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RESUMO

O objetivo do trabalho foi avaliar o efeito da aplicagao pré-colheita de giberelina (GA3) e
da citocinina benziladenina (BA) em diferentes doses (0, 90, 180 e 270 e 360 ppm), sobre
a caracteristicas fisicas, fisico-quimicas, enzimaticas e no perfil metabdlico dos
pedunculos de cajueiro (Anacardium occidentale L.) CCP76 cajueiro-anao-precoce
cultivados na regido Nordeste do Brasil. O experimento foi conduzido na Estacao
Experimental da Embrapa Agroindustria Tropical em Pacajus, Ceara. Os tratamentos
foram aplicados nas plantas no estadio 1 de desenvolvimento com castanha verde e
pedunculo verde, os frutos foram colhidos no ponto de colheita comercial com pedunculo
laranja escuros e entdo foram analisados. Os tratamentos ndo resultaram em diferencas
estatisticas para as caracteristicas fisicas e nos parametros de cor quando comparados
ao controle. O tratamento com GAS3 reduziu o conteudo de agucares totais de forma
inversa ao aumento das doses, porém nao alterou significativamente a acidez titulavel
(AT) e a relacdo solidos soluveis/acidez titulavel (SS/AT). Os tratamentos com GA3 e BA
reduziram o conteudo de vitamina C significativamente, influenciando tanto a forma
reduzida (o acido ascoérbico) quanto a forma oxidada (o acido desidroascérbico). A
firmeza dos pedunculos nao foi significativamente afetada pelos tratamentos, apesar do
tratamento com GA3 ter induzido um aumento na atividade das enzimas PME e PG,
enquanto a BA aumentou a atividade de PME e reduziu a de PG. Os tratamentos com
GA3 e BA aumentaram a atividade da enzima PAL, enquanto a atividade da PPO
aumentou com GA3 e diminuiu com BA sem aumentar o conteudo de fendlicos totais. A
analise metaboldbmica revelou alteragdes significativas no perfil de agucares, acidos
organicos, aminoacidos e lipideos. Conclui-se que, mesmo sem efeitos visiveis sobre
atributos fisicos, os reguladores influenciaram a fisiologia e o metabolismo dos
pedunculos, reforcando o potencial dos fitormbnios como estratégia de manejo pré-
colheita e a utilidade da metabolémica na identificacdo de biomarcadores metabdlicos

em frutos tropicais.

Palavras-chave: fitorregulador; Anacardium occidentale L; metabolémica



ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the effect of pre-harvest application of
gibberellin (GA3) and the cytokinin benzyladenine (BA) at different concentrations (0, 90,
180, 270, and 360 ppm) on the physical, physicochemical, enzymatic characteristics and
the metabolic profile of cashew apple (Anacardium occidentale L.) CCP76, a dwarf early-
flowering genotype cultivated in the Northeast region of Brazil. The experiment was
conducted at the Experimental Station of Embrapa Tropical Agroindustry in Pacajus,
Ceara. Treatments were applied to plants at stage 1 of fruit development (green nut and
green cashew apple), and fruits were harvested at commercial maturity (dark orange
apples) and then analyzed. The treatments did not result in statistically significant
differences in physical characteristics or color parameters compared to the control. GA;
reduced the total sugar content inversely with increasing doses, but did not significantly
affect titratable acidity (TA) or the soluble solids/titratable acidity ratio (SS/TA). Both GA;
and BA significantly reduced vitamin C content, affecting both the reduced form (ascorbic
acid) and the oxidized form (dehydroascorbic acid). Fruit firmness was not significantly
affected by the treatments, although GA; induced an increase in PME and PG enzyme
activity, while BA increased PME and reduced PG activity. Both GA; and BA increased
PAL activity; PPO activity increased with GA; and decreased with BA, without increasing
the total phenolic content. Metabolomic analysis revealed significant changes in the
profiles of sugars, organic acids, amino acids, and lipids. In conclusion, even without
visible changes in physical attributes, the regulators significantly influenced the physiology
and metabolism of the cashew apple, reinforcing the potential of plant growth regulators
as a pre-harvest management strategy and highlighting the usefulness of metabolomics

in identifying metabolic biomarkers in tropical fruits.

Keywords: growth regulator; Anacardium occidentale L; metabolomics
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1 INTRODUGAO

O cajueiro (Anacardium occidentale L.) € uma espécie nativa do nordeste do
Brasil onde apresenta importancia econémica e social. O caju é formado por um fruto
seco, a castanha, e um pedunculo ou pseudofruto carnoso (Padilha et al., 2020; Zhao et
al., 2023). Em 2022, a area ocupada com a cultura do cajueiro no pais era de 425,2 mil
hectares, sendo 99% da area localizada na regido Nordeste nos estados do Ceara, Piaui
e Rio Grande do Norte. O Ceara contribuiu com 54,1% da produgéo nacional (Brainer.,
2022).

A castanha, que é o verdadeiro fruto do cajueiro, representa o principal produto
de exportacao. Ja o pedunculo, parte polposa, fibrosa e suculenta do caju, possui grande
valor nutricional e é reconhecido como um alimento funcional. O pedunculo do cajueiro €
uma importante fonte de fibras alimentares (Dakuyo et al., 2022), compostos fendlicos
(Vilar et al., 2016; Cunha et al., 2017), minerais (Rico et al., 2016) e vitamina C e acidos
organicos (Reina et al., 2022; Zhao et al., 2023). E essa combinagéao de nutrientes lhe
confere um elevado poder antioxidante e antimicrobiano, (Baptista et al., 2018); anti-
inflamatadrio (Da Silveira et al., 2015); quimico (Araujo et al., 2015); e antidiabético (Mohan
et al., 2018).

Entretanto, a baixa comercializacdo do pseudofruto deve-se a sua alta
perecibilidade. Sua vida util pds-colheita é inferior a 48 horas quando armazenado em
temperatura ambiente, com diminuicdo do valor nutricional e susceptibilidade a infec¢ao
por microrganismos (Moura et al., 2010; Queiroz et al., 2011).

Nesse contexto, diversos estudos tém sido realizados com tecnologias de pré-
colheita, incluindo a aplicagéo de fitorménios, para aumentar a vida util dos frutos e, ao
mesmo tempo, manter sua qualidade. Cai et al. (2021) observaram que GA3 em cunquate
aumentou solidos soluveis e reduziu acidez titulavel e MDA durante o armazenamento.
Alrashdi et al. (2017) mostraram que GA3 em uvas aumentou peso, tamanho, acidez,
fendis, vitamina C, e atividades enzimaticas, sem afetar a firmeza. Canli e Pektas (2015),
observaram que benziladenina (BA) aumentou o peso das peras em 11,3%, com variagao

na firmeza e solidos soluveis. Canli et al. (2015) relataram que BA aumentou peso, sélidos
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soluveis e acidez das cerejas. Zhang et al. (2018) descobriram que 6-benzilaminopurina
(BAP) retardou o escurecimento enzimatico em lichia.

Apesar de todos esses beneficios, o pedunculo ndo tem tanta importancia
comercial quanto a castanha, principalmente devido a sua alta perecibilidade. Além da
grande fragilidade do caju, a época de cultivo/producao restringe-se ao segundo
semestre do ano e faltam técnicas adequadas de manejo pds-colheita que, no seu
conjunto, contribuem para a perda de quase 80% da produgéo (Souza et al., 2016). Por
isso, a manutengao da qualidade dos pedunculos de cajueiro é um desafio constante
para os produtores, especialmente em relagdo ao aumento do tamanho, firmeza, teor de
nutrientes e vida util pds-colheita

Nesse cenario, os reguladores de crescimento, como a giberelina e a
citocinina, tém se mostrado alternativas potenciais para a qualidade pés-colheita do caju.
Apesar disso, os efeitos desses compostos sobre a qualidade e o perfil metabdlico global
dos pedunculos ainda nao sdo completamente compreendidos. Diante disso, o objetivo
do trabalho foi avaliar o efeito da aplicagao pré-colheita de giberelina e citocinina ambas
em diferentes doses (0, 90, 180 e 270 e 360 ppm), sobre caracteristicas fisicas, fisico-
quimicas, enzimaticas e no perfil metabdlico dos pedunculos de cajueiro (Anacardium

occidentale L.) CCP76 cajueiro-anao-precoce cultivados na regiao Nordeste do Brasil.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Cajueiro: aspectos botanicos, agronémicos e econémicos

O cajueiro (Anacardium occidentale L.) é uma frutifera tropical originario do
Brasil, amplamente encontrada em todo o pais. Além disso essa espécie foi introduzida
em mais de quarenta paises devido a sua capacidade de se adaptar a diferentes
condi¢cdes, como variagdes de altitude e solos pouco férteis principalmente em climas
tropicais (Barros et al., 1993; Sharma et al., 2020). Pertence a familia Anacardiaceae,
possui tronco curto, com uma copa muito larga e tem grande importancia
socioeconémica para a regidao nordeste do Brasil (Morton, 2003, Lopes et al., 2011).

Suas folhas sao simples, alternadas, coriaceas, glabras, estreitas a
largamente obovadas. Sua raiz é pivotante bem desenvolvida, por vezes bifurcada,
podendo, em solos arenosos, alcangar dez ou mais metros de profundidade (Lim, 2012,
Barros., 1995). Esse sistema radicular do cajueiro confere tolerancia a seca sendo uma
especie adaptavel a uma ampla gama de solos com pH de 4,3 a 6,5. Entretanto, a ma
drenagem do solo, solos muito basicos, salinos ou encharcados sao intolerantes para o
cajueiro. Além disso, a alta pluviosidade e umidade favorecem doengas que prejudicam
flores e frutos reduzindo assim o vingamento dos frutos (Lim, 2012).

As flores do cajueiro formam inflorescéncias organizadas em grandes
paniculas terminais, que geralmente incluem flores masculinas, femininas e
hermafroditas. Durante a antese, essas flores apresentam coloragcdo branca ou verde-
clara com delicadas linhas vermelhas ou rosadas. Apos a fertilizagdo, elas assumem um
tom de vermelho-escuro e a polinizacdo é realizada por abelhas, vespas, formigas,
moscas e beija-flores. O fruto € um aquénio reniforme (castanha), com cerca de 3 cm de
comprimento por 2,5 cm de largura, pendente a um receptaculo alargado, carnoso e
suculento, denominado de pedunculo, brilhante, alaranjado, vermelho ou amarelado, em
forma de pera que mede aproximadamente 10 a 20 cm de comprimento € 4 a 8 cm de
largura e séo dispersos principalmente por morcegos frugivoros (Lim, 2012).

A area mundial colhida de castanha de caju em 2020 foi de 7,1 milhdes de

hectares (2020), com maior concentragdo em Costa do Marfim (28,6%) e o Brasil
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possuindo a sexta maior area, com a participagao de 6,0% do total mundial. Em termos
de produtividade, o principal produtor mundial de castanha de caju é Costa do Marfim,
com 848,7 mil toneladas, ficando o Brasil em 112 colocagdo, com a producéo de 139,9
mil toneladas em uma area de 426,1 mil hectares (Brainer, 2022).

No Brasil, em 2022, a area ocupada com cajueiros foi estimada em 425,2 mil
hectares, sendo 424,0 mil hectares (99,7% do total nacional) localizados na regido
Nordeste. A produgéo nacional foi concentrada nos estados do Ceara, Piaui e Rio Grande
do Norte, que juntos alcangaram 116,4 mil toneladas, o equivalente a 90,6% da produgéo
total do pais com destaque para o Ceara que contribuiu com 54,1% dessa parcela
(Brainer, 2022).

Além da castanha do caju, o pedunculo também tem grande importancia
econdmica para o mundo. Produzido apenas pelo Brasil, Mali, Madagascar e Guiana, o
pedunculo do cajueiro em 2020, teve uma produgao mundial de 1,35 milhdo de toneladas
sendo o Brasil responsavel por 81,5% dessa producgéo. A producéo do Brasil de castanha
de caju representa 3,3% do total mundial em 2020, mostrando que o Brasil estava longe
de competir com os principais produtores mundiais, entretanto, € o maior produtor de
pedunculo (Brainer, 2022).

O fruto do cajueiro, (pedunculo + castanha) é vendido para o mercado de
produtos in natura e a castanha é normalmente descartada pelo consumidor. O
pedunculo entdo é consumido fresco ou processado em mais diversos produtos como:
suco, polpa, conservas, vinho, vinagre, refrigerantes e doces conferindo assim mais valor
a safra de caju (Berry e Sargent, 2011).

O caju é uma importante fonte de fibras alimentares (Sucupira et al., 2020),
compostos fendlicos (Cunha et al., 2017), minerais (Olalusi et al., 2020), vitamina C e
acidos organicos (Reina et al., 2022). E essa combinagéo de nutrientes lhe confere um
elevado poder antioxidante e antimicrobiano, (Baptista et al., 2018); anti-inflamatério (Da
Silveira et al., 2015); quimico (Araujo et al., 2015); e antidiabético (Mohan et al., 2018).

Apesar da diversidade de fitoquimicos e constituintes nutricionais, ainda ha
muitas razdes que impedem a plena utilizagdo dos frutos de caju como, o curto prazo de
validade, a baixa capacidade de armazenamento e a falta de tecnologias de
processamento apropriadas (Das e Arora, 2017).
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O Clone de Cajueiro de Pacajus 76 (CCP 76) foi langcado em 1983 pela
Embrapa Agroindustria Tropical. A planta matriz que deu origem a esse clone foi o
cajueiro CCP 76. As caracteristicas desse clone sdao bem semelhantes ao tipo de
cajueiro-ando como: porte baixo, altura média de 2,68 m e diametro médio da copa de
4,98 m no sexto ano de idade. Em média, a massa da castanha € de 8,60 g e a do
pedunculo, que tem a coloragao laranja, pesa 135 g (Paiva e Barros., 2004).

Sendo o clone mais cultivado pelos produtores do Nordeste, o clone CCP 76
€ adaptado para o cultivo de sequeiro, e irrigado. A produtividade estimada do pedunculo
€ de 13700 kg/ha. Esse clone é o mais aceito e recomendado para o consumo in natura,
ou seja, para o mercado de mesa. Além disso € mais utilizado na fabricacdo de doces e
cajuina e suas améndoas s&o bem aceitas no mercado (EMBRAPA, 2020).

De Figueiredo et al. (2002), descrevem sete estadios de maturagdo para o
clone CCP 76 de acordo com a cor do pedunculo e da castanha: 1) pedunculo verde com
castanha verde; 2) pedunculo verde com castanha seca madura; 3) pedunculo verde-
claro; 4) pedunculo com inicio de coloragdo amarela; 5) pedunculo amarelo mudando
para cor laranja; 6) pedunculo laranja-claro e 7) pedunculo laranja-escuro.

Lopes et al. (2011) caracterizaram fisicamente pedunculos de quatro clones
de cajueiro anao precoce (CCP 76, CCP 09, BRS 189 e BRS 265) em diferentes estadios
de maturacgao e indicaram o CCP 76 para o consumo e comercializacao in natura. Esses
autores verificaram que o clone CCP 76 foi o que teve os melhores parametros fisicos
(média de 53,73 mm de didmetro basal, 40,81 mm de didmetro apical, 67,24 mm de
comprimento do pedunculo, 113,27 g de massa total e 101,03 g de massa do pedunculo).
Entretanto a firmeza de valor 16,19 N foi a menor entre os clones analisados.

No estudo de Freitas et al. (2020) foram avaliadas as qualidades quimicas de
pedunculos de novos clones de cajueiro (SLC 12-20, CAPI 17, PRO 555/2, HAC 276/1 e
PRO 805/4) e comparados com clones comerciais. O clone comercial CCP 76, utilizado
como referéncia para boa qualidade, apresentou acidez titulavel (AT) em termos de % de
acido malico de 0,16%, e solidos soluveis (SS) de 11,17 °Brix, relagdo SS/AT de 68,84 e
pH 4,66. Além disso ainda apresentou polifendis totais de 237,95 mg EAG.100 g™' e
Vitamina C de 247,20 mg.100 g' MF. Dessa forma um dos principais resultados do

estudo foi que o clone de cajueiro PRO 555/2 apresentou pedunculos com caracteristicas
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quimicas e sensoriais semelhantes ao clone comercial de referéncia CCP 76, com baixa
acidez titulavel, alta relagdo SS/AT, sabor doce, sabor e aroma caracteristicos do caju,

além ser macio e suculento, comercialmente adequado para consumo a mesa.

2.2 Fisiologia do amadurecimento

2.2.1 Amadurecimento

O amadurecimento € um conjunto de processos que resultam nas
caracteristicas estéticas e qualitativas do fruto evidenciadas por mudangas na
composicao, coloragao, textura, sabor e aroma o que tornam o fruto aceitavel para o
consumo. Durante esse processo ocorre muitas mudangas bioquimicas tanto de sintese
como de degradacao sendo a energia liberada utilizada para varias atividades fisioldgicas
e para a manutencao da integridade celular. Uma vez iniciado o amadurecimento o fruto
€ conduzido ao envelhecimento e a morte dos tecidos (Chitarra e Chitarra, 2005).

As principais transformagdes que ocorrem no fruto durante o amadurecimento
sdo: sintese de proteinas/enzimas, sintese de etileno, modificagao da textura através da
solubilizacdo das pectinas e hidrolise de polissacarideos estruturais da parede celular,
modificagdo do sabor e do aroma através da hidrolise de reservas; interconversdo de
agucares; sintese e/ou degradagédo de acidos organicos; polimerizagado de fendlicos e
sintese de compostos volateis e modificagdo na pigmentacao através da degradagao da
clorofila e aparecimento de pigmentos pré-existentes como carotenoides e flavonoides.
Essas transformacdes parecem estar sincronizadas e encontram-se, provavelmente, sob
controle genético (Chitarra e Chitarra, 2005).

