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RESUMO

O célcio € um nutriente essencial as plantas, participando das fun¢des estruturais da
parede celular e da membrana, como contra cétion para &anions organicos e
inorganicos no vacuolo e desempenha papel essencial como mensageiro intracelular
no citosol. A concentracdo de calcio no citoplasma das células vegetais aumenta em
resposta a varias condicdes de desenvolvimento e fatores ambientais. Essas
alteracdes na concentracdo de célcio no citosol da célula sdo cruciais para as
respostas fisioldégicas da planta. O presente estudo objetivou avaliar se a aplicagdo
de concentracfes de cloreto de calcio afetam as trocas gasosas, atividade das
enzimas antioxidantes, perfil quimico do 6leo essencial extraido das folhas,
tamanho, firmeza e aspectos quimicos ligados a qualidade dos frutos de Annona x
atemoya Mabb. cv. ‘Thompson’. O experimento foi conduzido no sitio Paraizinho
localizado no municipio de Pardinho-SP em pomar comercial. O delineamento
experimental foi em blocos casualisados, sendo quatro concentracdes de cloreto de
calcio (0%, 0,5%, 1,0% e 1,5% de CaCl,) aplicados via foliar a cada 45 dias e seis
blocos, com uma planta por parcela experimental. Foram avaliadas as seguintes
caracteristicas: trocas gasosas, enzimas antioxidantes, diametro e comprimento dos
frutos, firmeza, pH, acidez titulavel, solidos solaveis, relacéo sélidos solluveis/acidez,
acucares, amido, teor de &cido ascorbico,teor de célcio, perfil quimico dos 6leos
essenciais. As dosagens de CaCl, aumentaram a assimilacdo de CO,, a eficiéncia
no uso da agua, a eficiéncia de carboxilacdo, a firmeza e a acidez dos frutos,
reduzindo os teores de acido ascorbico e modificando o perfil quimico dos 6leos

essenciais.

Palavras chaves: Annona cherimola Mill. x A. squamosa L., Annona x atemoya

Mabb, metabolismo secundario, Ca®"" nutricdo mineral.






ABSTRACT

Calcium is an essential nutrient for plants, participating in the structural functions of
the cell wall and membrane, as against cation for organic and inorganic anions in the
vacuole and plays an essential role as a messenger in intracellular cytosol. The
concentration of calcium in the cytoplasm of plant cells increases in response to
several conditions of development and environmental factors. These changes in the
concentration of calcium in the cytosol of the cell are crucial to the physiological
responses of the plant. The present study aimed to evaluate the implementation of
different calcium concentrations in gas exchange, chemical profile of essential oil
extracted from the leaves, size, firmness and chemical aspects linked to the quality of
the Annona x atemoya Mabb The experiment was conducted at the Paraisinho site
located in the municipality of Pardinho-SP in a commercial orchard. The experimental
design was in randomized blocks, being 4 concentrations of calcium chloride (0%,
0.5%, 1.0% and 1.5% CacCl,) applied via by foliar every 45 days and six replications
of a plant. The effect of the treatments was evaluated by assessing the following: gas
exchange, diameter and length of fruits, firmness, pH, soluble solids, titratable
acidity, soluble solids/acidity, sugars, starch, ascorbic acid content and chemical
profile of essential oils. The levels of CaCl, increased CO, assimilation, water use
efficiency, carboxylation efficiency, the firmness and the acidity of the fruit, reducing
the levels of Ascorbic acid and modifying the chemical profile of essential oils.

Key words: Annona cherimola Mill. x A. squamosa L., Annona x atemoya Mabb,

secondary metabolism, calcium chloride, mineral nutrition.
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INTRODUCAO

Annonaceae € uma familia antiga de plantas, com idade estimada entre 62 e
110 milhdes de anos, distribuindo-se principalmente em regides tropicais e
subtropicais (STEVENS, 2011; PIRIE; DOYLE, 2012). Foi catalogada em 1789 por
Jussieu (HUTCHINSON, 1974) e agrupada na classe Magnoliopsida, subclasse
Magnoliidae e ordem Magnoliales, inclui muitos géneros, possuindo cerca de 2000
a 2300 espécies, (MAAS, et al, 2001; FRANNA; SUFFREDINI; 2002;
GONCALVES, et al., 2017).

As espécies pertencentes a esta familia, de maneira geral, sdo de habito
arbéreo, raramente arbustos, subarbustos ou lianas; apresentam folhas alternas,
disticas, simples, sem estipulas, margem inteira. As flores das anonaceas podem
ser isoladas ou reunidas em inflorescéncias, hemiciclicas, hermafroditas,
diclamideas com perianto diferenciado no calice e na corola. Em geral, séo
trimeras e carnosas, com estames numerosos, dispostos em forma espiralada, o
ovario é supero com um a muitos ovulos. Os frutos podem ser apocarpicos ou
sincarpicos carnosos e indeiscentes ou deiscentes (JOLY, 2002; SOUZA;
LORENZI, 2008;). Na familia Annonaceae o principal género botanico é o Annona,
com 118 espécies, 108 originarias da América Tropical, 10 da Africa Tropical e
apenas Annona glabra L. é relatada nesses dois continentes (SAO JOSE et al.,
2014).

As anonaceas apresentam importancia econdémica por seus frutos terem sabor
adocicado pronunciado e aroma caracteristico, sendo consumido ‘in natura’ ou
processado (TOKUNAGA, 2005) e pela extracdo de metabdlitos secundarios como
0s 6leos essenciais (SIQUEIRA et al., 2011) e alcaloides (SIMOES e SCHENKEL,
2004; SILVA et al., 2007;).

A atemoia é um hibrido resultante do cruzamento entre Annona cherimola Mill.
e A. squamosa L. que possui caracteristicas importantes, como sabor doce
ligeiramente acidulado e aromatico. Além disso, possui menos sementes que a
fruta-do-conde, apresentando maior produtividade (MOSCA; LIMA, 2003; SILVA et
al.,2009), caracteristicas de interesse comercial, fazendo com que seu consumo
esteja em franco crescimento. Os frutos de atemoia s&o compostos por carpelos

agregados, sem forma definida podendo ser, cbnico, cordiforme, liso ou com
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protuberancias. O amadurecimento acontece de quatro a seis meses a partir do
florescimento, os frutos apresentam massa entre 200 e 450g, polpa branca de
sabor adocicado e quando maduros variam sua coloracdo do esverdeado ao
amarelo-palido (MANICA, 2003; MOSCA et al., 2006).

No Brasil, existem em média 1.200 ha de atemoia cultivados, sendo a maior
parte (44%), encontrada no Estado de S&o Paulo, seguido do Parana, Minas
Gerais e Bahia, cada um deles com aproximadamente 18% da producgao (SILVA,
MUNIZ, 2011). O principal mercado consumidor € o Estado de S&o Paulo, onde os
frutos sdo destinados ao consumo “in natura” (FIRMINO et al., 2012). Esta espécie
representou 54% das anonaceas comercializadas em 2012 na CEAGESP (SIEM,
2013; WATANABE, et al., 2014). Segundo Watanabe' (2015) 3302,31 t de atemoia
foram comercializados na CEAGESP em 2014, com movimentacdo de quase 16

milhdes de Reais.

A crescente demanda do mercado impde a necessidade de pesquisa para o
desenvolvimento de técnicas apropriadas de manejo e conservacao pré e pos-
colheita da atemoia. Devido ao papel desempenhado pelo célcio nas plantas, a

pulverizacdo com célcio é bastante utilizada em frutiferas.

O célcio desempenha funcdo estrutural, fisiolégica e bioquimica, estando
envolvido em numerosos processos, entre eles, constituicdo da lamela média,
formacdo da parede celular, regulacdo da funcionalidade da membrana plasmatica
e ativacdo de varios sistemas enzimaticos, contribuindo assim, para o adequado
desenvolvimento das plantas (MENGEL; KIRKBY, 2000). A funcéo do Ca*" como
mensageiro secundario esta baseada nas concentracdes muito baixas de Ca*" livre
no citosol (0,1 a 0,2 yM) e sua elevada concentragdo em outros compartimentos
(BUSH,1995). Assim em resposta a varios sinais, como horménios, luz, estresse
abidtico e ataque de patdogenos (SANDERS et al.,, 1999, REDDY, 2001, RUDD;
FRANKLIN TONG, 2001, WHITE; BROADLEY, 2003) a concentracao do calcio no
citosol aumenta. Para o ion tornar-se potente elemento efetuador na célula ele

deve ligar-se e alterar a conformacdo de proteinas que possibilitam a modulacdo

'Hélio Satoshi Watanabe Engenheiro Agrénomo do Centro de Qualidade em Horticultura da
CEAGESP. Comunicac¢éo pessoal, 2015.
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de processos de respostas bioquimicas e fisioldgicas. Entre as proteinas mais
comuns ligantes ao Ca®" encontram-se a calmodulina (CaM) e as proteinas
quinases dependentes de Ca**. Desse modo, ha evidéncias de que o Ca*" atua
como mensageiro secundario, na medida em que ele ativa a CaM gerando uma
resposta fisiologica (INACIO et al., 2011), que vai desde o controle de transcri¢éo e
sobrevivéncia celular até a liberacdo de sinais quimicos. Além disso, esse
elemento esta envolvido na estabilidade e agregacédo das moléculas de clorofila ao
complexo antena nas folhas (RAMALHO et al. 1995 citado por DE FAZIO, 2011) .

Considerando os frutos, o calcio € um elemento quimico de grande importancia,
afetando a qualidade do produto final e seu tempo de armazenamento apos a
colheita. H& relacéo direta entre o conteudo de calcio nos frutos e o amolecimento,
firmeza e tempo de vida util de prateleira. Quando o conteudo de calcio no fruto é
baixo, 0 metabolismo respiratorio aumenta e acelera a maturacéo e a senescéncia
(PRATELLA, 2003; NATALE, et al., 2005).

A nutricdo mineral é importante, em especial, nos processos de fotossintese e
respiragao, devido aos elementos minerais serem componentes de enzimas e
pigmentos, ou ainda, ativadores diretos do processo fotossintético (LARCHER,
2006). A fotossintese é um processo essencial a vida das plantas e melhorar a sua
eficiéncia € uma das formas de obter melhores producées em plantas cultivadas
(LAWSON et al.,, 2012; ZHU et al.,, 2012). A produtividade € influenciada por
caracteristicas morfolégicas e fisioldgicas dos oOrgdos fotossintetizantes,
conhecidos como fontes, e dos oOrgdos consumidores dos produtos
fotossintetizados, conhecidos como drenos. Toda a producdo da biomassa
depende da atividade fotossintética da fonte, mas a assimilacdo de CO, é apenas
um dos fatores que influenciam o desenvolvimento vegetal (FOYER; GALTIER,
1996). Por isso, torna-se cada vez mais importante estudar a fisiologia da fonte,
sendo uma forma, a avaliagdo de trocas gasosas. Vale ressaltar que, em estudos
visando aumento de produtividade, € importante buscar informacdes sobre a
assimilacdo de CO, e eficiéncia do uso da agua durante essa assimilacéo
(BRANDAO FILHO et al., 2003).

O metabolismo especializado (secundario), por meio do qual, diferentes

metabolitos secundarios sdo sintetizados, entre eles o 6leo essencial, é altamente
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dependente dos compostos produzidos no metabolismo primario e ambos s&o
influenciados por diversos fatores ambientais. Os estimulos decorrentes do
ambiente, no qual a planta se encontra, podem redirecionar a rota metabdlica,
ocasionando a biossintese de diferentes compostos. Assim, idade e estadio de
desenvolvimento e fatores abiéticos como luminosidade, temperatura, pluviosidade,
nutricdo, época e horario de coleta, bem como técnicas de colheita e pos — colheita
podem apresentar correlagcdes entre si, ndo atuando isoladamente e exercendo
influéncia conjunta no metabolismo secundario (MORAIS, 2009). O calcio em
solucao nutritiva ou aplicado na parte aérea influencia a composicédo quimica e os
teores de Oleo essencial de diversas plantas (DORDAS, 2009, DZIDA, 2010
EUNJOO; KUENWOO, 2000).

