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Resumo

D’AVILA, Roseane Farias. Efeito da reducdo de aporte hidrico e aplicacdo de
radiacdo UV-C sobre compostos relacionados a qualidade e ao metabolismo
de glicosinolatos em brécolis (Brassica oleracea L. var.italica). 2017.106p. Tese
(Doutorado) — Programa de Pos-Graduagdo em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos,
Faculdade de Agronomia Eliseu Maciel. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

Caracteristicas diversas das habituais durante o cultivo de vegetais e na pds-colheita
podem ser reconhecidas como fatores de estresse pelo metabolismo e, dependendo
da intensidade, levar ao acumulo de compostos de defesa, relacionados ao aumento
da vida de prateleira e a atividades antioxidantes e anticancerigenas in vivo. Deste
modo, o efeito do cultivo de brocolis sob condicbes de estresse hidrico e da
aplicacao de radiacdo UV-C durante a pds-colheita sobre compostos relacionados a
atributos sensoriais e funcionais foram analisados durante colheitas realizadas no
verdo e inverno. O cultivo sob estresse hidrico ocasionou a diminuicdo do teor de
acido L-ascorbico em todas as amostras, e os teores de glicosinolatos nos brécolis
colhidos no verdo, o que também ocorreu para clorofila a e carotenoides. No
inverno, o estresse hidrico levou ao aumento de glicosinolatos somente apds o
armazenamento. Observaram-se diferencas significativas pela aplicacdo de UV-C
apos sete dias de armazenamento. No verdo, a utilizacdo da dose de 7 kJ.m? de
UV-C resultou no aumento do contetudo de clorofilas a e b e de carotenoides nos
brécolis cultivados sob aporte hidrico regular. A mesma dose, quando aplicada a
plantas cultivadas sob estresse hidrico, promoveu aumento significativo apenas de
carotenoides e acido L-ascérbico. O teor de glicosinolatos em brécolis cultivados no
verdo foi intensificado pelo cultivo sob condicdes de estresse hidrico combinado com
aplicacdo de 10 kJ.m? de UV-C. No inverno, o aumento do teor de glicosinolatos foi
observado aplicando a dose de 7 kJ.m?, e foi acompanhado pela reducédo da
atividade de mirosinases. Em ambos os cultivos conduzidos no inverno, houve um
aumento de isotiocianatos quando brdcolis cultivados sob estresse hidrico foram
tratados com 10 kJ.m? de UV-C. Em vista dos resultados, conclui-se que as
respostas metabdlicas a reducdo do aporte hidrico e a aplicacao de radiacdo UV-C
sdo diferentes devido a época de cultivo da hortalica, com excecao do teor do acido
L-ascoérbico, que é reduzido pelo cultivo com estresse independentemente da
estacao.

Palavras chaves: estresse; compostos de defesa; antioxidantes; glicosinolatos.



Abstract

D’AVILA, Roseane Farias. Effect of reduction of water supply and application of
UV-C radiation on compounds related to the quality and to the glucosinolates
metabolism in broccoli. 2017.106p. Thesis (Doctorate in Food Science and
Technology) — Programa de Pds-Graduacdo em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos,
Faculdade de Agronomia Eliseu Maciel. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

Characteristics different from the usual ones during the growing and in the post-
harvest of vegetables can be recognized as stress factors by the metabolism and,
depending on the level, lead to the accumulation of defense compounds, related to
the increase of the shelf life and to the antioxidant and anticancer activities in vivo.
Thus, the effect of broccoli cultivation under water stress and of the application of
UV-C radiation during post-harvest on compounds related to sensorial and functional
attributes were analyzed during summer and winter harvests. The cultivation under
water stress caused a decrease in the L-ascorbic acid content in all the samples, and
the glycosinolate content in the broccoli harvested in the summer, which also
occurred for chlorophyll a and carotenoids. In winter, water stthe pigments presented
opposite patterns between the years analyzed, which also occurred with the
isothiocyanates, compounds derived from glucosinolates. The stress led to the
increase of glucosinolates only after storage. Significant differences were observed
by application of UV-C after seven days of storage. In the summer, the use of the 7
kJ.m? UV-C dose resulted in increased content of chlorophyll a and b and
carotenoids in broccoli grown under regular water intake. The same dose, when
applied to the plants grown under water stress, promoted a significant increase only
of carotenoids and L-ascorbic acid. The glucosinolates content in broccoli grown in
summer was intensified by the cultivation under water stress conditions combined
with the application of 10 kJ.m? of UV-C. In the winter, the glucosinolates content
increase was observed by applying the 7 kJ.m? dose, and it was accompanied by a
reduction in myrosinase activity. In both cultures conducted in winter, there was an
increase in isothiocyanates when broccoli cultivated under water stress were treated
with 10 kJ.m2 of UV-C. In view of the results, it is concluded that the metabolic
responses to the reduction of the water supply and to the application of UV-C
radiation are different due to the season of cultivation of the vegetable, except for the
L-ascorbic acid content, which is reduced by the cultivation with water stress
regardless of the season.