Durante o amadurecimento do caju, a acidez e a adstringéncia tendem a
diminuir enquanto os solidos soluveis, os agucares redutores e o0 acido ascorbico tendem
a aumentar. Além disso, ocorre a mudancga da cor do fruto decorrente da degradagao da
clorofila e da sintese de pigmentos como carotenoides e antocianinas (Berry e Sargent,
2011, Figueiredo et al., 2002).

O primeiro relato sobre a fisiologia do caju foi realizado por Biale e Barcus

(1970), que verificaram uma aceleracdo do metabolismo do caju devido a alta taxa de
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respiracao, a 20 °C. Pratt e Mendoza (1980), estudando a maturag¢ao do caju, observaram
taxas de respiragéo em torno de 50 ml/kg-! e taxa de etileno baixa, em torno de 400 ml/kg-
1, sendo essa baixa produgdo de etileno a melhor evidéncia de que o caju tem um padrao
respiratorio ndo climatérico.

O pedunculo do cajueiro deve ser colhido maduro e tem alta perecibilidade.
Sua vida util pés-colheita dura no maximo 48 h a 24°C. A qualidade do fruto é limitada
pelo amaciamento rapido, diminuicdo do valor nutricional e suscetibilidade a infecgao por
microrganismos quando armazenados em temperatura ambiente levando a uma vida de

armazenamento curta (Moura et al., 2010, Queiroz et al., 2011).

2.2.2 Alteragébes na firmeza durante o amadurecimento

Com o amadurecimento dos frutos, ocorre a solubilizagdo das substancias
pécticas pela acdo de duas enzimas especificas: a poligalacturonase (PG)e
pectinametilesterase (PME) contribuindo assim para o amaciamento dos tecidos em
decorréncia da reducdo da forga de coesédo entre as células (Chitarra e Chitarra, 2005).
Essas substancias constituem a lamela média das células, estrutura que as mantém
unidas através de uma rede tridimensional de ligacdes de grupos carboxilicos livres com
as cadeias de celulose formando a protopectina (insoluvel) que é predominante nos
tecidos vegetais imaturos.

A PME catalisa a desmetilagdo da pectina, danificando as liga¢des horizontais
de calcio da cadeia polissacaridica acida e levando a separagao celular, bem como a
geracao de um substrato adequado para PG (Brummell et al., 2004). A PG hidrolisa o
acido da pectina junto com a cadeia principal do acido poligalacturénico, causando
degradagao da pectina, dissolugéo da parede celular e, finalmente, amolecimento do fruto
(Wakabayashi et al., 2000; Brummell et al., 2004).

Dessa forma, como uma das funcdes das pectinas é a resisténcia mecanica
da parede celular, qualquer modificagao na sua estrutura resulta em alteracdes na textura
dos frutos. Entretanto além das pectinas, a decomposi¢ao de outros componentes da

parede celular como as celuloses e as hemiceluloses bem como a turgescéncia celular
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(hidratagao) e a hidrélise do amido influenciam o processo de amaciamento durante a

maturacgao (Chitarra e Chitarra, 2005) (Figura 1).

Figura 1 — Estrutura da parede celular vegetal
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Fonte: Loix et al., 2017 (adaptado)

A membrana plasmatica das células vegetais separa o citoplasma do ambiente
externo. Todas as membranas bioldgicas sé&o constituidas de uma dupla camada lipidica
e os lipideos mais abundantes nas membranas da célula vegetal sdo os fosfolipidios e
os esterdis. Além disso, a fluidez da membrana que é influenciada pela temperatura é
decorrente da presenga de acidos graxos insaturados como o acido oléico, o acido
linoléico e o acido linolénico (Taiz et al., 2017).

A morte celular pode ser desencadeada por espécies reativas de oxigénio
(ROS) que sao responsaveis por romper a membrana celular ocasionando o
extravasamento do conteudo citoplasmatico através de um processo quimico chamado
de peroxidagao lipidica (PL) (Thomas et al., 2015)

A PL das membranas vegetais € mediadora de eventos criticos durante o
armazenamento pos-colheita pois é consequéncia natural dos processos metabdlicos do
fruto. Diante disso, os antioxidantes desempenham um papel importante na manutengao
da integridade fisica de frutos pois fornecem um ambiente saudavel para as enzimas

ligadas a membrana funcionarem (Shewfelt e Rosario, 2000)
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O escurecimento de frutos esta relacionado ao metabolismo de lipideos de
membranas e compostos fendlicos. A ruptura da membrana celular, ocasionada pela
peroxidacao lipidica, reduz os teores de acidos graxos insaturados e aumenta os de
acidos graxos saturados, aumentando também a permeabilidade da membrana. Além
disso, a peroxidagao lipidica causa perda da compartimentalizagao celular o que pode
levar a enzima polifenoloxidase (PPO), que fica localizada no plastideo, a entrar em
contato com substratos fendlicos localizados no vacuolo e dai promover a ocorréncia de
escurecimento nos frutos (Lin et al., 2016).

Rabelo et al. (2016) avaliaram a estabilidade térmica da PG e da PME em suco
de caju. Inicialmente, a atividade da PME foi de 501,8 UAE min-'.mg-' P aumentando até
10 vezes a 55 °C. Em temperaturas de 65 °C e 85 °C, a atividade apresentou um
comportamento dinamico: houve um aumento inicial seguido de declinio, até estabilizar-
se apo6s 15 e 20 minutos, respectivamente, quando a atividade voltou a aumentar. Quanto
a PG, a atividade inicial foi de 50,4 UAE min~"-mg~" de proteina. Os tratamentos térmicos
a 55 °C e 65 °C resultaram em um aumento inicial da atividade apdés 3 e 1 minuto,
respectivamente; entretanto, apds esses periodos, a atividade decaiu de forma continua.

Souza et al. (2016) avaliaram os efeitos do tratamento pré-colheita com acido
giberélico (GA3) (concentragdo de 180 ppm aplicado no estadio 1) na qualidade e vida
pos-colheita (estadio 7) do pedunculo do cajueiro de duas cultivares (CCP 76 e BRS 189),
durante o armazenamento refrigerado. Os reguladores de crescimento afetaram
significativamente (p < 0,01) a firmeza do pedunculo, embora n&o tenha havido influéncia
do periodo de armazenamento. Para ambas as variedades, o tratamento com GA3
resultou em frutos mais firmes. Na cultivar CCP 76, a firmeza das amostras tratadas com
GA3 foi 15,40 N e 11,38 N, para controle. A firmeza do caju foi associada as enzimas da
parede celular e ao grau de peroxidagéao lipidica das membranas celulares. No CCP 76,
GA3 apresentou um pico de peroxidagao lipidica maior e mais precoce aos 5 dias de
armazenamento (87,81 nmol MDA.g™' MF), quando comparados ao controle que atingiu
o pico aos 10 dias de armazenamento de 71,68 nmol MDA.g"' MF. Os reguladores de
crescimento também influenciaram as enzimas PG e PME. O pico de atividade da PG no
tratamento GA3 ocorreu aos 20 dias de armazenamento (29,97 UAE min'.mg™' P)

enquanto no controle esse pico ocorreu aos 15 dias de armazenamento (28,01 UAE min-
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'.mg" P). Para o CCP 76, no inicio do armazenamento, as amostras tratadas com GA3
apresentaram atividade de PME significativamente maior, que declinou e n&o diferiu do

controle apds 10 dias de armazenamento, com valor igual a 1780,27 UAE min-'.mg"' P.

2.2.3 Alteragoes em compostos fendlicos durante o amadurecimento

Compostos fendlicos sdo compostos quimicos com estrutura contendo um
anel aromatico (benzeno) com pelo menos uma hidroxila (OH) e que formam pontes de
hidrogénio com outras moléculas notadamente com as proteinas. Esses compostos tém
participagéo no “flavor” (percepgao de adstringéncia, acidez ou sabor amargo dos frutos),
na coloracao, na vida de prateleira e na agdo como antioxidante. Sua concentracao é
correlacionada com a capacidade antioxidante, podendo ser utilizada para
acompanhamento da perda de qualidade do produto na fase pds-colheita (Chitarra e
Chitarra, 2005).

A fenilalanina amodnia-liase (do inglés Phenylalanine ammonialyase, PAL) é
uma enzima chave na sintese de compostos fendlicos. Essa enzima catalisa a
desaminacgao da fenilalanina produzindo acido t-cindmico, que é o primeiro passo na via
dos fenilpropandides sendo um importante ponto de regulagdo entre o metabolismo

primario e o secundario (Figura 2) (Huang et al., 2010)

Figura 2 — Reacao catalisada pela fenilalanina aménia-liase (PAL)
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Fonte: Kong, 2015.

Estudos tém demonstrado que a atividade da PAL pode ser influenciada por

diferentes tratamentos pré-colheita. Attia e Adss. (2021), estudando o efeito do
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brassinosteréide aplicado na pré-colheita de magad "Anna" e em diferentes
concentragcbes, verificaram que todos os tratamentos com BRs aumentaram
significativamente a atividade da enzima PAL e a expressdo dos genes PAL, em
comparagao com o tratamento controle.

De forma semelhante, no estudo de Muengkaew et al. (2016), mangas da cv.
Manhachanok foram pulverizadas na pré-colheita com metil jasmonato em diferentes
concentragbes (20000, 40000, 80000 e 120000 ppm). Os autores verificaram que o
tratamento com 80000 ppm com metil jasmonato apresentou atividade significativamente
maior de PAL e maior concentragdo de compostos fendlicos do que no tratamento
controle.

Outro estudo relevante foi realizado por Martinez-Camacho et al. (2022) onde,
avaliaram o efeito do acido salicilico e da quitosana como tratamentos pré-colheita em
amora-preta. No estudo, foi verificado que a atividade da PAL aumentou
significativamente com os tratamentos de quitosana na concentragéo de 0,25% bem
como no tratamento com acido salicilico na concentracdo de 3 mM em relacdo ao
controle. Os autores relataram os resultados como promissores para melhorar a vida util
da amora-preta, mantendo as propriedades fisico-quimicas dela, retardando os
processos de decomposi¢ao e ativando a atividade da PAL.

No caso dos cajueiros, Cunha et al. (2017) tracaram o perfil fendlico baseado
em UPLC—qTOF-MS/MS e a atividade enzimatica da PAL em pedunculos dos clones
CCP 76 e BRS 189. Foi observado que a atividade da PAL diminuiu significativamente
durante o amadurecimento, com redugbes de 70% no BRS 189 (8.5x1072 umol
ac.transc.h”".mg' P) e 66% no CCP 76 (2.49x10 '"umol ac.transc.h”".mg' P). O produto
da atividade da PAL, o acido transcinamico foi identificado apenas como um éster,
cinamoil glicosideo, do pedunculo maduro de ambos os clones.

A degradagdo dos fendlicos esta associada a PPO que € uma enzima
localizada nas membranas dos tilacoides do cloroplasto, enquanto seus substratos
fendlicos se localizam nos vacuolos. Dessa forma, quando ocorre alguma alteragéo
celular, ou seja, algum dano a estrutura da célula, o substrato e a enzima entram em
contato ocorrendo oxidagao dos compostos fendlicos e desencadeando o escurecimento

enzimatico pela formacao gradual de melaninas de cor marrom-avermelhada (Tang et al.,



26

2020, Deutch, 2018). A PPO tem em seu sitio ativo o ion Cu?* e na presenga de oxigénio
essa enzima catalisa duas reagdes distintas: 1) hidrolisa monofendis a o-difendis
(atividade de cresolase) e 2) oxidagdo dos o-difendis a o-quinonas (atividade de
catecolase) (Figura 3) (Kaintz, 2014).

Figura 3 — Reacgbes catalisadas pelas atividades cresolase (A) e
catecolase (B) da polifenoloxidase (PPO).

A OH OH
\\ )
| + 0, + 21 Tyrosinase + Wo
—_—
/ P Cresolase activity i
R

OH Catechol oxidase o
B S and
rosin
| + 120, tyrosinase + H0
/ P Catecholase activity 5
R OH R

Fonte: Kaintz, 2014

Estudos também destacam estratégias para minimizar a acdo da PPO e
retardar o escurecimento. Sinha et al. (2021) avaliaram como os revestimentos das frutas
de peras com &acido salicilico (AS) enriquecidos com quitosana (Q) influenciavam nas
propriedades antioxidantes e o escurecimento interno dessas frutas durante o
armazenamento a frio simulando as condigbes de supermercado. Nesse estudo foi
aplicado os seguintes tratamentos: Q 1,0%, Q 2,0%, CH 1,0% + AS 2,0 mM e Q 2,0% +
A 2,0 mM, AS 2,0 mM e agua destilada (controle). Como resultado, aos 67 dias de
armazenamento em baixa temperatura nos tratamentos de Q 2,0 % + AS2,0mMe Q 1,0
% + AS 2,0 mM foram registrados valores minimos de atividade da PPO: 1.9630%x1072 e
2.2200%1072 UAE min-'. mg™ P, respectivamente; enquanto e nos tratamentos com Q
20 % e Q 1,0 %, os frutos apresentaram maior atividade de PPO: 2.4185x1072 e
2.5085%x1072 UAE min-'.mg™' P, respectivamente

Outrossim, Kumari et al. (2015) avaliaram o escurecimento pés-colheita do
pericarpo de lichia sob tratamento combinado de acido salicilico e quitosana. Com isso,

puderam verificar que no ultimo dia de armazenamento, o tratamento controle apresentou
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valores de fendlicos totais mais baixos enquanto os frutos tratados com acido salicilico
1,0 mM + quitosana 2% apresentaram valores maiores de fendlicos totais. Os autores
discutem que independentemente dos tratamentos, o teor de fendlicos totais da lichia
declinou continuamente, com o avang¢o do periodo de armazenamento. Isso pode ser
atribuido a maior atividade das enzimas PPO e peroxidase (POD) nas frutas controle, o
que causou uma rapida diminui¢gdo nos fendlicos totais na fruta. Ao contrario, a maior
retencado de compostos fendlicos em frutas tratadas com acido salicilico e quitosana pode
ser devido a atividades mais baixas das enzimas PPO e POD, retardando a oxidagao de
compostos fendlicos.

Ja Sena et al. (2019) submeteram pedunculos de cajueiro (CCP 76) ao
hidroresfriamento (HC) e refrigeracdo em cémara fria (CR) verificaram que a atividade da
PPO foi cerca de 67% maior em cajus sob CR, em compara¢gdo com HC em 20 dias de

armazenamento, e sugeriram que isto estava relacionado com a redugao nos fendlicos.

2.2.4 Alteragbes no conteudo de vitamina C durante o amadurecimento

A vitamina C ou acido ascorbico e suas formas oxidadas nao sao sintetizadas
pelo organismo humano, sendo necessarios e adquiridos por meio da dieta (Chitarra e
Chitarra, 2005). A vitamina C exerce um excelente papel antioxidante e sua forma
ionizada, o ascorbato, serve de substrato para a ascorbato peroxidase (APX) que
juntamente com as catalases participam na eliminagdo do excesso de peroxido de
hidrogénio (H202) (Wheeler et al., 2015, Mhamdi et al., 2010, Mhamdi et al.,2012)

Nos frutos, a vitamina C esta presente principalmente na forma reduzida, acido
ascorbico, que pode ser oxidado a acido desidroascérbico (DHA) pela agdo da oxidase
do ascorbato (Eskin e Hoehn, 2013). No entanto a degradagado do DHA para acido 2,3-
dicetogulbénico leva a perda da atividade bioldgica produzindo pigmentos escuros que
depreciam a aparéncia do produto (Chitarra e Chitarra, 2005).

Gordon et al. (2012) analisaram o conteudo de acido ascérbico em pedunculos
do cajueiro CCP 76 em trés estadios de maturagao (verde, maduro médio e maduro) e

relataram contetdos de 1038 mg.100 g~' de matéria seca (MS) para os verdes, de 1392
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mg.100 g~' MS para frutos meio maduros e de 1731 mg.100 g~' MS para frutos maduros
indicando um aumento no conteudo de acido ascoérbico durante o amadurecimento.

Lopes et al. (2012) avaliando o conteudo de vitamina C no desenvolvimento
de caju, observou que este aumentou, sendo os maiores valores encontrados nos
pedunculos maduro do estadio 7 do clone BRS 265 com 279,37 mg.100 g-' MF e do clone
CCP 76 com 248,00 mg.100 g' MF

Reina et al. (2022) analisaram o perfil de acidos organicos do suco e bagago
de caju de duas variedades colombianas Mapiria e Regional 8315. Os sucos das
variedades Regional 8315 e Mapiria apresentaram diferengas significativas entre os
teores de acidos ascorbico, oxalico e fumarico. A quantidade de acido ascoérbico
observado no suco de Mapiria foi de 70,5 mg.100 g-1, sendo superior ao da variedade
Regional 8315 que foi de 51,8 mg.100 g' de suco. Ja no bagago de caju, os acidos
ascorbico, citrico e latico foram os principais acidos organicos nas variedades sendo o
contetido de acido ascoérbico de Mapiria igual a 204 mg.100 g' MF e do Regional 8315,
sendo de 188 mg.100 g MF

2.3 FitormoOnios e o desenvolvimento de frutos

Os fitormbnios controlam diferentes aspectos da fisiologia vegetal como, por
exemplo, o desenvolvimento dos frutos, desde seu estabelecimento até a senescéncia.
Apoés a polinizagdo, o fruto jovem passa por um estagio de divisdo celular com um
aumento do numero de células que é regulado por auxinas e citocininas e depois, seguido
por expansao e alongamento celular regulado por giberelinas até atingir a maturidade
fisiologica e iniciar o amadurecimento (Liu et al., 2022; Serrani et al., 2007). A indugao da
divisdo celular e da expansao celular contribuem para a translocacao dos fotoassimilados

de outras partes da planta pois aumentam a forga do dreno (Srivastava, 2002).