Com base no acima exposto, solu¢des de cloreto de calcio pulverizadas na
parte aérea das plantas de atemoia ‘Thompson’ podem influenciar aspectos dos

metabolismos primario e especializado e atributos fisico-quimicos dos frutos.

O presente estudo objetivou avaliar se a aplicacdo de concentracdes de cloreto
de célcio alteram as trocas gasosas, atividade das enzimas peroxidase, superéxido
dismutase e catalase, tamanho, firmeza e aspectos quimicos ligados a qualidade
dos frutos e o perfil quimico do 6leo essencial extraido das folhas de Annona x

atemoya Mabb cv ‘Thompson’.
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CAPITULO 1 : TROCAS GASOSAS DE PLANTAS DE ATEMOIA ‘THOMPSOM’
PULVERIZADAS COM CLORETO DE CALCIO

RESUMO
O estudo avaliou os efeitos do cloreto de calcio sobre as trocas gasosas de
atemoia ‘Thompson’ em condigbes de campo, determinando-se assimilagdo de
CO,, transpiracao, condutancia estomatica, eficiéncia do uso da agua, eficiéncia de
carboxilacdo e concentracdo de CO; na folha. A atividade das enzimas peroxidase
(POD), superoxido dismutase (SOD) e Catalase (CAT) também foram avaliadas em
folhas concomitante as quatro pulverizagbes de solucdo aquosa de CaCl, 0%,
0,5%, 1,0% e 1,5% nas plantas de atemoia, a cada 45 dias, por um periodo de
avaliacao igual a 210 dias. CaCl, a 1,0% aumentou a eficiéncia das trocas gasosas
e a atividade da enzima SOD em plantas, demonstrando uma vez mais a acdo do

calcio no metabolismo vegetal.

SUMMARY
The study evaluated the effects of calcium chloride on the gas exchange of
Atemoya ' Thompson ' in field conditions, investigating the following indexes: CO,
assimilation, transpiration, stomatal conductance, water use efficiency,
carboxylation efficiency and CO, concentration on the sheet. Aqueous CacCl,
solution was sprayed on the plants of Atemoya, every 45 days, on the following
concentrations, 0%, 0.5%, 1.0% and 1.5% CaCl,, during of 210 days. The 1.0%
CaCl;, has increased the efficiency of gas exchange and SOD enzyme activity in

plants, demonstrating once more the action of calcium in plant metabolism.

INTRODUCAO

A atemoia € um hibrido, resultado do cruzamento entre a fruta-do-conde ou
pinha ou ata (A. squamosa L.), espécie doadora de polen, e a cherimoia
(A.cherimola Mill.), receptora. Como resultado desse cruzamento interespecifico o
hibrido atemoia, é constituido do prefixo “ata” do nome comum da Annona
squamosa e o sufixo “moia” derivado da cheriméia (SANEWSKI, 1991). Utilizado
mundialmente tanto na industria alimenticia quanto para o consumo “in natura”
(SAO JOSE et al.,, 2014), a qualidade do fruto de atemoia esta diretamente
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relacionada ao valor de mercado que recebera ao ser comercializado (WATANABE
et al., 2014).

A prética agricola objetiva maximizar a eficiéncia fotossintética das culturas e
canalizar seus produtos em produtividade e qualidade da producéo final. Neste
sentido o equilibrio entre fonte e dreno se torna fundamental. Essa relacdo pode
ser alterada, por meio de fatores exdgenos que aumentam ou diminuem a forca da
fonte (taxa fotossintética da cultura) ou a for¢a de dreno (demanda por assimilados)
(DUARTE; PELI, 2010).

Toda a producao de biomassa depende da atividade fotossintética da fonte e a
fotoassimilacdo constitui mais de 90% do material seco da planta. Uma parcela
destes assimilados é utilizada durante o crescimento, tornando-se biomassa, e
outra parte, é oxidada na respiracdo e serve como fonte de energia para o
crescimento e funcdo de processos biolégicos (PLAXTON, PODESTA et al., 2006;
BARON, et al., 2014).

O calcio tem papel fundamental na fisiologia das células vegetais como
regulador de muitos processos fisiologicos e bioquimicos em resposta a varios
fatores como, estresse abidtico, luminosidade, disponibilidade hidrica, sinais
hormonais, ataques de pragas e doencas, (BUSH, 1995; BOWLER; FLUHR, 2000)
e nutricdo mineral (LIU et al., 2014). Esses fatores muitas vezes levam ao aumento
do Ca?' livre na planta, evocando a expressdo génica e ativando uma série de
respostas bioquimicas que permitem a elas se adaptarem ao ambiente (MONROY
et al.,, 1993). Sabe-se que o CaCl, contribui para a manutencdo da estrutura e
funcdo das membranas das células vegetais (MINORSKY, 1985).

As enzimas antioxidantes sdo um importante sistema de desintoxicacdo de
espécies reativas de oxigénio (EROS) nas células vegetais. Portanto, um aumento
induzido da atividade enzimatica antioxidante pode ser considerado um mecanismo
importante na estratégia de defesa celular contra o estresse oxidativo (SHI et al.,
2006). Estudos tem demonstrado que a deficiéncia de Ca?* pode influenciar a
atividade de compostos do sistema antioxidativo (SCHMITZ-EIBERGER et al.,
2002).
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Estudos com aplicacdo desse sal inorganico demonstram que o calcio
desempenha importante funcéo na regulacdo da fotossintese em trigo (YOU et al.,
2002), arroz paddy (LIANG; Wang 2001) e tabaco (YI; SUN 2004).

A reducédo do CO, a carboidratos depende do consumo de NADPH e ATP
sintetizado pelas reacfes luminosas da fotossintese. A fixacdo do carbono
acontece no estroma dos cloroplastos pela via do Ciclo de Calvin-Benson-Bassham
(CBB). O ciclo CBB prossegue em trés etapas principais: carboxilagéo, reducao e
regeneracdo. Na primeira fase, o dioxido de carbono é ligado enzimaticamente a
sua molécula aceptora, ribulose 1,5-bisfosfato (Rubisco), resultando na formacéo
de dois 3-fosfoglicerato (PGA). No estadio de reducdo, 3-PGA ¢é fosforilado e
reduzido pelo consumo de ATP e NADPH, produzindo 3-fosfato de gliceraldeido
(G3P). As trioses fosfato formadas sdo usadas na fase final para regenerar a
Rubisco ou entrar na via de biossintese de amido ou sacarose (TAIZ; ZEIGER et
al., 2013). Para manter o equilibrio entre essas vias, o fluxo metabdlico é regulado
por meio de atividade enzimética (FRIDLYAND, et al., 1999). Acredita-se que o
calcio seja importante para a regulacdo de varias enzimas chave, incluindo frutose
1,6-bisfosfatase (FBPase) e sedoheptulose 1,7-bisfosfatase (SBPase) do ciclo
redutor de pentose fosfato. Um dos fatores que afeta a atividade destas enzimas é
a concentracdo de fons Ca®" no estroma, que pode elevar ou reduzir o nivel de
expressdo destas duas enzimas do CBB impactando diretamente a fotossintese
(GARDEMANN et al., 1983; CHUECA et al., 2002; HOCHMAL et al., 2015).

Sendo a fotossintese um processo influenciado pelas condi¢cdes ambientais e 0
calcio, elemento essencial envolvido na resposta a sinais do ambiente, o presente
estudo objetivou avaliar os efeitos da aplicagcdo de CaCl, nas trocas gasosas de
plantas de atemoia cv. ‘Thompson’ e a sua influéncia na atividade das enzimas
Peroxidase (POD), Super oxido dismutase (SOD) e Catalase (CAT).

METODOLOGIA

O experimento foi conduzido no sitio Paraizinho em pomar comercial de
Annona x atemoya Mabb cv Thompson com treze anos de formacéo, localizado a
23°06'28.3"S e 48°22'44.4"W, 931m de altitude, no municipio de Pardinho — SP.
Segundo a classificacdo de Kdeppen, o clima da regido é classificado como Cwa,

gue corresponde a uma regido com clima subtropical de inverno seco (com
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temperaturas inferiores a 18°C) e verdo quente (com temperaturas superiores a
22°C), que em 2016 apresentou indice pluviométrico anual de 1444,1 mm,
temperatura média de 19,3°C, com média das minimas de 13,2°C e média das
maximas de 25,4°C (CEPAGRI).

O experimento foi instalado em parcelas subdivididas no tempo, esquema
fatorial 4x5, com quatro concentracdes de CaCl,, cinco épocas de avaliacdes e trés
repeticdes constituidas de uma planta. O espacamento no pomar foi de 2,0m entre
plantas e 4,0m entre linhas. Direcionou-se a aplicacado dos tratamentos por toda
copa com auxilio de pulverizador costal, utilizando a mistura de cloreto de calcio
(CaCl,) g mI™ com 0,15 ml L™ de espalhante adesivo a base de polioxietileno aquil
fenol éter. A primeira aplicagcdo de CaCl, foi realizada quando as plantas se
encontravam em plena floracao, sendo repetidas a cada 45 dias até o momento de
colheita dos frutos, 210 dias depois. Os tratamentos estudados foram iguais a 0,0%
(Testemunha), 0,5%, 1,0% e 1,5% de CaCl,. Foram utilizados dois litros de calda

por planta.

Quadro 1- Temperatura (°C), umidade relativa do ar (%) e precipitacdo(mm), durante a conducao
do experimento com plantas de atemoia ‘Thompson’, entre a primeira aplicagdo de cloreto de célcio
e a ultima avaliagéo, realizada apds 180 dias. Botucatu-SP, 2017.

Periodo de avaliagao

Dez15 Janl1l6 Fev1l6 Marl6 Abrl6 Mail6é Jun 16

Temperatura do ar (C°) 22,4 22,4 23,5 22,9 23,1 17,6 15,8
Umidade relativa do ar (%) 82,5 81,1 80,3 79,3 66,8 81,6 73,8

Precipitacdo (mm) 9,5 14,6 11,7 4,1 0,9 4,9 4,2

Trocas gasosas

As trocas gasosas foram realizadas segundo metodologia seguida por Bufalo
(2011), Amaro (2014) e Campos (2014). As avaliagoes foram realizadas em folhas
totalmente expandidas, sadias e sem sinais de senescéncia, entre 9h e 11h em dia
ensolarado, 30 dias depois de cada pulverizacdo, selecionando-se 3 plantas

(repeticBes) por tratamento. Utilizou-se equipamento com sistema aberto portatil de
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fotossintese com analisador de CO, e vapor d’agua por radiagéo infravermelha
(“Infra Red Gas Analyser — IRGA”, modelo GFS-3000 - Walz). As medidas foram
estimadas a partir da diferenca entre a concentracdo de CO; e vapor d’agua do ar
da referéncia (valor presente na camara sem a folha) e da amostra (valor com a
folha presente na camara), obtendo-se as concentragdes de vapor d’agua e CO;
que foram liberados (transpiragédo — vapor d’agua) e assimilados (assimilagdo de

CO,) pelos estdmatos das folhas.

Foram avaliadas taxa de assimilacdo de CO, (A, pmol CO, m? s™), taxa de
transpiragao (E, mmol vapor d’agua m? s%), condutancia estomatica (gs, mol m? s’
1Y e concentracdo interna de CO, na folha (Ci, umol CO, mol*ar), adotando-se
1500 pmol m? s (PAR) de luminosidade. Essas variaveis foram calculadas pelo
programa de andlise de dados do equipamento, que utiliza a equacdo geral de

trocas gasosas de Von Caemmerer e Farquhar (1981).

