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ENVOLVIMENTO DAS GIBERELINAS NAS RESPOSTAS A DEFICIENCIA
DE CALCIO EM PLANTAS DE TOMATEIRO

RESUMO: A ocorréncia de podriddo estilar € um dos principais disturbios
fisioloégicos da cultura do tomateiro (Solanum lycopersicum L.), especialmente
em cultivo protegido. Apesar de ter sua ocorréncia associada a deficiéncia de
calcio (Ca), recentemente tem sido demonstrado o envolvimento das
giberelinas (GAs) no desenvolvimento da podridao estilar. Por isso, o objetivo
do presente trabalho foi estudar o papel das GAs no controle do metabolismo
do Ca e a ocorréncia de podridao estilar em tomateiro. Para tanto, utilizou-se o
tomateiro cv. Micro-Tom (MT) e um mutante com resposta aumentada as GAs
(procera ou pro) cultivado em sistema hidropénico com ou sem fornecimento de
Ca. Posteriormente, foi avaliado o crescimento, como massa fresca e seca da
parte aérea e raizes, diametro, comprimento, densidade e area das raizes,
area foliar e altura das plantas, bem como conteudo de clorofilas totais,
carotenoides, malondialdeido (MDA), e peréxido de hidrogénio (H2O,). Além
disso, também foi analisada a massa fresca, seca e o numero de frutos por
planta bem como a incidéncia de podridao estilar ao longo do ciclo reprodutivo.
Os resultados demonstraram que em condicdo de deficiéncia de Ca houve
reducdo do crescimento em ambos os gendtipos e um evidente aumento do
estresse oxidativo representado pelos niveis elevados de MDA e H;0O, em
folhas e raizes de MT e pro. Além disso, embora a omissdo de Ca tenha
afetado negativamente a producdo de frutos em ambos os gendtipos, esta foi
mais pronunciada em plantas de pro indicada pela forte redugéo da biomassa
de frutos e pelo surgimento precoce de podridao estilar em frutos de pro sob
condicao de deficiéncia de Ca quando comparado ao MT. Assim, concluimos
que a deficiéncia de Ca afeta negativamente todas as etapas do
desenvolvimento do tomateiro e que a maior sensibilidade a GA em plantas de
pro favorece a ocorréncia de podridao estilar em frutos de tomateiro em fungao
da deficiéncia de Ca.

Palavras chave: Solanum lycopersicum L., podridao estilar, calcio, giberelina



INVOLVEMENT OF THE GIBERELINS IN RESPONSES TO CALCIUM
DEFICIENCY IN TOMATO PLANTS.

ABSTRACT: The occurrence of blossom-end rot is one of the main
physiological disturbances of the tomato growing (Solanum lycopersicum L.),
especially in protected cultivation. Despite its occurrence associated with
calcium (Ca) deficiency, the involvement of gibberellins (GAs) in the
development of blossom-end rot has recently been demonstrated. Therefore,
the objective of the present work was to study the role of GAs in the control of
Ca metabolism and the occurrence of blossom-end rot in tomato. For this
purpose, the cv. Micro-Tom (MT) and a mutant with constitutive response to
GAs (procera or pro) grown in hydroponic system with or without Ca.
Afterwards, the growth, as fresh and dry mass of the aerial part and roots,
diameter, length, density and area of the roots, leaf area and height of the
plants, as well as content of total chlorophylls, carotenoids, malondialdehyde
(MDA), and hydrogen peroxide (H20.). In addition, it was also analyzed the
fresh, dry mass and the number of fruits per plant as well as the incidence of
blossom-end rot throughout the reproductive cycle. The results showed that in
Ca deficiency condition there was a reduction of growth in both genotypes and
an evident increase of the oxidative stress represented by the high levels of
MDA and HyO; in leaves and roots of MT and pro. In addition, although the
omission of Ca had a negative effect on fruit yield in both genotypes, it was
more pronounced in pro plants indicated by the strong reduction of fruit biomass
and by the early emergence of stylized rot in fruits of pro under the condition of
Ca deficiency when compared to MT. Thus, we conclude that Ca deficiency
negatively affects all stages of tomato development and increased sensitivity to
GA in pro plants favors the occurrence of blossom-end rot in tomato fruits as a
function of Ca deficiency.

Keywords: Solanum lycopersicum L., blossom-end rot, calcium, gibberellin



1. INTRODUGAO

A produgdo mundial de tomate alcangou cerca de 100 milhdes de
toneladas em 2003, sendo que o Brasil ocupa a oitava posigdo no ranking
mundial, com aproximadamente 3% da produgao (Cang¢ado Junior, 2003). No
entanto, apesar do emprego de tecnologias como fertirrigagao, cultivo protegido
e hibridos com alto potencial produtivo, a cultura do tomateiro é afetada por
diversos fatores limitantes como estresses bioticos, tais como patdégenos de
solo, viroses e insetos praga, bem como estresses abibticos, por exemplo,
salinidade, alta temperatura e deficiéncia nutricional (ALVARENGA, 2013).
Dentre estes, a ocorréncia de podridao estilar ou podridao apical, um disturbio
fisiolégico caracterizado pelo surgimento de lesdes coriaceas de coloragéo
escura e secas no apice do fruto, € um dos principais fatores de perda de
produtividade especialmente em cultivo protegido. A ocorréncia deste disturbio
é tradicionalmente associada a deficiéncia de célcio (Ca) (SAURE, 2001).

