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RESUMO

RAMOS, Angela Preza. Ac&o de auxina e brassinosteroide na funcionalidade do
xilema, composicdo mineral, estresse oxidativo e qualidade de magas ‘Galaxy’.
2017. 83 f. Dissertacdo (Mestrado em Producdo Vegetal — Area Fisiologia e
Tecnologia Pos-Colheita) — Universidade do Estado de Santa Catarina. Programa de
Pés-Graduagdo em Producédo Vegetal, Lages, 2017.

O objetivo desse trabalho foi avaliar os efeitos de aplicagcbes de auxina (acido
naftaleno acético - ANA) e brassinosteroide (catasterona) na funcionalidade dos
vasos do xilema, composicdo mineral, estresse oxidativo e atributos fisico-quimicos
dos frutos em macieiras ‘Galaxy’ cobertas com tela antigranizo de cor preta (malha
de 7 x 4 mm). O estudo foi realizado em um pomar comercial no municipio de
Vacaria, no Estado do Rio Grande do Sul. Os tratamentos avaliados foram &gua
(controle), ANA (0,1%), catasterona (10° M) e ANA (0,1%) + catasterona (10° M). As
aplicacbes foram realizadas via pedunculo dos frutos, com auxilio de um pincel,
utilizando um volume de 300 pL pedinculo®, a cada 15 dias, no periodo
compreendido entre os 40 a 127 dias ap0s a plena floragcdo (DAPF), nas safras
2015/2016 e 2016/2017. Foi realizada avaliagcdo de funcionalidade do xilema e
andlise dos teores minerais nos frutos a cada 15 dias, apds os 40 DAPF. Na colheita
comercial (136 DAPF), os frutos foram avaliados quanto aos atributos fisico-
quimicos e relacionados ao estresse oxidativo. Frutos tratados com catasterona e
com ANA tiveram maior numero de elementos de vasos de xilema coloridos nas
regides proximal, mediana e distal, em relagéo aos tratados com ANA + catasterona
e controle. A aplicacdo exdgena de catasterona em macéds ‘Galaxy’ aumentou a
atividade antioxidante total, o teor de compostos fendlicos totais e a atividade da
peroxidase, e reduziu o conteddo de malondialdeido (produto da peroxidacdo de
lipidios). O tratamento com ANA aumentou a coloracdo vermelha na epiderme dos
frutos, evidenciado pelo maior teor de antocianinas, menor angulo hue, e maior
indice de cor vermelha (ICV). Os efeitos da aplicacdo de ANA e catasterona sobre
os atributos de qualidade avaliados na colheita comercial foram variados. Frutos
tratados com catasterona apresentaram menor producéo de etileno, enquanto frutos
tratados com ANA obtiveram maior indice de iodo-amido e menores valores de
solidos soluveis e acidez titulavel. Variaveis de firmeza de polpa e textura ndo foram
afetadas pela aplicacdo dos fitorménios. As aplicacbes de ANA e catasterona
durante o desenvolvimento dos frutos podem contribuir para manutencdo da
qualidade de macgas ‘Galaxy’, proporcionando maior funcionalidade do xilema,
trazendo efeitos benéficos nos fatores relacionados ao estresse oxidativo, coloracéo
e producéo de etileno, em combinacgao ou isoladamente.

Palavras-chave: Malus domestica Borkh. Catasterona. Acido naftaleno acético.
Estresse oxidativo.






ABSTRACT

RAMOS, Angela Preza. Auxin and brassinosteroid effects on xylem
functionality, mineral composition, oxidative stress and quality of 'Galaxy'
apples. Dissertation (Plant Production Master's Degree - Area of Postharvest
Physiology and Technology) - Santa Catarina State University. Postgraduate
Program in Plant Production, Lages, 2017.

The objective of this work was to evaluate the effects of auxin (naphthalene acetic
acid - NAA) and brassinosteroid (catasterone) on xylem vessel function, mineral
composition, oxidative stress, and physico-chemical attributes of the fruit of 'Galaxy’
apple trees protected by anti-hail black knit color.The study was carried out in a
commercial orchard in Vacaria, State of Rio Grande do Sul (southern Brazil). The
treatments were water (control), NAA (0.1%), catasterone (10° M) and ANA (0.1%) +
catasterone (10° M). The applications were made through the fruit peduncle with the
aid of a brush, using a volume of 300 uL/peduncle, every 15 days, during the period
from 40 to 127 days after full bloom (DAFB), in 2015/2016 and 2016/2017. Xylem
functionality evaluation and mineral content analysis were performed on the fruits
every 15 days after the 40 DAPF. At commercial harvest (136 DAPF), fruit were
evaluated for physico-chemical attributes and attributes related to oxidative stress.
Fruit treated with catasterone and ANA had a higher number of colored xylem
vessels in the proximal, medial and distal regions, compared to those treated with
ANA + catasterone and control. Exogenous application of catasterone in 'Galaxy'
apples increased total antioxidant activity, total phenolic content and peroxidase
activity, and reduced the content of malondialdehyde (lipid peroxidation product).
ANA treatment increased the red coloration in the fruit epidermis, evidenced by the
higher content of anthocyanins, lower hue angle, and higher red color index.
Application of ANA and catasterone had variable effects on fruit quality attributes
evaluated at commercial harvest. Fruits treated with catasterone had lower ethylene
production, while ANA-treated fruits had higher starch-iodine index and lower soluble
solids content and titratable acidity, variables of flesh firmness and texture were not
affected. The applications of ANA and catasterone during fruit development may
contribute to preserve the quality of '‘Galaxy' apples, providing greater functionality of
xylem, bringing beneficial effects in factors related to oxidative stress, skin red color
and ethylene production, in combination or in isolation.

Keywords: Malus domestica Borkh. Catasterone. Naphthalene acetic acid. Oxidative
stress.
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1 INTRODUCAO

O Brasil € um dos maiores produtores mundiais de frutas e com sua imensa
diversidade de climas e de solos, possui condi¢des favoraveis para a producédo de
uma ampla quantidade de frutas tropicais, subtropicais e temperadas (FACHINELLO;
NACHTIGAL; KERSTEN, 2008).

Apesar da grande expressividade de frutiferas de clima tropical e subtropical,
a producdo de frutas de clima temperado possui posicdo de destaque, sendo
distribuida em cerca de onze estados brasileiros (FACHINELLO et al., 2011). No
entanto, a grande parcela produtiva se encontra na regido Sul do pais, nos Estados
de Santa Catarina, Rio Grande do Sul e Parana.

A cultura da macieira (Malus domestica Borkhausen) € a frutifera mais
cultivada, dentre as espécies de clima temperado, pertence a familia Rosaceae,
subfamilia Pomoideae, género Malus e espécie Malus x domestica, € uma espécie
de fruteira lenhosa e decidua (EMBRAPA, 2013). Desde o inicio de seu cultivo ha
mais de trés décadas, a producdo de macas vem crescendo, especialmente as
cultivares Gala, Fuji e seus clones, que possuem grande aceitacdo nacional e
internacional. Isso possibilitou que o Brasil deixasse de ser importador, passando a
ser um exportador de macas (FACHINELLO; NACHTIGAL; KERSTEN, 2008).

A cadeia produtiva da maca possui insercdo destacada no cenario da
fruticultura brasileira, o que lhe confere inquestionavel importancia na cadeia
agroalimentar do pais (BITTENCOURT et al., 2011). Segundo Kist (2015), a macieira
possui graduais avanc¢os alcancados em organizagcao, pesquisa e tecnologia, sendo
produzida em larga escala em regides de elevada altitude do Rio Grande do Sul, de
Santa Catarina e também do Sul do Parana.

Em 2016 a produgéo de maca chegou a 1.064.708 toneladas, em uma area
colhida de 34399 hectares, sendo que a regido Sul possui a maior area participativa
da producdo de macieira, totalizando 98,8%, com o Estado do Rio Grande do Sul
possuindo uma participacéo de 45,6% do total Nacional (IBGE, 2016).

O principal critério para o zoneamento climatico da macieira no Rio Grande do
Sul foi o acamulo de frio hibernal, que deve ser de 600 HF ou mais, para que uma
regido seja considerada preferencial para cultivo (CARDOSO et al., 2012). O polo

gaucho de Vacaria tornou-se realidade em vista da sua topografia, da altitude e do
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clima adequados para pomares de grande porte, ao lado da concessao de incentivos
governamentais (KIST, 2015).

O municipio de Vacaria conta com um total de 68 produtores, sendo o
principal produtor de macé no Estado do Rio Grande do Sul, contando com uma
area total de cultivo de 6.638,20 ha, sendo que 4.053,72 ha séo destinados a clones
de ‘Gala’ (AGAPOMI, 2017).

Na cultivar Gala destacam-se os clones ‘Royal Gala’, ‘Imperial Gala’ e
‘Galaxy’, que apresentam coloracdo mais vermelha dos frutos e tem bastante
aceitacdo no mercado consumidor (SEBRAE, 2016). A Embrapa (2010) descreve o
clone ‘Galaxy’, utilizado neste estudo, como tendo frutos atrativos, de coloragdo
vermelha mais intensa que ‘Royal Gala’, ‘Imperial Gala’ e ‘Gala Real'. O clone
‘Galaxy’ originou-se na Nova Zelandia, tendo qualidade padrdo para os clones do
grupo ‘Gala’, apresentando vigor medio sobre porta-enxertos M-9 e Marubakaido
com interenxerto de M-9.

Apesar da alta producéo e tecnificacdo da cadeia produtiva da maca no pais,
ainda se tem perdas pré e pés-colheita, ocasionadas por fatores diversos (SESTARI,
2006). Sestari (2006), afirma ainda que as perdas poOs-colheita em macéds sdo
superiores a 20%, dependendo de uma série de fatores intrinsecos e extrinsecos
aos frutos. Conforme a Associacdo Brasileira de Produtores de Macgéa (2004), quase
toda a producdo de macas é destinada ao armazenamento refrigerado e parte em
atmosfera controlada (AC), para que a fruta seja oferecida ao consumidor o ano
inteiro. Contudo, € necessario a manutencao da qualidade destes frutos durante
esse periodo, evitando perdas. Desta forma, busca-se alternativas para fortalecer
ainda mais a cadeia produtiva da maca, a fim de melhorar a qualidade dos frutos,
possibilitando reduzir perdas em pré e pos-colheita dos frutos, bem como, propiciar a
manutencdo da qualidade dos frutos durante a frigoconservagdo. A aplicacdo de
fitormbnios, como auxina e brassinosteroide pode ter viabilidade, trazendo beneficios
aos aspectos qualitativos dos frutos.

Os hormbnios sdo mensageiros quimicos, produzidos em uma célula, que
modulam o0s processos celulares em outra célula, interagindo com proteinas
especificas que funcionam como receptores ligados a rotas de transducéo de sinal.
Como em células animais, a maioria dos horménios é sintetizada em um tecido e
age, em concentragfes extremamente baixas, sobre sitios-alvo especificos em

outros tecidos, bem como nos tecidos onde sao produzidos (TAIZ; ZIEGER, 2013).



29

De acordo com Hawerroth et al. (2016), os reguladores de crescimento
podem ser utilizados em diversas situacdes na fruticultura de clima temperado, tais
como: micropropagacdo, formacdo de mudas, inducdo da brotacdo, aumento da
densidade floral, aumento da frutificacéo efetiva, raleio de flores e frutos, controle do
desenvolvimento vegetativo, aumento do calibre dos frutos, antecipagao e retardo na
maturacdo, diminuicdo da queda pré-colheita, aumento da capacidade de
conservacao dos frutos, reducdo da ocorréncia de disturbios fisioldgicos e na
melhoria da qualidade geral dos frutos.

Os fitormbnios sao classificados em auxinas (Axs), giberelinas (GAS),
citocininas (CKs), etileno (Et), acido abscisico (ABA), jasmonatos (JAS),
brassinosteroides (BRs) e acido salicilico (SA) (PELEG; BLUMWALD, 2011).