2.3.1 Acido giberélico, via metabélica e aplicagées na pré-colheita

As giberelinas (GAs) foram isoladas na década de 1930 como produtos

naturais do fungo atualmente chamado de Fusarium fujikuroi. A giberelina mais
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abundante produzida por esse fungo € o GA3, chamada de acido giberélico, o qual é
utilizado comercialmente na agronomia e na horticultura. Entretanto, a primeira giberelina
a ser identificada em plantas foi a GA1, que juntamente com a GA4 s&o as giberelinas
mais presentes na maioria das plantas (Taiz et al., 2017).

As GAs sao acidos carboxilicos diterpendides, podendo ser ativas ou inativas.
As inativas sdo formadas por seus precursores ou os produtos da desativagao das formas
bioativas. As principais GAs biologicamente ativas sdo GA1, GA3, GA4 e GA7. Um dos
principais papéis das GAs biologicamente ativas é a indugédo do alongamento do entreno
em plantulas promovido pelo alongamento celular. Além desse papel, as GAs
desempenham efeitos no ciclo de vida dos vegetais participando na germinacao,
florescimento, desenvolvimento do pdlen, crescimento do tubo polinico e no
desenvolvimento do fruto (Taiz et al., 2017)

Todas as GAs de ocorréncia natural apresentam um esqueleto tetraciclico ent
-giberelano derivado de enantiomeros do caureno que é um composto de ocorréncia
natural. Além disso, de acordo com o numero de carbonos, as GAs podem ser divididas
em dois grupos: 1) GAs que apresentam 20 atomos de carbono como por exemplo GA12
e GA53; 2) GAs que apresentam 19 atomos de carbono como por exemplo GA3 e GA1.
Vale ressaltar ainda que as concentragdes de GAs nas plantas sdo extremamente baixas
semelhantes de outras classes de fitorménios (Tarkowska et al., 2014).

O GA3 (C19H2206) € um acido diidroxi-y-lactona tetraciclico com uma dupla
ligacéo entre os carbonos C1-C2, um anel y-lactona no C10 e um grupo OH no C13
(Figura 4). Como reagente, se apresenta na forma de pd cristalino branco, e sua
capacidade de dissolugdo em agua € baixa, sendo de apenas 5000 ppm. Apresenta um
ponto de fusdo de cerca de 233 a 235 °C, sendo soluvel, por exemplo, em alcool e

acetona (Camara et al., 2018)
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Figura 4 - Estrutura quimica da giberelina GA3

Fonte: Camara et al., 2018

As GAs sao sintetizadas em varias partes do vegetal como folhas, entrenés e
sementes. A sua sintese ocorre por meio da oxidagao do diterpeno ent-caureno e pode
ser dividia em trés etapas. A primeira etapa ocorre nos plastideos, quando o
geranilgeranildifosfato (GGPP) é convertido em ent-caureno, através de uma reacao de
ciclizagcao de duas etapas pela acao enzimatica da ent-copalil difosfato sintase (CPS) e
da ent-caureno sintase (KS). A segunda etapa ocorre no reticulo endoplasmatico,
havendo a oxidagédo do ent-caureno em GA12-aldeido e GA12, reagdo essa catalisada
pelas enzimas ent-caureno oxidase (KO) e ent-caurendico oxidase (KAO). A terceira
etapa ocorre no citosol, onde enzimas dioxigenases oxidam o GA12 em todas as outras
giberelinas via rotas paralelas. Por meio da hidroxilagao do carbono 13, GA12 e GA53
sdo entdo convertidas em varios intermediarios inativos e em GAs bioativas como GA1,
GA3, GA4 e GA7, as quais contém um grupo 3-B-hidroxila. Ademais, a hidroxilagdo no
carbono 2 converte GA4 e GA1 nas formas inativas GA34 e GA8, respectivamente (Taiz
et al., 2017; Camara et al., 2018) (Figura 5).



Figura 5 - Via biossintética de giberelinas
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As proteinas DELLAs sao as principais controladoras negativas da sinalizagao

de giberelinas reprimindo o crescimento do fruto. Por isso, as giberelinas ativam a via de

degradagdo das proteinas DELLAs estimulando assim o crescimento do fruto

(Penchovsky e Kaloudas, 2022). Em ameixa, dois dos trés fatores de transcrigdo DELLA

(PsIGAI e PsIRGL) codificam proteinas sensiveis a GA mostrando assim que estdo

envolvidos no controle e crescimento desse fruto (EI-Sharkawy et al., 2017).
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Gao et al. (2020) investigaram os efeitos da pulverizagdo de diferentes
concentragdes de acido giberélico (GA3: 5, 10, 20, 50 e 100 ppm) sobre o alongamento
da raquis e a qualidade das bagas em uvas das cultivares Cabernet Franc (CF) e
Cabernet Sauvignon (CS) antes da floragdo. Em 2015, o tratamento com 50 ppm de GA3
aumentou significativamente o comprimento da raquis em comparagdo com o controle,
enquanto, em 2016, o mesmo efeito foi observado com o tratamento de 100 ppm. No
caso da CF, a massa de 100 bagas foi influenciada pelos tratamentos com GA3: as
concentracbes de 20 e 50 ppm (84,3 g e 85,6 g, respectivamente) reduziram
significativamente a massa das bagas em relacdo ao controle (112,5 g). Embora
concentracbes de GAS3 inferiores a 50 ppm tenham tido efeito minimo sobre os
flavonoides, os tratamentos alteraram os perfis de aroma das bagas.

Ozkan et al. (2016) verificaram os efeitos de tratamentos pré-colheita com GA3
(0, 30 e 60 ppm) em frutos de cerejeira. Foi observado que os frutos tratados com 60 ppm
de GA3 apresentaram maior valor de firmeza de polpa do que os frutos controle. Cerejas
sob tratamento com GA3 em ambas as concentragdes apresentaram valores de conteudo
de sdlidos soluveis mais baixos do que os frutos controle. Além disso, os fendlicos totais
dos frutos tratados com 30 e 60 ppm de GA3 foram significativamente menores 23% e
25% respectivamente do que os frutos de controle.

Cai et al. (2021) avaliaram os efeitos da pulverizagcado pré-colheita de acido
giberélico (10, 20 e 30 ppm) sobre a qualidade dos frutos de kumquat (Citrus japonica
‘Jindan'). Os frutos pulverizados com GA3 apresentaram conteudo de solidos soluveis
totais significativamente maior (23,5%) do que o grupo controle (21%) durante os
primeiros 30 dias de armazenamento. Ja a acidez titulavel dos frutos, tanto nos
tratamentos com GA3 como no controle diminuiram gradualmente no decorrer dos 60
dias de armazenamento. Entretanto, os frutos sob influéncia de GA3 apresentaram
diminuigdo mais rapida no conteudo de acidez titulavel conforme o tempo de
armazenamento aumentou. O conteddo de vitamina C dos frutos aumentaram
ligeiramente nos primeiros 10 dias de armazenamento e depois diminuiram apos 10 dias
de armazenamento. Ademais, o conteudo de malondialdeido (MDA) nos frutos

pulverizados com GA3 e no controle tendeu a aumentar com o tempo de armazenamento.
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O conteudo de MDA nos frutos pulverizados com GA3 foi 27,7% menor do que no fruto
controle do dia 10 até o final do armazenamento.

Alrashdi et al. (2017) avaliaram a qualidade e atividade enzimatica de uvas
apos tratamento pré-colheita com giberelina (GA3) na concentragdo de 30 ppm em dois
anos consecutivos (2014 e 2015). As bagas de uva sob tratamento com GA3 aumentaram
significativamente a massa, o comprimento e a largura em comparacao ao tratamento
controle. A acidez titulavel (AT) foi maior no tratamento com GA3 comparado ao controle.
Entretanto, o teor de solidos soluveis totais (SS) e a relacdo SS/AT nao foram afetados
pelo tratamento. A firmeza das bagas nao diferiu estatisticamente entre os tratamentos
com GA3 e o controle, mas diferiram entre os anos, sendo que o ano de 2014 apresentou
bagas com maior firmeza. A concentragédo de fendis totais e de vitamina C aumentaram
sob GA3 (119 mg EAG.100 g™ e 2,11 mg.100 g' MF respectivamente) em relagdo ao
controle (101 mg EAG.100 g™ e 1,67 mg.100 g' MF respectivamente). A atividade da
PPO foi maior no tratamento com GA3 do que no controle e 0 mesmo acontecendo para
a atividade da PG que mostrou um nivel mais alto na temporada de 2015 do que na de
2014.

2.3.2 Citocininas, via metabdlica e aplicagées na pré-colheita

As citocininas foram descobertas apds a busca por um composto que pudesse
promover a divisdo celular. Assim, em 1955, um indutor de divisdo celular foi isolado do
DNA do esperma de arenque (peixe) autoclavado, sendo a primeira citocinina a ser
conhecida, sendo denominada de cinetina (Figura 6). Entretanto, como a cinetina nao foi
encontrada em plantas vivas, acreditava-se que ela seja fosse um subproduto artificial da
degradacgao do DNA. Em 1963, a primeira citocinina de ocorréncia natural foi identificada
por Stuart Letham. Ele extraiu e identificou o composto conhecido como zeatina (Figura
6) de graos de milho (Zea mays). Entdo, em 2001 foi descoberta uma familia de genes
que codificam para a principal enzima da via biossintética da citocinina, a isopentenil
transferase (IPT), como também foi identificado um gene que codifica para um receptor

de citocinina, o qual € semelhante ao receptor de etileno (Jameson, 2017).
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Figura 6 — Estrutura das citocininas cinetina e zeatina
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Fonte: Taiz et al., 2017

As citocininas sdo derivadas da adenina e se classificam em trés categorias.
1. As isoprendides - tém uma cadeia lateral derivada do isopreno e é a classe mais
comum das citocininas, incluindo a zeatina; 2. As aromaticas - possuem cadeias laterais
aromaticas, como as benziladeninas hidroxiladas; e 3. As difenilureias sintéticas (DPU).
Além disso, as citocininas sdo formadas de ADP/ATP e dimetilalildifosfato (DMAPP), e
ocorre principalmente nos plastidios. Elas podem estar presentes nas plantas na sua
forma ativa (bases livres) como na forma de ribosideos, ribotideos ou glicosideos (Taiz
et al., 2017, Jameson, 2017). As bases livres, isopenteniladenina (iP), trans-zeatina (t-2)
e di-hidrozeatina (diHZ), sdo capazes de se ligarem a receptores e desencadearem uma
resposta fisioldgica. As citocininas ribosidicas sao consideradas formas de transporte e
sdo encontradas no xilema. Ja as formas glicosidicas se encontram nos vacuolos de
células maduras por serem mais soluveis. Todas as outras formas devem ser hidrolisadas
primeiro antes de se ligarem ao receptor (Kerbauy, 2019).

A biossintese das citocininas se inicia com a adigcdo da cadeia lateral do
DMAPP para o difosfato de adenosina (ADP) ou o trifosfato de adenosina (ATP) (Figura
7). A enzima que catalisa essa reagao é a isopentenil transferase (IPT) que forma
isopenteniladenina ribosideo 5’-difosfato (iPRDP) ou isopenteniladenina ribosideo 5'-

trifosfato (iPRTP). Apds isso, a cadeia lateral isopentenil € hidroxilada para formar
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citocininas do tipo zeatina ou a trans-zeatina pode ser formada a partir do ribotideo pela
familia Lonely Guy (LOG) das enzimas citocinina nucleosideo 5’-monofosfato
fosfoidrolases (Taiz et al., 2017) (Figura 7).

Adicionalmente, ha o envolvimento de sete genes na sintese de IPT (AtIPT1,
AtIPT3-AtIPT8) que sdo expressos em tecidos especificos da raiz e parte aérea
indicando assim que a biossintese desse hormdénio ocorre em todos os principais 6rgaos
do vegetal (Schmiilling, 2013).

Figura 7 — Via biossintética das citocininas.
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O metabolismo das citocininas, além da biossintese, ainda conta com outras
etapas de degradacgao e conjugagao das moléculas bioativas. A degradagao ocorre pela
enzima citocinina oxidases/desidrogenases (CKX), a inativagdo reversivel por
conjugacgao catalisada pela zeatina O-glucosil transferases (ZOG), a reativagdo ocorre
pela agao das B-glicosidases (GLUs) e a N-glicosilagao irreversivel ocorre pela UDP
glicosiltransferases (UGTs) (Jameson e Song, 2016).

Dentre os processos controlados pelas citocininas esta o estabelecimento de
drenos do floema, os quais atuam diretamente no descarregamento apoplastico com
participacdo de duas proteinas: a invertase e o transportador de hexoses. Enquanto a
invertase diminui o potencial quimico da sacarose na regiao do descarregamento, o
transportador de hexose permite que os agucares entrem nas células do dreno (Kerbauy,
2019).

Bottcher, Boss e Davies et al. (2013), trouxeram evidéncias do papel das
citocininas no amadurecimento de frutos. Eles verificaram que, em uva (Vitis vinifera cv.
Bagas Shiraz), durante o amadurecimento, havia aumento em isopenteniladenina, uma
citocinina biologicamente ativa, enquanto no final do amadurecimento prevalecia em
maior quantidade a t-ZOG, uma forma glicosilada de citocinina inativa.

Canli e Pektas (2015), determinaram os efeitos da citocinina no tamanho e
qualidade dos frutos de pera (Pyrus communis). Aplicaram benziladenina (BA) em trés
concentracdes (50, 100 e 150 ppm) mais o tratamento controle. Os autores verificaram
que frutos sob tratamento com 100 ppm de BA renderam fruto com peso 11,3% maior
que o do controle. Em relagao a firmeza, foi observado que o unico tratamento que diferiu
do controle foi o de 50 ppm, apresentando 9,49 Ib enquanto o controle apresentou 10,97
Ib. Na avaliagdo de sdlidos soluveis (SS), os autores verificaram que em todos os
tratamentos com BA (50 ppm - 14,53%; 100 ppm - 15,57% e 150 ppm - 15,47%) tiveram
concentragdes maiores de SS, comparado com o controle (13,59%).

Canli et al. (2015), determinaram os efeitos da citocinina sobre o tamanho dos
frutos da cereja 'Noir de Guben'. Eles aplicaram benziladenina (BA) em trés
concentragdes (50, 100 e 150 ppm) mais o tratamento controle. O peso do fruto, a acidez
titulavel e os solidos soluveis totais apresentaram diferencgas significativas em relagédo ao

tratamento controle. Entretanto a firmeza do fruto ndo apresentou diferencga significativa.
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Os frutos mais pesados foram obtidos nos tratamentos com 50 e 150 ppm de BA (6,33 g
e 6,38 g, respectivamente), enquanto no controle os frutos apresentaram peso de 5,46 g.
Os frutos do tratamento com 50 ppm apresentaram um teor de 18,26% de sdélidos soluveis
total (SS), enquanto o controle apresentou o teor de 15,87%. Em todos os tratamentos
com BA, os frutos apresentaram concentragdes (%) maiores de acidez titulavel: em 50
ppm — 0,95%; em 100 ppm — 0,88% e em 150 ppm — 0,86%, comparado ao controle, que
apresentou valor de 0,77%.

Zhang et al. (2018), investigaram os efeitos da 6-benzilaminopurina (BAP),
uma citocinina sintética, no escurecimento enzimatico de lichia. Os frutos foram
mergulhados por 10 min em 100 ppm de BAP, enquanto os frutos controle foram
mergulhados em agua destilada, depois foram armazenados por 8 dias a 25 °C. A
quantidade de compostos fendlicos totais nos frutos controle diminuiu durante o
armazenamento enquanto os frutos tratados com BAP apresentaram um rapido aumento
nos teores de compostos fendlicos totais (2° dia), seguido de uma diminuigdo mais lenta.
A atividade da PPO no fruto controle aumentou com dois dias de armazenamento e
depois diminuiu. A atividade da PPO foi significativamente menor no fruto tratado com
BAP em comparagao com o fruto controle, exceto apds o dia 8° dia de armazenamento .
A atividade da PAL no tecido do pericarpo do fruto controle tendeu a aumentar nos
primeiros 6 dias de armazenamento e, subsequentemente, diminuiu. A atividade de PAL
na fruta tratada com BAP mostrou uma tendéncia semelhante, mas foi significativamente
maior do que na fruta controle ao longo do armazenamento. Por fim, o conteudo de MDA
no fruto controle aumentou ligeiramente nos primeiros 4 dias de armazenamento e,
subsequentemente, aumentou rapidamente. O fruto tratado com BAP mostrou um
aumento lento no conteudo de MDA durante o armazenamento.

Li et al. (2016) investigaram a resposta do morangueiro a aplicacédo pré-
colheita da citocinina exdgena forclorfenuron (CPPU). As plantas foram pulverizadas com
CPPU nas concentracdes de 5, 10 e 15 ppm no sétimo dia apds a antese. A aplicagcao
do regulador de crescimento resultou em um aumento significativo na massa dos frutos,
variando entre 21,0% e 42,9% em comparagao aos frutos nao tratados. Além disso, a
quantidade de sodlidos soluveis totais (SST) também foi incrementada. Durante o
amadurecimento, os valores iniciais de SST de 5,3 °Brix (amostras controle) e 7,0 °Brix
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(amostras tratadas com 5 ppm de CPPU) aumentaram para 7,5 °Brix e 11,3 °Brix,
respectivamente. Os autores discutem que o crescimento dos frutos, induzido pela
aplicacdo de CPPU em concentragdes maiores (10 e 15 ppm), retardou a capacidade de
transporte de carboidratos, resultando na diminuicdo da quantidade de agucares nos
frutos. A acidez titulavel no morango aumentou gradualmente durante o amadurecimento
precoce e atingiu o valor mais alto 24 dias ap6s a antese e depois diminuiu ao longo do
processo de amadurecimento demonstrando assim que doses de CPPU podem diminuir
significativamente a quantidade de acidez titulavel em morango durante a maturagéo. A
aplicagao de CPPU a 10 ppm aumentou o teor de acido ascorbico quase duas vezes em
relagdo ao controle 24 dias apds a antese.