Recentemente tem sido evidenciado que as giberelinas (GAs) podem
modular o surgimento de sintomas de podridao estilar em diversas culturas,
como macieira, goiabeira, entre outros. De fato, os fitohorménios, como as

GAs, sao importantes mensageiros quimicos que controlam direta ou



indiretamente todas as etapas do desenvolvimento vegetal, desde a
germinagéao até a frutificagdo (GALSTON; DAVIES, 1972; RAVEN et al., 2001).
Dessa forma, é plausivel hipotetizar a existéncia de um forte controle hormonal
da nutricdo de plantas desde a absorcdo e o transporte de ions até o
metabolismo nutricional, incluindo estresses impostos pela deficiéncia ou
excesso nutricional (GAION; CARVALHO, 2016.). Por exemplo, podemos ver a
agao da aplicacdo de acido abscisico (ABA) na regulagdo da ocorréncia da
podrid&o estilar em frutos de tomateiro (FREITAS et al., 2011; SAURE, 2001).

As GAs, por sua vez, sdo um importante fator regulando o crescimento e
o desenvolvimento dos frutos, podendo, sua participacdo, comprometer a
funcionalidade do xilema e/ou diluir o Ca presente no fruto e, assim,
proporcionar o aparecimento de sintomas de deficiéncia (MIQUELOTO, 2011).
Da mesma maneira, o maior alongamento do caule promovido pelas GAs pode
acarretar em maior competi¢cado entre os 6rgaos vegetativos e os frutos pelo Ca
disponivel (COSGROVE;SOVONICK, 1989). A quantidade de Ca ligada a
membrana plasmatica aumenta proporcionalmente quanto maior a distancia
das células colapsadas no tecido danificado com podriddo estilar (SUZUKI;
SHONO; EGAWA, 2003). Além disso, as GAs podem regular a atividade de
transportadores de Ca, Ca-ATPase, associados as membranas plasmatica e do
tonoplasto (FREITAS e MITCHAM, 2010).

Por exemplo, a aplicagdo de Prohexadiona-Ca, um inibidor da
biossintese de GAs, em macieiras cv. ‘Fuji e ‘Catarina’ reduziu
significativamente o surgimento de podriddo estilar, enquanto a aplicagdo de
GAs aumentou o aparecimento deste disturbio (SILVEIRA et al., 2012).

Contudo, o uso de inibidores ndo especificos da biossintese de GAs, como o



Prohexadiona-Ca que pode interferir na biossintese de outras classes
hormonais, bem como a aplicagdo exégena de horménios pode desfavorecer a
homeostase hormonal vegetal e mascarar o real papel de determinada classe
hormonal nas respostas a fatores ambientais. o objetivo do presente trabalho
foi estudar o papel das GAs no controle do metabolismo do Ca e a ocorréncia

de podridao estilar em tomateiro



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Tomateiro

O centro de origem do tomateiro esta em sua maior parte localizado no
territério do Peru, de onde foi levado pelos colonizadores espanhdis para o
México (SANTIN, 2012). Apds sua domesticagdo, o tomateiro foi introduzido na
Europa onde foi disseminado para o restante do planeta (RICK, 1978;
ESQUINAS-ALCAZAR, 1981; KINET; PEET, 1997; RUBATZKY; YAMAGUCHI,
1997). O tomate, dentre outras maneiras, pode ser consumido “in natura”, ou
industrializado na forma de molhos e sucos. O tomateiro se adapta muito bem
as condicdes climaticas brasileiras, sendo uma das principais olericolas
cultivadas no Brasil. O sistema de producado do tomateiro pode ser em campo,
casas de vegetacdo ou hidroponia (ALVARENGA; LIMA; FAQUIN, 2004),
sendo todas essas condigdes de cultivo suscetiveis a ocorréncia de disturbios
fisioloégicos, tal como a podridao estilar, causada pela deficiéncia de Ca

(SAURE, 2000).



2.2. A cultivar Micro-Tom e a mutagao procera

A grande importancia socioecondmica do tomateiro bem como seu amplo
cultivo em todo o mundo, torna o tomateiro uma espécie de grande relevancia para o
desenvolvimento de pesquisas cientificas. No entanto, o seu tamanho e o longo ciclo
de cultivo sdo empecilhos ao seu uso mais amplo, principalmente em pesquisas
basicas. Dessa forma, o mutante Micro-Tom (MT), inicialmente empregado como
planta ornamental (SCOTT; HARBAUGH, 1989), caracteriza-se por uma
compacta constituicdo genética ja seqlenciada, ciclo curto bem como tamanho

reduzido constituindo em uma interessante opgdo como planta modelo (MEISSNER
et al., 1997). Dessa forma, o MT vem sendo amplamente empregado em pesquisas
sobre bioquimica, fisiologia e genética vegetal. Além disso, independentemente da
presenca de mutagdes, como dwarf e self-pruning, que causam o seu tamanho
reduzido, o MT tem se mostrado uma notavel ferramenta de estudo,
principalmente sobre as interagcbes hormonais, gragas a grande variedade de
mutagdes hormonais introgredidas em MT (LE et al., 2010; CAMPOS et al.,
2009). Dentre estes, podemos destacar o mutante procera (pro), a qual foi encontrada
primeiramente na cv. Condine Red, o mutante apresenta um fendtipo
caracteristico de resposta constitutiva as GAs, como aumento da altura, maior
distancia entrends, borda das folhas lisas e desenvolvimento de frutos

partenocarpicos (VAN et al., 1999).

