos 11 _ _ . . SS (%)
(ml CO kg™ h™) (LL etileno kg" hh) (N) (% acido malico)
Controle 978.4 ab 318a 56,84 a 0,36 bc 9,65b
ANA 10 mg L* 782,9 b 21,4 ¢ 53,25 a 0,40 b 10,52 ab
ANA 20 mg L* 773,7b 17,6 ¢ 52,44 a 0,46 a 11,402
TIBA 10 mg L* 962.9 ab 258 ab 5412 a 0,35 bc 10,53 ab
TIBA 20 mg L* 1037.9 a 319a 53.82 a 0,34c 10,65 ab
CV (%) 18.6 28.9 5.2 14,9 10,01

Médias seguidas pela mesma letra, nas colunas, néendisggnificativamente pelo teste LSD (p < 0,05).
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Tabela 3.Coloragéo da casca (atributog h®) nos lados mais e menos expostos a radiacao salagl@vel total e severidade e
incidéncia de “bitter pit” (BP), determinados em frutos deigiras ‘Braeburn’ tratadas caimido naftaleno acético e acido
2,3,5-triiodobenzoico, armazenados por dois meses gmstdra do ar (1°C e UR de 90-95%), seguido de dois dias de
exposicao a temperatura ambiente (25°C e UR de 55-60%).

Lado mais exposto a  Lado menos exposto a Ca soluvel Severidade ncidéncia d
ncidéncia di
Tratamentos radiacéo solar radiacéo solar total de BP
L BP (%)
L h® L h® (Hg ) (0-6)
Controle 489a 53,5ab 69,2 c 99,8 a 13,8 bc 12,1a 52c
ANA 10 mg Lt 535a 55,7 a 71,7b 101,5a 17,6 ab 24b 2,2d
ANA 20 mg L* 544a 56,4a 73,2 ab 101,9 a 19,6 a 34D 2,3d
TIBA 10 mg L* 50,2a 46,4b 72,3 ab 101,8 a 13,1 be 13,0 a 8,1b
TIBA 20 mg L* 483a 44,2Db 73,2 a 102,4 a 121 c 15,6 a 14,2 a
CV (%) 9,1 15,1 2,8 2,4 24,7 45,8 38,2

Médias seguidas pela mesma letra, nas colunas, néendisggnificativamente pelo teste LSD (p < 0,05).
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Figura 1. Extravazamento de eletrélitos na regido distal dedmdgraeburn’ aos 164
DAPF. Barras com mesma letra ndo apresentaram digersignificativa
(LSD, p < 0,05). Valores médios (n = 18) + erro padrdo diiané

2.4. - CONCLUSAO

A auxina ANA tem um efeito positivo sobre a qualidade fdat®s uma vez que
reduz a respiracdo e producdo de etileno, e mantém os miesados de sélidos
soluveis e acidez titulavel, bem como contribui paducdo da ocorréncia de BP, visto
gue mantem os niveis elevados de Ca sollvel total. Par lawlo, o TIBA reduz os
niveis de Ca soluvel total nos tecidos, aumentando a nm@aé severidade de BP, e
tem um efeito negativo sobre os atributos de qualidadeutin fr
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CONCLUSAO GERAL

A auxina aplicada nas plantas em pré-colheita sobrereafde ANA, durante os
50 aos 106 DAPF, sao capazes de reduzir a incidéncia de Biheho de retardar a
perda da funcionalidade dos elementos de vasos de xileetuar a concentragéo de
Ca complexado no interior de organelas e na parede rceéta funcdo da baixa
expressdo de genes que codificam para a bomba eletrogéhEiRase e para o
transportador de Ca, CAX2, na membrana do vacuolo. Aléso das auxinas reduzem a
respiragcdo e producdo de etileno e mantém elevadosores tde SS e AT, o que
contribui para manutencao da qualidade dos frutos.

Por outro lado, o inibidor de auxina TIBA ocasiona um comgtimento na
funcionalidade dos elementos de vaso e uma reducdo onant@tdo de Ca sollavel
total, em funcdo do aumento da expressdo dos transp@sadax2 e H-PPAse e da
atividade da PME, levando a uma maior ocorréncia de &Pfmatos. Além disso, o
TIBA afeta negativamente a qualidade dos frutos.

Assim, nossos resultados demonstram que a pulverizacaoixitza sintética
ANA em macieiras 'Braeburn' durante o desenvolvimento ddesf pode contribuir
para a reducdo da ocorréncia desse distlrbio e para a nt@wiga qualidade nos

frutos.
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