Jiang et al. (2020) investigaram a influéncia da aplicacédo pré-colheita de
forclorfenuron (CPPU) na pitaya (Hylocereus polyrhizus) no inverno e no verao. Os frutos
foram submetidos a solugdo de CPPU 100 ppm e agua destilada foi utilizada como
controle. Os frutos tratados com CPPU ndo apresentaram diferenga significativa na
largura do fruto, peso fresco, quantidade de sélidos soluveis totais, e acidez titulavel, em
comparagao com o controle em ambas as estag¢des. Por outro lado, o CPPU diminuiu
efetivamente a taxa de queda dos frutos e aumentou significativamente a espessura das

bracteas e a firmeza dos frutos em ambas as estagoes.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Material vegetal, localizacao do experimento e tratamentos pré-colheita

O experimento foi conduzido no periodo de agosto a dezembro de 2021 na
Estacdo Experimental da Embrapa Agroindustria Tropical em Pacajus, distante 55 km de
Fortaleza-CE, com coordenadas geograficas de 4° 10° S de latitude e 38° 27’ O de
longitude. A regido possui clima tropical com inverno seco (Aw), segundo a classificagao
de Kdppen (Aguiar et al., 2002), e a precipitacdao anual registrada em 2021 foi em torno
de 882,8 mm (FUNCEME., 2023). Os tipos predominantes de solo sdo os Argissolos
Vermelho-Amarelos e Neossolos Quartzarénicos (Lima et al., 2002).

As plantas de aproximadamente 30 anos do clone CCP76 de cajueiro-anao
(Anacardium occidentale L.) cultivadas em condi¢cbes de sequeiro foram submetidas a
tratamentos pré-colheita com a aplicagéo dos reguladores de crescimento citocinina ou
giberelina em diferentes doses 0, 90, 180 e 270 e 360 ppm. O lote experimental consistiu
de 81 plantas divididas em trés blocos em que cada bloco tinha trés repeti¢des (plantas)
para cada um dos nove tratamentos (controle, quatro doses de cada regulador). Os
tratamentos consistiam no uso de fitorreguladores: acido giberélico (GA3), e Citocinina
sendo o principio ativo a benziladenina (BA). Para ambos, as solugdes foram preparadas
em agua destilada com a adigéo do espalhante adesivo Tween 20 a 0,5%, para facilitar
a absorgcdo dos reguladores do crescimento. Os reguladores do crescimento, foram
aplicados manualmente, com um pulverizador costal na copa das arvores.

Os reguladores foram aplicados quando os pseudofrutos estavam no estadio
1 de desenvolvimento (castanha verde com pedunculo verde) correspondendo a 33 dias
apés a antese, sendo ao todo 615 pseudofrutos marcados e depois colhidos
manualmente quando atingiram o ponto de colheita comercial com o pedunculo com a
coloragao laranja escuro. Apos serem colhidos, os cajus foram levados para o Laboratério
de Fisiologia e Tecnologia Pés-Colheita da Embrapa Agroindustria Tropical em Fortaleza-
CE onde foram submetidos as analises fisicas e depois, o pedunculo foi processado em
um centrifuga doméstica Walita® e a polpa foi armazenada a -18 °C até realizacao das
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analises quimicas e bioquimicas no Laboratério de Bioquimica e Fisiologia de Frutos

Tropicas da Universidade Federal do Ceara (UFC), em Fortaleza-CE.

3.2 Analises de qualidade pés-colheita

3.2.1 Andlises fisicas

O caju integro teve sua massa total determinada em uma balancga
semianalitica sendo os resultados expressos em gramas (g). Apos isso, a castanha foi
separada do pedunculo e ambos foram pesados.

O comprimento do pedunculo, assim como seu diametro basal medido proximo
a castanha e o apical, medido no lado oposto a castanha, foram determinados com o

auxilio de um paquimetro e os resultados foram expressos em milimetros (mm).

3.2.2 Cor dos frutos

A cor da pelicula do pedunculo foi medida no colorimetro digital Konica Minolta
CHROMA METER CR-400/410 (Osaka, Japdo) e expressa nos parametros L que
representa a luminosidade, C a cromaticidade e H o angulo Hue. As medigdes foram
feitas tomando-se duas medidas por frutos. Esses parametros juntos mostram no espaco

a coloracéao do fruto.

3.2.3 Acgucares totais

A determinacdo dos agucares totais seguiu 0 método da antrona, segundo
Yemn e Willis (1954). Inicialmente, foram pesados 2 g da polpa em um béquer de 50 mL
sendo adicionado agua destilada. A mistura foi agitada até a completa dissolugdo da
amostra. Em seguida, a mistura foi transferida para um baldo volumétrico de 100 mL
sendo o volume aferido com agua destilada, e entao filtrada em papel de filtro. Aliquotas
de 100 pL do filtrado foram adicionadas de 900 uL de agua destilada, colocadas em

banho de gelo e entédo, adicionadas de 2 mL de antrona. Em seguida, os tubos foram
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agitados e colocados em banho-maria por 8 min. Apds esse periodo, foram resfriados em
banho de gelo e depois, deixados em temperatura ambiente quando a absorbancia foi
monitorada em espectrofotdbmetro a 620 nm. A quantificagdo dos agucares foi realizada
com base em uma curva padréo construida com solugdes de glicose em concentragdes
conhecidas. Os resultados foram expressos em percentual de agucares totais (% m/m),

com base na massa fresca (MF) da amostra.

3.2.4 Solidos soluveis (SS)

Para o conteudo de sélidos soluveis totais (SS), a polpa dos frutos foi filtrada
em papel de filtro e o conteudo de SS foi medido em um refratdmetro digital Atago Pocket

PAL"" (USA), sendo os resultados expressos em °Brix.

3.2.5 Acidez tituldvel (AT)

A acidez titulavel (AT) foi determinada em titulador automatico Hanna
Instruments HI 901. Inicialmente, 1 g de polpa foi diluida em 50 mL de agua destilada e
titulada com uma solugdo de NaOH a 0,1 M (IAL., 2008), sendo a AT expressa em

porcentagem (%) de acido malico.

3.2.6 Relagao sdlidos soluveis e acidez titulavel (SS/AT)

A relacao SS/AT foi obtida através da divisao do conteudo de sélidos soluveis

pela acidez titulavel.

3.2.7 Composicao de agucares

A composi¢cao em agucares (sacarose, glicose e frutose) da polpa de caju foi
avaliada através de cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) acoplada a um
detector de indice de refragdo (RID — 10 A). Para o preparo das amostras utilizou-se a

seguinte metodologia com pequenas modificagdes, onde utilizou-se 0,1 g de amostra
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diluidas em 50 mL de agua MiliQ, e em seguida uma aliquota de 10mL foi colocada em
tubo falcon de 15 mL onde foi centrifugado a 6000 rpm por 10 minutos (Asikin et al.,
2014). Posteriormente as amostras e os padrbes dos respectivos agucares foram
injetados no sistema de HPLC-Shimadzu, equipado com uma bomba quaternaria,
detector de indice de refragdo (RID — 10 A) e coluna Luna Rezex RCM-monossacarideos
Ca?* 300 x 7,8 mm e temperatura de 80 °C. Para a determinagdo dos agucares, utilizou-
se como fase mdvel agua milli-Q a um fluxo de 0,6 mL.min"' e tempo de corrida de 17

minutos. Os resultados foram expressos em mg.100 g-' MF.

3.2.8 Proteinas soluveis totais

O conteudo de proteinas soluveis totais foi determinado segundo Bradford
(1976) utilizando a albumina sérica bovina como padrao. Para uma aliquota de 100 uL
de polpa foram adicionados 2,5 mL de reagente de Bradford sob agitacdo, e depois, a
absorbancia foi lida a 595 nm em uma leitora de microplacas Biotek Synergyx Mx (EUA).
Os resultados foram expressos em mg.g™~' MF e utilizados para o calculo das atividades

enzimaticas especificas.

3.3 Firmeza e variaveis associadas

A firmeza foi determinada nos pedunculos integros com a utilizagdo de um
penetrémetro manual da Instrutherm PTR300 com ponteira de 8 mm de didmetro. Duas
leituras foram realizadas em lados opostos na parte mediana de cada pedunculo e os

resultados foram expressos em Newtons (N).

3.3.1 Peroxidagao de lipideos (Conteudo de malonialdeido-MDA)

O grau de peroxidacao de lipideos de membranas foi mensurado a partir da
quantidade de malondialdeido (MDA), segundo o método descrito por Heath e Packer
(1968) e adaptado por Peixoto et al. (1999). Em almofariz, 1 g da polpa de caju foi

macerado em 5 mL de solugao de acido tricloroacético (TCA) a 5%, por 2 min, seguido
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de agitagdo por 1 min e centrifugacdo a 12.000 x g por 15 minutos, a temperatura
ambiente (25 °C). O sobrenadante foi coletado e aliquotas de 1 mL foram adicionadas a
1 mL de reagente contendo acido tiobarbiturico (TBA) a 0,5% dissolvido em TCA a 20%.
A mistura foi incubada por 1 hora a 85 °C, sendo em seguida resfriada em banho de gelo.
As amostras foram centrifugadas a 10.000 x g por 10 min a 25 °C a. A absorbancia dos
sobrenadantes foi monitorada a 532 e 660 nm, sendo a segunda leitura subtraida da
primeira para obtencao da leitura especifica e a quantidade do complexo MDA-TBA
formado e calculado através do coeficiente de extingdo (¢ = 155 mM-'.cm™"). Os resultados

foram expressos em nmol MDA.g"' MF.

3.3.2 Atividade da Enzima Pectinametilesterase (PME)

A atividade da enzima pectinametilesterase (PME, E.C 3.1.1.11) foi
determinada seguindo o método de Jen e Robinson (1984). Para a extracao, 5 g da polpa
foram homogeneizados em 20 mL de NaCl 0,2 N, sendo todas as etapas realizadas a 4
°C. A mistura foi filtrada em papel de filtro e o filtrado utilizado como extrato. O ensaio foi
feito com 5 mL do extrato enzimatico, ressuspendido em 30 mL do substrato pectina
citrica 1% em NaCl 0,2 N e pH 7, sob agitacdo. Entdo, NaOH 0,01 N foi adicionado até o
pH permanecer em 7,0 durante 10 min. O volume gasto de NaOH foi utilizado nos
calculos de modo que uma unidade de enzima (UAE) foi definida como a quantidade de
enzima capaz de catalisar a desmetilacdo da pectina correspondente ao consumo de 1
nmol de NaOH min-'.mg"' e os resultados foram expressos como UAE min-'. mg™" de

proteina (P).

3.3.3 Atividade da Enzima Poligalacturonase (PG)

A determinagao da atividade da enzima poligalacturonase (PG, E.C 3.2.1.15)
seguiu o protocolo de Pressey e Avants (1973), sendo todas as etapas realizadas a 4 °C.
Inicialmente, 12,5 g da amostra foram homogeneizados com 25 mL de agua destilada e
depois centrifugada a 5000 rpm por 10 min a 4 °C. O sobrenadante foi descartado e 10
mL de agua destilada foram adicionados ao precipitado, seguindo-se de uma nova
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centrifugacéo a 5000 rpm por 10 min a 4 °C. Esse procedimento foi realizado mais duas
vezes, sendo o precipitado ressuspenso em 25 mL de solugdo de NaCl 1 M,
homogeneizado por 1 min e o pH ajustado para 6 com NaOH 1 N, seguido de incubagao
a 4 °C por 1 h. Apds a incubacgéo, a solugéo foi centrifugada a 5000 rpm por 20 min a 4
°C, sendo o sobrenadante utilizado como extrato. A atividade da PG foi determinada pela
quantidade de agucar redutor formado, como descrito por Miller (1959), sendo a diferenca
entre os agucares redutores determinada na segunda etapa e aqueles obtidos na primeira
etapa, através da leitora de absorbéncia a 540 nm. Uma unidade de enzima (UAE) foi
definida como a quantidade de enzima capaz de catalisar a formagao de 1 nmol de

agucares redutores.mg'.min-'. Os resultados foram expressos em UAE min-'. mg™' P.

3.4 Vitamina C total

O conteudo de acido ascoérbico e de acido desidroascérbico (DHA) foram
determinados por HPLC segundo Sanchez Mata et al. (2000). Inicialmente, foram
pesados 5 g da polpa, nos quais foram adicionados 20 mL de solugdo extratora (acido
acético 8% v/v + acido metafosférico 3% m/v), sendo a mistura homogeneizada. Em
seguida, o volume foi ajustado para 50 mL com agua destilada e novamente a mistura foi
homogeneizada, quando, entao, foi deixada em repouso por 5 min até precipitagcao dos
solidos em suspensao, sendo finalmente retirada uma aliquota de 3 mL, que foi filtrada
em membrana de Nylon de 0,45 pm. Entdo, as amostras assim preparadas, foram
injetadas no HPLC, equipado com coluna tipo C18 Hypersil ODS stainless de dimensdes
25 cm, 4,6 mm de diametro interno e tamanho de particulas 5 pm. O volume injetado da
amostra no HPLC foi de 10 yL e a corrida cromatografica ocorreu a um fluxo de 1
mL.min™" e forno a 30 °C. A eluicao da amostra foi realizada no modo isocratico com o
solvente A (agua miliQ com acido sulfurico 0,01% grau HPLC) como fase maével, por 10
min, seguida do solvente B (metanol, grau HPLC), por 5 min e finalizando com o
reequilibrio da coluna por mais 5 minutos. O tempo de corrida de cada amostra foi de 17
minutos. Os resultados foram obtidos por comparacao dos tempos de retencao e as areas

dos picos de absorgdao a 245 nm com os valores obtidos através de curvas padrao,
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construidas com acido ascorbico e acido desidroascorbico, e expressos em mg.100 g
MF.

3.5 Metabolismo de Fenédlicos

3.5.1 Determinagao de polifendis extraiveis totais (PET)

O conteudo de Polifendis extraiveis totais (PET) foi determinado pelo método
do Folin-Ciocalteu (Obanda e Owuor, 1997), adaptado por Rufino et al. (2006).

Para preparagao do extrato, foram pesados 1,0 g de polpa de caju e suspensos
em 4 mL de metanol a 50%, sendo a mistura homogeneizada, e depois, deixada em
repouso por 1 h, no escuro, a 26 °C. Apos esse periodo, a mistura foi centrifugada a
15.000 rpm por 15 min, sendo o sobrenadante recolhido e separado. Ao precipitado,
foram adicionados 4 mL de acetona a 70%, sendo a mistura homogeneizada e deixada
em repouso por 60 min, no escuro e a temperatura ambiente (25 °C). Apds esse tempo,
uma nova centrifugagcdo a 15.000 rpm, por 15 min, foi realizada e o sobrenadante
recolhido foi adicionado ao primeiro sobrenadante. O volume final foi completado para 10
mL com agua destilada, a solugao foi homogeneizada e transferida para um frasco de
plastico escuro, sendo considerado o extrato. Para determinagdo dos PETs, 150 pL do
extrato (protegidos da luz) foram adicionados a 850 pL de agua destilada, 1 mL do reativo
de Folin-Ciocalteu e 2 mL de carbonato de sdodio anidro 20% (m/v). Apods
homogeneizagao, os tubos ficaram em repouso por 30 min e a absorbancia foi monitorada
a 700 nm. O conteudo dos PETs foi calculado com base em uma curva padrao construida
com concentragdes crescentes (0 até 50 pg) de acido galico a 98%. Os resultados foram

expressos em mg equivalente de acido galico (EAG).100 g-' MF.
3.5.2 Atividade da Fenilalanina aménia liase (PAL)
A atividade da enzima fenilalanina aménia-liase (PAL, E.C. 4.3.1.5) foi

determinada segundo o método proposto por Mori, Sakurai e Sakuta (2001) e El-Shora
(2002), sendo todas as etapas da extragado realizadas a 4 °C. Para a preparacado do
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extrato enzimatico, 1 g de polpa de caju foi homogeneizado manualmente, durante 3 min,
em banho de gelo, com 4 mL de solugéo extratora (cada 100 mL continha 2,45 g de Tris
e 0,037 g de EDTA em pH 8,0) adicionada de 0,02 g de polivinilpirrolidona (PVP) Em
seguida, a mistura foi centrifugada a 10.000 x g durante 10 min a 4 °C, sendo o
sobrenadante separado e utilizado como extrato enzimatico. O ensaio procedeu em um
meio de reagao contendo: 25 uL de extrato, 5 pL de B-mercaptoetanol, 145 uL de tampao
Tris-HCI 100 mM (pH 8,4) e 50 uL de L-fenilalanina a 40 mM; apds 1 h de incubagéo a
30 °C, a reacao foi parada pela adicdo de 25 pL de HCI a 6 M. A absorbancia foi
determinada a 290 e uma curva padréao foi construida com base na quantidade de acido

transcinamico formado. Os resultados foram expressos em pmol ac.transc.h-'.mg"' P.