2.3. Ca e deficiéncia

O Ca é um macronutriente muito importante para as plantas,
apresenta baixa mobilidade e € transportado atraves do fluxo transpiracional na
planta. Entretanto, ndo ha movimento de Ca dos tecidos mais velhos para os

recentemente desenvolvidos (KLEEMANN, 1999).



Em frutiferas, o Ca tem papel fundamental sobre a qualidade do
produto final e sua capacidade de armazenamento pds colheita. Por exemplo,
ha uma relacao direta entre o teor de Ca nos frutos e a firmeza, amolecimento
e tempo de vida util de prateleira. Quando o teor de Ca no fruto é baixo, o
metabolismo respiratério aumenta e acelera a maturacdo e a senescéncia
(PRATELLA, 2003). Outro aspecto da importancia do Ca na estabilidade da
membrana, é que seu baixo teor em érgéos de reserva da planta, induz a alta
permeabilidade da membrana e permite a difusdo de solutos desses tecidos
(MARSCHNER, 1995).

Os sintomas visuais da deficiéncia de Ca em frutos iniciam-se como
lesdes encharcadas, mais escuras do que o tecido ao redor, seguido pela
desintegracéo e desidratagdo do tecido, que resulta na formacédo de lesdes
marrom-escuras e deprimidas na superficie do fruto (SIMON, 1978; FULLER,
1980). Ha cerca de 124 anos, a podridéo estilar do tomate foi identificada como
uma desordem fisioldgica e ha 78 anos é chamada de desordem relacionada a
deficiéncia de Ca (SAURE, 2000). Apesar de intensamente estudada nos
ultimos 100 anos, a podriddo estilar ndo é ainda completamente entendida
(ADAMS; HO, 1995). Estudos realizados em tomate mostraram que as células
na area com lesdo encharcada tem ruptura da membrana plasmatica e do
tonoplasto, paredes celulares onduladas, rompimento do reticulo
endoplasmatico e plastidios inchados (SUZUKI et al., 2000).

Os autores Suzuki et al, (2000) pbservaram que as células ao redor do
tecido necroético exibiam estrutura normal, porém a membrana plasmatica
estava separada da parede celular, indicando a ocorréncia de plasmolise

celular que nao ocorreu em outras partes do fruto ou em células de frutos



normais. Por exemplo, nos frutos de tomateiro, foi notado que durante a fase
de rapida expang¢do, ha um aumento crescente na quantidade de Ca ligado a
membrana plasmatica em frutos saudaveis e uma diminuigdo em frutos com

sintomas visuais de podridao estilar (SUZUKI et al., 2003).
2.4. Interacao entre Ca e horménios

2.4.1. Acido Abscisico (ABA)

O ABA é conhecido pelo seu efeito nos estdbmatos, induzindo o
fechamento estomatico (VERSLUES; ZHU 2007). Além disso, estudos
demonstraram que a reducéo da abertura estomatica e, consequentemente, da
transpiracdo das folhas pode induzir uma maior alocagdo de Ca no fruto e,
assim, reduzir a suscetibilidade a deficiéncia de Ca, mais até do que o aumento
do Ca disponivel no solo (PAIVA et al.,, 1980; ABDAL; SULEIMAN 2005;
GUICHARD et al., 2005). Sugeriu-se que as folhas e os frutos competem por
agua e nutrientes do xilema, e a taxa final de absorcdo é determinada pelo
crescimento e a taxa de transpiracao desses 6rgaos (CLARKSON 1984; HO
1989; HO et al.,, 1993; PASSAM et al., 2007). Desse modo, as folhas que
exibem taxas de transpiracdo muito maiores do que os frutos, concentram
niveis de Ca mais elevado quando comparado ao tecido dos frutos
(CLARKSON 1984; HO 1989; FREITAS et al., 2011. Estudos demosntraram
que a podridao estilar € completamente inibida pela pulverizagdo semanal de
ABA em plantas de tomate, ao passo que plantas pulverizadas com agua
exibiram 30 a 45% de incidéncia de podridao estilar (FREITAS et al. 2011a). O
tratamento com ABA reduziu a condutancia estomatica e o teor de Ca nas

folnas em 50%, ao mesmo tempo que aumentou o teor de Ca soluvel no



apoplasto dos frutos em até 10 vezes, em comparacdo com o tratamento de

agua (FREITAS et al., 2011b).