Dentre os fitormbnios destacam-se as auxinas, produzidas especialmente em
locais de crescimento ativo nas plantas, como os meristemas, gemas axilares e
folhas jovens, havendo também sua sintese em folhas adultas (TAIZ; ZIEGER,
2013). O transporte dessas substancias ocorre do apice do caule ou de outro 6rgao
para a base da planta. Em geral, as principais auxinas sao o acido indolacético
(AlA), o acido indolbutirico (AIB), o &cido naftalenoacético (ANA) e o acido 2,4-
diclorofenoxiacético (2,4-D) (FACHINELLO; NACHTIGAL; KERSTEN, 2008). Essas
substancias tém em comum a capacidade de atuar na expansdo e no alongamento
celular, ajudando também na divisédo celular em cultura de tecidos, principalmente no
enraizamento (KRIKORIAN, 1991).

A aplicacdo de auxinas de forma exdgena em macds foi estudada por
Devoghalaere et al. (2012), que observaram que estes fitormbnios s&o capazes de
aumentar o tamanho dos frutos, comprovando, pelo menos em parte, que as auxinas
sao fatores limitantes no controle da expanséao celular.

A auxina é um hormonio sintetizado em estruturas em desenvolvimento,
apresenta transporte polar e basipeto e atua na regulacdo do desenvolvimento dos
frutos e na inducdo e diferenciagdo de elementos de vasos de xilema (TAIZ,
ZEIGER, 2013). Dessa forma, a inducéo da xilogénese pela auxina pode aumentar o
aporte de calcio (Ca) aos frutos e contribuir com a manutencdo da qualidade dos
mesmo.

Outra classe de fitormbnio que vem ganhando destaque sdo o0s
brassinosteroides (BRs), amplamente distribuidos no reino vegetal. Podem ser

encontrados em diversas partes das plantas (folhas, raizes, polen, frutos), em maior



30

ou em menor concentragdes. E considerado um novo horménio vegetal, com alta
atividade fisiolégica e que desempenha importante funcdo na regulacdo do
crescimento e desenvolvimento das plantas. Além disso, este horménio aumenta a
frutificacdo, atividade dos antioxidantes, mantém a qualidade dos frutos (ZHAO-QU;
LIU; XIA, 2007), induz a diferenciacdo dos vasos do xilema (NAGATA; ASAMI,
YOSHIDA, 2001) e protege as plantas e os frutos contra estresses bibticos e
abidticos (LIU et al., 2009).

Os BRs isolados de polen foram originalmente descobertos como substancias
promotoras de crescimento, sendo os seus efeitos como fitormdnios confirmados em
estudos de fotomorfogénese (TAIZ; ZEIGER, 2013). S&o hormodnios esteroides
envolvidos em varios aspectos do crescimento e desenvolvimento vegetal, tais como
divisdo e expansédo celular, diferenciacdo vascular, crescimento de raiz, resposta a
luz, resisténcia ao estresse e senescéncia (KIM; WANG, 2010), estdo distribuidos
em todo o reino vegetal, e caracterizam-se, por possuirem uma estrutura quimica
esteroidal e por estimularem a divisdo e o alongamento celular nos tecidos jovens da
planta (FUJIOKA; SAKURAI, 1997).

Atualmente, sdo conhecidos e caracterizados mais de 50 tipos de BRs, sendo
brassinolideo e catasterona os mais abundantes e de mais ampla distribuicao
(BAJGUZ, 2011; MAZORRA; NUNEZ, 2008; ORTEGA-RODES et al., 2003). Os BRs
sdo sintetizados a partir de campesterol e silosterol, encontrados em abundancia nas
membranas vegetais, e colesterol, presente em niveis relativamente baixos. De
forma simplificada, na rota de biossintese dos BRs, o esterol campesterol é
inicialmente convertido em campestanol, duas rotas 0 convergem para catasterona
(CS), e esta é convertida em brassinolideo (BL) (TAIZ; ZEIGER, 2013).

Pesquisas revelaram que algumas das respostas induzidas pelas plantas
através da utilizacdo dos BRs séo a ativacédo da fotossintese, ativacdo de bombas
de protons, regulacdo da assimilacdo e alocacdo de carboidratos, promocédo do
alongamento e diviséo celular, aumento da diferenciacdo dos elementos traqueais,
promocgdo da sintese de etileno, dentre outros (BAJGUZ, 2011; GODA et al., 2004;
NAKAMURA et al.,, 2003). Para Muissig e Altmann (2002), o principal efeito de
promocédo do crescimento através do uso dos BRs é a estimulacdo do alongamento
celular.

Utilizando o BR sintético DAA-6 (BIOBRAS-6) em cana-de-agucar, Ortega-

Rodés et al. (2003) perceberam que com concentracdes de 10° molar, o
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crescimento das raizes aumentou em mais de 460%. Observaram também, que a
aplicacdo deste BR propiciou o incremento no tamanho dos caules. Porém, em
concentracdes maiores de 10 molar houve queda no estimulo de crescimento e em
niveis abaixo deste, ndo houve estimulo.

Realizando o tratamento de Arabidopsis com o acido 1-carboxilico-1-
aminociclopropano (ACC) em associacdo ao epibrassinolideo (EBR), De Grauwe et
al. (2005) perceberam aumento na diferenciacéo dos feixes vasculares do hipocatilo.
Aplicacdo exdgena de BRs em Arabidopsis promoveu a expressdo de uma série de
genes responsaveis pela expansido celular e crescimento de plantas (MUSSIG;
ALTMANN, 2002).

Segundo Taiz e Zeiger (2013), os BRs estdo envolvidos em uma grande
diversidade de processos de desenvolvimento, que incluem desenvolvimento de
fibra no algoddo, desenvolvimento de raizes laterais, manutencdo da dominancia
apical, diferenciacdo vascular e crescimento do tubo polinico. Algumas pesquisas
apontam que existe interacdo entre BRs e auxinas, ambos modulando a expresséo
de genes envolvidos nos mesmos processos fisiolégicos (NEMHAUSER;
MOCKLER; CHOR, 2004).

De acordo com Taiz e Zeiger (2013), a auxina e os BRs parecem aumentar o
crescimento dos tecidos da parte aérea de maneira sinérgica e interdependente,
indicando que cada hormonio necessita da presenca do outro para a atividade 6tima.
Os BRs também aumentam o transporte de auxina e estimulam o crescimento da
raiz lateral, bem como o crescimento diferencial em resposta ao gravitropismo.

O modelo atual sugere que os BRs promovem parcialmente o
desenvolvimento da raiz lateral por influéncia do transporte polar da auxina. O
tratamento com BR promove o transporte acropeto da auxina, o qual € necessario
para o desenvolvimento de raizes laterais (TAIZ; ZEIGER, 2013).

A sinalizacdo da auxina funciona em cada aspecto do crescimento e
desenvolvimento dos vegetais. Evidencia-se que o transporte de auxina € um
determinante primario na diferenciagcdo vascular. Em vegetais lenhosos perenes a
auxina estimula a ativacdo do cambio, na direcao basipeta. A diferenciacao vascular
em alguns tecidos envolve interagdes da auxina com outros hormoénios. Os BRs séo
hormdnios também envolvidos na divisdo e expansao celular e na diferenciacdo do

xilema durante o desenvolvimento vascular (TAIZ; ZEIGER, 2013). A aplicagao
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exdgena de BRs e auxina podem promover o aumento da funcionalidade do xilema
e do aporte de Ca para o fruto (GODA et al., 2004; De GRAUWE et al., 2005).

O Ca é transportado via xilema para os frutos, e a medida que estes
desenvolvem, ocorre uma progressiva disfuncédo dos vasos do xilema, acarretando a
uma distribuic&o irregular de nutrientes, principalmente do Ca. No entanto, o floema,
vaso condutor de outros elementos méveis, como potédssio (K), magnésio (Mg) e
nitrogénio (N), se mantém intacto, o que pode garantir o transporte desses minerais
durante o desenvolvimento dos frutos, causando desequilibrio com o Ca (DRAZETA
et al.,, 2004; MIQUELOTO et al., 2011). Portanto, a aplicacdo de BRs e auxina pode
favorecer a funcionalidade dos vasos de xilema, mantendo o aporte de Ca aos
frutos, reduzindo o desequilibrio nutricional, mantendo a composicédo mineral do fruto
adequada durante o ciclo. Além disso, a aplicacdo exdgena desses fitormonios pode
ter efeitos sobre o estresse oxidativo e mecanismo de defesa dos frutos. O estresse
oxidativo ocorre quando a geracao de espécies reativas de oxigénio (EROs) excede
a capacidade da planta para manter a homeostase celular, ou quando a producao de
EROs excede a capacidade da planta para elimina-las (HODGES, 2003; HEINZEN,
2016).

Conforme Karuppanapandian et al. (2011), o oxigénio molecular (O,) é
necessario para o desempenho das funcdes celulares. O O, inevitavelmente leva a
formacdo de EROs em eventos metabdlicos que ocorrem, principalmente, nas
mitocondrias, cloroplastos e peroxissomos. O peréxido de hidrogénio (H.0,) é a
principal EROs produzida que aciona moléculas para a inducdo de genes de defesa
e a polimerizacdo de proteinas que compde a parede celular, além de estimular a
producdo de enzimas antioxidativas ou de limpeza (LUKASIK; GOLAWSKA;
WOJCICKA, 2012).

As EROs ocasionam a peroxidacdo de acidos graxos polinsaturados dos
fosfolipideos das membranas das células, desintegrando-as. O dano as membranas
€ tomado como parametro para determinar o nivel de destruicdo de lipideos sob
varios estresses (KUSS, 2005). A peroxidacdo lipidica ocorre quando niveis de
EROs se elevam acima de um limiar, assim, ndo sO afetando diretamente o
funcionamento celular normal, mas também agrava o estresse oxidativo atraveés da
producéo de radicais derivados de lipideos (GILL; NARENDRA, 2010). A fosfolipase,
ativada pelas espécies toxicas, desintegra os fosfolipideos, liberando os acidos
graxos nado saturados (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1989), causando acdes
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deletérias dos peroxidos lipidicos, como elucidado por Kuss (2005), levando a
formacao de residuos quimicos como o malondialdeido (MDA).

Uma vez produzidos, a maior parte dos radicais livres sdo removidos pelas
defesas antioxidantes da célula que incluem enzimas e moléculas ndo enzimaticas.
A manutencdo do equilibrio entre a producdo de radicais livres e as defesas
antioxidantes é uma condi¢cdo essencial para o funcionamento normal da célula
(VALKO et al., 2007).

Segundo Flores et al. (2014), “para que a célula ndo se deteriore por
intoxicagao, elas possuem eficiente mecanismo de enzimas removedoras de EROs”.
De acordo com Nkang, Omokaro e Egbe (2000), as enzimas removedoras de
radicais livres (glutationa redutase, superoxido dismutase, catalase e peroxidase)
podem reduzir os produtos toxicos derivados do ataque de radicais livres, antes que
0s danos ocorram.

As enzimas superoxido dismutase (SOD) tem um papel importante na ajuda e
eliminacdo dos radicais livres. As enzimas SOD sdo as primeiras que atuam na
defesa do organismo contra as EROs. As peroxidases de plantas aumentam em
resposta a varios estresses bibticos e abioticos, participam no catabolismo de
auxinas e em processos de sintese de parede celular, como a oxidacdo de fendis
(SYROS et al.,, 2004). A remocao de H,O, por peroxidases requer uma pequena
molécula redutora (ou proteinas como o citocromo ¢ ou tioredoxina), para agir como
um cofator de regeneracao e nao leva a evolucao de O, porque a agua € o produto
da reacdo (MHAMDI; NOCTOR; BACKER, 2012).