3.5.3 Atividade da Polifenoloxidase (PPO)

A atividade da enzima polifenoloxidase (PPO, E.C. 1.10.3.1) foi determinada
segundo o método descrito por Sojo et al. (1998), com modificagcdes, sendo todas as
etapas da extracdo realizadas a 4 °C. Inicialmente, foi pesado 1,0 g de polpa de caju, que
foi homogeneizado com 10 mL do tampéao fosfato de potassio 0,1 M (pH 6,0) contendo
4% de Triton X-100 e 0,1 g de PVPP, durante 5 min em banho de gelo. A mistura foi
centrifugada a 5000 x g por 40 min a 4 °C, o precipitado foi descartado, e o sobrenadante
foi incubado durante 10 min em banho-maria, a 37 °C. Uma nova centrifugagdo a 2000 x
g foi feita, durante 20 min a 4 °C, sendo o sobrenadante utilizado como extrato enzimatico
A mistura reacional consistiu de 100 pyL do extrato, 80 puL de tampao fosfato de potassio
a 0,1 M (pH 6,0), e 5 yL de substrato pirocatecol 0,1 M, a qual foi incubada por 30 min a
30 °C e sua absorbéncia foi monitorada a 395 nm. Uma unidade de atividade enzimatica
(UAE) foi definida como uma variagédo de 0,001 na absorbéancia da mistura a 395 nm. Os

resultados foram expressos em UAE min"'.mg™' P

3.6 Perfil metabolomico

A extracao dos metabdlitos polares foi realizada conforme Lisec et al. (2006)
com algumas alteracbes, sendo utilizada a polpa liofiizada de cada tratamento.
Inicialmente, 25 mg do liofilizado de polpa de caju foram adicionados de 150 uL de agua
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miliQ, sob agitacdo até total dissolugdo. Em seguida, 50 pL dessa solugdo foram
transferidos para um novo tubo, ao qual se adicionaram 700 pyL de metanol 100%,
seguido de agitagdo por 1 minuto. Posteriormente, foram adicionados 60 pyL do padrao
interno (ribitol, 0,2 mg.g™'), com nova agitagcao por 10 segundos. A mistura foi entao
incubada a 70 °C por 15 minutos, sob agitacdo constante a 450 rpm em termomix. A
amostra foi centrifugada a 12000 x g por 10 min a 4°C e o sobrenadante separado e
adicionado de 365 uL de cloroférmio gelado e 750 uL de agua miliQ, sendo agitado por
15 s e, em seguida, centrifugado a 2200 x g por 15 min a 4 °C. O sobrenadante (150 pL)
consistindo na fase agua-metanol superior (polar) foi seco em um concentrador de vacuo
Eppendorf SpeedVac Concentrator (Hamburgo, Alemanha) a temperatura ambiente.

A derivatizagdo das amostras secas se deu com 20 uL de cloridrato de
metoxilamina (10 mg / 0,5 mL em piridina), com agitacao a 550 rpm em termomix por 2
h, a 37 °C, seguido da adigdo de N-metil-N-(trimetilsilil)-trifluoro acetamida (MSTFA) com
agitacdo nas mesmas condigdes por 30 min. O perfil metabdlico foi obtido em um
cromatografo a gas acoplado a um espectrometro de massas (GC-MS da Shimadzu,
modelo QP-PLUS 2010, Japao). As amostras (1 uL) foram injetadas no modo split (na
proporgcao 1:20 ???7?), utilizando hélio como gas de arraste a uma vazao de 1,0 mL min-
'. Foi utilizada a coluna capilar RTX-5MS (30 m x 0,25 mm x 0,25 um), programada a
uma temperatura inicial de 80 °C por 5 min, que depois aumentou a uma taxa de 8 °C por
minuto até atingir 310 °C, dai mantendo-se por 1 min nessa temperatura. A temperatura
de injegdo foi de 230 °C, a fonte de ions foi mantida a 200 °C e a temperatura da interface
do MS ajustada para 250 °C. O espectrometro de massas foi operado a 70 eV (ionizagao
eletrénica) a uma faixa de varredura de 80-700 (m/z), iniciado apds um tempo de corte
do solvente de 3 min. Os cromatogramas e as analises dos espectros de massas foram
avaliados utilizando o software XcaliburTM 2.1, sendo comparados com uma biblioteca
de espectros de massas composta por um mix de padrdoes previamente identificados
(Batista et al., 2019), baseados no padrao de fragmentagao disponibilizado pelo banco
de dados GOLM’s Metabolome (http://gmd.mpimp-golm.mpg.de/analysisinput.aspx). As
concentracoes relativas dos metabdlitos foram obtidas pela divisdo das respectivas areas
dos picos de cada metabolito pela area do ribitol e entdo divididos pela massa utilizada.
Arquivos com concentragao relativa de metabdlitos de todos os tratamentos foram
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carregados no servidor MetaboAnalyst 6.0 (/www.metaboanalyst.ca) para posterior

analise.

3.7 Analise estatistica

Ap0s verificar a normalidade e homogeneidade, os dados foram submetidos a
analise de variancia (ANOVA) e ao teste de Tukey ao nivel de significancia de 5%, para
a comparacdo das meédias. Essa analise foi realizada utilizando o software RStudio
versao 4.3.1.

Para a analise multivariada dos perfis metabdlicos, as concentragdes relativas
foram convertidas em escala logaritmica na base 10 e auto escalonamento (centrado na
meédia e dividido pelo desvio padréo de cada variavel) usando o website MetaboAnalyst
(http://www.metabolanalyst.ca) para a Analise Discriminante de Minimos Quadrados
Parciais (PLS-DA). Os dados foram submetidos ao teste de validacado cruzada com 200
permutacées e valor de p<0,01. Metabdlitos com valores de VIP scores (Variable
Importance in Projection) maiores que 1,0 foram indicados como potenciais

discriminantes entre os tratamentos.
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 Analises associadas a qualidade pés-colheita

As variaveis fisicas do caju 'CCP 76', como massa total, massa da castanha,
massa do pedunculo, didametro basal, diametro apical e comprimento do pedunculo,
tratados em pré-colheita com diferentes doses de giberelina e citocinina ndo diferiram
significativamente dos controles que apresentaram massas médias de 116 g para o caju,
de 8,60 g para a castanha e 108,15 g para o pedunculo (Tabela 1). Embora as diferengas
nao sejam significativas, € importante ressaltar que o tratamento com GAS3 resultou em
valores médios superiores para massa total, massa do pedunculo, didmetro basal,
diametro apical e comprimento do pedunculo nos tratamentos quando comparado com o

controle.

Tabela 1 - Efeito da aplicacéo pré-colheita de acido giberélico (GA3) e benziladenina (BA) nas
concentragcbes de 0 (controle), 90, 180, 270 e 360 ppm nas caracteristicas fisicas do caju
‘CCP76™.

Tratamento Peso Pesoda Pesodo Diametro Diametro Comprimento
total (g) castanha pedunculo basal apical do pedunculo
@ (9 (mm) (mm) (mm)
Acido giberélico
Controle 116,95 a 8,60 a 108,15 a 55,95 a 40,56 a 61,55 a
GA3 90 134,49 a 8,87 a 125,70 a 59,68 a 40,94 a 64,45 a
GA3 180 128,82 a 8,80 a 119,82 a 60,36 a 41,50 a 65,32 a
GA3 270 139,76 a 9,09 a 130,98 a 60,99 a 40,64 a 66,60 a
GA3 360 144,18 a 8,76 a 134,81 a 61,26 a 41,90 a 67,17 a
Benziladenina
Controle 116,95 a 8,60 a 108,15 a 55,95 a 40,56 a 61,55 a
BA 90 123,01 a 8,80 a 113,71 a 56,70 a 38,74 a 61,55 a
BA 180 118,64 a 8,86 a 109,49 a 56,87 a 40,76 a 61,55 a
BA 270 115,56 a 8,83 a 106,03 a 55,98 a 37,59 a 63,59 a
BA 360 105,38 a 8,83 a 96,64 a 54,01 a 36,48 a 60,81 a

* Letras diferentes indicam diferencas significativas entre os tratamentos (p < 0,05).

Isso pode sugerir um potencial efeito positivo do aumento de doses de GA3
no crescimento do pedunculo, estando isso alinhando com o papel que a giberelina tem

de estimular o alongamento celular e a diviséo celular em tecidos vegetais (Taiz et al.,
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2017). Ressalta-se que o tratamento de GA3 360ppm apresentou o maior valor em todos
os atributos fisicos do pedunculo de cajueiro (Tabela 1). A auséncia de significancia
estatistica pode ser atribuida a variagao especifica dos dados ou ao tamanho da amostra.

Em um estudo anterior, Souza et al. (2018) examinaram os efeitos do
tratamento pré-colheita com 180 ppm de GA3 nos atributos fisicos dos pedunculos
maduros de cajueiro 'CCP 76' e verificaram que aos 34 dias apos a antese (DAP), a
massa e tamanho do pedunculo n&o diferiram estatisticamente do controle.
Recentemente, Liu et al., 2022 em estudo com aplicagao de giberelina exdgena em frutos
de maca 'Hanfu' autopolinizadas nas concentragcdes de 20 e 100 ppm verificaram um
aumento no peso dos frutos.

Quanto as variaveis associadas a cor do pedunculo (Tabela 2), o tratamento
em pré-colheita com diferentes concentragbes de GA3 e BA n&o influenciou
significativamente essas variaveis, quando comparadas aos controles, os quais
apresentaram valores médios de 60.6 para luminosidade (L), de 56,3 para Chroma (c) e

de 59,1 para angulo Hue (H).

Tabela 2 - Efeito da aplicacao pré-colheita de acido giberélico (GA3) e benziladenina (BA)
nas concentragcdes de 0 (controle), 90, 180, 270 e 360 ppm nos parametros de cor dos
pedunculos de cajueiro ‘CCP76’.

Tratamento L C h
Acido giberélico
Controle 60,67a 56,32a 59,13 a
GA3 90 64,08a 56,51a 59,55 a
GA3 180 64,13a 55,86a 58,60 a
GA3 270 62,38a 55,57a 57,29 a
GA3 360 63,53a 55,55a 57,06 a
Benziladenina
Controle 60,67a 56,32a 59,13 a
BA 90 61,65a 56,70a 57,90 a
BA 180 62,42a 56,52a 56,24 a
BA 270 60,96a 55,57a 57,30a
BA 360 61,87a 56,05a 57,02a

* Letras diferentes indicam diferencas significativas entre os tratamentos (p < 0,05).

As caracteristicas fisico-quimicas dos pedunculos CCP76, em relagdo aos
controles, ndo foram afetadas pelos tratamentos com GA3 ou BA (Tabela 3). Os

controles apresentaram valores médios de 0,3% para AT, de 41,52 para a relacdo SS/AT,
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de 4,78 mg.100 g' MF para o contetudo de glicose e de 4,74 mg.100 g-' MF para o de
frutose. Os tratamentos com BA também nao afetaram os conteudos de SS e de agucares
soluveis, quando comparados aos controles, que apresentaram valores meédios de 12,5
°Brix e 9,7%, respectivamente. Porém, o tratamento com GA3 a 360 ppm reduziu o
conteudo de SS em 22,7%, quando comparado ao tratamento com GA3 a 90 ppm. Além
disso, os tratamentos com as concentragdes de GA3 a 180 ppm e acima reduziram

significativamente o conteudo de agucares soluveis em relagao ao controle (Tabela 3).

Tabela 3 - Efeito da aplicagao pré-colheita de acido giberélico (GA3) e benziladenina (BA)
nas concentragdes de 0 (controle), 90, 180, 270 e 360 ppm nas caracteristicas fisico-
quimicas dos pedunculos de cajueiro ‘CCP76’*.

Tratamento Acidez Solidos Relagao Acucares Glicose Frutose

titulavel sollveis SS/AT totais (%) (mg.100 (mg.100

(%) (°Brix) g MF) g MF)

Acido giberélico
Controle 0,30 a 12,50ab 41,52 a 9,77 a 4,78 a 4,74 a
GA3 90 0,26 a 13,20 a 51,92a 8,30 ab 5,51 a 5,44 a
GA3 180 0,23 a 11,33ab 49,22 a 6,79b 4,74 a 4,71 a
GA3 270 0,23 a 11,70ab 51,02 a 759b 5,04 a 4,98 a
GA3 360 0,25 a 10,20 b 40,41 a 7,30b 4,81 a 477 a
Benziladenina

Controle 0,30 a 12,50 a 41,51 a 9,77 a 4,78 a 474 a
BA 90 0,25a 12,56 a 49,14 a 8,79 a 5,00 a 491 a
BA 180 0,25 a 13,30 a 52,84 a 8,68 a 5,09 a 5,03 a
BA 270 0,25a 13,53 a 52,93 a 7,98 a 5,34 a 5,27 a
BA 360 0,26 a 12,60 a 45,37 a 8,86 a 531a  527a

* Letras diferentes indicam diferencas significativas entre os tratamentos (p < 0,05).

Diante dos resultados, pode-se sugerir que o tratamento com GA3 mantem a
dulcor do pedunculo de cajueiro do CCP76 pois, por mais que o conteudo de SS tenha
diminuido, a razdo SS/AT permaneceu inalterada. Outrossim, a estabilidade dos niveis
de glicose e frutose e a reducéo observada no de agucar total pode ser devida a outros
acgucares soluveis ou a uma reducgao proporcional de todos os acucares soluveis.

Souza et al. (2016) avaliaram os efeitos dos tratamentos pré-colheita com GA3
(180 ppm) na qualidade e vida util pés-colheita de cajus CCP 76 e BRS 189 durante o
armazenamento sob refrigeragao e verificaram que os sélidos soluveis dos cajus CCP 76
nao sofreram influéncia significativa. Ademais, a aplicagdo de GA3 reduziu

significativamente (p < 0,01) o conteudo total de agucar em 10% quando comparado ao
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controle. Enquanto isso, Alrashdi et al. (2017) examinaram os efeitos da aplicagao pré-
colheita de GA3 (30 ppm) em uvas de mesa 'El-Bayadi' e verificaram que nem os sdlidos
soluveis ou a razdo SS/TA foram influenciados pelo tratamento, mas a acidez titulavel
aumentou significativamente em comparagéo ao controle.

Os conteudos de vitamina C total, bem como suas formas reduzida, o acido
ascorbico, e oxidada, o acido desidroascoérbico, dos pedunculos do CCP76 foram
influenciados significativamente pelo tratamento pré-colheita com os fitormonios (Tabela
4). Nas amostras controle, o contetido médio de vitamina C total foi 162,26 mg.100 g’
MF, desses 105,53 mg.100 g! MF eram de &cido ascérbico reduzido e 56,73 mg.100 g
MF da forma oxidada, acido desidroascorbico. No entanto, os tratamentos com GA3 a
180, 270 e 360 ppm reduziram, em média, 30% o conteudo de vitamina C total. Com a
aplicacao de acido giberélico (GA3), observou-se redugao tanto na forma reduzida quanto
na oxidada da vitamina C. Ja os tratamentos sob o efeito de BA reduziram, em média,
33% do conteudo de vitamina C total influenciando principalmente a forma oxidada, o

acido desidroascorbico.

Tabela 4 - Efeito da aplicacao pré-colheita de acido giberélico (GA3) e benziladenina (BA)
nas concentragdes de 0 (controle), 90, 180, 270 e 360 ppm nos teores de vitamina C,
acido ascorbico e acido desidroascorbico dos pedunculos de cajueiro ‘CCP76’*.

Tratamento Vitamina C total Acido ascoérbico Acido desidroascérbico
(mg.100 g MF) (mg.100 g MF) (mg.100 g MF)
Acido giberélico
Controle 162,26 a 105,53 a 56,72 ab
GA3 90 137,08 ab 86,11 a 50,96 b
GA3 180 68,00 c 0,00 c 68,00 a
GA3 270 112,87 b 62,47 b 50,40 b
GA3 360 122,24 b 60,87 b 61,36 ab
Benziladenina

Controle 162,26 a 105,53 a 56,72 b

BA 90 124,21 b 94,44 a 29,77 c

BA 180 112,71 b 85,58 a 27,13 ¢c

BA 270 120,68 b 89,16 a 31,51c

BA 360 81,50 c 8,60 b 72,89 a

* Letras diferentes indicam diferencas significativas entre os tratamentos (p <0,05).

A diminuicdo do conteudo de acido ascérbico em nosso estudo pode ser

explicada pela interferéncia da giberelina no ciclo de ascorbato-glutationa (Alam et al.,
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2023). Nesse ciclo, o acido ascorbico € mantido em sua forma reduzida, e a enzima
dehidroascorbato redutase (DHAR) desempenha um papel crucial na redug¢ao do acido
desidroascorbico (DHA) de volta a acido ascorbico (AsA). Na primeira etapa deste ciclo,
o AsA é convertido em monodehidroascorbato (MDHA) pela peroxidase de ascorbato
(APX), neutralizando o perodxido de hidrogénio (H,0O,). Esta reagédo é essencial para a
desintoxicacado do H,0O,, um subproduto téxico do metabolismo celular. O DHA é formado
pela oxidagao espontanea de MDHA dentro da célula ou pela agdo da enzima ascorbato
oxidase (AO) no apoplasto. A enzima DHAR catalisa a reciclagem de DHA de volta em
AsA, utilizando a glutationa reduzida (GSH) como doador de elétrons (Mishra et al., 2023).
Em resumo, nossos resultados sugerem que doses moderadas de GA3 (90 a 270 ppm)
podem ser benéficas para a estabilidade do acido ascorbico em pedunculos de cajueiro,
enquanto doses mais altas (360 ppm) podem provocar estresse oxidativo, refletido na
conversao da forma reduzida para a oxidada.

Souza et al. (2019) ao aplicar doses de 180 ppm de GA3 em pedunculos de
cajueiro 'BRS 189’ verificaram que o conteudo de vitamina C total também diminuiu em
comparagao ao controle enquanto as atividades da superdxido dismutase (SOD),
catalase (CAT) e ascorbato peroxidase (APX) aumentaram.

Possivelmente, o GA3 interfere na atividade da DHAR, resultando em uma
menor regeneragao do acido ascoérbico a partir de sua forma oxidada, aumentando assim
a proporgao de acido desidroascoérbico em relagao ao acido ascorbico. Liu et al. (2015)
destacaram a importancia da reciclagem de AsA na manutenc¢do do conteudo total de
vitamina C em mirtilos. Eles verificaram que a reducdo de acido ascorbico com a
aplicagao de GA3 pode ser explicada por uma possivel inibicdo ou modificacdo na
expressao de genes de biossintese como GME, GGP e GLDH, e reciclagem como
MDHAR e DHAR.