2.4.2. Giberelinas (GAs)

As GAs constituem-se em uma importante classe hormonal capaz de
regular desde a germinacdo de sementes até o desenvolvimento dos frutos.
Com efeito, estudos tém demonstrado que plantas de tomate tratadas com GA
se tornaram mais suscetiveis a podridao estilar em 35% (BANGERTH, 1973,
CASTRO, 1980). Recentemente, Freitas et al, (2011) observaram que quando
plantas de tomateiro eram cultivadas sob baixas condigcdes de Ca e tratadas
semanalmente com GAs exibiram 100% de incidéncia de podridao estilar
cerca de 50 dias apds a polinizacdo. Além disso, os autores verificaram que,
quando as plantas foram tratadas com um inibidor da biossintese de GA
(Prohexadione-Ca) ndo desenvolveram podriddo estilar (FREITAS et al., 2011).
Além disso, a ocorréncia de podridao estilar tem sido correlacionada com
aumento do extravazamento de eletrélitos, baixos niveis de Ca no fruto, e alta
expressdo no tonoplasto de transportadores de Ca, como as Ca**ATPases,
responsaveis pela imobilizacdo de Ca no vacuolo celular (FREITAS et al.,
2011). Estes resultados demonstram que as GAs afetam o metabolismo do Ca,
induzindo a maior susceptibilidade do fruto a podridao estilar (SAURE 1996,
2001, 2005).

Uma outra possivel explicacdo para o efeito das GAs € que a maior
expansao célular do fruto induzido pelas GAs dilui a concentracdo de Ca, o
que pode acarretar o surgimento de sintomas de deficiéncia de Ca (SAURE,

2001).



3. MATERIAL E METODOS

3.1. Local de desenvolvimento do trabalho

O trabalho foi desenvolvido no departamentos de biologia aplicada a
agropecuaria e no setor de olericultura e plantas aromatico-medicinais da
Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”, campus de

Jaboticabal.

3.2. Material vegetal
Foram utilizadas plantas de tomateiro cv. Micro-Tom e de um mutante
com alta sensibilidade as GAs (procera ou pro) (Tabela 1) cultivados na

presencga ou auséncia de calcio (Carvalho et al., 2014).

Tabela 1. Mutantes hormonais presentes no cv. Micro-Tom.

Mutante Alteragcdao hormonal Referéncia

procera  Alta sensibilidade a GA/
Bassel et al., 2008

(pro) proteinas DELLA n&o funcionais




3.3. Condigoes de cultivo

As sementes de cada gendtipo foram semeadas em bandejas de
poliestireno expandido preenchidas com substrato comercial BioPlant e
vermiculita na proporg¢ao de 1:1 suplementado com 1g/L de NPK 10:10:10 e 4
g/L de calcario. 10 dias apés a semeadura (DAS) as plantas foram
transplantadas para um sistema de hidroponia presente em casa de vegetacéo.
A partir do transplantio as plantas foram divididas em dois lotes para avaliacéao
do crescimento, pigmentos fotossintetizantes e estresse oxidativo durante a
fase vegetativa, e para avaliagdo da producdo de frutos e incidéncia de

sintomas de deficiéncia de Ca.

Figura 1. Sistema hidrop6nico no qual foram crescidas plantas com suficiéncia e deficiéncia de

Ca.



3.4. Ensaio |

Plantas de MT e pro aos 10 DAS foram transplantadas para um sistema
hidropdnico. Apds o transplante as plantas permaneceram por mais 20 dias em
50% da solugdo de Hoagland e Arnon (1950) aerada constantemente com
compressor de ar para aquario. O pH foi corrigido diariamente (5,7+0,3) e as
solucdes substituidas a cada cinco dias. A deficiéncia de Ca foi induzida com
solugdes sem Ca aplicada a partir de 30 DAS até os 50 DAS (Figura 2).
Posteriormente, quatro plantas de cada tratamento foram utilizadas para
realizar as analises de crescimento como matéria fresca e seca de parte aérea
e raizes, comprimento, densidade e area de raizes, area foliar, e analises
bioquimicas como teor de clorofila, carotendides, perdxido de hidrogénio (H20;)

e malondialdeido (MDA).

0 DAS 10 DAS 30 DAS 50 DAS
Semeadura Transplantio Omissio de Ca Avaliacoes

Figura 2. Representagdo do cultivo e indugdo da deficiéncia de Calcio em dias apés a
semeadura (DAS).

3.4.1.Acumulo da biomassa fresca da raiz e parte aérea: assim que foram
coletadas as plantas foram seccionadas em parte aérea e raiz, ambas foram
pesadas utilizando uma balanga analitica (Denver Instrument Company AA-

200) com preciséo de 0,0001g.

3.4.2. Acumulo da biomassa seca da raiz e parte aérea: para obtencao de
massa seca, o material foi mantido em saco de papel e levado a estufa com

renovagao forgada de ar a 55 °C por 72 horas. Posteriormente, foi obtida a



massa seca da raiz e da parte aérea utilizando-se uma balanca analitica

(Denver Instrument Company AA-200) com precisao de 0,0001g.

3.4.3. Comprimento, area, diametro e densidade da raiz: para a
determinacdo do comprimento, area e densidade da raiz utilizou-se o sistema
de analise Delta T Devices LTD. O sistema radicular permaneceu em solucao
de azul de metileno por aproximadamente 2 minutos. Em seguida, as raizes
foram dispostas em bandeja com agua destilada para o inicio das leituras de
imagem utilizando-se um digitalizador Hewlett Packard modelo 125C. A
imagem de cada sistema radicular foi analisada pelo software Delta-T Scan

para obtencéo dos dados.