E importante verificar a atividade antioxidante total do tecido, bem como, os
compostos fendlicos que estao relacionados principalmente com a protecao, pois na
maioria dos vegetais, os compostos fendlicos constituem os antioxidantes mais
abundantes (EVERETTE et al., 2010). De acordo com Imeh e Khokhar (2002), em
funcdo da elevada atividade antioxidante que os compostos fendélicos possuem, eles
podem atuar sobre o estresse oxidativo.

A auxina e os BRs podem atuar nos mecanismos de defesa, aumentando a
atividade enzimatica e a atividade antioxidante. Além disso, é relevante constatar
seus efeitos em relacdo aos atributos fisico-quimicos dos frutos, como a textura, a
firmeza da polpa, o indice de degradacdo do amido, o teor de sdlidos soluveis, a
acidez titulavel e o indice de cor de fundo da epiderme, além do metabolismo

respiratorio.
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O objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos da aplicacdo de &cido
naftalenoacético (ANA — uma auxina) e de catasterona (um BR) na diferenciacdo e
funcionalidade dos vasos do xilema, na composicdo mineral, na atividade de
enzimas envolvidas no estresse oxidativo, na atividade antioxidante e no teor de

compostos fendlicos, bem como nos atributos fisico-quimicos de magas ‘Galaxy’.
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2 MATERIAL E METODOS

O estudo foi realizado em um pomar comercial no municipio de Vacaria, no
Estado do Rio Grande do Sul (coordenadas geograficas 28° 28' 11,50" S e 50° 48’
47,12” O), altitude de 946 m) utilizando macieiras da cultivar Gala, clone ‘Galaxy’,
sobre porta-enxerto ‘Marubakaido’ com filtro de M9 (20 cm), com 9 anos de idade,
conduzidas em lider central e espacamento 4 x 0,72 m, cobertas com tela
antigranizo de coloragao preta, malha 7 x 4 mm.

Macieiras ‘Galaxy’ foram submetidas a aplicacbes no pedunculo dos frutos,
com auxilio de um pincel, utilizando um volume de 300 pL pedinculo™ de &acido
naftaleno acético (ANA 0,1%), catasterona (10° M) e a combinacdo de
catasterona (10° M) + ANA (0,1%), além do tratamento controle (4gua destilada).
As aplicacdes foram realizadas a cada 15 dias, no periodo compreendido entre os
40 a 127 dias apos a plena floracdo (DAPF), nas safras 2015/2016 e 2016/2017.

Apos os 40 DAPF, foi realizada avaliacdo de funcionalidade do xilema a cada
15 dias até os 127 DAPF, e aos 80, 97 e 136 DAPF foi realizada analise dos teores
de calcio (Ca), magnésio (Mg), potassio (K) e nitrogénio (N) totais, na safra
2015/2016. Na colheita comercial (136 DAPF), nas safras 2015/2016 e 2016/2017,
os frutos foram avaliados quanto a massa fresca, comprimento, diametro, cor da
epiderme, indice de cor vermelha (ICV), indice de iodo-amido, firmeza de polpa,
textura (forcas para ruptura da casca e penetracdo da polpa), taxas respiratéria
(producdo de CO,) e de producao de etileno (C,H,), acidez titulavel (AT), sélidos
soluveis (SS), teor de compostos fendlicos totais (CFT) e atividade antioxidante total
(AAT; pelo método ABTS), antocianinas, atividade enziméatica da peroxidase (POD)
e superoxido dismutase (SOD), e de espécies reativas de oxigénio (EROs) para
peréxido de hidrogénio (H,O,) e peroxidacao de lipidios. Nas avaliacOes realizadas
nas duas safras, sdo apresentados os resultados médios de ambas.

Para avaliacdo da funcionalidade do xilema nos frutos foi utilizada a técnica
de infusédo de corante, seguindo metodologia descrita por DraZeta et al. (2004). Doze
frutos por tratamento foram colhidos em intervalos quinzenais, dos 40 aos 127
DAPF. Estes foram acondicionados em sacos de polietileno contendo dgua destilada
para evitar a embolia do xilema e transportados ao laboratério para a determinagéo

da massa fresca e funcionalidade do xilema. A funcionalidade do xilema foi
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examinada apos imersdo da base dos frutos em um pequeno recipiente contendo

fucsina acida 1% (Figura 1).

Figura 1 - Técnica de infusdo do corante, utilizada para avaliacdo da funcionalidade
do xilema em macgéas ‘Galaxy’ tratadas com agua destilada (controle),
acido naftaleno acético (ANA), catasterona (brassinosteroide) e ANA +
catasterona.

B

Fonte: Elaborada pela autora, 2017.

A base do pedunculo de cada fruto foi seccionada com um estilete, seguido
de imediata imersdo em solug¢éo de corante. O corante foi infiltrado nos frutos por
meio do pedunculo durante aproximadamente 15 horas, em condi¢cbes normais de
transpiragcéo (temperatura de 20 a 25°C e umidade relativa do ar de 60 a 70%), com
a utilizacdo de um ventilador para remover os efeitos da camada limitrofe do ar. Os
frutos infiltrados foram cortados transversalmente, formando discos de tecidos de 20
mm de espessura, a partir do célice, e visualmente avaliados quanto ao numero e

distribuicdo dos feixes vasculares corados (Figura 2).
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Figura 2 - Frutos de macads 'Galaxy' cortados transversalmente e visualmente
avaliados quanto ao numero e distribuicdo dos feixes vasculares
corados, nas partes proximal mediana e distal.

Proximal Mediana

Distal

Fonte: Elaborada pela autora, 2017.

Os frutos foram avaliados quanto aos teores totais de Ca, Mg, K e N, somente
na casca e na polpa, na sec¢éao distal.

O N foi determinado pelo método semimicro Kjeldahl, via digestdo umida do
tecido, seguindo a metodologia descrita por Tedesco et al. (1995). Para
determinacao de Ca, Mg, K totais, as amostras foram submetidas ao processamento
em uma multiprocessadora de alimentos, marca Phillips Wallita, modelo RI 7625, e
homogeneizados com auxilio de um mixer (modelo Braun Multiquick MR40). Pesou-
se 5 g da amostra em cadinhos de porcelana M-2, que foram submetidos ao forno
mufla, a 600 °C por 5h, para calcinacéo do tecido. As cinzas, adicionou-se 15 mL de
solucao de acido cloridrico (1,8 N), formando o extrato original.

Para a determinacdo de Ca total, retirou-se uma aliquota de 3 mL do extrato
original e se adicionou 3 mL de lantanio, conforme metodologia descrita por Tedesco
et al. (1995), efetuando a leitura em equipamento de absor¢cdo atdmica (modelo
AAnalyst 200). Para Mg total, utilizou-se 2 mL do extrato original adicionados a 10
mL de agua destilada. Desta solucdo, retirou-se 3 mL, seguindo a mesma
metodologia descrita para a determinagédo de Ca. Para o K, 1 mL do extrato original
foi adicionado a 7 mL de 4gua destilada e as amostras lidas em fotdmetro de chama
(Digimed DM-61).

A quantificacdo da peroxidagdo de lipideos nas membranas celulares foi
realizada seguindo a metodologia descrita por Heath e Packer (1968), com algumas

modificacdes, na colheita dos frutos. Para isso, 0,3 g de tecido da polpa dos frutos
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foi macerado em 2 mL de acido tricloroacético (TCA; 0,1%), colocados em tubos
eppendorf e centrifugados a 10.000 rpm em uma centrifuga Hitachi, modelo CR 22N,
(Hamburgo, Alemanha) por 15 minutos a 4 °C. Em seguida, foi retirada uma
aliquota de 350 pL do sobrenadante e adicionado em eppendorf contendo 1,5 mL de
TCA (20%) e 0,5% de &cido tiobarbitdarico (MERCK, Darmstadt, Alemanha). As
amostras foram incubadas por 25 minutos a temperatura de 90-95 °C e, em seguida,
acondicionadas em gelo para deter a reacdo. ApoOs isso, as amostras foram
centrifugadas a 3.000 rpm por 10 minutos. Finalmente, 350 uL da amostra foi
depositada em placas de Elisa para a leitura da absorbéancia em comprimentos de
onda de 400, 532 e 600 nm, com auxilio de um leitor de microplacas (modelo
EnSpire, PerkinElmer, EUA). Para a prova em branco foi utilizado 500 uL de TCA
(0,1%). A determinacdo da integridade de membrana foi expressa em nmol.g™* MF
de malondialdeido (MDA) formado (peroxidagéo de lipideos).

As atividades da peroxidase (POD) e superédxido dismutase (SOD) foram
determinadas de acordo com o método proposto por Kar e Mishra (1976) e Del
Longo et al. (1993), respectivamente, com modificacdes. Para obtencdo do extrato
enzimético da POD e SOD foram utilizados 0,3 g do tecido da polpa previamente
triturado em nitrogénio liquido foi macerado em 3 mL do meio de extragdo, composto
de tampao fosfato de potassio 0,1 M (Vetec, Duque de Caxias, Brasil), pH 6,8, acido
etilenodiaminotetracético (EDTA) 0,1 mM (Dinamica, Diadema, Brasil) e fluoreto de
fenilmetilsulfébnico (PMSF) 1 mM (SIGMA, St. Louis, EUA). O extrato foi
acondicionado em eppendorfs, seguido de centrifugacdo a 10000 rpm, a
temperatura de 4 °C, por 15 minutos, com auxilio de uma centrifuga Hitachi, modelo
CR 22N, (Hamburgo, Alemanha). Em todas as etapas as amostras foram mantidas
em gelo picado para deter a reacéo.

A atividade da POD foi determinada pela adicdo de 600 pL do extrato
enzimatico em um tampao fosfato de potassio 25 mM, pH 6,8, guaiacol 20 mM e
H,0O, 20 mM. O decréscimo na absorbancia a 420 nm, na temperatura de 25 °C, foi
medida durante 1 minuto da reacdo, com auxilio de uma leitora de microplacas
modelo EnSpire (PerkinElmer, EUA), e a atividade expressa em pymol min™ mg™ de
proteina. Para a SOD retirou-se uma aliquota de 50 pL do sobrenadante,
acondicionando-o em banho de gelo, no qual adicionado a 2,95 mL do meio de
reacdo, composto de tampédo de fosfato de s6dio 50 mM (Vetec, Duque de Caxias,

Brasil), pH 7,8, metionina 13 mM (Vetec, Duque de Caxias, Brasil), azul de p-nitro
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tetrazolio (NBT) 75 uM (Vetec, Duque de Caxias, Brasil), EDTA 0,1 mM (Dinamica,
Diadema, Brasil) e riboflavina 2 uM (Vetec, Duque de Caxias, Brasil). A reacéo foi
conduzida na temperatura de 25 °C, em uma camara de reacao sob iluminacéao de
uma lampada fluorescente de 15W, mantida no interior de uma caixa fechada. Apos
10 min de exposicdo a luz, a iluminagdo foi interrompida e o composto azul
produzido pela reducéo do NBT foi quantificado no comprimento de onda de 560 nm,
utilizando uma leitora de microplacas, modelo EnSpire (PerkinElmer, EUA) e a
atividade expressa em pmol min™® mg™ de proteina.

Para a quantificacdo de compostos fendlicos totais (CFT) e da atividade
antioxidante total (AAT) foram obtidos extratos, utilizando-se amostras maceradas
em nitrogénio liquido, sendo 5 g e 2,5 g de polpa e casca, respectivamente. As
amostras foram homogeneizadas com 10 mL metanol (Vetec, Duque de Caxias,
Brasil) 50%, com o auxilio de ultraturrax Heidolph, modelo D-91126 (Schwabach,
Alemanha), permanecendo em repouso por 1 hora, seguido de centrifugacédo a
10000 rpm, a temperatura de 4 °C, por 10 minutos, em centrifuga Hitachi, modelo
CR 22N, (Hamburgo, Alemanha). Realizou-se a filtragem do sobrenadante, e ao
precipitado adicionou-se 10 mL de acetona 70% (Vetec, Duque de Caxias, Brasil),
seguido de homogeneizacdo com auxilio de ultraturrax Heidolph, modelo D-91126
(Schwabach, Alemanha), deixando-se repousar por 1 hora, seguido de centrifugagcao
a 10.000 rpm, a temperatura de 4 °C, por 10 minutos, em centrifuga Hitachi, modelo
CR 22N, (Hamburgo, Alemanha). O sobrenadante foi colocado para filtracédo
juntamente com o anterior, e o volume completado para 25 mL com agua destilada.
Deste extrato efetuou-se as analises de CFT e AAT.