A eficiéncia do uso da agua (EUA, pmol CO, (mmol H,0)™?) foi determinada
pela relacdo entre a taxa de assimilacdo de CO; e a taxa de transpiracdo (A/E) e a
eficiéncia instantanea de carboxilagdo da enzima ribulose 1, 5-difosfato carboxilase
(Rubisco) foi calculada pela relacdo da taxa de assimilagdo de CO, e concentracao

interna de CO, na folha (A/Ci), conforme descrito por Zhang et al. (2001).

Atividade das enzimas peroxidase (POD), superoxido dismutase (SOD) e
catalase (CAT)

Utilizou-se delineamento experimental em parcelas subdivididas no tempo,
esquema fatorial 4x3, com quatro concentracdes de CaCl,, trés épocas de

avaliacdes e seis repeticdes constituidas de uma planta.

A extracdo enzimatica foi realizada segundo metodologia proposta por Kar e
Mishra (1976). Foram utilizados 300mg de folhas frescas congeladas e trituradas
em almofariz com nitrogénio liquido. Em seguida, homogeneizou-se o material
vegetal em 4mL de tampéo fosfato de potassio (0,1M, pH 6,8) gelado e centrifugou-
se a 10000 x g por 10 minutos a 4°C. Separou-se 0 sorenadante e o extrato obtido

foi separado em microtubos armazenados a -20°C para posterior determinagéo.

A atividade da superdxido dismutase (SOD) foi determinada de acordo com

metodologia proposta por Beauchamp e Fridovich (1971). O sistema de reacéo foi
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preparado ao abrigo da luz e constituido por 50uL de extrato enzimatico e 2950uL
de solucdo tampéo fosfato de potassio (50 mmol L™, pH 7,8) + metionina (13 mmol
L) + cloreto de azul de p-nitrotetrazélio (NBT, 75 umol L™) + riboflavina (2 pmol L’
Y + EDTA (100 nmol L), totalizando volume igual a 3000uL. A reacdo foi
conduzida a temperatura ambiente sob iluminagdo por 5 minutos. A inibicdo na

reducdo fotoquimica do NBT foi avaliada em espectrofotbmetro a 560nm.

A atividade da peroxidase (POD) foi determinada de acordo com metodologia
proposta por Teisseire e Guy (2000). O sistema de reacdo foi composto por 30uL
de extrato enzimatico, 500uL de tampao fosfato de potassio (50 mmol L™, pH 6,5),
250uL de pirogalol (1,2,3-benzenotriol 20 mmol L™?) e 220uL de peréxido de
hidrogénio (H,02) 5 mmol L™, totalizando volume igual a 1000uL. A reagao foi
conduzida a temperatura ambiente por 5 minutos. A formag&o de purpurogalina foi
medida em espectrofotbmetro a 430nm. Para calcular a atividade especifica da
enzima, foi utilizado o seu coeficiente de extingdo molar (2,5 mmol L™* cm™), e a

atividade foi expressa em umol de purpurogalina min™ mg™ de proteina.

A atividade da catalase (CAT) foi determinada de acordo com metodologia
proposta por Peixoto et al. (1999). O sistema de reacao foi composto por 100uL de
extrato enzimatico e 1900uL de solugdo tampao fosfato de potéassio (50 mmol L™,
pH 7,0) suplementado com peréxido de hidrogénio (H,O,, 12,5 mmol L™,
totalizando um volume final de 2000uL. A reacado foi conduzida a temperatura
ambiente por 80 segundos. As leituras de absorbancia foram realizadas em
espectrofotdmetro a 240nm aos 0 e 80 segundos, a fim de verificar quanto ocorreu
decréscimo na absorbancia. Para calcular a atividade especifica da enzima, foi
utilizado o coeficiente de extincdo molar do H,0, (39,4mmol L™ cm™), e a atividade

foi expressa em nmol de H,O, consumido min™ mg™ proteina.

A quantificacdo das proteinas totais no extrato, necessaria para o calculo das
enzimas SOD, POD e CAT foi determinada de acordo com metodologia proposta
por Bradford (1976). O sistema de reacdo foi composto por 100uL de extrato
enzimatico e 5000uL reativo de Bradford. A reacao foi conduzida a temperatura
ambiente por 15 minutos, e a leitura de absorbéncia realizada em

espectrofotbmetro a 595nm. A curva padréo utilizou solucdo de caseina.
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Analise estatistica

Os dados foram submetidos a andlise de variancia (teste F), utilizando-se teste
Tukey 5% de probabilidade para comparar concentracbes de CaCl, dentro das
diferentes épocas e analise de regressao, quando as épocas foram avaliadas nas

diferentes concentracfes de célcio.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Trocas Gasosas

As trocas gasosas das plantas de atemoia ‘Thompson’ foram influenciadas
pelas concentracdes de CaCl, pulverizadas em sua copa. De maneira geral, as
maiores concentragbes aumentaram a assimilagdo de CO,, a eficiéncia da Rubisco

e a eficiéncia no uso da agua em relacéo as plantas que nao receberam o CacCl,.

As plantas testemunhas (que n&o receberam aplicacdo de CaCl,) e aquelas
tratadas com a concentracdo de 0,5% de CaCl, apresentaram menor taxa de
assimilacdo até 170 dias apds a primeira aplicacdo (DAPA), quando as taxas
assimilatérias dessas plantas se tornaram iguais as reveladas pelas demais

plantas.

As plantas submetidas a todos os tratamentos apresentaram tendéncia de
reduzir a transpiracdo ao longo do tempo, exceto aquelas pulverizadas com a
concentracdo de 1,0% de CaCl, que mantiveram a taxa transpiratéria praticamente
constante ao longo do tempo. Essa reducdo na transpiracdo se deve a provavel
reducdo da temperatura e precipitacdo ao longo do tempo (Quadro 1), condicbes
gue levam a fechamento de estdmatos como forma de diminuir perda de agua, e
com menor transpiracdo e condutancia estomatica. Com o estébmato fechado a
planta perde menos agua e pode melhorar a eficiéncia no uso da agua. Deve ser
ressaltado o aspecto ciclico revelado pelas plantas quando sdo consideradas as
variaveis, eficiéncia de carboxilagdo e assimilagdo de CO, menos influenciadas

pela temperatura e precipitacao.

As plantas testemunhas apresentaram elevada taxa transpiratéria inicialmente,
com reducdo com o tempo, elevada condutancia estomatica (Gs) até os 150 DAPA,

elevada concentracdo de CO; na folha (Ci) e baixa eficiéncia da Rubisco, o que
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resultou em baixa assimilacdo de CO, (A) até os 150 DAPA e em baixa eficiéncia

no uso da agua (EUA).

Quando as plantas foram pulverizadas com 0,5% de CaCl, apresentaram
reducdo na assimilacdo até os 120 DAPA, com aumento a partir deste ponto. As
taxas transpiratorias foram elevadas no inicio e diminuiram com o passar dos dias,
da mesma forma como ocorreu com a condutancia estomética. Aos 120 DAPA
observou-se menor eficiéncia da Rubisco, promovendo maior acimulo de CO; na

camara subestoméatica e menor assimilacéo.

O tratamento contendo 1,0% de CacCl, resultou em plantas com elevadas taxas
de assimilacdo, baixa condutancia estomatica até os 100 DAPA, com menor
transpiracdo ao longo de todo o periodo de avaliacdo. Nessas plantas a elevada
eficiéncia da Rubisco, associada a concentracdo interna de CO, bem constante,

garantiu a elevada assimilacao e consequente elevada eficiéncia de uso da agua.

Aos 60 dias DAPA pode-se notar que as plantas tratadas com 1,5% de CacCl,
estavam em condi¢cdes semelhantes as plantas testemunha, mas ao longo do
tempo elas apresentaram elevadas taxas de assimilacdo, transpiracdo e
condutancia estomatica, além de manter elevada a eficiéncia da Rubisco e de uso

da agua.

O célcio desempenha importante papel fisiolégico como mensageiro
secundario, regulando muitos processos fisiolégicos no crescimento e
desenvolvimento das plantas, estando envolvido em respostas a diversos
estresses ambientais (DODD et al., 2010). Plantas de tabaco tratadas com CacCl,
aumentaram a tolerancia ao calor, uma vez que, o CaCl, possibilitou maiores taxas
de assimilacdo e condutancia estomatica mesmo que em elevadas temperaturas
(TAN et al., 2011). Plantas de tomate que receberam pré-tratamento com CacCl,
apresentaram o sistema fotossintético protegido do estresse sob baixa temperatura
noturna, revelando maiores condutancia estomatica, abertura estomatica, largura e
area de cloroplastos e diminuicdo do numero de grédos de amido por cloroplasto
(LIU et al., 2015). Os resultados do presente estudo estdo de acordo com os dos
autores acima relacionados, uma vez que, a aplicagdo do CacCl, também aumentou
as taxas de assimilacdo de CO, e a condutancia estomatica no inicio das

avaliacdes. Deve ser registrado que, neste estudo, varias avaliacbes de trocas
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gasosas foram realizadas ao longo do tempo enquanto que, nos estudos

apresentados acima somente uma foi realizada.

Um dos fatores que afeta a atividade das enzimas frutose 1,6-bisfosfatase
(FBPase) e sedoheptulose 1,7-bisfosfatase (SBPase) do ciclo redutor de pentose
fosfato é a concentracdo de fons Ca®* no estroma, que pode elevar ou reduzir o
nivel de expressdo destas duas enzimas, impactando diretamente a fotossintese
(GARDEMANN et al., 1983; CHUECA et al., 2002; HOCHMAL et al., 2015). Essa
pode ser a explicacdo para 0 aumento nas taxas assimilatorias e na eficiéncia de
carboxilagdo das plantas de atemoia ‘Thompson’ submetidas a variagdo de

aplicacao de CacCl,.

Além disso, o Ca®* estad no fechamento estomatico induzido pelo ABA e os
resultados observados no presente estudo ndo demonstram essa agéo, uma vez
que as plantas pulverizadas com célcio ndo fecharam os seus estématos, conforme

revelam os resultados de condutancia estomatica.
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Figura 1- Taxa de assimilacdo de CO, (a), taxa de transpiracdo (b) e condutancia
estomatica (c), eficiéncia do uso da agua (d), eficiéncia de carboxilacéo (e) e concentracéo
interna de CO; na folha (f) em atemoia ‘Thompson’, tratadas com CaCl, nas seguintes
dosagens:0, 0,5, 1,0 e 1,5% de CaCl, em fungdo do tempo
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Tabela 1- Equacdes e coeficientes de determinagéo referentes aos graficos da figura 1. Botucatu-
SP, 2017