Enquanto isso, Zhang et al. (2018), investigaram o efeito de 100 ppm da 6-
benzilaminopurina (BAP), uma citocinina sintética, em lichia e verificaram que esta
contribuiu para a reduc¢ao do acumulo de ROS e menor peroxidacgéo lipidica, preservando
a qualidade dos frutos durante o armazenamento. Isso foi atribuido a maior atividade de
enzimas antioxidantes como a superoxido dismutase (SOD), a catalase (CAT) e a

ascorbato peroxidase (APX).
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A firmeza dos pedunculos no controle foi 13,70 N e nao diferiu estatisticamente
daquelas dos tratamentos com diferentes concentracbes de GA3 ou BA (Tabela 5).
Apesar disso, os tratamentos com reguladores influenciaram de formas diferentes as
variaveis associadas a firmeza avaliadas. Os tratamentos com GA3 resultaram em
aumento na atividade das enzimas hidroliticas da parede celular, poligalacturonase (PG)
e pectinametilesterase (PME), atingindo valores maximos de 0,81 UAE min"'.mg' P e
44,45 UAE min"'.mg"' P, respectivamente, com GA3 a 360 ppm. Ja o grau de peroxidagao
lipidica ndo apresentou diferencas estatisticas significativas entre os tratamentos com
GAZ3 e o controle.

Em contraponto, os tratamentos com BA a 180, 270 e 360 ppm resultaram em
declinio na atividade da PG que atingiu o valor 0,04 UAE min-".mg™! P na dose de BA de
180 ppm; enquanto a atividade da PME aumentou significativamente, sendo o maximo
valor atingido no tratamento com BA a 90 ppm (32,88 UAE min-".mg"" P). No entanto, o
grau de peroxidagao de lipideos de membrana néo foi influenciado pelo tratamento com
BA.

Tabela 5 - Efeito da aplicagdo pré-colheita de giberelina acido giberélico (GA3) e
benziladenina (BA) nas concentragbes de 0 (controle), 90, 180, 270 e 360 ppm, na
firmeza e variaveis associadas dos pedunculos de cajueiro ‘CCP76’".

Atividade de Atividade de

Firmeza g - . Peroxidagao lipidica
Tratamento (N) P(a.(r:ljg_!EFr’\;m PM!E.r(r‘lgﬁEP;nm (nmol MDA.g"' MF)
Acido giberélico
Controle 13,70 a 0,16 ¢ 14,09 b 18,89 ab
GA3 90 14,22 a 0,68 ab 38,27 a 21,13 a
GA3 180 15,99 a 0,48 b 22,29 b 19,73 ab
GA3 270 15,85 a 0,51b 36,35 a 20,04 ab
GA3 360 15,61 a 0,81 a 44 45 a 16,65 b
Benziladenina
Controle 13,70 a 0,16 a 14,09 c 18,89 a
BA 90 13,05 a 0,09 ab 32,88 a 20,55 a
BA 180 12,32 a 0,04 b 19,56 b 20,61 a
BA 270 12,65 a 0,04 b 1717 b 20,63 a
BA 360 13,35 a 0,05b 19,54 b 19,61 a

* Letras diferentes indicam diferencas significativas entre os tratamentos (p < 0,05).
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Os resultados indicam que apesar dos tratamentos com GA3 e BA
influenciarem significativamente as atividades das enzimas PG e PME, estes nao
resultaram em implicagdes diretas na firmeza do pedunculo. A aplicacdo de GA3
aumentou, de modo geral, a atividade de ambas as enzimas, o que pode levar a uma
maior degradacado e modificagdo das pectinas da parede celular; no entanto, a firmeza
se manteve estavel possivelmente devido a manutencao do grau de peroxidagao lipidica
das membranas celulares. Por outro lado, a BA aumentou a atividade ae PME, mas
reduziu a atividade da PG, o que pode resultar na manutengcdo da firmeza dos
pedunculos.

A PME desmetila a pectina, que pode entao interagir com cations como calcio
para formar uma rede de pectato de calcio, que pode aumentar a rigidez da parede celular
(Hocking et al., 2016). Esse equilibrio entre a degradacéao pela PG e a modificagao pela
PME pode explicar por que a firmeza dos pedunculos n&o variou significativamente entre
os tratamentos.

Fazendo um paralelo e relacionando os aspectos de firmeza e variaveis
associadas com as caracteristicas fisico-quimicas relatadas acimas, podemos sugerir
que a diminui¢ao dos solidos soluveis e dos agucares totais, juntamente com o aumento
da atividade de PG e PME, pode indicar que a GA3 estda promovendo uma maior
mobilizagado de agucares para processos metabalicos.

Souza et al. (2016) observaram que a aplicagédo de 180 ppm de GA3 em
pedunculos de cajueiro ‘CCP 76’ aumentou a firmeza e a atividade da PME, mas a
atividade da PG nao apresentou diferenga significativa, contrastando com nossos
resultados. Entretanto, assim como em nosso estudo, o grau de peroxidagao lipidica ndo
apresentou diferenga significativa. Souza et al. (2018) observaram que a aplicagéo de
180 ppm de GA3 pré-colheita resultou em pedunculos de ‘CCP 76’ mais firmes, embora
nao tenham encontrado diferenga significativa na atividade das enzimas de parede
celular (PME e PG) e no grau de peroxidacgao lipidica, corroborando parcialmente com
nossos resultados. Os autores atribuiram o aumento da firmeza na dose de 180 ppm a
outros fatores, como o controle de turgescéncia. Por outro lado, Souza et al. (2019)
aplicaram uma dose de 180 ppm de GA3 em pedunculos do cajueiro ‘BRS 189’ e

verificaram uma diminuigdo significativa na atividade da PME. Entretanto, ndo houve
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diferencga significativa na firmeza, na atividade da PG e nem na peroxidagao lipidica. No
nosso estudo, GA3 aumentou a peroxidagao lipidica em uma dose especifica, indicando
uma possivel variagao dose-dependente.

O conteudo de polifendis totais nas amostras controle foi 242,19 mg EAG.100
g~' e ndo sofreu influéncia significativa dos tratamentos com reguladores, diferentemente
das variaveis associadas ao seu metabolismo (Tabela 6). Nos tratamentos com GA3, a
atividade da principal enzima de sintese da rota do fendlicos, a fenilalanina aménia liase
(PAL) aumentou em todos os tratamentos atingindo o maximo valor em GA3 a 90 ppm,
22,40 ymol ac.transc.h'.mg™ P, enquanto o controle foi 4,67 ymol ac.transc.h-".mg" P.
A atividade da enzima polifenoloxidase (PPO) também aumentou com os tratamentos,
passando de 0,54 UAE min''.mg' P no controle para 0,90 UAE min‘'.mg' P no
tratamento com GA3 a 360 ppm. Nos tratamentos com BA, a atividade da PAL aumentou
em todos os tratamentos, em relagdo ao controle, atingindo o maximo no tratamento pre-
colheita com GA3 a 180 ppm, com valor 10,68 umol ac.transc.h-'.mg-! P. Por outro lado,
a atividade da PPO foi inferior a do controle em todos os tratamentos, exceto no

tratamento com BA a 180 ppm, quando estatisticamente nao diferiu do controle.

Tabela 6 - Efeito da aplicacao pré-colheita de acido giberélico (GA3) e benziladenina (BA)
nas concentracdes de 0 (controle), 90, 180, 270 e 360 ppm, nas variaveis do metabolismo
fendlico dos pedunculos de cajueiro ‘CCP76’".

Tratamento Polifendis PAL (umol ac.transc.h" PPO
totais (mg .mg"' P) (UAE min-.mg P)
EAG.100 g™)
Acido giberélico

Controle 24219 a 4,67 d 0,54 c

GA3 90 196,95 a 22,40 a 0,69b

GA3 180 187,43 a 12,89 c 0,59 c

GA3 270 177,02 a 13,80 c 0,73b

GA3 360 183,58 a 18,91 b 0,90 a

Benziladenina

Controle 242,19 a 4,67 b 0,54 a

BA 90 261,95 a 9,71 a 0,28 c
BA 180 280,89 a 10,68 a 0,47 ab

BA 270 302,65 a 8,96 a 0,27 c
BA 360 306,66 a 9,03 a 0,37 bc

* Letras diferentes indicam diferencas significativas entre os tratamentos (p < 0,05).
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De modo geral, os resultados indicam que tanto GA3 quanto BA aumentaram
a atividade de sintese da PAL, porém isso nao resultou em aumento no conteudo de
fendlicos. Enquanto isso, a atividade da PPO aumentou com as doses de giberelina,
acelerando potencialmente a degradagao dos fendlicos; ja, com o aumento nas doses de
citocinina houve uma queda nessa atividade, resultando em uma menor atividade de
degradagao dos fendlicos no pseudofruto. No entanto, mesmo com uma menor atividade
oxidativa da PPO, o conteudo total de fendlicos ndo aumentou, sugerindo que outros
fatores regulatorios podem estar atuando.

No caso dos tratamentos com BA, o ndo aumento do conteudo de fendlicos
totais pode ser justificado pelo declinio na atividade oxidativa da PPO. No caso dos
tratamentos com GA3 possivelmente esse aumento na atividade da PPO pode estar
relacionado ao papel da giberelina na regulacédo do estresse oxidativo e na resposta
defensiva das plantas, induzindo a expressao de genes associados a PPO. Portanto, os
resultados sugerem que a quantidade de compostos fendlicos € influenciada tanto pela
sintese (via PAL) quanto pela degradagao (via PPO), e a interagcdo desses processos
determina a concentracao final de fendlicos nas plantas. As aplicagbes de GA3 e BA
modulam essas enzimas de maneiras diferentes, refletindo-se nas mudancgas observadas
nas atividades enzimaticas do presente estudo, mas néo necessariamente na quantidade
total de polifendis devido a complexidade dos mecanismos de regulagdo metabdlica.

Tao Luo et al. (2024) investigaram os efeitos do tratamentoo com GA3 (50
ppm) em diferentes estadios de desenvolvimento na qualidade de armazenamento de
longan ‘Shixia’ e verificaram que a atividade da PAL aumentou significativamente no
pericarpo tratado indicando um aumento na sintese de fendlicos e que a atividade da
PPO foi reduzida nos tratamentos com GAS3 resultando em menor escurecimento do
pericarpo. Ademais, o conteudo de fendlicos foi mantido em niveis mais altos nos
tratamentos com GA3 em comparagao com o controle. Outrossim, Alrashdi et al. (2018)
avaliaram os efeitos da aplicagao pré-colheita de acido giberélico (30 ppm) em videiras
de uvas ‘El-Bayadi’ e corroborando com nossos resultados, observaram que a atividade
da PPO aumentou significativamente com a aplicagdo de GA3 entretanto, o conteudo de
polifendis totais aumentaram no tratamento com GA3, o que contrasta com nossos

resultados.
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Por outro lado, corroborando com nossos resultados de citocinina, Zhang et
al. (2018) avaliaram o efeito de 100 ppm de 6-benzilaminopurina (BAP) na qualidade de
lichia e observaram um aumento inicial nos fendlicos seguido de uma diminuicdo mais
lenta durante o armazenamento, comparado ao controle, que mostrou uma diminuigao
continua. Segundo esses autores, a atividade da PPO foi significativamente menor nas
frutas tratadas com BAP enquanto a atividade da PAL foi significativamente maior do que

no controle.

4.2 Perfil Metabolomico

Neste estudo, determinou-se o perfil metabdlico dos pedunculos de cajueiro
utilizando o GC-MS, para investigar a presenca e as alteragbes nos conteudos dos
diversos metabdlitos sob diferentes tratamentos hormonais. A analise metabolémica
permitiu identificar 46 metabdlitos nos sucos dos cajus e classificados no grupo de
metabolitos primarios, baseados Enciclopédia de Genes e Genomas de Kyoto (KEEG,
do inglés, Kyofo Encyclopedia of Genes and Genomes) (13 aminoacidos; 15 acidos
organicos; 13 agucares; 4 lipidios e 1 acido inorganico).

Analisando cada metabdlito identificado em pedunculos de cajueiro tratados
com giberelina e citocinina encontramos algumas variagées e algumas diferengas
significativas.

Para os tratamentos com giberelina, os agucares (ou derivados)
arabinonolactona, arabinose e sacarose foram identificados apenas no tratamento
controle, o que pode justificar a diminuicdo dos agucares totais com o aumento da
concentragdo de GA3. Por outro lado, xilulose e galactose nao foram identificadas no
controle, mas foram encontradas nos tratamentos com GA3, sendo que a xilulose foi
identificada nos tratamentos com 270 e 360 ppm, e a galactose foi identificada nos
tratamentos com 90, 180, 270 e 360 ppm de GA3. O inositol diferiu significativamente do
controle nas doses de 180, 270 e 360 ppm (Tabela 7). Melibiose, melezitose, turanose,
glicose e frutose foram identificadas em todos os tratamentos. As intensidades relativas
da melibiose, em todos os tratamentos com GAS3, diferiu estatisticamente daquela do

controle, sendo menores que o controle nos tratamentos com 90 e 180 ppm e maiores
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nos tratamentos a 270 e 360 ppm de GA3. Ja os teores relativos de turanose aumentaram
a medida que aumentou a concentragdo de GA3, diferenciando-se do controle nos

tratamentos com 180, 270 e 360 ppm (Tabela 7).

Tabela 7 - Intensidades relativas* dos agucares dos pedunculos do cajueiro
‘CCP76’ tratados em pré-colheita com giberelina (GA3) nas concentragdes de 0
(controle), 90, 180, 270 e 360 ppm*.
Metabdlitos Tratamentos
Controle GA390 GA3180 GA3270 GA3 360
Arabinonolactona 2.59 - - - -

Arabinose 33.87 - - - -
Celobiose 450.92b 44564b 48393b 39058c 573.25a
Frutose 2093.90a 1644.35b 1620.37b 1681.63b 1992.89 a
Galactose 214427 b 2156.40b 2137.50b 2652.37 a
Glicose 806.47b 819.73b 818.10b 813.27b 985.11a
Inositol 66.10 c 71.80 bc 76.82 b 7455 b 94.26 a
Melezitose 6.96 a 3.83a 3.89a 4.25a 491 a
Melibiose 35.01c 5.57d 5.68 d 54.02b 73.28 a
Sacarose 121.85 - - - -
Turanose 418d 461d 17.24 c 92.93b 107.96 a
Xilulose - - - 3.92b 4.42 a

* Letras diferentes indicam diferencas significativas entre os tratamentos (p < 0,05).

Para os tratamentos com a citocinina BA, arabinonolactona e a sacarose foram
identificados apenas nos tratamentos controle e com BA a 90 ppm. Os acgucares xilulose
e galactose s6 nao foram identificados no tratamento a 90 ppm de BA. Inositol, melibiose,
melezitose e turanose apresentaram 0 mesmo padrao observado para os tratamentos

com giberelina, ou seja, foram identificados em todos os tratamentos (Tabela 8).
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Tabela 8 - Intensidades relativas® dos agucares dos pedunculos do cajueiro ‘CCP76’
tratados em pré-colheita com citocinina benziladenina (BA) nas concentragbes de 0
(controle), 90, 180, 270 e 360 ppm*.

Metabolitos Tratamentos
Controle BA90 BA180 BA270 BA360
Arabinofuranose - - 2.92Db 5.86 ab 7.65a
Arabinonolactona 2.59 a 2.87 a - - -
Arabinose 33.87 a 45.03 a - - -
Celobiose 450.92bc 543.20 a 388.68 c 533.13a 493.52 ab
Frutose 2093.90a 2141.40a 1475.73bc 1712.69b 1330.10c
Galactose - - 1940.10 ab 2094.62a 1907.96b
Glicose 806.47a 814.39a 786.52 a 867.61a 750.57 a
Inositol 66.10 c 81.26 bc 94.74 ab 102.37a 101.67a
Melezitose 6.96 a 4.38 a 4.44a 6.70 a 4.27 a
Melibiose 35.01b 38.34 b 4216 b 53.67 a 33.47b
Sacarose 121.85a 11514 a - - -
Turanose 418b 2.50c 2.66 c 7.63 a 1.96 c
Xilulose - - 2.84 a 3.62 a 3.19a

* Letras diferentes indicam diferencas sirgnificativas entre os tratamentos (p <0,05). '

Estudos recentes demonstram que o inositol desempenha um papel
fundamental na biogénese dos polissacarideos da parede celular (HU et al., 2024),
atuando na sinalizagao celular e na manutencao da integridade das membranas celulares
(HU et al., 2018; GUO et al., 2023). Além disso, o conteudo de inositol e frutose esta
relacionado com a sacarose porque o inositol e a frutose sado intermediarios na via
glicolitica a partir da sacarose (Jung et al. 2020)

A identificacao do inositol em nosso estudo, juntamente com os dados da
literatura, refor¢a o que ja haviamos discutido anteriormente sobre a relagdo do aumento
da atividade das enzimas PG e PME e a ndo mudancga na firmeza dos frutos ocasionada
possivelmente pela manutencdo do conteudo de MDA. A capacidade do inositol de
diminuir a peroxidacgao lipidica e estabilizar os niveis de ROS sugere que sua presenca
nos tratamentos com GA3 poderia estar contribuindo para a protecdo das membranas
celulares contra danos oxidativos. O artigo de Jung et al. (2020) fornece suporte para
essa interpretacao pois, o inositol foi aumentado pelo tratamento com GA3 na fase inicial

de desenvolvimento da flor.
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Os achados sobre a melibiose, melezitose e turanose, identificados em todos
os tratamentos, corroboram com o papel do inositol e seus derivados no metabolismo
dos agucares e as respostas a estresse. Conforme discutido por Hu et al. (2024), o inositol
e seus derivados estdo envolvidos em varias vias de sinalizagado celular, o que pode
influenciar os niveis e tipos de agucares detectados.