A determinacdo de CFT foi realizada empregando o reagente Folin-
Ciocalteau. A curva padrao foi obtida com acido galico (BIOTEC, Pinhais, Brasil),
nas concentracbes de 0, 10, 30, 50, 70, 90 e 100 ppm. Para analise foram
adicionados 2,5 mL de Folin-Ciocalteau (SIGMA-ALDRICH, St. Louis, EUA) (1:3), 0,5
mL de amostra diluida (1:20) e 2,0 mL da solugédo de carbonato de sédio (Vetec,
Duque de Caxias, Brasil) 10%. Os tubos foram agitados em vortex e incubados por
uma hora em auséncia de luz. Realizou-se a leitura da absorbéancia no comprimento
de onda (1) de 765 nm em leitora de microplacas, modelo EnSpire (PerkinElmer,
EUA). Os resultados foram expressos em mg de equivalentes de acido galico por

100 g de massa fresca da amostra (mg EAG.100 g™* MF).
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A determinagdo da AAT foi baseada na extingdo da absorcdo dos radicais
ABTS (2,2-azinobis-3-etilbenzotiazolin-6-acido sulfénico). O radical foi gerado a partir
da reacdo da solucdo estoque de ABTS (7 mM) com o persulfato de potassio (140
mM), mantido no escuro por 16 h, a 20°C. Antes da analise, o radical ABTS foi
diluido em etanol até obter-se uma medida de absorbancia de 0,70 (+0,05) no A=734
nm. A partir do extrato hidroalcoolico, foram preparadas, em tubos falcon de 15 mL,
trés diluicdes diferentes, em triplicata. Foram transferidas aliquotas de 30 pL de cada
diluicdo do extrato para tubos com 3,0 mL do radical ABTS, e homogeneizadas em
agitador de tubos. A leitura foi realizada apds reacdo de 6 minutos em leitora de
microplacas, modelo EnSpire (PerkinElmer, EUA) no A=734 nm, e os resultados
expressos em umol de equivalente Trolox g™ de massa fresca.

A quantificacdo de peréxido de hidrogénio (H.O,), na avaliagdo de EROs, foi
feita de acordo com o método proposto por Gay, Collins e Gebicki (1999) e Hermes-
Lima, Willmore e Storey (1995), com modificacbes. Um grama da amostra foi
macerado em nitrogénio liquido e homogeneizado em 10 mL de metanol (Vetec,
Duque de Caxias, Brasil) a 0 °C, com auxilio de ultraturrax Heidolph, modelo D-
91126 (Schwabach, Alemanha). Apés a completa homogeneizacdo, as amostras
foram centrifugadas a 10.000 rpm, a temperatura de 4 °C, por 10 minutos, com
auxilio de uma centrifuga Hitachi, modelo CR 22N (Hamburgo, Alemanha). Em
seguida, retirou-se uma aliquota de 35 pL do sobrenadante, a qual foi adicionada a
placa de Elisa contendo 500 pL de sulfato de amonio ferroso [Fe(NH4)2(SO4)2] 1 Mm
(Vetec, Duque de Caxias, Brasil) e 200 pL de acido sulfrico [H,SO4] 250 mM
(MERCK, Darmstadt, Alemanha), que permaneceu em reag¢do por 5 minutos no
escuro. Em seguida adicionou-se 100 pL de xylenol laranja 1 mM (SIGMA-
ALDRICH, St. Louis, EUA) e a mistura foi mantida no escuro por 20 minutos, quando
entdo procedeu-se a leitura da absorbancia das amostras no A=560 nm em leitora de
microplacas, modelo EnSpire (PerkinElmer, EUA). As leituras foram comparadas
com uma curva padrdo com concentracdes conhecidas de peroxido de hidrogénio
(Vetec, Duque de Caxias, Brasil) e os resultados expressos em pmol g* de massa
fresca.

As antocianinas totais (ANT) foram determinadas conforme metodologia
adaptada por Fuleki e Francis (1968). Para determinacao de ANT, foi utilizado 5,0 g
de amostra de casca, adicionado a 15 mL de etanol/agua destilada (95:5, v/v),
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acidificado com etanol/acido cloridrico (HCI, 1,5 N) (85:15, v/v). As amostras foram
homogeneizadas em ultra turrax, marca Heidolph, modelo D-91126 (Schwabach,
Alemanha), mantidas durante 24 h a 4 °C, e posteriormente centrifugadas durante
20 min a 12.880 g, a 4 °C, em uma centrifuga Hitachi, modelo CR 22N, (Hamburgo,
Alemanha). Foi transferido 2 mL do sobrenadante para um baldo volumétrico e
completado o volume para 50 mL com o solvente extrator. As leituras foram
realizadas em leitora de microplacas, modelo EnSpire (PerkinElmer, EUA), no A=535
nm. A ANT foi expressa em mg cianidina 3-glicosideo por 100 g de massa fresca
(mg cianidina 3-glicosideo 100 g™* MF).

As determinacBes das taxas respiratérias (nmol de CO, kgt s?) e de
producdo de etileno (nmol de C,H4 kg™ s™) foram realizadas em uma subamostra de
aproximadamente 1.000 g de frutos, retirada de cada amostra, a qual foi
acondicionada em recipientes de 4.100 mL, hermeticamente fechados, por 30
minutos. Apds, foram coletadas trés amostras da atmosfera do espaco livre, com
seringas plasticas de 1 mL, e o volume de gas imediatamente injetado em um
cromatégrafo a gas Varian®, modelo CP-3800 (Palo Alto, CA, EUA), equipado com
uma coluna de acgo inox 1/8” de 3,0 m de comprimento, preparada com Porapak
N80/100, um metanador e um detector de ionizacdo de chama. As temperaturas da
coluna, detector, metanador e injetor foram de 45, 120, 300 e 110 °C,
respectivamente. Os fluxos de nitrogénio, hidrogénio e ar sintético foram de 70, 30 e
300 mL min, respectivamente.

A massa fresca de 12 frutos por tratamento foi aferida em uma balanca digital de
preciséo (0,0001g), modelo GE1302, marca Sartorius. Os valores de comprimento e
diametro de 20 frutos por repeticdo foram quantificados com o uso de um
paquimetro universal, série 125, exatiddo 0,003 — 0,002 mm (Starrett, Itu, Sdo Paulo,
Brasil).

A cor de fundo da epiderme foi determinada com base nos parametros L
(lightness), C (croma) e h° (angulo 'hue’) obtidos com um colorimetro Minolta®,
modelo CR 400 (Konica, Toquio, Japao). O L permite detectar as tonalidades da cor
(valores baixos correspondem a coloragdo escura e valores altos a coloracdo clara
da epiderme dos frutos), C expressa a saturacao da cor (0= cinza e 60= cores vivas)
e 0 h° define a coloragéo basica (0° = vermelho, 90° = amarelo e 180° = verde). As
leituras foram realizadas em dois pontos opostos na regido equatorial dos frutos, nos
lados mais e menos expostos a radiacdo solar. O indice de cor vermelha (ICV) foi
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determinado pela avaliagdo da superficie dos frutos recoberta com coloracéo
vermelha, a qual foram atribuidas notas de 1 a 4 para as percentagens da superficie
dos frutos pigmentada de vermelho de 0-25, 26-50, 51-75 e 76-100%,
respectivamente (STEFFENS et al., 2006).

O indice de iodo-amido foi avaliado através da submerséo da parte proximal
do fruto (cortado transversalmente na regido equatorial) em solugdo composta de
iodeto de potassio e iodo metalico, sendo avaliados em uma escala de 1 (muito
amido) a 5 (pouco amido).

A firmeza de polpa (N) foi determinada na regido equatorial dos frutos, com
auxilio de um penetrdmetro eletronico (GUSS Manufacturing Ltd., Africa do Sul),
equipado com ponteira de 11 mm de diametro, em dois lados opostos, onde foi
retirada, previamente, uma pequena porcao da epiderme.

Os atributos de textura (N) foram avaliados quanto as forgas para ruptura da
epiderme e para penetracdo da polpa. Estas andlises foram realizadas com um
analisador de textura modelo TAXT-Plus® (Stable Micro Systems Ltda, Surrey, Reino
Unido). Para a quantificacdo da forca para ruptura da epiderme e para a penetracao
na polpa foi utilizada uma ponteira, modelo PS2, com 2 mm de didmetro, sem
remoc¢do da epiderme, a qual € introduzida na polpa a uma profundidade de 5 mm
com velocidades pré-teste, teste e pos-teste de 30, 5 e 30 mm s, respectivamente.

A AT (% acido malico) foi determinada em amostra de 10 mL de suco dos
frutos, previamente extraido de fatias transversais retiradas da regido equatorial de
macas e triturado em uma centrifuga elétrica. Esta amostra foi diluida em 90 mL de
agua destilada e titulada com solucdo de NaOH 0,1 N até pH 8,1, utilizando um
titulador automatico TitroLine Easy® (Schott Instruments, Mainz, Rheinland-Pfalz,
Alemanha). Os teores de SS (%) foram determinados com auxilio de um
refratometro digital (modelo PR201a, Atago, Tokio, Japdo), utilizando-se o suco
extraido conforme descrito para AT, com corregao do efeito da temperatura (20 °C).

O delineamento experimental utilizado foi em blocos ao acaso, com 4
tratamentos, 5 repeticbes, cada repeticdo constituida de 4 plantas, sendo as
aplicacoes realizadas em 50 frutos por planta. As médias foram comparadas pelo
teste de Tukey (p<0,05). Todas as analises estatisticas foram realizadas no software
estatistico SAS, versao 9.1 (SAS INSTITUTE, 2009).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 FUNCIONALIDADE DO XILEMA E COMPOSICAO MINERAL DOS FRUTOS

A massa fresca na colheita comercial (136 DAPF) dos frutos tratados com
acido naftaleno acético (ANA), catasterona e ANA + catasterona foi similar ao
controle (Figura 3).

O aumento da massa fresca dos frutos ou aumento do tamanho ocorre
inicialmente pelo aumento no numero células e, posteriormente, pelo acimulo de
matéria seca e agua nos frutos, com o alongamento das células (LAKSO;
GOFFINET, 2013). O numero de células dos frutos é determinado nos primeiros 30
dias de desenvolvimento pelo processo de divisdo celular (LAKSO; GOFFINET,
2013). Esse processo consiste em uma série de alternancias de fases, como a
replicacdo do DNA (fase S) e a mitose (fase M), intercaladas pelas fases G1 e G2 da
interfase. As proteinas ciclinas (cyclin D3-CyD3) sd@o responsaveis por ativar as
ciclinas CDK/a e CDK/b, que controlam as transicdes de G1 para S e de G2 para M
(HU; BAO; LI, 2000). Neste sentido, os BRs e auxinas promovem um aumento nos
niveis dos transcritos de CyD3 e CDK/a, o que pode aumentar o processo de divisao
celular (HU; BAO; LI, 2000) nas fases iniciais de desenvolvimento dos frutos.
Contudo, como a catasterona e ANA foram aplicados a partir dos 40 DAPF, esses
horménios ndo promoveram o aumento da massa fresca (tamanho) dos frutos,
provavelmente porque eles ndo foram capazes de induzir um aumento nos niveis
dos transcritos e na atividade das proteinas CyD3 e CDK/a.