Tratamentos R2 Equacdes
CaCl, (%)
0,0 0,99 y= 0,000015x°-0,00473x°+0,473x-12,1499
as-g?r);?lsgéo 05 0,99 y=0,00104x"-0,253x+17 585
de CO, (a) 1,0 0,65 y=0,000018x -30,00624x2 +0,666x-16,567
1,5 0,88 y= 0,000035x°-0,0128x°+1,471x-47,600
0,0 0,89 y=0,00009%°-0,0299x+3,016
Taxade 0,5 0,58 =0,000088x°-0,0267x+2,863
transpiracao ’ ' =5, 3 L2 '
(b) 1,0 0,72 y=0,000002x*-0,000721x"+0,0802x-1,695
1,5 0,92 y=0,00013x°-0,0341x+3,011
Condutancia 0,0 0,96 y:o,00013x3-0,9412x2+3,589x-39,354
“stomatica 0,5 0,77 y=0,0057x"-1,527x+129,542
©) 1,0 0,61 y=-0,00003x’ + 0,0147x"-1,946x +113,37
1,5 0,99 y=0,000161x>-0,0532x°+5,330x-118,725
o 0,0 0,94 y= 0,00065x°-0,110x+6,255
EL'CJEQCAZ 0,5 0,65 y:-0,000012x33+ o,00501;<2-o,606x+25,489
agua (d) 1,0 0,99 y=0,000016x 3—0,00505x 2+o,509x-1o,489
1,5 0,83 y= 0,000022x%-0,00837x°+1,045x-35,470
Eficiéncia 0,0 0,99 y=0,0000004x>-0,00013x°+0,0127x-0,320
instantanea 0,5 0,99 y=0,000031x>-0,0074x+0,514
de 1,0 0,65 y=0,0000001x>-0,00018x°+0,0194x-0,484
carboxilagéo 3 9
©) 1,5 0,88 y=0,000001x>-0,000373x+0,04297x-1,390
Concentracé 0,0 0,99 y=- 0,0086x°+0,869x+273,167
o de 0,5 0,77 y=0,000448x>-0,174x°+20,420x-474,113
CO, interna 1,0 0,98 y=-0,00039x°+0,1424x°-16,663x+792,34
na folha (f) 15 0,93 y=-0,00206x°+0,7498x°-84,804x+3152,63

Houve interacdo entre as concentracfes de CaCl, e as épocas de avaliagdo
para a assimilacdo de CO,. Aos 60 DAPA as plantas sem aplicacédo (0%) e as que
receberam 1,5% de CaCl, apresentaram as menores taxas de assimilacdo de
CO,, sendo que essas Ultimas néo diferiram daquelas com 1%. Aos 90, 120 e 150
DAPA as plantas pulverizadas com as concentragbes de 1,0 e 1,5% de CaCl;
apresentaram elevacdo das taxas de assimilacdo de CO, Aos 180 DAPA a
assimilacao de CO; foi equivalente entre as plantas (Tabela 2). Assim, houve efeito
positivo do CaCl, na assimilacdo de CO,, resultados concordantes com os estudos
de Ai et al., (2006), que verificaram que CaCl, na concentracdo de 10mM

aumentou a capacidade fotossintética em pepinos.
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Tabela 2 - Andlise de variancia e comparacédo entre médias de assimilacdo de CO, (A, ymol m?s™)
em plantas de atemoia ‘Thompson’ pulverizadas com diferentes concentracdes de CaCl,,
nas diferentes épocas. Botucatu-SP, 2017

Taxa de assimilacdo de CO, (A, umol m*s™)

Concentracfes de Epocas (Dias ap06s a primeira aplicagdo-DAPA)
CaCl, (%) 60 90 120 150 180
0 2,31c 2,77h 1,64 b 1,93b 6,06 a
0,5 6,21 a 3,29b 2,38b 3,22 ab 6,01 a
1,0 4,64 ab 5,64 a 4,55 a 4,27 a 575 a
15 3,16 bc 6,71 a 5,15 a 4,71 a 6,77 a
Anélise de Variancia Concentracdes Epoca Concentracdo x Epoca
Quadrado médio 19,35%* 12,13** 3,66**
CV (%) 20,25

Médias seguidas de mesma letra na coluna nao diferem significativamente entre si pelo teste
Tukey a 5% de probabilidade. ** significativo a 1% de probabilidade (a < 0,01).

Houve interacdo entre as concentracBes de CaCl, e as épocas de avaliacdo
para a transpiracdo. Aos 60 DAPA a menor taxa transpiratoria foi revelada pelas
plantas com aplicacdo de 1,0% de CaCl,. A transpiracdo foi igual para todos os
tratamentos aplicados, aos 90, 150 e 180 DAPA. As menores taxas transpiratorias
aos 120 DAPA foram observadas nas plantas sem aplicacéo (0%) e naquelas com
aplicacdo de 1,0% de CaCl, (Tabela 3). Plantas de morango cultivadas em
estresse salino, em solucao nutritiva com adicdo de CaCl, e CaSO, apresentaram
aumento na assimilacdo de CO; e na transpiracao (KHAYYAT et al., 2017). Esses
resultados discordam dos observados no presente estudo, uma vez que, a
pulverizacdo com o CaCl, ndo aumentou as taxas transpiratérias. Aparente
auséncia de efeito na fotossintese se da em virtude das pequenas quantidades
deste elemento necesséarias para esta atividade metabdlica (TERRY; HUSTON,
1975).
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Tabela 3 - Andlise de variancia e comparacao entre médias da taxa de transpiracdo (E, mmol m?s
) em plantas de atemoia ‘Thompson’ pulverizadas com diferentes concentracdes de CaCl,, nas

diferentes épocas. Botucatu-SP, 2017

Taxa de transpiracdo (E, mmol m™s™)

Concentracfes de Epocas (dias apds a primeira aplicac&o)
CaCl, (%) 60 90 120 150 180
0 1,45 ab 1,27 a 0,67 b 0,42 a 0,64 a
0,5 158 a 1,05a 1,27 a 0,50 a 1,02 a
1,0 0,91 b 121a 0,70 b 0,75 a 0,60 a
1,5 1,40 ab 1,04 a 0,84 ab 0,70 a 1,12 a
Analise de Variancia Concentracdes Epoca Concentracdo x Epoca
Quadrado médio 0,20 0,98** 0,15*
CV (%) 25,24

Médias seguidas de mesma letra na coluna nado diferem significativamente entre si pelo teste
Tukey a 5% de probabilidade. ** significativo a 1% de probabilidade (a < 0,01); * significativo a 5%
de probabilidade (a < 0,05); ns n&o significativo (a >= 0,05).

Houve interacdo entre as concentracfes de CaCl, e as épocas de avaliacdo
para a condutancia estomatica. Nao houve diferenca de condutancia estoméatica
para plantas pulverizadas com as diferentes concentragfes de CaCl, nas épocas
60, 90 e 120 DAPA. Aos 150 DAPA as plantas pulverizadas com 1,0% de cloreto
de calcio apresentaram maior condutancia e aos 180 DAPA foram as pulverizadas
com 1,5% de CaCl, que apresentaram maior condutancia (Tabela 4). A
conduténcia estomatica sofre interferéncia do ambiente (BERRY; BJORKMAN,
1980; GUTSCHICK, 1997) e da nutricdo mineral (Wong et al., 1979; Von
CAEMMERER, FARQUHAR, 1981), resultados concordantes com os do presente
estudo para plantas de atemoia “Thompson’.

Tabela 4 - Andlise de variancia e comparacéo entre médias da condutancia estomética (gs, mol m’

2sl) em plantas de atemoia ‘Thompson’ pulverizadas com diferentes concentragdes de
CacCl,, nas diferentes épocas. Botucatu-SP, 2017

Condutancia estomatica (gs, mol m“s™)

Concentracdes de Epocas (dias ap6s a primeira aplicaco)
CaCl, (%) 60 90 120 150 180
0 55,09 a 48,32 a 18,77 a 1561b 31,88b
0,5 60,24 a 31,84 a 38,17 a 23,12 ab 41,44 ab
1,0 41,12 a 35,13 a 26,16 a 37,71 a 34,99 b
1,5 44,70 a 46,47 a 35,37 a 27,07 ab 58,16 a
Andlise de Variancia Concentracdes Epoca Concentracdo x Epoca
Quadrado médio 222,76™ 1083,84** 304,62+
CV (%) 24,01

Médias seguidas de mesma letra na coluna nao diferem significativamente entre si pelo teste
Tukey a 5% de probabilidade. ** significativo a 1% de probabilidade (a < 0,01); * significativo a 5%
de probabilidade (a < 0,05); ns nao significativo (a >= 0,05).
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Houve interacdo entre as concentracdes de CaCl, e as épocas de avaliagdo
para a eficiéncia no uso da agua. As concentracdes de 0,5 e 1,0% de CaCl,
elevaram a eficiéncia no uso da agua de plantas de atemoia ‘Thompson’ aos 60
DAPA. Aos 90 e 120 DAPA as plantas pulverizadas com as maiores
concentragfes de CaCl, mostraram-se mais eficientes no uso da agua. Aos 150
DAPA néo houve diferenca para os tratamentos aplicados e aos 180 DAPA as
plantas pulverizadas ndo diferiram daquelas em que n&o foram realizadas
aplicacdes (Tabela 5). A eficiéncia no uso da agua foi influenciada principalmente

pelo aumento da taxa de assimilacdo de CO; nos periodos de 60, 90 e 120 DAPA.

Tabela 5 - Andlise de variancia e comparacao entre médias da €ficiéncia do uso da agua (A/E, pmol
CO, (mmol H,0)") em plantas de atemoia ‘Thompson’ pulverizadas com diferentes
concentracdes de CacCl,, nas diferentes épocas. Botucatu-SP, 2017

Eficiéncia do uso da agua (A/E, pmol CO, (mmol H,0)™)

Concentracdes de Epocas (dias ap6s a primeira aplicacdo)
CacCl, (%) 60 90 120 150 180
0 159b 2,39b 242 b 4,65 a 7,90 ab
0,5 4,23 a 3,57b 187b 6,52 a 6,12 b
1,0 525a 6,07 a 4,99 a 572a 9,69 a
15 151b 7,45 a 525a 6,70 a 7,01b
Analise de Variancia  Concentragdes Epoca Concentragéo x Epoca
Quadrado médio 19,44" 39,97** 6,44**
CV (%) 16,63

Médias seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem significativamente entre si pelo teste
Tukey a 5% de probabilidade. ** significativo a 1% de probabilidade (a < 0,01); ns ndo significativo
(a>=0,05).

Houve interacado entre as concentracdes de CaCl, e as épocas de avaliacdo
para a eficiéncia de carboxilacdo. A concentracao de 0,5% de CaCl, aumentou a
eficiéncia de carboxilacdo das plantas aos 60 DAPA. Aos 90 DAPA, as maiores
concentragbes (1 e 1,5%) de CaCl, aumentaram a eficiéncia da Rubisco,
condicao também verificada aos 120 e 150 DAPA. Aos 180 DAPA a Rubisco foi

mais eficiente nas plantas pulverizadas com 1,5% de CaCl, (Tabela 6).
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Tabela 6 - Andlise de variancia e comparacdo entre médias da eficiéncia de carboxilagcdo (A/Ci) em
plantas de atemoia ‘Thompson’ pulverizadas com diferentes concentragées de CaCl,, nas
diferentes épocas. Botucatu-SP, 2017

Eficiéncia de carboxilacdo (A/Ci)

Concentracfes de Epocas (dias ap6s a primeira aplicaco)
CaCl, (%) 60 90 120 150 180
0 0,067 c 0,081 b 0,048 c 0,057 c 0,148 b
0,5 0,181 a 0,096 b 0,069 bc 0,094 bc 0,168 b
1,0 0,135b 0,193 a 0,102 ab 0,125 ab 0,175b
15 0,059 c 0,222 a 0,128 a 0,137 a 0,222 a
Andalise de Variancia  Concentracdes Epoca Concentracdo x Epoca
Quadrado médio 0,0162** 0,0165** 0,005**
CV (%) 18,42

Médias seguidas de mesma letra na coluna nado diferem significativamente entre si pelo teste
Tukey a 5% de probabilidade. ** significativo a 1% de probabilidade (a < 0,01).

Houve interacdo entre as concentracdes de CaCl, e as épocas de avaliagdo
para a concentracao interna de CO;, na folha. Aos 60 e 120 DAPA, o CO; interno
na folha ndo diferiu entre as plantas pulverizadas e ndo pulverizadas. As maiores
concentracfes de CaCl, reduziram a concentracdo de CO, na folha aos 90 DAPA.
A maior concentracdo de CacCl, foi a que resultou em plantas com maior acumulo
de CO; na folha aos 150 DAPA. Aos 180 DAPA as concentragcdes de CacCl;
aplicadas nao resultaram em diferencas de CO, interno para plantas de atemoia
‘Thompson’. Os maiores valores de CO, interno nas plantas resultaram da baixa
eficiéncia da Rubisco na carboxilagdo, condicdo observada, em especial, aos 60
DAPA (Tabela 7).