A galactose e a arabinose sdo monossacarideos que compdem as cadeias
laterais das pectinas, especificamente na forma de arabinogalactanos e
rhamnogalacturonanas. A galactose também é um componente importante das
glicoproteinas da parede celular, seguida pela arabinose e xilose (Hijazi et al., 2014).
Além disso, a galactose também esta associada a sintese de acido ascoérbico (via acido
galacturénico) (Montecchiarini et al., 2018). Durante o crescimento e a maturagdo do
fruto, as pectinas sao continuamente modificadas por varias enzimas, incluindo PG, PME,
a-arabinofuranosidase e -galactanase (Wang et al., 2018).

A alta atividade das enzimas PG e PME nos tratamentos com GAS3 facilita a
desmetilacdo e degradacgao das pectinas, tornando-as mais acessiveis a outras enzimas
como a a-arabinofuranosidase e a [(-galactanase. Dessa forma, a identificacdo de
galactose somente nos tratamentos com GA3 pode estar relacionada a essa alta
atividade das enzimas PG e PME. Por outro lado, a presencga exclusiva de arabinose no
controle pode estar ligada a uma regulacao diferencial da a-arabinofuranosidase pela
giberelina, conforme observado por Li et al. (2023) em quiabo. Além disso, essa também
pode ser uma possivel explicacdo para o aumento na atividade das enzimas PME e PG
e a ndo mudangca significativa na firmeza dos frutos.

Sob efeito dos tratamentos com GA3, os metabdlitos acido oxalico e acido
eritrdbnico, foram identificados no controle e nos tratamentos a 90 e 180 ppm (Tabela 9).
Ja os 4acidos albénico, glucdnico, fumarico e trebnico foram identificados somente no
controle e nos tratamentos com 270 e 360 ppm de GAS3. Por outro lado, acido glicérico,
acido glutarico, acido citrico, acido lactico, acido tartarico, acido malico, acido shiquimico,
acido succinico e acido desidroascoérbico foram identificados em todos os tratamentos. O
unico acido inorganico identificado foi o acido fosforico presente em todos os tratamentos,

mas somente com diferenca significativa na dose de 360 ppm de GA3 (Tabela 9).
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Tabela 9 - Intensidades relativas® dos acidos organicos e do acido fosférico dos
pedunculos do cajueiro ‘CCP76’ tratados em pré-colheita com giberelina (GA3) nas
concentragdes de 0 (controle), 90, 180, 270 e 360 ppm™.

Metabolitos Tratamentos
Controle GA390 GA3180 GA3270 GA3 360
Acido alénico 127.52 a - - 117.33b 131.24 a
Acido citrico 39.09bc 31.55c 39.93b 41.66 b 51.85a
Acido desidroascorbico 148.94a 14248a 75.74b 135.32a 155.15a
Acido eritrénico 261b 3.61b 5.08 a - -
Acido fumarico 1.66 b - - 2.83 a 3.01a
Acido glucénico 7.76 c - - 9.08b 10.90 a
Acido glutarico 3.92a 3.63 a 3.06 a 3.04 a 3.92a
Acido glicérico 3.48b 3.79b 4.44 ab 4.00 ab 5.14 a
Acido latico 5.43b 12.44 a 13.09 a 7.65 ab 13.73 a
Acido malico 176.51a 146.51b 150.34b 15191b 179.12a
Acido oxalico 4.25a 8.43 a 6.69 a - -
Acido shiquimico 53.62d 60.06cd 67.18bc 71.95b 86.10 a
Acido succinico 14.07 a 15.38 a 15.10 a 10.24 b 11.39b
Acido tartarico 2.00b 2.23b 242b 2.33b 3.01a
Acido treénico 2.61b - - 4.67 a 5.40 a
Acido fosférico 167.10b 159.62b 179.28b 13849c 200.20a

* Letras diferentes indicam diferencas significativas entre os tratamentos (p < 0,05).

Com relagao aos tratamentos com BA, acido glutarico, acido fumarico e acido

eritrdbnico foram identificados no controle e apenas no tratamento com BA a 90 ppm. No
entanto, acido oxalico, acido trednico, glucdnico, acido aldnico, acido glicérico, acido
citrico, acido lactico, acido tartarico, acido malico, acido shiquimico, acido succinico e
acido desidroascérbico foram identificados em todos os tratamentos. O unico acido
inorganico identificado foi o acido fosférico, o qual estava presente em todos os
tratamentos, porém, sem diferengas significativas com relagdo ao controle, exceto na
concentracdo de BA de 360 ppm quando apresentou intensidade relativa maior que o

controle (Tabela 10).
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Tabela 10 — Intensidades relativas* dos acidos orgéanicos e do acido fosférico dos
pedunculos do cajueiro ‘CCP76’ tratados em pré-colheita com citocinina (BA) nas
concentragdes de 0 (controle), 90, 180, 270 e 360 ppm™.

Metabodlitos Tratamentos
Controle BA90 BA180 BA270 BA360
Acido alénico 127.52ab 103.07ab 104.43ab 13250a 87.62b
Acido citrico 39.09 a 41.94 a 35.01 a 3947a 35.28a
Acido dehidroascorbico 148.94a 14857a 116.59b 15821a 23.18c
Acido eritonico 2.6195b 4.0271 a - - -
Acido fumarico 1.66 a 2.05a - - -
Acido glucénico 7.76 a 9.38 a 7.90 a 10.53a 8.77a
Acido glutarico 3.92a 410 a - - -
Acido glicérico 3.48 a 3.43 a 291a 4.02 a 3.81a
Acido latico 5.43b 7.30b 7.34b 9.16 b 16.95 a
Acido malico 176.51a 179.73a 160.04a 157.28a 161.54 a
Acido oxalico 4.25 ab 3.64 ab 6.30 ab 0.81b 8.61a
Acido shiquimico 53.62 c 52.84 c 12043 a 82.55b 94.43b
Acido succinico 14.07 ab 17.45 a 17.22a 14.79ab 11.17b
Acido tartarico 2.00 a 2.26 a 210 a 2.44 a 2.55a
Acido treénico 2.61c 4.02 bc 4.97 ab 5.69a 5.42 ab
Acido fosférico 167.10a 181.01a 162.00a 169.99a 200.57 a

* Letras diferentes indicam diferencas significativas entre os tratamentos (p < 0,05).

Os acidos eritrbnico, glicérico, lactico e tartarico estdo envolvidos no
metabolismo dos carboidratos e podem influenciar a concentracdo de sdlidos soluveis
totais. Ademais, o acido glucénico, um derivado da oxidagao da glicose, desempenha um
papel crucial no equilibrio dos agucares soluveis, particularmente de glicose e frutose.
Em nossos experimentos, observou-se uma redugdo nas intensidades relativas dos
agucares totais submetidos aos tratamentos pré-colheita com GA3. Portanto, os quatro
acidos organicos referidos acima podem estar sendo formados a partir da conversao dos
acgucares soluveis, o que obviamente reduzi a concentragdo de acucares totais. Este
efeito foi também observado por Jung et al. (2020), em flores de uvas, em que a aplicagao
de GA3 levou a conversao de agucares em acidos organicos.

O acido oxalico é conhecido por sua capacidade de formar complexos com
metais, desempenhando um papel na reducéo da peroxidacgao lipidica e na estabilizagcao
das membranas celulares (Walker e Famiani, 2018). Em nosso experimento, nédo houve

diferenga significativa na peroxidagdo lipidica mesmo com a alta atividade das
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pectinases. A presenga de acido oxalico pode estar contribuindo para a manutencgao da
integridade das membranas celulares e a redugao da peroxidacao lipidica. O artigo de
Akgul Tas et al. (2021) fornece suporte para essa interpretagdo ao demonstrar que o
acido oxalico é um dos principais acidos organicos nos morangos e que seu conteudo &
influenciado por diferentes tratamentos com GAS3.

Os principais acidos organicos nos tecidos vegetais sdo os acidos citrico,
succinico, fumarico, malico e oxalico e esses sdo importantes metabdlitos produzidos no
ciclo do acido tricarboxilico (Kumar et al., 2017), nas mitocondrias das plantas (produgéo
de energia da célula) e também em menor extensao nos glioxissomos (ciclo do glioxilato)
(Nelson e Cox., 2021).

J4, os acidos malico e citrico desempenham diversas fungdes no metabolismo
das plantas, atuando como reguladores do pH citosélico ou como precursores
biossintéticos. Apesar de serem mais elevados nas frutas verdes eles também sao
contribuidores importantes para o sabor da fruta madura (Montecchiarini et al, 2018).

Zheng et al, (2016) identificaram e quantificaram seis acidos organicos nas
polpas de diferentes cultivares de toranja usando HPLC. O acido citrico foi o acido
organico dominante em todas as amostras. Esses resultados indicam que o acido citrico
€ o principal contribuinte para o sabor acido da toranja, seguido por acido quinico, acido
tartarico e acido malico. Estudos anteriores destacaram a importancia dos acidos citrico
e malico no ciclo de Krebs, que desempenha um papel crucial no metabolismo energético
das plantas (Yu et al. 2012)

Portanto, a aplicacdo de GA3 pode aumentar a demanda por energia para
suportar processos de crescimento e defesa, resultando na modulacédo desses acidos.
Em nossos resultados, a atividade aumentada de enzimas como PAL e PPO sugere uma
maior sintese de compostos fendlicos e uma maior demanda energética, possivelmente
suportada pelo ciclo de Krebs. Zhuang et al. (2015) destacam que o tratamento com GA3
pode aumentar a atividade metabdlica geral, refletindo-se na alteracado dos niveis desses
acidos.

Segundo Jung et al. (2020), a aplicagcdo de GAS3 resulta em um aumento
significativo nos niveis de acido citrico durante os estagios iniciais de desenvolvimento

de flores de uvas. Isso corrobora nossos achados de que a aplicacdo de GA3 influencia
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o0 metabolismo de acidos organicos, possivelmente alterando a atividade das enzimas
envolvidas na sintese e degradacdo de compostos fendlicos e antioxidantes. O acido
citrico tem papel crucial na manutencéo da estabilidade das membranas e na ativagao
de respostas antioxidantes (Hu et al., 2018), o que pode explicar a estabilizacdo dos
niveis de peroxidacgao lipidica observada em nossos resultados.

Nos experimentos de Jung et al. (2020), o acido desidroascorbico aumentou
inicialmente apds o tratamento com GA3, mas diminuiu conforme a floracédo se
aproximava. Em nossos estudos, observamos uma diminui¢cdo do conteudo total de
vitamina C sob doses mais altas de GA3, indicando que o acido desidroascérbico pode
estar sendo rapidamente convertido de volta a acido ascorbico ou degradado devido ao
estresse oxidativo induzido pelo GA3. Essa dinamica é critica para a resposta
antioxidante da planta, conforme descrito por Ding et al., (2015) que relatou que
tratamento com giberelina pode refletir a ativacdo de alguns mecanismos anti-estresse
nas células.

O acido fosforico, que é essencial para o metabolismo energético e para a
sinalizagao celular, pode ter seu fluxo alterado pela aplicagdo de giberelina. Além disso,
a fosforilagdo de proteinas pode regular a atividade de enzimas como a PG e a PME,
aumentando a degradacéo da parede celular. E o que foi observado no estudo de Jung
et al. (2020), onde, o acido fosférico apresentou um padrdo de aumento nos estagios
iniciais do desenvolvimento das flores, mas essa tendéncia ndo se manteve em todos os
estagios avaliados diminuindo na fase de floragdo e apds a floragdo com o tratamento
com GA3.

Sob o efeito de GA3, o acido gama-aminobutirico (GABA), alanina, aspartato,
glicina, prolina, serina, treonina, leucina e valina foram identificados em todos os
tratamentos. Isoleucina n&o foi identificada nos tratamentos com 90 e 180 ppm, enquanto
fenilalanina foi identificada somente no controle e tirosina somente nos tratamentos com
90 e 180 ppm de GA3 (Tabela 11).
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Tabela 11 - Intensidades relativas* dos aminoacidos dos pedunculos do cajueiro ‘CCP76’
tratados em pré-colheita com giberelina (GA3) nas concentragdes de 0 (controle), 90,
180, 270 e 360 ppm*.
Metabdlitos Tratamentos
Controle GA390 GA3180 GA3270 GA3 360
Acido gama-aminobutirico 258.52c 305.42b 260.29c 258.85c 364.16a

Alanina 75.37d 12543 ab 106.23bc 90.15cd 132.04 a
Acido aspartico 19.55d 33.38bc 3745ab 28.30c 43.60a
Beta-alanina 251b 2.87b 2.57b 2.26 b 3.76 a
Glicina 10.10 c 13.69b 1224bc 11.04c 18.51a
Isoleucina 19.11 a - - 13.70b 21.48 a
Leucina 62.94 a 57.45 a 47.63 b 4545b 58.87 a
Fenilalanina 0.55 - - - -
Prolina 51.81a 4353ab 32.78bc 29.19c 4423a
Serina 10.17 a 5.15b 5.33b 0.90c 1.45c
Treonina 1.54 b 2.31 ab 2.33 ab 1.99b 3.06a
Tirosina - 47.96 a 47.41 a - -
Valina 446 Db 498b 465b 414b 7.56a

* Letras diferentes indicam diferencas significativas entre os tratamentos (p< 0;05).

Sob o efeito de BA, acido gama-aminobutirico (GABA), alanina, aspartato,
glicina, prolina, serina, treonina, beta-alanina, isoleucina, leucina e valina foram
identificados em todos os tratamentos. Tirosina so foi identificada no tratamento de 90
ppm e fenilalanina foi identificada somente no controle e no tratamento com 90 ppm de
BA (Tabela 12).
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Tabela 12 - Perfil de aminoacidos dos pedunculos do cajueiro ‘CCP76’ tratados
em pré-colheita com citocinina (BA)*.
Metabdlitos Tratamentos
Controle @ BA90 BA180 BA270 BA360
Acido aminobutirico 258.52bc 351.32a 263.14bc 319.98ab 231.81c

Alanina 75.37ab 79.85ab 77.38ab 96.89a 62.77b
Acido aspartico 19.55b 19.39b 18.30 b 29.64 a 17.08 b
Beta-alanina 2.517ab 3.04 ab 2.69 ab 3.41a 2.26b
Glicina 10.10b 12.48ab 10.70b 14.50 a 9.17b
Isoleucina 19.11ab 23.81a 14.78bc 10.79bc 9.87c
Leucina 62.94 a 70.14 a 65.64 a 80.82 a 70.29 a
Fenilalanina 0.55a 0.73 a - - -
Prolina 51.81ab 46.05ab 57.79 a 61.10a 36.02b
Serina 10.17 a 11.46 a 7.31 ab 6.39 ab 444 b
Treonina 1.54 b 1.91ab 1.59 ab 2.31a 140Db
Tirosina - - 49.01 a 34.23b 46.26 a
Valina 446 Db 560ab 4.77 ab 6.39 a 4.08b

* Letras diferentes indicam diferencas significativas entre os tratamentos (p < 0,05).

Aminoacidos como GABA, alanina, aspartato e glicina desempenham um
papel crucial para compensar a diminuicao de agucares, fornecendo energia adicional e
precursores para a sintese de antioxidantes como a glutationa. Hildebrandt et al. (2015)
destacam que a degradacdo de aminoacidos pode contribuir substancialmente para o
estado energético das células vegetais em condi¢des de estresse, como a deficiéncia de
carbono, fornecendo ATP e intermediarios metabdlicos essenciais para a manutencao da
funcao celular. Sohail et al. (2021) demonstraram que aminoacidos como alanina,
aspartato e glicina podem inibir a senescéncia pos-colheita em brdcolis, indicando seu
papel na manutencdo da integridade celular e na extensdo da vida util dos vegetais,
possivelmente por meio da redugéo da producéo de etileno e da taxa de respiragao.

Aminoacidos de cadeia ramificada, como isoleucina, leucina e valina, sdo
essenciais para a producédo de energia e a sintese de proteinas. Nas plantas, esses
aminoacidos desempenham fungdes vitais no metabolismo, contribuindo para o
crescimento e a resposta ao estresse ambiental (Hildebrandt et al, 2015). Leucina e
Isoleucina sao precursores de acidos graxos de cadeia ramificada, que aumentam a

fluidez das membranas (Montecchiarini et al, 2018).
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A isoleucina, especificamente, foi observada como tendo suas concentragdes
diminuidas apés a aplicagao de Asp + Glu, em comparagao com as plantas controle. Esse
comportamento pode estar relacionado a sua fungéo critica na regulagdo do metabolismo
de carbono e nitrogénio, impactando diretamente a produgéo de energia e a sintese de
proteinas necessarias para o desenvolvimento das plantas (Alfosea-Simoén et al, 2021)

Além disso, a fenilalanina e a tirosina sédo redirecionadas para a sintese de
compostos fendlicos devido ao aumento da atividade de PAL e PPO. A aplicagéo de L-
Ala resultou na diminuigdo da tirosina, o que implica uma redugdo na sintese de
metabdlitos secundarios derivados da via p-Coumaroyl-CoA. Esses compostos, como
cumarinas, flavonoides, estilbenos e ligninas, sdo cruciais para a protecdo antioxidante
das células e para os mecanismos de defesa das plantas contra pragas e doengas
(Alfosea-Simon et al, 2021).

A prolina, serina e treonina desempenham papéis criticos na resposta ao
estresse osmaético e na manutencao do fluxo metabdlico. A prolina, em particular, tem a
capacidade de atuar como osmoprotetor, desempenhando um papel no ajuste osmatico,
na desativacéo de radicais livres de oxigénio, na regulagéo da absorcao de nutrientes e
na indugao da taxa de assimilagéo de COz2 (Pervaiz et al., 2019) ou como componente de
uma importante familia de proteinas glicosiladas da parede celular (Kishor et al, 2015).