Scarpella et al. (2002), Laffont et al. (2010), Atkinson e Elsen (2012), explicam
que a rota de transporte de auxina polar estd funcionalmente ligada a expressao
génica (na parte aérea e na raiz) por meio de regulagdo de fatores como a
diferenciacdo de células procambiais, lignina e flavonoides. Estudos recentes
utilizando técnicas genéticas e bioquimicas identificaram o receptor de BRs, algumas
moléculas-chave de sinalizacdo e expressao génica relacionada a BRs (YADAYV et
al., 2018). A acédo de ANA + catasterona em conjunto pode afetar a expresséo da
atividade das proteinas CyD3 e CDK/a, no entanto, estudos que avaliam a acao
desses hormoénios anterior aos 40 DAPF devem ser conduzidos para elucidar os

efeitos desses compostos no crescimento e no acumulo de massa fresca dos frutos.
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Figura 3 - Massa fresca de macgas ‘Galaxy’ tratadas com agua destilada (controle),
ANA, catasterona e ANA + catasterona, colhidas aos 136 dias apds a
plena floracdo (DAPF). Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem
estatisticamente pelo teste de Tukey (p<0,05). Barras verticais indicam o
erro padrdo da média. Dados da safra 2015/16.
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Fonte: Elaborada pela autora, 2017.

Na regido proximal o controle obteve os menores valores de funcionalidade
do xilema. Nas por¢cdes mediana e distal, os menores valores de funcionalidade dos
vasos condutores ocorreu no tratamento ANA + catasterona (Figura 3).

Atkinson e Elsen (2012) explicam que a funcionalidade de um 6rgdo ou
meristema, através de sua capacidade de exportar auxina (fonte) via rota polar de
transporte, fornece uma medida mecanicista e quantificavel de "forca" para atrair
fotoassimilados e ions minerais.

As aplicagbes de ANA e catasterona isoladas apresentaram maior numero de
vasos de xilema nas regibes proximal, mediana e distal (Figura 4, a-c). A maior
funcionalidade dos vasos condutores nestes dois tratamentos pode ser devido a
xilogénese que é promovida por BRs e auxinas em plantas (TAIZ; ZEIGER, 2013).
Nakaya et al. (2002) e Choe et al. (2001) também relatam que estes hormonios sao
importantes para a expansao e divisao celular em partes aéreas e diferenciacdo do
xilema durante o desenvolvimento vascular. Em Arabidopsis thaliana, BRs e auxinas

controlam a expressdo de genes responsaveis pela diferenciagdo de vasos do
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xilema, como AtHB8 (MATTSSON; CKURSHUMOVA; BERLETH, 2003; FUKUDA,
2004). Em Plantas de Lepdium sativa cultivadas com brassinazole, um inibidor de
BRs, apresentaram maior diferenciacdo de vasos do floema em detrimento ao
xilema, quando comparadas ao controle (NAGATA; ASAMI; YOSHIDA, 2001). Isso
demonstra que os BRs desempenham um papel importante no desenvolvimento do
xilema (NAGATA; ASAMI; YOSHIDA, 2001), enquanto o inibidor de BRs reduz a
diferenciacédo de elementos de vasos de xilema.

Jacobsen, Ayala e Pratt (2018) relataram que em algumas espécies,
elementos de vasos dentro do xilema secundario podem levar varias semanas para
se desenvolver, amadurecer e abrir antes de se tornarem hidraulicamente
funcionais, muitas das transicdes entre os diferentes estagios do tempo de vida
funcional do vaso dependem de interacbes com elementos vivos do Xxilema,
particularmente células de contato no parénquima do xilema. A diferenciacdo de
novos elementos de vasos de xilema somente ocorre no periodo de 40 a 100 DAPF,
guando as células do procambio sédo capazes de originar esses elementos (TAIZ et
al., 2017).

A capacidade das plantas de alterar a coorte de vasos funcionais
hidraulicamente através da maturacdo de novos vasos e a oclusao de vasos € um
mecanismo subvalorizado para o xilema, um tecido vivo, para responder as
mudancas nas condi¢cdes e requisitos hidraulicos (JACOBSEN; AYALA; PRATT,
2018). O xilema de muitas espécies frutiferas perde a funcionalidade com o
desenvolvimento do fruto (DRAZETA et al., 2004). A perda da sua funcéo ocorre
devido ao aumento no tamanho dos frutos (expansao celular), que promove uma
compressdo dos vasos do xilema, causando o colapso e a perda da sua
funcionalidade (DRAZETA et al., 2004). Miqueloto (2014) observou em macas ‘Fuji’ e
‘Catarina’, a perda da funcionalidade do xilema no sistema cortical primario e
secundario, durante o periodo de 40 a 188 dias apos a plena floragdo (DAPF).

Dessa forma, como a catasterona e o ANA foram aplicados durante o periodo
de 40 a 127 DAPF, esses hormonios devem ter induzido as células do procambio a
diferenciar novos elementos de vasos do xilema, ou contribuido para a manutencgao
funcional desses vasos por um maior periodo de tempo em relacdo aos frutos
tratados com ANA + catasterona e o tratamento controle (Figura 4). Por outro lado, a

associacdo de ANA + catasterona, exogenamente pode promover modificacdes no
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balanco hormonal enddgeno da planta e reduzir a diferenciagdo de elementos de
vasos de xilema na parte distal do fruto.

Figura 4 - Numero de vasos de xilema coloridos no sistema cortical priméario, nas
regides a) proximal, b) mediana e c) distal de magas ‘Galaxy’, tratadas
com &gua destilada (controle), ANA, catasterona e ANA + catasterona,
durante o periodo de 40 a 127 dias ap0s a plena floracdo (DAPF). Dados
da safra 2015/16.
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As concentracdes minerais de N, Ca, K e Mg total da polpa e da casca, na
regido distal, foram quantificadas durante o periodo de crescimento e
desenvolvimento dos frutos (80, 97 e 136 DAPF) para todos os tratamentos
(Tabelas 1 e 2).

Os frutos submetidos a aplicacdo com ANA aos 97 DAPF apresentaram
maior teores de Ca na polpa quando comparados aos frutos tratados com ANA +
catasterona e aos frutos do tratamento controle, ndo diferindo dos frutos que
receberam aplicacdo de catasterona (Tabela 1). Na casca dos frutos, constatou-se
diferenca significativa aos 80 DAPF, em que os frutos tratados com ANA
apresentaram maior teor de Ca em relacdo ao controle (Tabela 2). Pode ser
verificado na Figura 4c que nestes mesmos periodos, os frutos tratados com ANA e
catasterona, aplicados de forma isolada, apresentaram maior numero de vasos de
xilema funcionais na regido distal.

Em experimento conduzido por Atkinson e Else (2012), observou-se que, as
concentracbes de N, P e K foram maiores em ramos jovens, iSSO sugere alocacéo
diferencial, em relagdo aquela observada com o declinio nas concentracfes de
folhas volumosas e no conteudo total de folhas, para Ca, Mn e Mg.
Mecanisticamente, a entrega a granel de soluto de xilema, ligada ao acumulo de
ions em ramos mais jovens, pode apenas levar em conta o padrdo observado com,
por exemplo, Ca (ATKINSO; ELSE, 2012).

Conforme Drazeta et al. (2004) e Miqueloto et al. (2011), o Ca é transportado
para os frutos através dos vasos do xilema. No entanto, o floema, vaso condutor de
outros elementos, como K, Mg e N, se mantém intacto, o que pode garantir o
transporte desses minerais durante o desenvolvimento dos frutos, causando
desequilibrio com o Ca. Desta forma é importante a manutencéo da funcionalidade
do xilema proporcionada pela aplicagcdo de ANA e catasterona, para nao reduzir o
aporte de Ca aos frutos.

De acordo com Freitas et al. (2014) e Miqueloto et al. (2011), o Ca é
importante para a manutencao e integridade da membrana plasmatica, através das
ligagcbes idbnicas com o éanion fosfato de fosfolipideos. Os autores também
evidenciam que altos teores de K e Mg, pode acarretar em competicdo destes

elementos pelos sitios de ligacdo do Ca na membrana plasmatica. Contudo, o K e o
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Mg ndo desempenham a mesma funcéo de integridade de membranas que o Ca, o
gue provoca o colapso da membrana e a morte celular.

O Ca é um importante componente da parede celular, estando associado com
0s grupos carboxilicos livres da pectina, para que esta mantenha sua estrutura. Além
disso, a medida que ocorre a desmetilacdo da lamela média, pela acdo da
pectinametilesterase, o Ca™ volta a ligar-se, formando ligacdo de natureza
cooperativa, assim, mantendo a firmeza do fruto (EVANGELISTA, 1999). Com isso,
o Ca tem recebido atencdo, nos ultimos anos, ndo somente em relacdo as
desordens fisiologicas, mas também por causa de seu efeito desejavel nos frutos,
atuando na manutencdo da firmeza de polpa. No entanto, os resultados obtidos,
demonstram que ndo houveram diferencas significativas na firmeza de polpa e
atributos de textura dos frutos entre os diferentes tratamentos (Tabela 6).

De acordo com Kerbauy (2008), frutos com deficiéncia de Ca tem tendéncia
a apresentar aumento nas taxas respiratorias e de producdo de etileno. Neste
trabalho, os frutos tratados com catasterona, apresentaram menor producdo de
etileno em relacdo ao controle na colheita, ndo diferindo dos demais (Tabela 5), o
gue pode estar relacionado ao aporte ideal de Ca aos frutos, ocorrendo retardo do
amadurecimento e senescéncia.

Possiveis mecanismos de envolvimento da sinaliza¢éo de célcio na formacédo
de espécies reativas de oxigénio em células vegetais e inducdo de resisténcia ao
calor de células vegetais pela acdo de BRs exdgena tém sido discutidos
(KOLUPAEV et al., 2015).
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Tabela 1 - Teores (mg kg™ de massa fresca) de nitrogénio (N), célcio (Ca), potassio (K)
e magnésio (Mg) na polpa, na regido distal de frutos de macieiras ‘Galaxy’
tratadas com &gua (controle), acido naftaleno acético (ANA) 0,1%,
catasterona (10° M) e ANA 0,1% + catasterona (10°), colhidos aos 80, 97 e
136 dias ap0s a plena floracdo (DAPF). Dados da safra 2015/16.

Tratamento N Ca K Mg
80 DAPF
Controle 732,8a 52,13 a 1297,7 a 63,43 a
ANA 0,1% 892,7 a 66,34 a 1161,1a 59,01 a
Catasterona 10° M 719,7 a 54,05 a 1253,8 a 48,47 a
ANA 0,1% + Catasterona 10° M 777,1a 63,05 a 1042,4 a 59,93 a
CV (%) 12,38 16,73 14,38 15,33
97 DAPF
Controle 930,5a 44,26 b 884,1 ab 44,84 a
ANA 0,1% 1044,7 a 62,99 a 836,2 b 47,52 a
Catasterona 10° M 862,5a 58,04 ab 1174, a 49,48 a
ANA 0,1% + Catasterona 10° M 858,8 a 41,34 b 825,5b 51,03 a
CV (%) 23,4 23,18 21,47 14,59
136 DAPF
Controle 504,6 a 62,92 a 1043,3 a 43,07 a
ANA 0,1% 759,6 a 68,93 a 633,5a 41,96 a
Catasterona 10° M 920,1a 64,94 a 864,6 a 45,61 a
ANA 0,1% + Catasterona 10° M 754,6 a 61,46 a 891,1a 49,01 a
CV (%) 22,5 12,86 27,28 30,05

Médias seguidas pela mesma letra nas colunas, em cada data de coleta dos frutos, ndo diferem
estatisticamente pelo teste de Tukey (p < 0,05).
Fonte: Elaborada pela autora, 2017.
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Tabela 2 - Teores (mg kg™ de massa fresca) de nitrogénio (N), calcio (Ca), potassio (K)
e magnésio (Mg) na casca, na regiao distal de frutos de macieiras ‘Galaxy’
tratadas com agua (controle), acido naftaleno acético (ANA) 0,1%,
catasterona (10° M) e ANA 0,1% + catasterona (10 M), colhidos aos 80,
97 e 136 dias apos a plena floracdo (DAPF). Dados da safra 2015/16.