3.4.4. Area foliar: a area foliar total foi obtida através da digitalizagdo das
folhas e subsequente analise das imagens através do software “Quant” (Vale et

al., 2003).

3.4.5. Teores de clorofilas e carotendides foliares: a partir da terceira folha
de plantas com 50 dias, discos foram retirados com um furador e colocados no
interior de tubos eppendorf com 1,5 mL de metanol. Seguidamente, em
condi¢cbes de penumbra, os tubos foram envolvidos com papel aluminio para
permanecerem por 48 horas sob agitagdo em baixa temperatura. O processo
de extragao foi realizado em triplicatas. Apds agitagao, os tecidos foliares foram
retirados e a solugado de extragao contendo os pigmentos levada para leitura
nos seguintes comprimentos de onda: Ca — 661,6 nm; Cb — 644,8 nm e

Carotendides (Cc + ¢) — 470 nm, e para o calculo da concentragéo de clorofila



e carotenoides foram utilizadas as seguintes formulas (LINCHTENTHALER,
1987): Ca = 11,24*A661,6 — 2,04*A644,8; Cb = 20,13*A644,8 — 4,19*A661,6;
Ca+b = 7,05*A661,6 + 18,09*A644,8 e Cc+x = (1000*A470 - 1,90*Ca -
63,14*Cb)/214. O teor de clorofilas e carotendides dos tecidos € expresso em

g do pigmento pela area do disco cotiledonar (ug/cm?).

3.4.6. Andlise de estresse oxidativo: Raizes e parte aérea foram coletadas e
imediatamente conservadas em nitrogénio liquido. Posteriormente, o material
vegetal foi armazenado em temperatura de -80°C para que as atividades
enzimaticas, quantificacdo de MDA e H,O, fossem realizadas.

A) Peroxidacdo Lipidica: obtida através do teste de TBA (acido 2-
tiobarbiturico) descrito por Heath e Packer (1968). Os metabdlitos reativos das
membranas celulares, principalmente o malondialdeido (MDA) reagem com o
TBA e podem ser quantificados através da espectrofotometria. As amostras
frescas foram maceradas com 1 mL de TCA (acido tricloroacético — 0,1%)
juntamente com 20% de PVPP. Apds a perfeita homogeneizagdo, foram
transferidas para tubos e centrifugados a 10000 g por 5 min. Do sobrenadante,
foi retirado 250 yL ao qual foi adicionado 1 mL de TCA 20% e TBA 0,5%. A
mistura foi colocada em banho seco por 30 min, a 95 °C e resfriada em gelo, na
sequéncia. As amostras foram centrifugadas por 10 min a 10000 g. A leitura foi
realizada em espectrofotdbmetro a 535 e 600 nm. A quantidade de MDA foi
expressa em nmol/g de matéria fresca.

B) Concentracdo de Peroxido de Hidrogénio: o teor de perdxido de
hidrogénio (H»O) foi determinado através da reagdo com iodeto de potassio

(KI), segundo Alexieva et al. (2001). As amostras frescas foram maceradas



com 1mL de TCA 0,1%. Apos a perfeita homogeneizagao, foram transferidas
para tubos e centrifugados a 10000 g por 15 min, a 4 °C. Do sobrenadante, foi
retirado 200 yL ao qual foi adicionado 200 pL de tampéao fosfato de potassio
100 mM (pH 7,5) e 800 pL de solugdo 1 M de KI (a solugao foi preparada com
agua ultrapura). O branco consistiu ha mesma mistura descrita acima, porém,
ao invés do sobrenadante da amostra, colocou-se 200 uL de TCA 01,%. Os
tubos com a reagdo foram colocados em gelo e permaneceram no escuro
durante uma hora. A leitura foi realizada em espectrofotometro a 390 nm. A

quantidade de H,0, foi expressa em pmol/g de matéria fresca.

3.5. Ensaio ll

Para avaliagdo dos frutos de MT e pro em condicdo de suficiéncia e
deficiéncia de Ca, sementes de ambos os genoétipos foram semeados nas
mesmas condi¢cdes descritas do ensaio | e as plantas de 10 dias foram entao
transferidas para um sistema hidropbnico presente em casa de vegetacao.
ApoOs o transplante, diferente do ensaio |, as plantas permaneceram por mais
35 dias (até o inicio da antese, quando pelo menos 50% das plantas possuiam
flores abertas) em 50% da solugdo de Hoagland e Arnon (1950) aerada
constantemente com compressor de ar para aquario. Assim como no Ensaio |,
o pH foi corrigido diariamente e as solugbes substituidas a cada cinco dias. A
deficiéncia de Ca foi obtida com solugbes ausentes em Ca. Apds a aplicacao
da solucdo sem Ca, as plantas permaneceram por mais 55 dias nessas
condi¢des, até a maturagado dos frutos (Figura 3), sendo que ao longo do
periodo reprodutivo semanalmente foi realizada a contagem dos frutos por

planta e o numero de frutos com sintoma de deficiéncia de Ca. Posteriormente,



ao final do ciclo, os frutos de 12 plantas de cada tratamento foram utilizados

para realizar as analises, respectivamente.