Tabela 7 - Analise de varidncia e comparacao entre médias da concentracdo interna de CO, (Ci,

ppm) em plantas de atemoia ‘Thompson’ pulverizadas com diferentes concentragdes de
CacCl,, nas diferentes épocas. Botucatu-SP, 2017

Concentracédo interna de CO, (Ci, ppm)

Concentracdes de Epocas (dias ap6s a primeira aplicaco)
CaCl, (%) 60 90 120 150 180
0 295,59 ab 281,50 a 246,08 ab 219,69 b 146,83 a
0,5 225,77 b 252,38 a 274,65 a 150,76 b 167,80 a
1,0 222,30 b 158,22 b 178,01 b 180,12 b 140,09 a
15 312,70 a 121,36 b 178,23 b 387,14 a 177,63 a
Analise de Variancia Concentracdes Epoca Concentracdo x Epoca
Quadrado médio 12406,03* 18527,36* 13254,99*
CV (%) 17,09

Médias seguidas de mesma letra na coluna nado diferem significativamente entre si pelo teste
Tukey a 5% de probabilidade. ** significativo a 1% de probabilidade (a < 0,01); * significativo a 5%
de probabilidade (a < 0,05).
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As plantas de atemoia ‘Thompson’ n&o pulverizadas (0% de CaCl,) tempo
apresentaram baixa eficiéncia de carboxilacdo e baixa assimilacdo que
aumentaram ao longo do tempo, de modo inverso a concentracdo interna de CO,
e transpiracdo. Os resultados de assimilacdo de CO2 e transpiracdo levaram a
aumento da eficiéncia de uso da agua com o tempo.

As plantas pulverizadas com 0,5% de CacCl, apresentaram a mesma tendéncia
de resposta de todas as variaveis avaliadas. Nessas plantas verificam-se taxas
mais elevadas de assimilacdo de CO,, eficiéncia da Rubisco, condutancia
estomatica e transpiracdo no inicio e final da avaliacdo e eficiéncia do uso da
agua. Essa concentracdo de CaCl, levou a efeitos mais pronunciados de
diminuicdo entre 120 e 130 DAPA para a maioria das variaveis, com excecao da
concentracdo interna de CO, e eficiéncia do uso da agua, cujos decréscimos
ocorreram ,respectivamente aos 160 e 80 DAPA. Cumpre ressaltar que a
pulverizacdo com esta dosagem modificou o padrédo de trocas gasosas das

plantas de atemoia, ndo trazendo efeitos benéficos para a espécie.

Quando as plantas foram pulverizadas com as concentragbes de 1,0 e 1,5%
de CaCl, os resultados de trocas gasosas ao longo do tempo foram melhores que
aqueles revelados pelas plantas ndo pulverizadas. Essas plantas apresentaram
maiores taxas de assimilacdo de CO, eficiéncia de carboxilacdo e eficiéncia do
uso da agua. Nos momentos de menor eficiéncia de carboxilacdo houve maior
acumulo de CO; no mesofilo. A transpiracédo diminuiu ao longo do tempo mais nas
plantas pulverizadas com 1,5% de CaCl, do que naquelas com aplicacéo de 1,0%,

cuja transpiracao se manteve mais constante.

Atividade das enzimas peroxidase (POD), superoxido dismutase (SOD) e
catalase (CAT)

A atividade da enzima superéxido dismutase (SOD) aumentou com as
concentracOes de CaCl, até 0,973% de CaCl, ( Figura 2). A atividade da enzima
SOD nao foi influenciada pela época de avaliacao.
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Figura 2 - Atividade da enzima superdéxido dismutase (SOD, U mg™ de proteina) em atemoia
cv. ‘Thompson’ em fungido das concentragées de cloreto de calcio
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A atividade da enzima peroxidase (POD) ndo foi influenciada pelas
concentracfes de CaCl; pulverizadas na copa das plantas de atemoia, mas houve
efeito das épocas de avaliacdo e aos 210 dias apGs a primeira aplicacdo esta
enzima apresentou maior atividade (Tabela 8).

Tabela 8 - Andlise de variancia e compara¢do entre médias da atividade da enzima peroxidase
(POD) em plantas de atemoia ‘Thompson’ nas diferentes épocas. Botucatu-SP, 2017

Epoca POD (umol de purpurogalina min* mg*de proteina)
45 751b
125 8,42 b
210 11,50 a
Andlise de Variancia Concentragao Epoca Concentracéo * Epoca
Quadrado médio 43,35 "™ 105,20 ~ 7,92 "™
CV(%) 38,88

Médias seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem significativamente entre si pelo teste
Tukey a 5% de probabilidade. ** significativo a 1% de probabilidade (a < 0,01); * significativo a 5%

de probabilidade (a < 0,05); ns n&o significativo (a >= 0,05).

A enzima catalase néo revelou variagcdo de atividade com as diferentes
concentracdes de CaCl, e épocas de avaliacdo (Tabela 9). Deve ser ressaltado o
maior valor da sua atividade em plantas tratadas com 1,0% de CacCls.
Considerando a maior atividade da SOD com essa concentracdo de CaCl, estes
resultados estdo de acordo com 0s de trocas gasosas e a maior atividade dessas

enzimas nestas plantas pode ser indicativo de que realizaram trocas gasosas com
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maior assimilagdo de CO, estando em melhoras condicbes do que as
testemunhas.

Dessa forma, plantas que receberam 1,0% de CaCl, apresentaram maior
atividade da SOD, mostrando um possivel mecanismo antioxidante mais eficiente
em comparacao as demais plantas. A SOD é a primeira enzima da linha de defesa
das plantas contra as EROS nas células, entre organismos que consomem
oxigénio (OLMOS et al., 2003) e essa enzima funciona catalisando a dismutacao
do superoxido O, ~ em H,O, (SCANDALIOS, 2005). Ja as catalases funcionam
como um canal de “limpeza” do H,O, (BREUSEGEM et al., 2001), assim sendo, o
aumento da atividade da CAT pode ser consequéncia da maior atividade da SOD.
No presente estudo nao foi observada variacdo de atividade da CAT o que pode
indicar presenca de compostos fendlicos e, portanto maior atuacdo da POD. Em
parte estes resultados estdo de acordo com os estudos que revelaram que o Ca**
exogeno induziu aumento na atividade da SOD, CAT e POD em mudas de milho
na estacéo fria e em plantulas de trigo (JJANG; HUANG, 2001; GONG et al., 1997,
AGARWAL et |, 2005).

Tabela 9 - Andlise de variancia e comparacdo entre médias da atividade da enzima Catalase
(CAT) em plantas de atemoia ‘Thompson’ nas diferentes épocas. Botucatu-SP, 2017

Tratamento Catalase
(% de CaCl,) (nmol de H202 consumido min™ mg™ proteina)
0 40,86
0,5 44,06
1,0 61,65
15 45,08
. . = - Concentracéo *
Andlise de Variancia Concentrag&o Epoca Epoca ¢
Quadrado médio 1569,64™ 277,6™ 2818,20™

CV(%) 68,10

ns= nao significativo.

Assim, CaCl, pode ser usado para aumentar a eficiéncia das trocas gasosas
em plantas de atemoia “Thompson’, sugerindo-se a concentracao de 1,0% , sendo

gue estas aplicacdes interferem na atividade das enzimas antioxidantes.
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CAPITULO 2: QUALIDADE DOS FRUTOS DE ATEMOIA ‘THOMPSON’
TRATADOS EM PRE-COLHEITA COM CLORETO DE CALCIO

RESUMO
Frutos de atemoia cv. ‘Thompson’ foram analisados com o objetivo de verificar a
influéncia da aplicacédo pré-colheita de cloreto de calcio no didmetro e comprimento
dos frutos, firmeza, pH, acidez titulavel, sélidos soluveis, relacdo solidos
soluveis/acidez, acucares, amido e teor de acido ascoérbico. Os tratamentos
consistiram na pulverizacdo da copa com concentracdes de cloreto de calcio nas
doses de 0%; 0,5%; 1,0% e 1,5%. O delineamento experimental utilizado foi o de
blocos casualizados, com quatro concentracdes, seis blocos e cada unidade
experimental constituida por trés frutos. As concentracbes de CaCl, néo
influenciaram pH, solidos soluveis, acucares, amido e teores de calcio na casca e
na polpa dos frutos. As maiores concentragdes de CaCl, aumentaram a firmeza e a
acidez dos frutos e os teores de calcio nas folhas, reduzindo os teores de &cido

ascorbico.

SUMMARY
Atemoya fruit * Thompson ' were analyzed in order to verify the influence of pre-
harvest application of calcium chloride in the diameter and length of fruits, firmness,
pH, soluble solids, titratable acidity, soluble solids/acidity, sugars, starch and
ascorbic acid content. The treatments consisted in foliar spraying of concentrations
of calcium chloride in doses of 0%; 0.5%; 1.0% and 1.5%.The experimental design
used was randomized blocks, with four concentrations, six packs and each
experimental unit consisted of three fruits. The concentrations of CaCl, did not
influence pH, soluble solids, sugars, starch and calcium levels in the peel and the
pulp of the fruit. The largest concentrations of CaCl, increased firmness and acidity

of fruit and calcium levels in leaves, reducing the levels of Ascorbic acid.

INTRODUCAO
As anonaceas possuem importancia econbmica em diversos paises como
Chile, México, Venezuela, Australia e Brasil, principalmente por suas espécies

frutiferas como a pinha, a graviola e a atemoia. No Brasil estes cultivos sdo feitos
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desde o norte do Pais, até o estado do Parana, encontrando-se plantios irrigados e
com bom nivel tecnoldgico. Existe interesse em se cultivar especialmente a pinha
e a atemoia devido ao elevado valor de mercado e inser¢do no mercado europeu e
americano (BRAGA SOBRINHO, 2014).

Os frutos de anonaceas apresentam intensa atividade metabdlica apds a
colheita, o que faz com que a maturagdo se processe em curto espaco de tempo,
tornando-os muito macios e dificeis de serem manuseados sem danos. A atemoia
por seu elevado contetdo de umidade se torna extremamente perecivel, sobretudo
em condicdes ambientais com elevada temperatura, associada a auséncia ou ao
manejo inadequado pés-colheita, fatores negativos para sua conservacao
(MOSCA; LIMA, 2008; SANTOS, 2009). Essas condi¢bes contribuem com a
limitacdo de distribuicdo de frutos de atemoia para mercados distantes, o que

demonstra problema a ser solucionado para melhoria do manejo pés-colheita.

O calcio é constituinte indispensavel da parede celular (POOVAIAH, 1988),
proporcionando estabilidade e contribui na permeabilidade seletiva das membranas
(HAWKESFORD et al., 2012) e, além disso, elevados teores desse nutriente nos
frutos tendem a retardar o processo de maturacéo e senescéncia por diminui¢cao da
sintese de etileno e da atividade respiratéria durante seu armazenamento
(POOVAIAH, 1986; BRACKMANN et al., 2010). Assim, aplicacbes de calcio
realizadas em pré colheita desde a pré-floracdo, passando pela floracédo e fase de
crescimento das frutas, tém sido recomendadas como forma de reduzir os indices
de abortamento floral, os disturbios fisiologicos pds-colheita, a taxa respiratoria, a
producédo de etileno e de preservar a firmeza da polpa (PEREZ et al.,1995; FERRI
et al., 2002; HOJO et al., 2009; BRACKMANN et al., 2010).