Tratamento N Ca K Mg
80 DAPF
Controle 6429 b 133,4b 981,2 a 76,16 c
ANA 0,1% 898,5 ab 209,1 a 960,9 a 102,88 b
Catasterona 10° M 832.6 ab 160,7ab 1021,3a 79,12 c
ANA 0,1% + Catasterona 10° M 987,1a 181,1 ab 1536,5 a 120,13 a
CV (%) 23,80 24,65 49,14 21,17
97 DAPF
Controle 527,2 ¢ 1435 a 13743 a 32,35b
ANA 0,1% 929,5 ab 2455 a 1528,0 a 48,01 a
Catasterona 10° M 7976 b 156,2 a 1669,2 a 35,77Db
ANA 0,1% + Catasterona 10° M 1070,6 a 2430 a 1501,7 a 39,68 ab
CV (%) 22,45 34,87 30,52 18,58
136 DAPF
Controle 726,1a 153,2 a 851,1b 41,47 a
ANA 0,1% 605,6 a 189,7 a 11332 a 33,84 a
Catasterona 10° M 536,7 a 175,7 a 1249,0 a 31,03 a
ANA 0,1% + Catasterona 10° M 932,4 a 150,5a 1269,6 a 37,28 a
CV (%) 23,20 22,01 16,31 21,88

Médias seguidas pela mesma letra nas colunas, para uma mesma data de coleta de frutos, ndo
diferem estatisticamente pelo teste de Tukey (p < 0,05).
Fonte: Elaborada pela autora, 2017.
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Tabela 3 - Relagbes Mg/Ca, N/Ca, K/Ca, (K+Mg)/Ca e (K+Mg+N)/Ca na polpa, na regido distal de frutos de macieiras
‘Galaxy’, tratados com &agua (controle), acido naftaleno acético (ANA) 0,1 %, catasterona (10°) e ANA 0,1% +

catasterona (10°®), colhidos aos 80, 97 e 136 dias apds a plena floracdo (DAPF). Dados da safra 2015/16.

Tratamento Mg/Ca N/Ca K/Ca (K+Mg)/Ca  (K+Mg+N)/Ca
80 DAPF
Controle 1,226 a 14,16 a 25,33 a 26,56 a 40,72 a
ANA 0,1% 0,900 b 13,64 a 1761b 18,51 b 32,15a
Catasterona 10° M 0,891b 13,34 a 23,39 a 24,27 a 37,62 a
ANA 0,1% + Catasterona 10°M 0,966 b 12,55a 16,65 b 17,62 b 30,17 a
CV (%) 17,71 26,92 13,92 22,08 18,28
97 DAPF
Controle 1,025 a 20,61 a 13,58 a 21,15a 41,76 a
ANA 0,1% 0,759 a 16,77 a 10,24 a 14,21 a 30,98 a
Catasterona 10° M 0,868 a 15,22 a 16,04 a 21,41 a 36,64 a
ANA 0,1% + Catasterona 10°M 1,371 a 2291 a 11,87 a 23,18 a 46,09 a
CV (%) 41,22 38,01 38,01 30,61 38,86
136 DAPF
Controle 0,691 a 8,618 a 17,60 a 18,29 a 26,91 a
ANA 0,1% 0,648 a 11,75 a 10,09 a 10,74 a 22,48 a
Catasterona 10° M 0,490 a 10,95 a 10,99 a 11,48 a 2243 a
ANA 0,1% + Catasterona 10°M 0,620 a 8,857 a 11,45 a 12,07 a 20,92 a
CV (%) 27,80 40,39 43,80 42,56 35,71

Médias seguidas pela mesma letra nas colunas, para uma mesma data de coleta de frutos, ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey (p <

0,05).
Fonte: Elaborada pela autora, 2017.
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Tabela 4 - Relacdes Mg/Ca, N/Ca, K/Ca, (K+Mg)/Ca e (K+Mg+N)/Ca na casca, na regido distal de frutos de macieiras
‘Galaxy’, tratados com agua (controle), acido naftaleno acético (ANA) 0,1 %, catasterona (10°) e ANA 0,1% +
catasterona (10°®), colhidos aos 80, 97 e 136 dias apds a plena floracdo (DAPF). Dados da safra 2015/16.

Tratamento Mg/Ca N/Ca K/Ca (K+Mg)/Ca  (K+Mg+N)/Ca

80 DAPF
Controle 0,588 a 5,024 a 5,262 a 5,850 a 10,87 a
ANA 0,1% 0,498 a 4,420 a 4,846 a 5,344 a 9,764 a
Catasterona 10° M 0,493a 5,334 a 6,549 a 7,042 a 12,38 a
ANA 0,1% + Catasterona 10° M 0,689 a 5,698 a 9,006 a 9,695 a 15,39 a
CV (%) 24,04 30,40 52,71 49,66 39,08

97 DAPF
Controle 0,227 a 3,745 a 9,618 a 9,844 a 13,58 a
ANA 0,1% 0,198 a 3,891 a 6,153 a 6,351 a 10,24 a
Catasterona 10° M 0,230 a 5172 a 10,64 a 10,87 a 16,04 a
ANA 0,1% + Catasterona 10°M 0,177 a 4,943 a 6,754 a 6,931 a 11,87 a
CV (%) 16,31 30,31 35,85 28,20 35,27

136 DAPF
Controle 0,164 b 2,874 a 3,362 a 3,526 b 6,400 b
ANA 0,1% 0,118 b 3,820 a 7,440 a 7,617 a 11,43 a
Catasterona 10° M 0,185 ab 3,547 a 8,004 a 8,189 a 11,74 a
ANA 0,1% + Catasterona 10° M 0,251a 6,507 a 8,573 a 8,824 a 15,33 a
CV (%) 23,12 57,84 50,22 49,29 49,09

Médias seguidas pela mesma letra nas colunas, para uma mesma data de coleta de frutos, ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey (p <

0,05).
Fonte: Elaborada pela autora, 2017.
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Neste trabalho o teor de N diferiu entre tratamentos apenas na casca, onde aos
80 DAPF os frutos tratados com os dois fitormonios combinados obtiveram maiores
teores comparados ao controle. Aos 97 DAPF os frutos tratados com agua destilada
(controle), obtiveram menor teor de N que os demais tratamentos. E a combinacao de
ANA + catasterona apresentou o0s teores mais elevados deste elemento se comparado
a catasterona de forma isolada (Tabela 2). Aos 136 DAPF, néo foi verificado diferencas
entre os tratamentos para o teor de N nos frutos (Tabela 2).

O N é um elemento que em elevada disponibilidade nos solos pode afetar de
forma positiva a produtividade e o tamanho dos frutos, porém, pode ser desfavoravel
para coloracao dos frutos, para a firmeza da polpa, pode propiciar o desenvolvimento
de disturbios fisioldgicos, aumento na respiracdo e a producédo de etileno (WARGO;
MERWIN; WATKINS, 2003; SOUZA et al.,, 2013). Desordens fisiologicas estdo
associadas ao excesso de N, e a deficiéncia de Ca, pois o0 N, induz a o crescimento
vegetativo, aumenta a competicdo entre frutos e folhas pelo Ca, uma vez que os frutos
transpiram menos que as folhas, e acabam concentrando menos Ca (NAVA; DECHEN,;
NACHTIGALL., 2008). Neste trabalho, ndo houveram diferencas entre os tratamentos e
datas de avaliacdo para a relagcédo N/Ca nos tecidos de polpa e casca (Tabelas 3 e 4).

Para os teores de K, foram verificadas diferencas na polpa somente aos 97
DAPF (Tabela 1), onde os frutos tratados com catasterona obtiveram maior teor deste
mineral, quando comparados aos que receberam aplicacdo de ANA, seja de forma
isolada ou em combinag¢do com catasterona, e os frutos tratados com hormdnios néo
diferiram do grupo controle (Tabela 1). E na casca, aos 136 DAPF, os frutos que
receberam as aplicagbes hormonais isoladas e em combinagéo apresentaram maiores
teores deste mineral em relacdo ao grupo controle (Tabela 2).

O K pode influenciar os aspectos de qualidade nos frutos, podendo alterar a
firmeza e o conteudo de acucares. A deficiéncia de K reduz o transporte de acgucares
das folhas para os frutos (CHITARRA; CHITARRA, 2005), o que pode ter ocorrido neste
estudo, pois o teor de SS foi menor nos frutos tratados com ANA (Tabela 5), que
também obtiveram menor teor de K em uma das datas de avaliacdo, entretanto este

valor ndo é considerado relativamente baixo para frutos de macéds, em trabalho
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realizado por Amarante et al. (2012) foi encontrado 1.029 mg kg™ de K em pomares de
Vacaria-RS, mesma cidade de onde derivaram os frutos deste experimento.

Ernani, Dias e Flores (2002) evidenciaram que a deficiéncia de K, é um limitante
a produtividade, podendo prejudicar o tamanho e a coloracdo das macas. No entanto,
seu excesso também favorece o aparecimento de disturbios fisiolégicos, pela
competicdo com os sitios de ligacdo do Ca. A relacdo K/Ca diferiu na polpa dos frutos
aos 80 DAPF, sendo mais baixo nos tratamentos com ANA e ANA + catasterona
(Tabela 3).

O Mg diferiu entre os tratamentos apenas na casca dos frutos, aos 80 e 97
DAPF, onde os tratamentos com a utilizacdo de ANA, isolado ou em combinagéo com a
catasterona, tiveram maior teor deste mineral (Tabela 2). A relacdo Mg/Ca diferiu entre
tratamentos aos 80 DAPF na polpa (Tabela 3) e aos 136 DAPF na casca (Tabela 4) dos
frutos. Na polpa, o controle apresentou maior relacdo Mg/Ca em relagcdo aos demais
tratamentos. Na casca, a maior relacdo Mg/Ca foi observada na combinacdo de ANA +
catasterona, quando comparado aos tratamentos ANA e controle.

A relacdo (K+Mg)/Ca na polpa dos frutos diferiu entre os tratamentos aos 80
DAPF (Tabela 3), tendo valores menores nos tratamentos com ANA e ANA +
catasterona. Na casca dos frutos, verificou-se diferengas na colheita (136 DAPF), em
gue os frutos controle apresentaram menor relagcéo (K+Mg)/Ca quando comparados aos
demais tratamentos. Este comportamento foi constatado tanto para (K+Mg)/Ca como
também para (K+Mg+N)/Ca (Tabela 4).

Amarante, Chaves e Ernani (2006) observaram a incidéncia de disturbio
fisiolégico, no caso o “bitter pit” em macgéas ‘Gala’ apresentando, na casca, valores das
relacbes K/Ca>12,4, Mg/Ca>2,0, (K+Mg)/Ca>14,3 e (K+Mg+N)/Ca>18,4. Neste
trabalho, essas relagcbes mantiveram-se abaixo destes valores em todas as datas de

avaliacao e tratamentos (Tabela 4), e ndo houve a incidéncia deste disturbio fisiologico.
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3.2 FATORES RELACIONADOS AO ESTRESSE OXIDATIVO E ATRIBUTOS DE
QUALIDADE DOS FRUTOS

BRs desempenham papel crucial no crescimento das plantas, desenvolvimento e
tolerancia ao estresse (AHAMMED et al., 2015). A atividade antioxidante total (ATT)
guantificada através do método ABTS, na polpa e casca, foi superior nos frutos tratados
com catasterona em comparacao aos frutos tratados com ANA e nao diferiu dos demais
tratamentos (Figuras 5a e 5b). O conteddo de antioxidantes, aminoacidos e tidis
também aumentou com a aplicacédo do catasterona, relatado por Yadav et al. (2018). As
plantas possuem um sistema antioxidante Uunico composto de antioxidantes enzimaticos
e ndo enzimaticos para neutralizar o nivel prejudicial de EROs, a fim de manter a
funcdo celular normal (BAXTER; MITTLER; SUZUKI, 2014). J&4 o teor de CFT na polpa
foi superior em frutos tratados com catasterona e ANA + catasterona, em relacdo ao
controle, sem diferir do tratamento com ANA (Figura 6a). Para o CFT na casca, néo foi
verificada diferenca entre os tratamentos (Figura 6b).