0 DAS 10 DAS 45 DAS 100 DAS
Semeadura Transplantio Omisséido de Ca Avaliacoes

Figura 3. Representagdo do cultivo e indugdo da deficiéncia de Calcio em dias apds a
semeadura (DAS).

3.5.1. Determinacao dos teores de Ca nas raizes, na parte aérea e nos
frutos

ApOs obter a biomassa seca das raizes, da parte aérea e dos frutos, foi
feita a moagem, em moinho tipo Willey e realizadas analise quimica das
amostras, determinando-se os teores de Ca (BATAGLIA et al., 1983). A partir
dos teores de Cae o acumulo de biomassa seca, foi calculado o acumulo
de Ca nas raizes, na parte aérea e nos frutos.

Com base no acumulo de massa seca e de Ca em cada parte da planta,
foram calculados os indices: (l) eficiéncia de absor¢do = (conteudo total de Ca
na planta)/(matéria seca de raizes), de acordo com Swiader et al. (1994); (II)
eficiéncia de transporte para a parte aérea = ((conteudo do nutriente na parte
aérea)/(conteudo total do nutriente na planta)) x 100; (lll) eficiéncia de
transporte para o fruto = ((conteudo do nutriente no fruto)/(conteudo total do
nutriente na planta)) x 100, segundo Li et al. (1991); (IV) eficiéncia de utilizagao
= (matéria seca total produzida)/(conteudo total de Ca na planta), conforme

Siddiqi e Glass (1981).



3.6. Forma de analise dos resultados

Foi empregado o delineamento em blocos ao acaso em esquema fatorial
2x2 constituido por dois gendtipos, MT e pro, e duas condigdes, com e sem Ca,
utilizando-se quatro repeticdes para o Ensaio | e 12 repeticdes para o Ensaio |l.
Os dados foram submetidos a Analise de Variancia (ANOVA) e Teste de média

(Tukey) a 5% de probabilidade, utilizando o programa Assistat 7.7 Beta.



4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Podemos observar que em condi¢ao de suficiéncia de Ca, plantas de pro
apresentavam maior biomassa fresca tanto da parte aérea quando de raizes
em relacdo a MT (Figura 4A). Por outro lado, ndo se verificou diferenga entre
0s gendtipos quanto a biomassa fresca da parte aérea ou de raizes quando
estes foram cultivados em condigdo de deficiéncia de Ca, no entanto, a
deficiéncia de Ca causou reducdo do crescimento, representada pela menor
biomassa fresca da parte aérea em MT e pro, e do sistema radicular em pro
(Figura 4A). Curiosamente, a biomassa seca tanto da parte aérea quanto das
raizes de MT e pro nao foram significativamente alteradas pela omissao de Ca,
entretanto, observou-se maior acumulo da massa seca da parte aérea em
plantas de pro, independentemente da condi¢cao (Figure 4B). Os valores da
biomassa seca das raizes foram similares em ambos o0s gendtipos,
independentemente da condi¢cado de cultivo (Figura 4B). No que diz respeito a
area foliar e radicular em plantas supridas com Ca, ndo se observou diferenca
entre MT e pro (Figura 4C). Entretanto, sob deficiéncia de Ca, embora ndo haja
diferenga entre os genodtipos MT e pro com relagdo a area foliar, apenas

plantas de pro apresentaram redugédo da area foliar em fungéo da omissao de



Ca. Ademais, a area radicular foi fortemente afetada pela omissao de Ca, uma
vez que a deficiéncia deste elemento induziu redu¢do da area radicular tanto
em MT quanto em pro (Figura 4C). Em relagdo a altura das plantas, como
esperado, em fungdo da alta sensibilidade as GAs, plantas de pro exibiram
alturas superiores a MT em ambas as condigdes, entretanto, a altura das

plantas de pro foi negativamente regulada pela omissao de Ca (Figura 4D).
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Figura 4. Analises fisiologicas da parte aérea e das raizes de MT e pro cultivados em condigcéo
suficiéncia ou deficiéncia de calcio. A) no eixo da coordenada, valores acima e abaixo de 0
correspondem a massa fresca da parte aérea e de raizes, respectivamente; B) no eixo da
coordenada, valores acima e abaixo de 0 correspondem a biomassa seca; C) no eixo da
coordenada, valores acima e abaixo de 0 correspondem a area foliar e de raizes,
respectivamente; D) altura das plantas. Os valores sdo as médias de cada tratamento (n=4) e
as barras sado o erro padrao de cada tratamento. As letras sobre as barras representam as
diferengas das médias entre os tratamentos dentro da condigao de suficiéncia ou deficiéncia de
Ca, e os asteriscos as diferengas do mesmo tratamento entre as condi¢des, calculadas por
teste de Tukey a 5%.
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O comprimento radicular foi semelhante em MT e pro, independente da
condigao (Figura 4A). No entanto, somente plantas de pro exibiram grande
redugdo do comprimento radicular quando exposto a deficiéncia de Ca (Figura