O objetivo do trabalho foi avaliar se concentracbes de cloreto de calcio
aplicadas em pré-colheita alteram os atributos fisico-quimicos dos frutos de

atemoia cv. ‘Thompson’.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no sitio Paraizinho em um pomar comercial de
atemoia variedade Thompson com treze anos de formacdo, localizado a
23°06'28.3"S e 48°22'44.4"W, 931 metros de altitude no municipio de Pardinho —
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SP. Segundo a classificacdo de Kdeppen, o clima da regido é classificado como
Cwa, que corresponde a uma regiao com clima subtropical de inverno seco (com
temperaturas inferiores a 18°C) e verdo quente (com temperaturas superiores a
22°C). Em 2016 o indice pluviométrico anual foi igual a 1444,1 mm, com

temperaturas médias de 19,3°C, minimas de 13,2°C e maximas de 25,4°C.

O experimento foi instalado em delineamento experimental em blocos ao acaso
com quatro tratamentos, seis repeticbes com uma planta por parcela e
espacamento de 2,0 m entre plantas e 4,0 m entre linhas. A aplicacdo dos
tratamentos foi realizada em toda copa com auxilio de pulverizador costal,
utilizando a mistura de cloreto de célcio (CaCl,) g ml™ + 0,15 ml L™ de espalhante
adesivo a base de Polioxietileno aquil fenol éter, variando-se a concentracdo de
CaCl,. A primeira aplicagéo foi realizada em plena florag&o (florada produtiva), com
repeticbes a cada 45 dias até pouco antes da colheita dos frutos (210 dias apos a
primeira aplicacdo). Foram utilizados dois litros de calda por planta. Os tratamentos
estudados com variagao de CacCl, foram: 0,0% - Testemunha; 0,5%, 1,0% e 1,5%
de CacCl,.

Diametro e comprimento de frutos

O comprimento foi avaliado em centimetros, a partir da medicdo do eixo
longitudinal do fruto e o didmetro a partir da medicdo da regido equatorial dos
mesmos, por meio da utilizacdo de paquimetro digital. As medidas foram feitas em
quatro frutos por planta aos 45, 125 e 205 dias apds a primeira aplicacdo dos

tratamentos com variacdo de concentracfes de cloreto de célcio.

Pds-colheita

Trés frutos de cada planta foram colhidos no estadio de maturidade fisiologica,
aos 210 dias apos a primeira aplicacdo de CacCl, durante a safra de junho de 2016
e transportados para o Laboratério de poés-colheita de frutas e hortalicas do
Departamento de Horticultura da FCA/UNESP - Botucatu. Esses frutos foram
mantidos no laboratério respeitando-se o delineamento estabelecido no campo.
Cada parcela foi constituida por trés frutos e estes foram armazenados em
condicbes do ambiente (temperatura média 21,44+3,68°C e umidade relativa

62,3+10,44%, utilizando-se termo-higrografo digital marca Data Logger modelo HT-
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500) por cinco dias, objetivando condicdo adequada de processamento quanto a

firmeza.

Para a realizacdo das andlises fisico-quimicas (pH, acidez titulavel, soélidos
soluveis e teores de acido ascorbico) foram necessarias preparacdes prévias das
amostras, com trituracdo com mixer das polpas de trés frutos formando uma

amostra composta.

Firmeza
Os frutos de atemoia tratados com CacCl, foram perfurados com auxilio de um
penetrdbmetro manual com uma ponteira de 11 mm de diametro. Os dados foram

expressos em Newtons (N).

Potencial hidrogenidnico (pH)

Sua determinacao foi realizada na amostra composta da polpa triturada de
atemoia, com auxilio de potenciémetro digital Micronal modelo B-221, conforme as
normas do Instituto Adolfo Lutz (Brasil, 2005).

Acidez titulavel (AT)

A acidez titulavel foi obtida por meio da titulacdo em NaOH 0,1 mol L* de 5 g da
amostra composta de polpa de atemoia, com adicdo de 100 mL de agua
deionizada e 0,3 mL do indicador fenolftaleina. O resultado foi expresso em mg de
acido citrico por 100 g de polpa de atemoia, conforme as normas do Instituto
Adolfo Lutz (Brasil, 2005).

Solidos soluveis (SS)

A determinacéo do teor de solidos sollveis foi realizada na amostra composta
de polpa utilizando-se refratdmetro, conforme recomendacéo feita pela AOAC
(2005). Os resultados foram expressos em °Brix.

Ratio (SS/AT)
Calculada através do quociente entre o teor de sélidos sollveis e acidez

titulavel.
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Aclcares e amido

Realizou-se a determinacdo dos teores de acUcares redutores (frutose +
glicose), ndo redutor (sacarose), totais e amido, utilizando a metodologia descrita
por Somogy (1937), adaptada por Nelson (1944). O aparelho utilizado para leitura
da absorbancia foi o espectrofotometro Micronal B 382, no comprimento de onda
de 535 nm. Os resultados foram expressos em porcentagem.

Determinacao de acido ascorbico

A determinacéo dos teores de acido ascérbico foi necessario misturar 15 g da
amostra composta de polpa de atemoia com 30 mL de acido oxalico. A seguir, as
amostras foram filtradas em filtro de papel e 2ml do filtrado foram utilizados para a
realizacdo da titulacdo com 2,6-diclorofenolindofenol sédio a 0,2 %, seguindo-se

metodologia do MAPA (2006), com resultados expressos em mg 100g™ de polpa.

Determinacdo dos teores de calcio

Trés frutos por parcela foram separados em casca e polpa para a determinacao
dos teores de calcio. Além disso, foram coletadas folhas de varios ramos em
posicdes distinta da planta de atemoia, no periodo da manha das 9:00 as 11:00
horas para as mesmas determinagfes. As amostras foram colocadas em sacos de
papel, identificadas e levadas para secagem em estufa com circulacdo forcada de
ar a 40 °C, até atingirem massa constante.

Em seguida, as amostras foram moidas em moinho tipo Wiley, acondicionadas
e levadas ao Laboratério de andlise quimica de plantas do Departamento de Solos
e Recursos Ambientais da FCA/UNESP - Botucatu onde foram submetidas a
digestéo nitrico-perclérica- para a obtencdo dos extratos e determinacéo do teor de
calcio, conforme metodologia apresentada por Malavolta et al. (1997).

Andlise estatistica

Os dados foram submetidos a andlise de variancia (teste F), sendo que as
meédias foram comparadas pelo teste Tukey a 5% de probabilidade e anélise de
regressao. Os dados referentes a sacarose foram transformados em arco sem raiz
guadrada de x/100.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Para as variaveis diametro e comprimento de fruto, a andlise de variancia
acusou significancia apenas para o fator época (Tabela 1). Os frutos apresentaram
crescimento continuo ao longo do tempo independente das concentracdes de
CaCl, aplicadas, sendo que, as maiores médias foram obtidas aos 210 dias apés a
primeira aplicacdo (Figura 1). Em frutos de Roma tratados com CaCl, também néo
foram observadas diferencas no diametro e no comprimento (RAMEZANIAN et al.,
2009), este resultado talvez se justifique pelo fato da menor concentracdo junto ao
calcio existente na planta ter sido suficiente para garantir a multiplicacdo celular,
exercendo sua fungéo na estrutura da parede e na estrutura e funcionamento das
membranas. Além disso, a fungéo estrutural do calcio na parede celular pode ter
resultado na firmeza dos frutos de atemoia, que aumentou com as dosagens de
CaCl, até 1,24% de CacCl,. Esta variavel se ajustou ao modelo quadratico, sendo a
maior firmeza estimada de 22,13 N (Figura 2).

Tabela 1 - Médias dos diametros e comprimentos dos frutos de atemoia cv. ‘Thompson’ em
funcéo das concentracfes de CaCl,. Botucatu-SP, 2017

Tratamento Médias de comprimento do Médias de didmetro do fruto
(% de CaCl,) fruto
0 55,85 44,83
0,5 59,44 47,67
1,0 54,62 44,91
15 58,89 46,73
Teste F 0,077"™ 0,381™
CV(%) 10,81 12,35

ns= nao significativo.



Figura 1 - Médias dos diametros e comprimentos dos frutos de atemoia cv. ‘Thompson’ em
funcao das diferentes épocas. Botucatu-SP, 2017
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Figura 2- Firmeza (N) dos frutos de atemoia cv. ‘Thompson’ em fungao das concentragdes de
cloreto de célcio

Firmeza (N)

24

224

20 1

y=-7,162X2+17,704x+11,192
R%*=0,97

0,2

T T T T

04 0,6 0,8 1,0

Doses de cloreto de calcio (%)

Em frutos de magéa ‘Fuji’ a firmeza aumentou com o aumento do numero de

aplicacfes de cloreto de célcio (BRACKMANN et al., 2010). Estudo com néspera

mostrou que nas concentracdes de 2 e 3% de CaCl, aplicados na poOs colheita os
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frutos apresentaram maior firmeza quando comparados com a concentragédo de 1%
de CaCl, e a testemunha (AKHTAR et al., 2010). O CaCl, quando aplicado nas
concentracfes de 0,5%, 1,0%, 1,5% e 2,0% via foliar em mamao papaia , fez com
gue os frutos ficassem mais firmes quando comparados a testemunha no ano de
2012 e no ano de 2013 as concentragbes de 1,5 e 2% de CaCl, se mostraram
mais eficientes (MADANI et al.,2014). O célcio aplicado em pré colheita foi
eficiente em retardar a perda da firmeza em figo (IRFAN, 2013), morango (CHEN
et al., 2011) e goiaba (WERNER et al., 2009).

A enzima pectinametilesterase, é conhecida por desesterificar compostos
pécticos que constituem a parede celular das plantas. A hidrélise de grupos metil-
éster, catalisada por essa enzima, produz uma pectina com menor grau de
metilagao, que sofre clivagem pela poligalacturonase. Assim, o efeito dessas duas
enzimas tem um importante papel no processo de amolecimento do fruto durante o
estddio de amadurecimento. A desmetilacdo da pectina resulta em um maior
namero de grupos carboxilicos, o que facilita a acdo da poligalacturonase, que
degrada substancias pécticas, preferivelmente desesterificadas (SANTANA et al.,
2008). O célcio na parede celular, ao ligar-se covalentemente as pectinas, da
origem ao pectato de calcio, restringindo a acdo da pectinametilesterase e
poligalacturonase, e, consequentemente, retardando o amaciamento de frutos
(YAMAMOTO et al., 2011).

N&o houve efeito significativo das concentracdes de CaCl, para o pH, teor de
sélidos solaveis, agucares redutores, acUcares totais, sacarose, °Brix e amido dos
frutos de atemoia (Tabela 2). Embora néo tenha ocorrido diferenca nos teores de
sélidos soluveis entre os frutos pulverizados com diferentes concentracbes de
CaCl,, o valor médio igual a 21,18 °Brix esta de acordo com Silva, 2011 que refere
teor de solidos soluveis nos frutos de anonaceas elevado, constituindo-se
principalmente de acucares soluveis (ALVES et al.,, 1997), o que também foi
verificado no presente estudo. Em atemoia, a quantidade de acucares nos frutos é
superior a 20 °Brix, atingindo meédia de 25,2 °Brix em atemoieira ‘Gefner’
submetidas a diferentes intensidades de podas (MOTA FILHO et al., 2013). A
proporcao elevada de frutose, que em atemoia supera a sacarose, contribui para o
sabor extremamente doce deste fruto, uma vez que o poder adogcante da frutose é

1,7 vezes superior ao da sacarose (ALVES et al., 1997).
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Tabela 2- Efeito das concentragdes de CaCl, no pH, sdlidos sollveis (SS), agucares redutores (AR),

acucares totais (ATOTAIS), sacarose e amido de atemoia cv. ‘Thompson’. Botucatu-

SP, 2017
Doses de CacCl, pH SS AR ATOTAIS SACAROSE AMIDO
(%) (°Brix) (%) (%) (%) (%)
0 5,42 22,40 13,76 14,64 0,98 4,39
0,5 5,36 21,00 15,32 12,98 0,13 5,87
1,0 5,34 19,99 14,67 12,47 0,00 5,97
15 5,40 21,32 12,81 14,94 0,30 5,68
Teste F 0,86"™ 0,12" 0,27"™ 0,31"™ 0,20 0,57™
CV (%) 3,53 7,58 14,32 13,40 3,45 36,17

ns nao significativo (a >= 0,05).