Os antioxidantes totais sao substancias capazes de dissipar EROs, que
ocasionam danos a nivel de membrana das células. As BRs aumentam o conteudo de
pigmentos fotossintéticos, a eficiéncia de assimilacdo de CO,, o potencial antioxidante e
a expressao génica relacionada, especialmente durante estresse abiético (AHAMMED
et al., 2015).

Dentre 0s varios compostos antioxidantes, os que mais se destacam sao 0s
compostos fenolicos. Estes compostos apresentam excelente atividade de detoxificacao
da acdo do oxigénio como radical superoéxido, radical hidroxila e oxigénio singleto, e
inibe a peroxidacdo de lipidios. O peroxido de hidrogénio (H.O,) € uma importante
espécie reativa de oxigénio (ERO), funcionando ndo s6 como molécula sinalizadora,
mas também como indutor de estresse oxidativo (BAXTER; MITTLER; SUZUKI, 2014).
Por causa de sua relativa longa vida util, seu acumulo é frequentemente considerado
como um marcador de estresse oxidativo (AHAMMED et al., 2015). A atividade
antioxidante de compostos fendlicos deve-se principalmente as suas propriedades
redutoras e estrutura quimica. Estas caracteristicas desempenham papel importante na
neutralizagdo ou sequestro de radicais livres, agindo tanto na etapa de iniciagdo como

na propagacéao do processo oxidativo.
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Os intermediarios formados pela acdo de antioxidantes fendlicos séao
relativamente estaveis, devido a ressonéancia do anel aromatico presente na estrutura
destas substancias (SOARES, 2002).

Cao et al. (2005) evidenciam que a aplicacdo exdgena de BR estimula as
defesas antioxidantes das plantas em geral, no entanto, ainda ndo esté claro se estes
compostos modulam direta ou indiretamente a resposta das plantas ao estresse
oxidativo. Conforme Bajguz (2000), a aplicacdo de BRs normalmente promove a
atividade do sistema de defesa antioxidante, aumentando a ATT, evidenciando ainda
que resultados obtidos pela aplicacdo do 24-epibrassinolideo estédo relacionados com a
regulacao da atividade do sistema enzimatico antioxidante.

Figura 5 - Atividade antioxidante total, quantificada através do método ABTS, a) na
polpa b) na casca de magéds ‘Galaxy’ tratadas com agua destilada
(controle), ANA, catasterona e ANA + catasftrona, colhidas aos 136 dias
apos a plena floracdo (DAPF). Médias seguidas pela mesma letra néo
diferem estatisticamente pelo teste de Tukey (p < 0,05). Barras verticais

indicam o erro padrdo da média. Dados médios das safras 2015/16 e
2016/17.
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Fonte: Elaborada pela autora, 2017.



57

Figura 6 - Teor de compostos fendlicos totais (mg EAG.100 g* massa fresca) a) na
polpa e b) na casca de magas ‘Galaxy’ tratadas com agua destilada
(controle), ANA, catasterona e ANA + catasterona, colhidas aos 136 dias
apos a plena floracdo (DAPF). Médias seguidas pela mesma letra ndo
diferem estatisticamente pelo teste de Tukey (p < 0,05). Barras verticais
indicam o erro padrdo da média. Dados médios das safras 2015/16 e
2016/17.
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Fonte: Elaborada pela autora, 2017.

Os frutos tratados com catasterona e ANA + catasterona exibiram menor
concentracdo de malonaldeido (produto da peroxidacédo de lipideos das membranas)
em relacdo aos frutos tratados com ANA e aos frutos do controle (Figura 7a). Além
disso, os frutos submetidos a aplicacdo de catasterona tiveram maior atividade da
enzima peroxidase quando comparado aos demais tratamentos (Figura 8a). Ja para a
guantidade de H,O, produzido e atividade da enzima SOD, néo foi verificada diferencas
entre os tratamentos (Figuras 7b e 8b).

A peroxidagcdo de lipideos em membranas ocorre em fungdo do acumulo de
algumas EROs, como H,O,, oxigénio singleto, superoxido e radical hidroxido, que
causam danos oxidativos nas membranas das células vegetais (OGWENO et al., 2008).
Para dissipar essas EROs, 0s vegetais apresentam alguns mecanismos, como a
indug&o e o aumento da atividade de algumas enzimas do estresse antioxidativo, além

da inducéo da atividade dos compostos antioxidantes. O que provavelmente pode ter
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ocorrido neste trabalho, em que o tratamento com brassinosteroide, pela indugéo de
maior atividade da enzima POD e maior teor de compostos antioxidantes, proporcionou
dissipacédo das EROs, e isso refletiu na menor concentracdo de malonaldeido. Estes
resultados corroboram com Ershova e Khripach (1996), que verificaram inibicdo na
degradacdo oxidativa de lipidios com o uso de BR, diminuindo os teores de
malondialdeido (produto da peroxidacao de lipidios), agindo assim como um protetor de
membrana.

Assim, estes resultados demonstram que frutos tratados com castasterona 10° M
possuem menor peroxidacdo de lipideos ha membrana plasmética em funcéo da menor
guantidade formada de H,O, pelo aumento da atividade da enzima do estresse
antioxidativo (peroxidase) que dissipa as EROs. A dissipacdo das EROs tem como
consequéncias retardo no processo de maturacdo e senescéncia e manutencdo da
qualidade pés-colheita dos frutos.

No estresse oxidativo ocorrem diferentes reacdes enzimaticas e ndo enzimaticas
com formacdo e degradacdo dos radicais livres. O sistema defensivo enzimatico
envolve acdo de enzimas como a SOD, catalase (CAT), POD, glutationa peroxidase
(GPX), ascorbato peroxidase (APX), glutationa redutase (GR) e glutationa S-transferase
(GSTs) (BLOKHINA; VIROLAINEN; FAGERTEDT, 2003; SCANDALIOS, 2005).

A SOD é a primeira linha de defesa enzimética contra as EROs. Essa enzima
tem como funcao dismutar o anion superoxido (O,) em H,0O,. No entanto, 0 H,O, € um
composto muito téxico e também precisa ser eliminado. Nesse sentido, existem as POD
gue tém como principal fungcédo a conversado de H,O, em H,O e a dissipacdo completa
das EROs (MITTLER, 2002; CHITARRA; CHITARRA, 2005).

A POD é uma importante enzima das plantas e esta envolvida em diversas
reacOes, ligacdes de polissacarideos, oxidagdo do &cido indol-3-acético, ligagbes de
mondmeros, lignificagdo, cicatrizagdo de ferimentos, oxidagdo de fenois, defesa de
patogenos, regulacédo do alongamento de células e outras. Essa enzima € responsavel
pela degradacédo do H,O, produzido durante o estresse oxidativo, como também aquele
produzido pelas reagbes da SOD (BOR; OZDEMIR; TURKAN, 2003). Assim, 0s
resultados demonstram que frutos tratados com BR exibem menor peroxidacdo de

lipideos na membrana plasmatica porque apresentaram maior atividade de enzimas do
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estresse antioxidativo, neste caso a POD, e maior atividade de compostos
antioxidantes, que dissipam as EROs causadores de danos a nivel de membrana.

Mazorra et al. (2001), avaliando a resposta de enzimas antioxidantes em tomate
pré-incubados com 2,4 epibrassinolideo e um analogo espirostanico polihidroxilado de
brassinosteroide (MH5), constataram que o tratamento com ambos 0s compostos
incrementou as atividades da SOD e da POD, comparados ao controle, sugerindo que
0s BRs e seus analogos induzem aumento na atividade antioxidante.

No entanto, apesar de frutos tratados com catasterona apresentarem maior
atividade da POD, exibiram quantidades similares de H,O, em relacdo aos demais
tratamentos. Estes resultados demonstram que provavelmente os frutos tratados com
catasterona tiveram maior atividade da POD quando comparado aos demais
tratamentos com o intuito de combater algumas EROs, como o H,0,, que poderiam se
encontrar mais elevados nesses frutos. Conforme Neill (2005), a xilogénese € iniciada
pela formagdo de Oxido nitrico, seguido por um aumento na sintese de H,0O,. Desta
forma os BRs podem induzir a formacdo de H,O,, de forma localizada para a
xilogénese, aumentando os niveis de POD, evitando niveis toxicos de EROs para a

célula.
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(H202) em macas ‘Galaxy’ tratados com agua destilada (controle), ANA,
catasterona e ANA + catasterona, em frutos colhidos aos 136 dias apoés a
estatisticamente pelo teste de Tukey (p < 0,05). Barras verticais indicam o

plena floracdo (DAPF). Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem
erro padrdo da meédia. Dados médios das safras 2015/16 e 2016/17.
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Figura 7 - a) Peroxidacdo de lipideo b) conteudo de radical peréxido de hidrogénio

Fonte: Elaborada pela autora, 2017.

‘Galaxy’ tratadas com agua destilada (controle), ANA, catasterona e ANA +
catasterona, em frutos colhidos aos 136 dias apods a plena floracdo (DAPF).
Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente pelo teste
de Tukey (p < 0,05). Barras verticais indicam o erro padrdao da média.

Figura 8 - a) Atividade da peroxidase da b) superoxido dismutase (SOD) em macas
Dados médios das safras 2015/16 e 2016/17.
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Fonte: Elaborada pela autora, 2017.
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O uso dos fitorménios em conjunto, podem causar um antagonismo como é
apresentado na figura 8a, onde o uso associado de BRs + ANA decaiu ainda mais na
peroxidase, em estudo realizado por Chaiwanon e Wang (2015), observou-se que a
importancia do antagonismo do BR com auxina (AlA) no crescimento das raizes €
apoiada pelas interacdes genéticas e fisioldgicas entre os dois hormdnios, além disso, o
co-tratamento com BR e auxina aliviou os efeitos um do outro sobre o alongamento
celular e crescimento radicular, indicando que a inibicdo da raiz observada por niveis
elevados de BR ou auxina sozinho, é em parte devido a um desequilibrio entre esses
dois hormonios.

Em resultados encontrados por Ma et al. (2016), sugerem que 0S genes
envolvidos na determinacdo do fenétipo ando na maca autotetrapléide tém papéis na
via de transducéo de sinal de auxina e na biossintese de BR e nas vias de transducao
de sinal, evidenciando uma possivel interferéncia entre auxina e BRs, pois tanto a AlA
como o BRs promovem a expanséo das células.

Macéas ‘Galaxy’ submetidas aos tratamentos com ANA e ANA + catasterona
exibiram maior concentracdo de antocianinas na casca quando comparadas aos
tratamentos controle e catasterona (Figura 9). As antocianinas sao 0 maior grupo de
pigmentos heterosideos hidrossollveis (pigmentos associados com agucares),
encontrados no vacuolo das células de plantas (TANAKA et al., 2010; LIN-WANG et al.,
2011), e sdo esses pigmentos que dao coloracao vermelha na casca das macas.

A via de biossintese de antocianinas é regulada por estimulos ambientais
biéticos e abidticos, coordenada pela regulacdo da transcricdo de varios genes (WEISS,
2000) envolvendo a atividade de enzimas, entre elas a chalcona sintase (CHS). Esta
enzima catalisa a reacdo de condensacéo de trés moléculas de malonil-CoA com uma
molécula de p-coumaroil-CoA, para produzir naringenina chalcona
(tetrahidroxichalcona), o primeiro flavonoide formado em muitas plantas (HE et al.,
2011). Reacgdes enzimaticas subsequentes para formar naringenina sdo catalisadas
pela chalcona isomerase (CHI). A chalcona fornece o precursor para todas as classes
de flavonoides (LIU et al., 2012).
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Figura 9 - Teor de antocianinas na casca de magas ‘Galaxy’ tratadas com agua
destilada (controle), ANA, catasterona e ANA + catasterona, colhidas aos
136 dias apos a plena floracdo (DAPF). Médias seguidas pela mesma letra
nao diferem estatisticamente pelo teste de Tukey (p < 0,05). Barras
verticais indicam o erro padrdo da média. Dados médios das safras
2015/16 e 2016/17.
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Fonte: Elaborada pela autora, 2017.