5A). Além disso, houve uma nitida redugcao do didmetro médio das raizes em



funcdo da deficiéncia de Ca, independente do gendtipo (Figura 5B). Ademais,
podemos observar que tanto em suficiéncia quanto em omissao Ca, plantas de
pro induziram menor didmetro radicular (Figura 5B). Da mesma forma, a
densidade radicular também foi negativamente regulada pela deficiéncia de Ca
em ambos os genotipos (Figure 5C). Entretanto , ndo houve diferenga entre MT
e pro sob condigdo de deficiéncia de Ca, embora a reducdo da densidade
radicular tenha sido mais pronunciada em plantas de MT (Figura 5C). Por outro
lado, plantas de MT tratadas com Ca apresentaram maior densidade de raizes

em relagao a pro na mesma condigao (Figura 5C).
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Com relacao ao teor total de clorofila, ndo se observou diferenca entre
MT e pro, entretanto os niveis de clorofila foram fortemente reduzidos pela
omissdao de Ca (Figura 6A). Da mesma forma, o teor de carotendides foi
negativamente influenciado pela deficiéncia de Ca, independentemente do

genotipo (Figura 6B).
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Figura 6. Analises bioquimicas das folhas de MT e pro cultivados em condi¢ao suficiéncia ou
deficiéncia de calcio. A) teor total de clorofila; B) teor de carotenoides. Os valores s&o as
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tratamento entre as condigdes, calculadas por teste de Tukey a 5%.

Observou-se maior biomassa fresca dos frutos em plantas de MT em
comparagao a pro quando ambos foram tratados com Ca (Figure 7A). Além
disso, podemos notar que a omissao de Ca provocou reducédo da biomassa de
frutos em ambos os gendtipos, mas os menores valores de massa fresca frutos
foram obtidos de plantas de pro sob condicdo de deficiéncia desse elemento
(Figura 7A). Por outro lado, ainda que a massa seca de frutos tenha sido
semelhante entre MT e pro em ambas as condi¢cbes, as plantas de pro
apresentaram maior reducao da biomassa de frutos em funcao da deficiéncia

de Ca comparado ao MT (Figure 7B).
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Figura 7. Andlises fisiologicas da parte aérea e das raizes de MT e pro cultivados em condigcéo
suficiéncia ou deficiéncia de calcio. A) biomassa fresca de frutos; B) biomassa seca dos frutos.



Os valores sdo as médias de cada tratamento (n= 4) e as barras sdo o erro padrao de cada
tratamento. As letras sobre as barras representam as diferencas das médias entre os
tratamentos dentro da condigdo de suficiéncia ou deficiéncia de Ca, e os asteriscos as
diferengcas do mesmo tratamento entre as condi¢des, calculadas por teste de Tukey a 5%.

A peroxidacao lipidica, representada pelos niveis de MDA, foi fortemente
aumentada pela omissdo de Ca tanto em MT quanto em pro, embora plantas
de pro tenha apresentado aumento dos niveis de MDA apenas nas folhas, e
MT em ambas as folhas e raizes (Figura 8A). Por outro lado, os niveis de H,0;
nao diferiram entre os gendtipos e as condi¢cdo, exceto para MT, que exibiu

aumento dos niveis de H,O; nas raizes apds a omisséo de Ca (Figura 8B).

3 = 15
[]+cCa i * A B
i r a
251 ] -Ca a
1 A
E 14 o a "
= E a
_Ib[ 1,5 a - _bL 05
z, ; =
E g,
% B ~
< ON 2 N a ]
g 0 : a
a - a . 05
05 - a
1 1
MT pro MT pro

Figura 8. Analises fisiolégicas da parte aérea e das raizes de MT e pro cultivados em condi¢ao
de suficiéncia ou deficiéncia de calcio. A) no eixo da coordenada, valores acima e abaixo de 0
correspondem ao teor de malondialdeido da parte aérea e de raizes, respectivamente; B) no
eixo da coordenada, valores acima e abaixo de 0 correspondem ao teor de perdxido de
hidrogénio (H,O,) da parte aérea e de raizes, respectivamente. Os valores sdo as médias de
cada tratamento (n= 4) e as barras sdo o erro padrdo de cada tratamento. As letras sobre as
barras representam as diferengas das médias entre os tratamentos dentro da condigdo de
suficiéncia ou deficiéncia de Ca, e os asteriscos as diferengas do mesmo tratamento entre as
condicdes, calculadas por teste de Tukey a 5%.



Podemos observar o surgimento de frutos com sintomas de podriddo
estilar primeiramente em plantas de pro, a partir da quinta semana apéds a
antese, ao passo que em planta de MT frutos sintomaticos foram encontrados
apenas na sétima semana apdés a antese em plantas expostas a deficiéncia de
Ca (Figura 9). Além disso, ao final do ciclo, a porcentagem de frutos com

sintomas de deficiéncia de Ca foi significantemente maior em plantas de pro

(Figura 9).
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Figura 9. Analise de frutos sintomaticos por planta, bem como porcentagem de frutos com
sintoma de deficiéncia de calcio em relagéo ao total de frutos por planta de MT e pro cultivados
em condi¢do de deficiéncia de célcio. Os valores sdo as médias de cada tratamento (n= 12).
calculadas por teste de Tukey a 5%.

Semanas apos a antese

Figura 10. Diferencas na visualizagdo entre procera e MT com deficiéncia de Ca. E possivel
notar que a partir 7% semana, os sintomas na condicdo de estresse por deficiéncia de Ca sdo
evidentes em pro quando comparado a MT.