Para acidez titulavel, houve ajuste quadréatico, em funcdo das concentracdes de

CaCl, (Figura 3 ). A AT foi representada pelo aumento nos teores de acido citrico

conforme o aumento nas concentracdes de CaCl, aplicadas até a concentracdo

estimada de0,74% de CaCl,. Maiores teores de Ca na parede celular resultam em

menor atividade das enzimas responsaveis pelo amaciamento dos frutos e com a

parede mais integra ha uma queda da atividade respiratéria (BRACKMANN et al.,

2010). Assim com a diminuicdo dessa atividade h4 um atraso no uso de acidos

organicos nas reacdes enzimaticas de respiracdo (MAHMUD et al., 2008).

Figura 3 - Acidez titulavel (% &cido citrico) de frutos de atemoia cv. ‘Thompson’ em fung¢ao

das concentracdes de cloreto de célcio
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Houve ajuste quadratico para a relacdo entre SS/AT (ratio) dos frutos, sendo
gue na concentracdo estimada de 0,698% de CaCl, os frutos ficaram mais acidos e
menos doces apresentando um ratio de 90,60 (SS/AT) (Figura 4). Considerando-se
gue o sabor dos frutos é fungao da relagao solidos soluveis:acidez titulavel (“ratio”)
(CHITARRA; CHITARRA, 2005), no presente trabalho pode-se observar que
mesmo com os teores de &cido citrico elevados a partir da concentracdo de
0,698% de CaCl, o aumento nos teores de SS contribuiu para que os frutos
voltassem a ter um equilibrio sensorial, entre acido e doce. Frutos de atemoia
armazenados com e sem PVC apresentaram um ratio que variou de 75 a 166
(SOUZA et al., 2015), resultado concordante com o do presente estudo, em que
variacdo entre 90 e 146 foi observada. Este resultado demonstra que o célcio pode
ser utilizado para controlar acidez dos frutos de atemoia dependendo da finalidade
a qual se destina, sendo que o mercado de frutas processadas exige frutos com
maior acidez (LEMOS, 2014) e, frutos destinados & mesa, devem conter maiores

teores de solidos sollveis.

Figura 4- Ratio (SS/AT) de frutos de atemoia cv. ‘Thompson’ em fungao das concentracfes

de cloreto de célcio
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O teor de acido ascorbico (AA) se ajustou ao modelo quadratico e o aumento
nas concentragdes de CacCl, reduziu os teores de AA até a concentragdo estimada
de 1,27% de CaCl,, sendo que o menor valor obtido foi de 9,974 mg 100g™( Figura
5). Cruz et al., 2013 observaram teores de AA para atemoia ‘Gefner’ iguais a
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105,41 mg 100g™ para casca, 60,97mg 100g™ para polpa e 8,18 mg 100g™ para as
sementes. O valor para polpa encontrado pelos autores foi muito superior ao
maximo encontrado neste estudo (23,19 mg 100g™ sem aplicacdo de CaCl,),

condicao que deve ser explicada com base na cultivar estudada.

Figura 5 - Teor de acido ascérbico (mg lOOg'l) de frutos de atemoia cv. ‘Thompson’ em

funcéo de concentracdes de cloreto de célcio.
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O maior teor de calcio nas folhas foi estimado na concentracédo de 1,28% de
CaCl, sendo igual a 19,70 g Kg™. O ajuste quadratico revelou-se o melhor (Figura
6). Nao houve diferenca entre os teores de calcio contidos na casca e na polpa
dos frutos tratados com diferentes concentracdes de CaCl, (Tabela 3). Os os
teores de calcio no fruto sdo consideravelmente menores que aqueles acumulados
nas folhas, devido a baixa mobilidade do calcio, que depende da tranpiracdo para
ser distribuido nos diferentes orgdos da planta. Assim, orgdos com baixa
transpiracdo como os frutos acabam por conter menores teores deste nutriente
guando comparados com as folhas. Na atemoia cv. ‘Gefner’ os teores médios de
célcio encontrados na casca, polpa e sementes foram iguais a 1,4 g Kg*, 1,6 g Kg’
! e 1,8 g Kg™ respectivamente (CRUZ et al., 2013). No presente estudo os valores
meédios observados na casca e na polpa foram semelhantes aos encontrados

pelos autores na atemoia ‘Gefner’ (Tabela 3).
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Figura 6- Teor de célcio (g Kg™) em folhas de atemoia cv. “Thompson’ em fungio de

doses de cloreto de calcio.
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Tabela 3 - Médias dos teores de calcio na casca e na polpa dos frutos de atemoia cv.
‘Thompson’ em fungéo das concentracdes de CaCl,. Botucatu-SP, 2017

Tratamento Teor de Ca na casca Teor de Ca na polpa

(% de CaCly) (g Kg™) (9 Kg™)

0 1,83 1,85

0,5 1,88 1,77

1,0 1,85 1,90

1,5 2,07 1,83
Teste F 0,30™ 0,74™
CV(%) 12,08 11,48

ns=ndao significativo

A aplicacdo de CaCl, aumentou a firmeza e a acidez dos frutos de atemoia,
confirmada pelo ratio. Como os teores de &cido ascérbico também diminuiram, a
aplicagcédo do CaCl, pode ser realizada quando o atendimento for de um mercado
mais exigente quanto a firmeza e frutos mais acidos, como ocorre para 0

atendimento do mercado de frutos processados.
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CAPITULO 3: COMPOSICAO QUIMICA DOS OLEOS ESSENCIAIS DE
ATEMOIA ‘THOMPSON’ PULVERIZADAS COM CLORETO DE CALCIO

RESUMO
Este trabalho objetivou avaliar a composicdo do 6leo essencial de atemoia
‘Thompson’ em quatro épocas de colheita e pulverizadas com quatro
concentragdes de CaCl, iguais a 0%, 0,5%, 1,0 e 1,5% pulverizadas em toda a
planta a cada 45 dias. As colheitas foram realizadas em trés épocas em intervalos
regulares de 80 dias, sendo a primeira aos 45 dias e a Ultima aos 205 dias apos a
primeira aplicacdo. A extracdo do Oleo essencial foi realizada por hidrodestilacédo e
a identificacdo dos componentes por CG e CG/EM. Os compostos majoritarios do
Oleo essencial de atemoia ‘Thompson’ foram o espatulenol, oxido de cariofileno e
y—gurjuneno quando avaliou-se as concentracdes de calcio. As concentracdes de
cloreto de célcio nas plantas séo influenciam o perfil quimico do 6leo essencial e

modificam seu potencial biolégico.

SUMMARY
This work aimed to evaluate the composition of essential oil of Atemoya "Thompson'
in four seasons of harvest and sprayed with four concentrations of CaCl,, equal to
0%, 0.5%, 1.0 and 1.5% sprayed throughout the plant every 45 days. The harvest
was carried out in three seasons at regular intervals of 80 days, being the first to 45
days and the last to 205 days after the first application. Essential oil extraction was
performed by hydrodistillation and identification of components by GC and GC/MS.
The major compounds of the essential oil of Atemoya 'Thompson' were the
espatulenol, caryophyllene oxide and vy-gurjuneno when evaluated calcium
concentrations. Calcium chloride concentration pulverized in the plants are
evaluated can influence the chemical profile of essential oil and change your

biological potential.
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INTRODUCAO

O género Annona € um dos mais importantes, devido principalmente aos frutos
comestiveis, com destaque para a atemoia graviola e pinha. A atemoia € um
hibrido, resultado do cruzamento da Annona cherimola Mill. com Annona
squamosa L., que apresenta sabor adocicado e aroma caracteristico,

consumidos ‘in natura’ ou como polpa processada (TOKUNAGA, 2005).

Muitas espécies da familia Annonaceae apresentam metabdlitos secundarios,
de interesse comercial, destacando-se o0s 0leos essenciais. Substancias como a-
pineno, limoneno, B-pineno, trans-cariofileno, 6xido de cariofileno, sdo relatadas
como as principais substancias para a familia Annonaceae (FOURNIER, et al.,
1999). Na literatura consultada foram encontrados poucos estudos sobre 6leo
essencial extraido de folhas de atemoia (RABELO, 2014). No entanto, estudo dos
frutos de plantas de atemoia cultivadas em Havana (PINO,1999) revelou as
substancias majoritarias a-pineno (28%), limoneno (18%), B-pineno (11%) e
germacreno D (8%) entre os volateis extraidos da polpa e casca. Os trabalhos de

Rabelo, 2014 e Pino,1999, confirmam os componentes encontrados na familia.

O perfil dos Oleos essenciais nas plantas depende de fatores genéticos,
climaticos, épocas de colheita, estado nutricional, entre outros (GOBBO NETO E
LOPES, 2007). O calcio € um nutriente essencial as plantas, participando das
funcdes estruturais da parede celular e da membrana e como contra ion para
anions orgéanicos e inorganicos no vacuolo. Além disso, o elemento desempenha
papel essencial como mensageiro intracelular no citosol (HAWKESFORD et |.,
2012). A concentracdo de célcio no citoplasma das células vegetais aumenta em
resposta a varias condi¢cdes de desenvolvimento e fatores ambientais e sao
cruciais para as respostas fisioloégicas das plantas (REDDY, 2000). O calcio
aplicado em solugdo nutritiva em plantas de manjericdo aumentou os teores dos
sesquiterpenos e reduziu o teor de linalol (EUNJOO; KUENWOO, 2000).

O objetivo desse estudo foi avaliar a influéncia da aplicacdo de concentracdes

de CaCl; no perfil quimico do 6leo essencial.
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MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no sitio Paraizinho em um pomar comercial de
atemoia variedade Thompson com treze anos de formacado, localizado a
23°06'28.3"S e 48°22'44.4"W, 931m de altitude, no municipio de Pardinho — SP.
Segundo a classificacdo de Kdeppen, o clima da regido é classificado como Cwa,
gue corresponde a uma regido com clima subtropical de inverno seco (com
temperaturas inferiores a 18°C) e verdo quente (com temperaturas superiores a
22°C). Em 2016 o indice pluviométrico anual foi igual a 1444,1 mm, com

temperaturas médias de 19,3°C, minimas de 13,2°C e maximas de 25,4°C.

O experimento foi instalado em delineamento experimental em blocos ao
acaso com quatro concentracdes de CacCl,, seis repeticbes com uma planta por
parcela, com espacamento de 2,0 m entre plantas e 4,0 m entre linhas. A aplicacao
dos tratamentos foi realizada em toda copa com auxilio de pulverizador costal,
utilizando a mistura de cloreto de célcio (CaCl,) ml L™+ 0,15 mL L™ de espalhante
adesivo a base de Polioxietileno aquil fenol éter, variando-se a concentracdo de
CaCl,. A primeira aplicacgédo foi realizada em plena floragdo (florada produtiva), com
repeticdes a cada 45 dias até pouco antes da colheita dos frutos (210 dias apos a
primeira aplicacdo). Foram utilizados dois litros de calda por planta. Os tratamentos
estudados com variacdo de CacCl, foram: T1- Testemunha (agua + adjuvante); T2-
0,5% de CaCly, T3-1,0% de CaCl,e T4-1,5% de CaCl.,.