Dessa forma, os resultados obtidos permitem inferir que os frutos tratados com
ANA exibiram maior teor de antocianinas e consequentemente maior coloracao
vermelha da epiderme, pois o ANA pode ter induzido a maior expressao dos genes ou
aumentado a atividade ou sintese de algumas enzimas envolvidas na rota de
biossintese desses pigmentos. Conforme a Tabela 6, os resultados mostram que frutos
tratados com ANA apresentaram coloragao vermelha mais intensa (menor h°) e menor
luminosidade (menor L) quando comparados aos frutos tratados com catasterona 10° M
e agua (controle). Esse comportamento ocorreu em ambos as regides (mais e menos
expostas a radiacdo solar) do fruto. Resultados semelhantes foram obtidos por
Amarante, Ernani e Steffens (2009), mostrando que o acumulo de antocianinas
ocasiona reducdo nos valores de L e h° e reflete a mudanca de cor verde para

vermelha.
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A coloragdo vermelha mais intensa em ambas as regides dos frutos tratados com
ANA, aplicada isolada ou em combinacdo com catasterona, também pode ser verificada
através do indice de cor vermelha (ICV) (Tabela 6). Os frutos submetidos ao tratamento
com catasterona e agua (controle) exibiram menor pigmentacdo vermelha ao longo de
toda epiderme. O efeito da auxina sobre a coloracéo dos frutos, pode ser verificada na
Figura 10. Visualmente é possivel observar que os frutos tratados com ANA
apresentavam coloracdo mais vermelha.

N&o foi observado diferencas nos CFT na casca dos frutos (Figura 6b), contudo
pode-se aferir que houve maior acimulo de antocianinas ocasionado pela auxina, visto
que além da sua importancia na coloracdo das macéas, esses pigmentos sdo compostos
fendlicos pertencentes ao grupo dos flavonoides, grupo de pigmentos naturais

amplamente distribuidos no reino vegetal.
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Tabela 5 - Respiragdo, producéo de etileno, indice iodo-amido, pH, contetido de sélidos sollveis (SS; °Brix) e acidez
titulavel (AT; % de acido malico) em frutos de macieiras ‘Galaxy’ tratadas com agua (controle), acido
naftaleno acético (ANA) 0,1%, catasterona (10° M) e ANA 0,1% + catasterona (10° M), colhidos aos 136
dias apés a plena floracao (DAPF). Dados médios das safras 2015/16 e 2016/17.

Respiragdo Etileno Indice de iodo- SS AT
Tratamento (nmol CO, kg™* s*)  (nmol de C,H, kg™'s™) a(T'_dS(; PH (°Brix) (Z:é?ii'gf
Controle 114,99 ab 0,12 a 2,06b 3,00 a 10,00 ab 0,65 a
ANA 0,1% 124,86 a 0,10 ab 3,62a 2,77 a 9,58 b 0,64 b
Catasterona 10° M 120,61 ab 0,07 b 2,70 b 2,97 a 10,78 a 0,67 a
ANA 0,1% + Catasterona 10° M 107,25 b 0,09 ab 255b 2,69 a 10,13 ab 0,63 b
CV (%) 7,98 2,33 23,87 6,61 5,46 3,38

Médias seguidas pela mesma letra, nas colunas, ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey (p < 0,05).
Fonte: Elaborada pela autora, 2017.

Tabela 6 - Cor da casca (atributos L, C e h°) nos lados mais e menos expostos a radiacdo solar, firmeza de polpa (FP),
forga de ruptura da casca (FRC) e for¢a para a penetragdo na polpa (FPP), em frutos de macieiras ‘Galaxy’
tratada tratadas com agua (controle), acido naftaleno acético (ANA) 0,1%, catasterona (10° M) e ANA 0,1% +
catasterona (10° M), colhidos aos 136 dias ap6s a plena floracdo (DAPF). Dados médios das safras 2015/16 e

2016/17.
Cor da casca do lado mais Cor da casca do lado menos
Tratamento exposto a radiacao solar exposto a radiacao solar ICV FP FRC FPP
L C ho L C ho (1-4) (N) (N) (N)
Controle 526l1la 36,39a 42/44a 72,31ab 34,45a 92,82ab 2,94a 80,56a 12,67a 3,82a
ANA 0,1% 46,84b 36,46a 34,38b 67,63c 32,96a 82,16b 3,96b 77,00a 11,14a 3,83a
Catasterona 10° M 52,77a 37,32a 41.85a 7454a 37,70a 97,52a 287a 77,30a 12,26a 3,70a
ANA 0,1% + Catasterona 10° M50,20 ab 36,73a 37,54 ab 70,90 bc 33,45a 87,83ab 3,89b 77,87a 11,66a 3,96a
CV (%) 9,02 5,10 14,97 4.82 6,75 10,78 9,41 6,41 17,02 9,76

Médias seguidas pela mesma letra, nas colunas, ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey (p < 0,05).
Fonte: Elaborada pela autora, 2017.
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Figura 10 - Cor da casca nos lados mais (A) e menos exposto a radiacédo solar (B), em
frutos de macieiras ‘Galaxy’ tratados com agua destilada (Controle), ANA,
catasterona e ANA + catasterona, colhidos aos 136 dias apds a plena
floracdo. Safra 2016/17.

Controle ANA Catasterona ANA + catasterona

Fonte: Elaborada pela autora, 2017.

Frutos tratados com ANA apresentaram um maior indice de iodo-amido em
relacdo aos demais tratamentos, o que poderia indicar que os frutos deste tratamento
estavam em um estagio mais avancado de maturacao (Tabela 5). O que também pode
ser verificado através da menor AT nos frutos tratados com ANA e ANA + catasterona.

Os frutos tratados com ANA apresentaram menor teor de SS quando
comparados ao tratamento catasterona, que apresentou maior teor de SS (Tabela 5).

Em experimento realizado por Xu et al. (2015) observou-se, que o tratamento com 24-
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epibrassinolideo (EBR) — um BRs exdgeno, aumentou acentuadamente o teor de
acucares soluveis nas bagas de uvas, os BRs medeiam muitos processos fisiologicos
em plantas, incluindo o metabolismo de carboidratos. Vale ressaltar, que a medi¢cdo dos
SS ndo representa o teor exato de acucares, pois outras substancias também se
encontram dissolvidas na seiva vacuolar, assim como acidos organicos (CHITARRA,;
CHITARRA, 2005). Resultados semelhantes foram obtidos por Tecchio et al. (2009), em
gue frutos de uva Niagara Rosada tratados com ANA, apresentaram menores valores
de SS e AT, porém sem efeitos sobre o pH, como também ocorreu neste trabalho
(Tabela 5).

Quanto a firmeza de polpa (FP), forca para a ruptura da casca (FRC) e forca
para a penetracdo da polpa (FPP) (Tabela 6), ndo houve diferenca entre os
tratamentos.

Para os atributos fisioldgicos, a taxa respiratéria foi maior nos frutos tratados com
ANA, quando comparado ao tratamento ANA + catasterona. Os frutos tratados com
catasterona apresentaram reducdo na producdo de etileno em relacdo aos frutos do
tratamento controle (Tabela 5). O etileno é formado inicialmente pela transformacao do
S-adenosil L-metionina em &cido aminociclopropano 1-carboxilico (ACC), pela sintase
do ACC, e esse é convertido a etileno pela oxidase do ACC (ALEXANDER;
GRIERSON, 2002).

Carrasco (2012) relatou que, dependendo do periodo de aplicacdo e
concentracdo exdégena de BRs, pode haver o retardamento ou aceleracdo no processo
de maturacao dos frutos. O etileno € um horménio conhecido por induzir a maturacéo e
senescéncia dos frutos (TAIZ; ZEIGER, 2013). No presente estudo, a castasterona
aplicada durante o periodo de 40 a 127 DAPF, foi capaz de reduzir a biossintese do
etileno, o que também pode ter contribuido para a reducéo da coloracdo vermelha na
epiderme, em funcéo do retardo na maturacao dos frutos.

Porém, resultados diferentes ao deste estudo foram reportados por Tanaka et al.
(2003) e Arteca e Arteca (2008), em que constataram que 0s BRs promovem producéo
de etileno em Arabidopsis thaliana, bem como, Boétcher, Boss e Davies (2011),
verificaram que o efeito da auxina sobre a rota de biossintese de etileno & dependente

do periodo de desenvolvimento do fruto em que esse regulador de crescimento €
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aplicado. A aplicacdo de auxina nos estagios iniciais de desenvolvimento de frutos de
kiwi proporcionou menor producdo de etileno, decorrente do reduzido nivel de
expressdo de genes que codificam para oxidase do ACC, retardando o processo de
maturacdo dos frutos (FABRONNI et al., 2006). Miqueloto (2014) também verificou que
frutos tratados com ANA apresentaram reducao significativa nas taxas respiratérias e
de producéo de etileno, quando comparados a frutos tratados com o inibidor de auxina
TIBA.

He et al. (2018) observaram que os BRs regulam numerosos processos ha
planta, incluindo o amadurecimento de frutos, em experimento com frutos de caqui
(Diospyros kaki L.) foram tratados com 24-epibrassinolideo (EBR), os resultados
mostram que os conteudos enddgenos de BR aumentaram gradualmente durante o
amadurecimento dos frutos de caqui, sendo que o tratamento com EBR aumentou
significativamente tanto o conteddo de pectina solivel em agua como as atividades de
poligalacturonase, pectato liase e endo-1,4-beta-glucanase, mas reduziu
significativamente o contetdo de pectina soluvel em &cido e celulose, resultando em um
rapido abrandamento da fruta, ocorreu também, a promocéao da producao de etileno e a
taxa de respiracdo, desta forma, estes resultados sugerem que o0s BRs estédo
envolvidos no amadurecimento de frutos de caqui influenciando as enzimas que
degradam a parede celular e a biossintese de etileno. O uso de uma diferente fonte de
BRs na aplicacdo exdégena em frutos climatéricos, pode ser a explicacdo para a
reducdo da biossintese de etileno pela a catasterona. Lv et al. (2018) explicam que o
BR exdgeno aplicado mostrou que os BRs regulam positivamente ou negativamente a

biossintese de etileno de uma maneira dependente da concentracao.
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4 CONCLUSOES

1 - A aplicacdo pré-colheita de &cido naftaleno acético 0,1% e catasterona 10° M no
pedunculo dos frutos de macieiras ‘Galaxy’, no periodo compreendido entre os 40 a
127 dias apos a plena floragdo (DAPF), retarda a perda da funcionalidade dos

elementos de vasos de xilema.

2 - A aplicacéo pré-colheita de catasterona 10° M em magés ‘Galaxy’ aumentou a
atividade antioxidante na polpa e na casca dos frutos, como também, elevou o teor
de compostos fendlicos na polpa dos frutos, havendo o incremento da atividade da
peroxidase e menor peroxidacdo de lipidios, evidenciando seu papel nas defesas

ao estresse oxidativo.

3 - O tratamento com ANA 0,1% aumentou a coloracdo vermelha em macas

‘Galaxy’ na colheita comercial.

4 - Frutos tratados com catasterona 10°M apresentaram menor producdo de
etileno, enquanto frutos tratados com ANA 0,1% obtiveram maior indice iodo-amido
e menores valores de SS e AT, mas as variaveis de firmeza e textura ndo foram

afetadas pela aplicacdo dos hormonios.
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