Observou-se que em frutos de ambos os gendtipos, o teor de Ca foi
maior em condicdo de suficiéncia de Ca, se comparado com frutos que foram
expostos a deficiéncia do mesmo (Figura 11A). Ambos os gendotipos tiveram
reducéo do teor de Ca na parte aérea com a omissao do mesmo (Figura 11B).
Entretanto, embora nao haja diferenca entre os gendtipos MT e pro com
relagcdo a a deficiéncia de Ca, em funcao da alta sensibilidade as GAs, raizes
de pro exibiram teor inferior em relagcdo ao MT em condi¢cado de suficiéncia de

Ca (Figura 11C)
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Figura 11. Teor de Ca nas raizes, na parte aérea e nos frutos por planta de MT e pro
cultivados em condigao de deficiéncia de calcio. A) TeorAcumulo de Ca no fruto. B) Teor de Ca
na parte aérea. C) Teor de Ca na raiz. Os valores sdo as médias de cada tratamento (n= 12).
As letras sobre as barras representam as diferengcas das médias entre os tratamentos dentro
da condicao de suficiéncia ou deficiéncia de Ca e época de avaliagao, calculadas por teste de
Tukey a 5%.

A eficiéncia de absorgao diminuiu na condi¢ao de deficiéncia de Ca no MT
e no pro (Figura 12A), indicando que a capacidade dos gendtipos em absorver

o nutriente depende do seu adequado fornecimento no meio de cultivo. A



eficiéncia de transporte para a parte aérea foi menor no MT, em relagdo ao pro
na deficiéncia de Ca na condi¢cdo de suficiéncia de Ca (Figura 12B). Além
disso, a eficiéncia de transporte para o fruto foi menor no pro, com ou sem a
deficiéncia de Ca (Figura 12C). Ou seja, independente do fornecimento de Ca
na solucado nutritiva, o pro € menos eficiente em transportar o Ca que foi
absorvido para os frutos, sugerindo que a maior sensibilidade a GAs séo
responsaveis pela maior susceptibilidade do pro a ocorréncia da podridao
estilar. Dessa forma, os nossos resultados estdo de acordo com a relevante
revisdo de literatura de Saure (2005), o qual indica que a deficiéncia de Ca ndo
€ a causa primaria da podridao estilar nos frutos de tomateiro. Com a omissao
de Ca, a eficiéncia de utilizacdo foi maior em plantas de MT (Figura 12D),
sugerindo que esse genotipo tem maior capacidade de converter o nutriente

absolvido em matéria seca total.
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Figura 12. A) Eficiéncia de absorgéo; B) Eficiéncia do transporte na parte aérea; C) Eficiéncia
do transporte no fruto; D) Uso da eficiéncia. Os valores sdo as médias de cada tratamento (n=
4) e as barras séo o erro padréo de cada tratamento. As letras sobre as barras representam as
diferencas das médias entre os tratamentos dentro da condigédo de suficiéncia ou deficiéncia de
Ca, e os asteriscos as diferengcas do mesmo tratamento entre as condi¢des, calculadas por
teste de Tukey a 5%.

Neste experimento, ambos o0s gendtipos avaliados, MT e
pro,apresentaram reducdes de crescimento e pigmentos fotossintetizantes bem
como aumento do estresse oxidatico em condicdo de deficiéncia de Ca
(Figuras 4, 5, 6 e 7). O estresse oxidativo, por exemplo, resulta em danos as
membranas, redugcdo na atividade enzimatica e na fotossintese e clorose
(BAIER et al., 2005). Por outro lado, plantas de pro, com alta sensibilidade as
GAs, apresentaram maior acumulo de biomassa fresca em condigao controle,o
que poderia ocasionar maior competicdo entre folhas e frutos, pelo Ca. Da
mesma maneira plantas de macieira ‘Catarina’ tratadas com GAs exibiram
aumento do crescimento vegetativo e maior ocorréncia de sintomas de

deficiéncia de Ca nos frutos (BANGERTH, 1976).



Sob condi¢cao de deficiéncia de Ca, apenas plantas de pro exibiram
reducdo da biomassa seca de frutos e surgimento precoce de sintomas de
podridao estilar (Figuras 8 e 9). No entanto, o que ndo tem sido demonstrado &
que, além de modificar o transporte de Ca a nivel celular, a sinalizacdo das
GAs negativamente afeta a eficiéncia de transporte de Ca para o fruto e de
utilizacdo deste elemento (Figura 11). Estes resultados explicam o menor teor
de Ca nos frutos e o surgimento precoce de sintomas de podriddo estilar em
plantas de pro, sob deficiencia de Ca e mostram de fato que as GAs afetam o
metabolismo do Ca, induzindo a maior susceptibilidade do fruto a podridao

estilar.



5. CONCLUSOES

A sinalizacdo de GA altera tanto a capacidade de transporte como de
utilizagcado do Ca, principalmente nos frutos. Desse modo, plantas de pro, com
sensibilidade as GAs aumentada, apresentam menores teores de Ca nos frutos
e, assim, sado mais suscetiveis a ocorréncia de sintomas de deficiéncia de Ca

nos frutos.
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