As folhas foram coletadas de varios ramos em diferentes posi¢des da planta de
atemoia, no periodo da manha das 9:00 &s 11:00 horas. Sessenta gramas de
folhnas secas de cada arvore que constituia cada parcela foram coletadas para

extracdo do dleo.

As folhas de Atemoia foram secas em estufa de ventilagdo forcada de ar a
temperatura de 40°C durante cinco dias. Os 6leos essenciais das folhas foram
extraidos no Laboratério de plantas medicinais do Departamento de Horticultura da
FCA/UNESP - Botucatu por hidrodestilacdo, em aparato tipo Clevenger, por duas
horas e meia, e armazenados em frascos ambar identificados e mantidos em

geladeira até 0 momento de injecéo para identificacdo dos componentes.
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A separacao, quantificacéo e identificacdo das substancias foram realizadas no
Laboratorio de Produtos Naturais, do Centro de Pesquisa e Desenvolvimento de

Recursos Genéticos Vegetais do Instituto Agronédmico de Campinas, Campinas-SP.

A analise da composicdo quimica dos Oleos essenciais foi realizada em
cromatografo a gas acoplado a espectréometro de massas (CG/EM - Shimadzu, QP-
5000) operando a 70 eV, dotado de coluna capilar de silica fundida DB-5 (30 m x
0,25 mm x 0,25 pm), hélio como gas de arraste (1 mL min™), injetor a 240°C,
detector a 230°C, modo de injecdo split e o seguinte programa de temperatura:
60°C-240°C, 3°C min™.

A identificacdo das substancias foi realizada pela analise comparativa dos
espectros de massas das substancias com o banco de dados do sistema CG-EM
(Nist 62.lib); indices de Retencdo (IR) e dados de literatura (ADAMS, 2007).0s
indices de retencéo (IR) das substancias foram obtidos, a partir da injecdo de uma
série de n-alcanos (Co-Cy4p), aplicando-se a equacgédo de Van den Dool & Kratz,
1963 (VAN DEN DOOL; KRATZ, 1963).

A analise quantitativa das substancias foi realizada por cromatografia gasosa
com detector de ionizacdo de chama (CG-DIC; Shimadzu, GC-2010), operando nas

mesmas condi¢cdes que o sistema CG-EM.

As andlises de Componentes Principais (ACP) e de Cluster Aglomerativa
Hierarquica (CAH) (algoritimo UPGMA, indice de similaridade e Coeficiente de
correlacdo de Pearson),foram realizadas com as porcentagens relativas das
substancias identificadas, utilizando-se o software XLSTAT v.2015 (ADDINSOFT®,
2015). Os dados das porcentagens relativas foram submetidos a analise de
variancia (teste F), sendo que as médias foram comparadas pelo teste Tukey a 5%

de probabilidade .

RESULTADOS E DISCUSSAO

Plantas de atemoia cv. Thompson tratadas com concentracbes de CaCl,
revelaram em seu O6leo 25 substancias, trés majoritarias (espatulenol, oxido de
cariofileno e y -gurjuneno). Entre as 25, quatorze diferiram em funcédo da

concentracéo de CaCl, aplicada e foram 3 pineno, - elemeno, - elemeno, trans-
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cariofileno, B-copaeno, a-humuleno, allo-aromadendreno, y-gurjuneno, (B-selineno,

y -cadineno, d—cadineno, espatulenol e oxido de cariofileno (Tabela 1).

Tabela 1- Composicdo quimica (% relativa) dos 6leos essenciais de Atemoia cv. ‘Thompson’,
pulverizadas com concentracdes de cloreto de célcio. Botucatu-SP,2017.

% de CaCl,

Substancias IR IR, 0 0,5 1,0 1,5 CV(%) F
a-pineno 932 939 0,49 0 0,47 0,49 32,22 0,50™
sabineno 971 975 0,12 0 0 0 10,55 0,42"™
B-pineno 975 979 0,41 ab Ob 0,29ab 121a 31,62 0,05*
mirceno 988 990 0,18 0 0 0 14,69 0,42™
p-cimemo 1021 1024 0,23 0 0 0 17,66 042"
limoneno 1025 1029 2,14 0 0,07 0 70,09 0,45™
linalol 1096 1096 1,59 1,37 1,89 255 1549 0,11™
trans-B-terpineol 1173 1163 0 0,17 0,38 0,21 20,17 0,25™
acetato isobornila 1282 1285 0,12 0,17 0,34 0,18 12,58 0,28"™
0-elemeno 1335 1338 0,73 a 0,26 ab Ob 0,34ab 20,78 0,05*
B-borboneno 1382 1388 0,26 0 0,14 0,17 13,27 0,19™
B-elemeno 1389 1390 3,48 a 156 b 1,75ab 2,74ab 18,00 0,04*
trans-cariofileno 1417 1419 716a 2,77bc 1,17c 553ab 17,90 0,00**
B-copaeno 1426 1432 128a 0,49 ab Ob 0,43ab 27,23 0,03*
a-humuleno 1450 1454 1,83 a 0,55 bc 0,35¢ 1,37ab 16,56 0,00**
g:’lgmadendreno 1456 1460 0,55 a 0,08 b Ob Ob 16,20 0,00**
y-gurjuneno 1481 1477 17,15 ab 9,26 b 0,23 ¢ 22,1a 28,88 0,00**
B-selineno 1494 1490 4,37 a 2,73 a 0,31b 6,13a 24,37 0,00**
y-cadineno 1511 1512 1,97 a 0,84 ab 0,33 b 0,8ab 18,67 0,00**
o-cadineno 1520 1523 Oa 0,24 a Oa 0,65a 2245 0,04*
germacreno B 1453 1561 3,08 4,23 3,09 2,68 13,46 0,15™
trans-nerolidol 1560 1563 1,25 0,32 0,36 1,05 30,57 0,13™
espatulenol 1574 1578 18,25 b 2953a 3501a 16,31b 9,27 0,00**
oxido de

cariofileno 1579 1583 9,23 b 11,85 b 20,25 a 85b 14,95 0,00**
a-epi-cadinol 1637 1640 5,62 a 6,23 a 264b 396ab 11,73 0,00**
a-muurolol 1642 1646 0,16 0,59 0,1 0,47 31,58 0,48™
Cubenol 1651 1646 4,46 5,8 4,76 4,19 12,36 0,33™

Médias seguidas de mesma letra na linha ndo diferem significativamente entre si pelo teste Tukey
a 5% de probabilidade. ** significativo a 1% de probabilidade (a < 0,01); * significativo a 5% de
probabilidade (a < 0,05); ns n&o significativo (a >= 0,05).

Muitos estudos demonstram que o0s Oleos essenciais e seus constituintes

possuem diversas atividades biolégicas. B-elemeno e espatulenol apresentaram
atividade citotoxica (WANG et al., 2005; YAO et al.,, 2008; LIMBERGER et al.,
2004). B-selineno apresentou atividade inseticida (CHU; JIANG; LIU, 2011). Trans-
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cariofileno apresentou atividade anti-inflamatéria (FERNANDES et al., 2007;
PASSOS et al., 2007), antialérgica (GHELARDINI et al., 2001), anestésica local
(COSTA et al.,, 2000), antifungica (ZHENG et al.,, 1992) e anticarcinogénica
(CHINOU et al., 1996). Oleo essencial de Annona squamosa, com elevada
porcentagem de Oxido de cariofileno (29,38%) apresentou atividade contra
bactérias gram positivas, acdo ja descrita na literatura para esse componente
(CHAVAN et al., 2006). Esses estudos demonstram que a aplicacdo de CaCl, em
plantas de atemoia pode possibilita a extracdo de 6leo com perfil quimico com

potencial de uso medicinal e bioldgico.

No presente estudo, o célcio ndo modificou o teor do monoterpeno linalol,
ocorrendo variacdo dos teores de sesquiterpenos e nesse grupo as diferentes
substancias ndo apresentaram o mesmo padréo de variagdo. Esses resultados
concordam com os verificados em manjericdo, onde calcio em solu¢cdo modificou o
perfil quimico do oO6leo essencial reduzindo o linalol e aumentando os
sesquiterpenos (EUNJOO; KUENWOO, 2000). Ja o célcio aplicado como CaCO3
nao modificou o perfil quimico do Oleo essencial de Chrysopogon zizanioides
(DANH et al.,, 2009), enquanto que a variacdo de calcio na solucao nutritiva
influenciou o rendimento de 6leo essencial em Mentha piperita L. e interferiu na sua
composicdo quimica (DEFAZIO, 2011).

A analise de Cluster Aglomeratica Hierarquica (CAH) formou 3 classes, classe |
constituida por 1,0% de CaCl, classe Il por 0,5% de CaCl, e Classe Il por 0 e
1,5% de CaCl, (Figura 1). A similaridade observada no dendograma € confirmada
pela figura 2 que apresenta o perfil quimico dos 6leos essenciais de atemoia

pulverizadas com diferentes concentracdes de CaCls.
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Figura 1- Dendrograma obtido pela analise de Cluster Aglomerativa Hierarquica (CAH) das
substancias identificadas nos 6leos essenciais de atemoia ‘Thompson’, pulverizadas com
concentragOes de cloreto de calcio iguais 0, 0,5, 1,0 e 1,5%.

Dendrograma

1,0% de CaCl,

0,5% de CaCl, 11

1,5% de CaCl,

III

0% de CaCl,

0,9516 0,9016 0,8516 0,8016 0,7516

Similaridade

A analise de componentes principais (PCA), realizada com as porcentagens
relativas das substancias que apresentaram diferencas no 6leo essencial extraido
das folhas de atemoia pulverizadas com concentracdes de cloreto de calcio,
confirmou a similaridade entre os tratamentos 0,5 e 1,0% de CaCl, sendo as
substancias discriminantes o espatulenol e o éxido de cariofileno (Tabela 1). Essa
classe divergiu dos tratamentos 0 e 1,5% de CaCl,, em que as substéncias
discriminantes para o 1,5% foram g-gurjuneno, b selineno, d-cadineno e B-pineno.
As substancias discriminantes para o tratamento 0% foram d-elemeno, b- copaeno,

g-cadineno, allo-aromadendreno e a-epi-cadinol (Figuras 2 e 3).
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Figura 2- Composicédo quimica (%) dos 6leos essenciais de plantas de Atemoia ‘Thompson’
pulverizadas com concentracdes de cloreto de célcio iguais (T1=0; T2=0,5; T3=1,0 e

T4=1,5%).
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Figura 3- Analise dos Componentes Principais das substancias cujas porcentagens variaram
no 6leo essencial de atemoia cv. ‘Thompson’, pulverizada com concentracdes de cloreto de
célcio iguais 0,0,5,1,0e 1,5%.
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Célcio pulverizado na forma de cloreto em plantas de atemoia influencia o perfil

guimico do 6leo essencial, modificando seu potencial biologico.
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CONSIDERACOES FINAIS
As trocas gasosas revelaram—se mais eficientes nas plantas de atemoia cv.
‘Thompson’ pulverizadas com 1,0% de CaCl, Enzimas antioxidantes podem ter
contribuido com essa eficiéncia. Nessas plantas, os frutos apresentaram maior
firmeza, condicdo desejavel, uma vez que, o transporte é um dos gargalos no
escoamento da producdo para pequenas, médias e longas distancias, sendo

importante a maior resisténcia do fruto ao choque mecanico, causador de danos.

Cumpre destacar que a relagcdo inversa observada entre as substancias
espatulenol e y-gurjuneno verificada nas plantas cultivadas com variagdo de CaCl,,
sugere interacdo entre reacdes que compde a rota metabodlica de sintese desses

componentes. A literatura consultada néo esclarece tal resultado.

Experimentos futuros poderdo contemplar também a avaliacdo das taxas de
respiracao, sintese de etileno, tempo de prateleira e analise sensorial dos frutos.
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