No estudo de metabolémica de Alfosea-Simén et al, (2021) observou-se que
a aplicagéo dos aminoacidos Asp + Glu aumentou significativamente a concentragao de
prolina, sugerindo que esse aumento poderia ter exercido um papel protetor, favorecendo
a assimilagao de COz e o crescimento das plantas.

O aspartato é precursor de até onze aminoacidos. E ele é produzido pela
reacdo de glutamato com oxaloacetato. Esta reacdo € reversivel, conectando os
aminoacidos do glutamato, como alanina, valina, leucina, glutamina, prolina e arginina,
aos do aspartato, como asparagina, metionina, treonina, isoleucina e lisina (Forde e Lea,
2007). Ainda no mesmo estudo de Alfosea-Simon et al, (2021), a aplicagéo de glutamato
e aspartato ndo aumentou a concentracao foliar desses aminoacidos, mas eles foram
metabolizados para aumentar a concentracdo de prolina, essencial para o ajuste

osmotico e a resposta ao estresse.
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Montecchiarini et al. (2018) analisaram o perfil metabdlico e fisiolégico durante
o amadurecimento de frutos de trés cultivares de mirtilo. Eles fizeram uma andlise de
correlacéo entre os niveis de metabdlitos e enzimas, em frutos maduros, com a firmeza,
com o objetivo de inferir quais marcadores poderiam ser utilizados para a firmeza dos
frutos. Foi verificado que nos frutos maduros, metabdlitos como acido citrico e
fenilalanina, estao fortemente associados a alta firmeza. Por outro lado, um alto teor de
xilose, leucina e acido shiquimico no mesmo estadio de maturacao indicam firmeza
reduzida.

Quatro lipideos foram identificados: Gliceril dipalmitato, Gliceril palmitato,
Acido palmitico e Acido estearico. O Gnico que néo foi identificado no controle foi o acido
palmitico. Enquanto Gliceril dipalmitato ndo foi identificado em nenhum tratamento com
GA3 em todos os tratamentos sob influéncia de BA ele foi identificado. O gliceril palmitato
sob a influéncia de GA3 s6 nao foi identificado no tratamento de 270 ppm ja sob a
influéncia de BA s6 foi identificado no tratamento de 90 ppm além do controle como ja
mencionado. O acido palmitico sob a influéncia de GA3 so6 foi identificado nas doses de
90 e 180 ppm enquanto sob a influéncia de BA foi identificado nas doses de 180,270 e
360 ppm. O acido estearico em ambos os tratamentos com os fitohormonios sé nao foram

identificados na dose de 270 ppm (Tabelas 13 e 14)

Tabela 13 - Intensidades relativas* dos lipideos dos pedunculos do cajueiro
‘CCP76’ tratados em pré-colheita com giberelina (GA3) nas concentragdes de
0 (controle), 90, 180, 270 e 360 ppm*.

Metabdlitos Tratamentos
Controle GA390 GA3180 GA3 270 GAS3 360
Gliceril dipalmitato 0.53 a - - - 0.48 a
Gliceril palmitato 10.06 c 33.00ab 53.39a - 29.17 bc
Acido palmitico - 5457a 51.61a - -
Acido estearico 227a 1.32ab 192ab - 0.96 b

* Letras diferentes indicam diferengas significativas entre os tratamentos (p < 0,05).
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Tabela 14 — Intensidades relativas®* dos aminoacidos dos pedunculos do
cajueiro ‘CCP76’ tratados em pré-colheita com citocinina (BA) nas
concentragdes de 0 (controle), 90, 180, 270 e 360 ppm*.
Metabdlitos Tratamentos
Controle BA90 BA180 BA270 BA360
Gliceril dipalmitato 0.5305a 0.8531a 0.8117a 0.3973a 0.72a
Gliceril palmitato 10.0688 a 19.9469 a - - -
Acido palmitico - - 22.205a 9.5074a 18.98 a
Acido estearico 2.2713ab 4.0514a 1.3688b - 0.31b

* Letras diferentes indicam diferencas significativas entre os tratamentos (p < 0,05).

Analisando os resultados apresentados (Tabelas 13 e 14), pode-se hipotetizar
que pode ter havido um redirecionamento dos carboidratos para a formagao de glicerois
e acidos graxos, justificando a observada diminuigdo em acgucares totais (Farina; Reig,
2018). Além disso, a sintese de lipideos pode competir com a biossintese de acido
ascorbico, levando a diminuicao dos niveis de vitamina C total e acido ascoérbico. Além
disso, os acidos graxos saturados, como o acido palmitico e o acido estearico, também
sao componentes estruturais das membranas celulares e precursores de outros lipideos.
Corroborando parcialmente com nossos resultados, os acidos graxos predominantes
encontrados por Sancho et al. (2015), ao investigaram a composi¢cao de acidos graxos
em residuos de sete frutas tropicais, incluindo o pedunculo de cajueiro, foram os acidos
oleico e palmitico.

Ao analisar o grafico de PLS-DA para os tratamentos com GA3 observa-se
que o componente 1 contribuiu com 16,9% para a variancia total, enquanto o componente
2 contribuiu com 16,2% (Figura 8A). Além disso, cada ponto no grafico representa uma
amostra individual, e as elipses ao redor dos grupos representam intervalos de confianca
de 95%. De forma geral, os grupos se mostraram bem separados, principalmente pelo
componente 1, indicando que cada concentragdo de fitormbnio induziu mudangas
distintas nos metabdlitos, principalmente no controle, e nos tratamentos com GA3 a 270
e 360 ppm. Embora os tratamentos com GA3 a 90 e 180 ppm tenham apresentado uma
sobreposicao dos perfis, o tratamento com GA a 270 ppm foi o que teve uma menor
variacao entre as amostras, pois apresentou a elipse mais compacta. O tratamento com
GA3 a 360 ppm foi o que apresentou uma maior variagéo no perfil metabdlico, pois sua

elipse é bastante dispersa.
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Ao analisar o grafico de carregamento para a giberelina GA3 (Figura 8B)
observa-se que os compostos mais distantes do centro, como tirosina, acido palmitico,
acido desidroascorbico, galactose, inositol, xilulose e acido trednico s&o compostos
chave que mais contribuem para a separagéo dos grupos de tratamento.

Ao analisar o grafico de PLS-DA para os tratamentos com BA, observa-se que
o componente 1 contribuiu com 26,8% para a variancia total, enquanto o componente 2
contribuiu com 9,5% (Figura 9A). Da mesma forma que o apresentado na Figura 8A, cada
ponto no grafico representa uma amostra individual, e as elipses ao redor dos grupos
representam intervalos de confianga de 95%. O grupo controle apresentou seus pontos
agrupados indicando pouca variagédo interna; no entanto observou-se uma completa
sobreposic¢ao entre o controle e o tratamento com BA a 90 ppm, sendo a separacao dos
demais influenciada principalmente pelo componente 1. Ja, os tratamentos com BA a 180
e 270 ppm apresentaram uma completa sobreposi¢cdo e uma clara separagao dos grupos
controle e aqueles do tratamento com mais baixas concentracbes (BA a 90 ppm),
indicando mudangas metabdlicas mais pronunciadas devido a maior dose de citocinina.
E interessante destacar, que os pontos do grupo do tratamento com BA a 360 ppm se
apresentaram mais distantes daqueles dos grupos controle e os das doses mais baixas,
mas se sobrepuseram com o de BA a 180 ppm, destacando um impacto metabdlico e
distinto com a dose mais alta de citocinina. A separacdo observada entre os grupos
tratados e o controle indica que a citocinina induz mudancas especificas e dose-
dependentes nos metabdlitos presentes.

Ao analisar o grafico de carregamento para BA (Figura 9B) observa-se que os
compostos mais distantes do centro, como como arabinofuranose, xilulose, acido
palmitico, galactose, tirosina, isoleucina, acido tartarico, acido oxalico e acido estearico

sao compostos chave que mais contribuem para a separagao dos grupos de tratamento.



Figura 8 - Graficos de score PLS-DA (A) e de loadings (B) para
metabdlitos identificados de pedunculos de cajueiro CCP76
tratados com acido giberélico (GA3)
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Figura 9 - Graficos de score PLS-DA (A) e de loadings (B) para
metabdlitos identificados de pedunculos de cajueiro CCP76
tratados com benziladenina (BA).

Scores Plot
A o Ctrl
c BA90
© BA180
BA270
w o BA360
@]
©
g o®
n
[=2]
& o
5 ®° o *
E o+
5 @0 ] ® o
=]
o
o) o 0
= i fol¢]
© o
O
I!IJ —
T T T T T T
-4 -2 0 2 4 6
Component 1 ( 26.8 %)
0.4
Isoleucina
B O Acido Tartarico
© Acido Oxilico
02 o
e
e [+]
L . 8¢ | Anbictmecs
o
sy ) © Xilulose
@ °
E 00 ) ] ° <
% Acido Palmitico ©
S
Galttos
(=}
o 'lwn;:i)ns
bt
-0.2
o
=]
(=]
o
o » L3
o
-0.4 o
T T T T T
o - o - o
q (=] o o o
Loadings 1

Fonte: a autora

73



74

A analise dos Vips Scores para o tratamento dos pedunculos de cajueiro com
giberelina revelou os 15 metabdlitos mais importantes na projecao de separagao dos
grupos (Figura 10), sendo a xilulose o metabdlito mais importante nessa separagéo,

seguido dos acidos eritrénico e arabindnico.

Figura 10 - Pontuagdes de Importancia de Variavel na Projegao
(VIP score) para metabdlitos em pedunculos de cajueiro
'CCP76' tratados com acido giberélico (GA3)
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Os niveis de xilulose, foram fortemente influenciados pelas diferentes
concentragbes de giberelina o que possivelmente afetou as vias metabdlicas
relacionadas ao metabolismo dos carboidratos. Metabdlitos como acido arabindnico e
arabinose estdo relacionados ao metabolismo das pentoses e a interconversao de
agucares complexos indicando que a giberelina impactou substancialmente essas vias
metabdlicas, alterando potencialmente a sintese e o catabolismo de polissacarideos

estruturais e de reserva. Outros metabdlitos, que se encontram entre os 15 da figura 9A,
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como a sacarose e o inositol desempenham papel fundamental no metabolismo
energético e na sinalizagao célular (Hu et al., 2024).

Seus altos VIPs scores sugerem que a giberelina pode alterar
significativamente o balango energético e os processos de comunicagao celular. O acido
eritrbnico pode estar envolvido em processos de resposta ao estresse ou em vias
metabdlicas alteradas pela aplicacdo de giberelina. Outro composto incluido nos VIP
scores, 0 acido oxalico (Figura 10), € um metabdlito comum a muitas vias metabolicas
das plantas, e variagdes em seus niveis pode refletir mudangcas em processos de
detoxificagdo ou resposta a estresses oxidativos (Li et al., 2022). Além disso, o acido
oxalico desempenha um papel fundamental no amadurecimento e senescéncia dos frutos
durante o periodo pés-colheita atuando como regulador no amadurecimento dos frutos,
influenciando o metabolismo de agucares, o amolecimento por meio da degradacao da
pectina e a sintese de pigmentos (Hasan et al., 2023).

Um outro metabdlito também incluido entre os mais importantes, a fenilalanina,
€ um aminoacido crucial para muitas moléculas sinalizadoras e metabdlitos secundarios,
incluindo compostos fendlicos (Sogvar et al., 2020).

Pela analise do grafico do VIP scores sob a influéncia dos tratamentos dos
pedunculos com BA (Figura 11), nota-se que o metabdlito mais importante nos, ou seja,
aquele que mais influenciou nos resultados foi a arabinofuranose, seguido dos acidos
arabinénico e fumarico.

E importante destacar que acglcares como arabinofuranose, xilulose,
arabinose e galactose sao cruciais para a discriminagao entre os grupos, indicando que
a citocinina tem um impacto significativo no metabolismo de carboidratos. Ademais, os
acidos organicos, como acido arabinbnico, acido fumarico, acido glutarico e acido
eritrbnico, também s&o importantes, sugerindo alteragdes no ciclo de Krebs e em outras
vias metabdlicas (Nelson e Cox., 2021). Outrossim, a presenga de aminoacidos como a
fenilalanina e tirosina entre os metabdlitos mais importantes aponta para mudancas na
sintese proteica e na resposta ao estresse (Salaria et al., 2023). Por fim, a deteccéo de
gliceril palmitato, acido palmitico e acido estearico evidencia a influéncia da citocinina

sobre o metabolismo lipidico.
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Figura 11 - Pontuagbes de Importancia de Variavel na
Projecao (VIP score) para metabdlitos em pedunculos de
cajueiro 'CCP76' tratados com benziladenina
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E importante destacar que acUcares como arabinofuranose, xilulose,
arabinose e galactose s&o cruciais para a discriminagao entre os grupos, indicando que
a citocinina tem um impacto significativo no metabolismo de carboidratos. Ademais, os
acidos organicos, como acido arabinbnico, acido fumarico, acido glutarico e acido
eritrbnico, também sao importantes, sugerindo alteragdes no ciclo de Krebs e em outras
vias metabdlicas (Nelson e Cox., 2021). Outrossim, a presenca de aminoacidos como a
fenilalanina e tirosina entre os metabdlitos mais importantes aponta para mudangas na
sintese proteica e na resposta ao estresse (Salaria et al., 2023). Por fim, a detecgao de
gliceril palmitato, acido palmitico e acido estearico evidencia a influéncia da citocinina

sobre o metabolismo lipidico.



77

Para uma visualizagdo mais detalhada e intuitiva das mudancas nos niveis de
metabdlitos entre os tratamentos, um heatmap foi gerado (Figura 12). Este grafico permite
observar claramente as variagdbes nos metabdlitos mais influentes e como cada
tratamento especifico impacta o perfil metabdlico.

No heatmap referente ao tratamento dos pedunculos de cajueiro com
giberelina (GA3) (Figura 12A), observou-se que o tratamento controle apresentou
maiores concentracbes relativas de sacarose, arabinose, acido arabinbnico e
fenilalanina. Ja nas doses mais elevadas (GA270 e GA360), observou-se o acumulo de
acido fumarico, acido albnico e acido trednico, compostos associados ao ciclo do acido
tricarboxilico (TCA) e ao metabolismo redox. Esse padrao pode indicar um
redirecionamento metabdlico para a geragcéo de energia ou uma resposta adaptativa ao
estresse induzido pelo excesso de GA3 (Zheng et al., 2025).

No heatmap referente ao tratamento dos pedunculos de cajueiro com
benziladenina (BA) (Figura 12B), observou-se que o tratamento controle e o BA 90
apresentaram maiores concentragcdes relativas de sacarose, arabinose, acido
arabindnico, acido glutarico, acido fumarico, acido eritrénico, fenilalanina, gliceril
palmitato e acido estearico. Esses metabdlitos estdo relacionados a manutengao
estrutural, a biossintese de lipidios e ao equilibrio redox. Em contrapartida, na dose de
BA 360, observou-se uma mudanca no perfil, com predominio de galactose, tirosina,
xilulose, arabinofuranose e acido palmitico. Esses resultados podem indicar um possivel
estimulo a diferenciagdo celular, sintese de acgucares estruturais e aminoacidos
aromaticos, corroborando o papel da citocinina na reorganizacdo metabdlica e na

promocgao do desenvolvimento celular (Mcintyre et al, 2021).
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Figura 12 - Heatmap dos metabdlitos de pedunculos de cajueiro 'CCP76' tratados com

acido giberélico (GA3) (A) e benziladenina (B) nas respectivas concentragoes.
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5 CONCLUSAO

Os fitorménios, embora ndo tenham alterado significativamente as
caracteristicas fisicas e visuais dos pedunculos do cajueiro CCP76, promoveram
mudancgas nos parametros bioquimicos e metabdlicos, evidenciando a capacidade dos
fitormbnios em modular rotas fisiologicas e compostos relacionados a qualidade e
conservacgao pos-colheita.

O tratamento com GA3 promoveu redugdes nos teores de solidos soluveis
vitamina C total, acido ascérbico e o acido desidroascorbico. Também induziu o aumento
da atividade de enzimas relacionadas a degradacgao da parede celular (PG e PME) e ao
metabolismo fendlico (PAL e PPO), sugerindo maior atividade hidrolitica e oxidativa nos
tecidos. O tratamento de BA, por outro lado, reduziu o acido desidroascorbico, inibiu a
atividade da PPO e elevou a atividade da PAL, o que pode estar associado a um efeito
protetor contra o escurecimento e a preservagao do potencial antioxidante.

A analise metabolémica revelou alteragdes significativas no perfil de agucares,
acidos organicos, aminoacidos e lipideos. Os tratamentos com GA3 destacaram xilulose,
acido eritrénico e acido arabinénico como principais marcadores de separagao entre os
grupos, indicando reprogramacao do metabolismo energético e antioxidante. Ja nos
tratamentos com BA, os metabdlitos mais relevantes foram arabinofuranose, acido
arabinénico, acido fumarico e xilulose, refletindo ajustes no metabolismo estrutural e
lipidico.

De forma geral, os dados obtidos demonstram que, mesmo sem efeitos
perceptiveis sobre atributos fisicos, a aplicagao dos reguladores influenciou a fisiologia e
o metabolismo dos pedunculos de cajueiro CCP76. Esses resultados reforcam o
potencial da aplicagéo de fitorménios como ferramenta de manejo pré-colheita para a
modulagéo bioquimica de frutos tropicais, além de evidenciar a importancia da
abordagem metabolémica na identificagdo de biomarcadores metabdlicos associados as

respostas fisioldgicas de plantas a estimulos hormonais.
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