Keywords: stress, defense compounds, antioxidants, glucosinolates.
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1 Introducéo

As mudancas climéaticas e populacionais que vem ocorrendo no planeta
exigem que sejam criadas alternativas para conciliar o crescimento da producéo
agricola a condicdes desfavoraveis de cultivo, dentre as quais, a menor
disponibilidade de agua, a maior incidéncia de radiacdes UV, os periodos de
temperaturas mais elevadas durante o cultivo, solos com baixa fertilidade, dentre
outras (ROSENZWEIG et al., 2014). Muitas dessas condi¢des quando em doses
horméticas, moderadas, ativam o metabolismo de defesa das plantas, que passam a
sintetizar diversos compostos necessarios para protegé-las de danos extremos que
impossibilitariam a realizacdo de funcbes basicas de seus organismos, como a
producéo de biomassa (SUDHA; RAVISHANKAR, 2002). Além da fungéo de defesa
do vegetal, esses compostos podem possuir atividades antioxidantes,
antimicrobianas e anticarcinogénicas, motivo pelo qual é incentivado o seu consumo
(HUANG; CAIl; ZHANG, 2009). Assim, condicbes moderadas de estresse, que
aliammaior producdo de metabdlitos de defesa com baixa diminuicdo da
produtividade vem sendo alvos de estudos (ZOBAYED; KOZAI, 2005; LEVYA et al.,
2013).

Dentre esses compostos de defesa, os glicosinolatos sdo sintetizados em
plantas pertencentes as brassicas, que incluem hortalicas de relevancia econémica
como brocolis, couve e repolho. Para exercer atividade biol6gica, esses compostos
necessitam passar por uma hidrolise da glicose ligada ao enxofre presente em sua
estrutura, ocorrendo assim a liberacdo dos isotiocianatos. Pesquisas relacionam os
isotiocianatos a atividades benéficas a saude tais como anti-inflamatoria e
anticancerigena (HANSCHEN et al., 2014).

Com o intuito de determinar o efeito da aplicacdo de condicdes horméticas
de estresse hidrico e de radiacdo UV-C durante a pré e pébs-colheita,
respectivamente, sobre a qualidade metabdlica de brécolis (Brassica oleracea L. var.
italica cv. Legacy) foi instalado experimento a campo durante o verdo de 2014 e os
invernos de 2014 e 2015.
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1.1 Hipoteses

Compostos relacionados a conservacdo pos-colheita s&o melhor
preservados na hortalica cultivada sob aporte hidrico reduzido e submetidas a
aplicacao de radiacédo UV-C.

Os estresses hidrico e por radiagdo UV-C induzem o acumulo de pigmentos,
acido ascorbico, glicosinolatos e de isotiocianatos em floretes de brdcolis.

Os estresses hidrico e por radiacdo UV-C aumentam a atividade de enzimas

envolvidas na conversao de glicosinolatos a isotiocianatos.

1.2 Objetivo

Avaliar o efeito da reducédo de aporte hidrico e aplicacao de radiagcdo UV-C
sobre compostos relacionados a conservacéo pos-colheita e qualidade funcional de

brécolis, apds a colheita e ao longo do armazenamento.

2 Revisdo de literatura

2.1 Ativacao de respostas a estressores abioticos

A disponibilidade de elementos quimicos aos organismos, para utilizacéo
como substratos para as reacdes necessarias ao seu metabolismo, pode ser
alterada por processos fisicos e geoldgicos do planeta, assim como pela atividade
de outros organismos vivos (ZEPP et al., 2011). Dentre essas transformacoes, a
maior incidéncia de radiacdo ultravioleta, principalmente na forma de radiacdo UV-B,
devido as alteracdes climaticas intensificadas no ultimo século, pode modificar os
teores de metabdlitos produzidos pelas plantas, com alteracdes de biomassa e
producdo de outros compostos em quantidades diferentes das habituais. Porém,
outras condicBes ambientais, como a menor disponibilidade de agua para o cultivo e
concentracfes mais elevadas de dioxido de carbono, podem agir como fatores que
tornam menos intensos os efeitos do aumento de incidéncia de radiagdo (UNEP,
2003).
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Ha previsdes de que a menor disponibilidade de agua potavel em algumas
regides torne necesséria uma alteracdoda producdo vegetal para o emprego de
sistemas que utilizem pouca ou nenhuma irrigacdo. Modelos climatol6gicos para o
final do século XXI consideram alguns fatores que poderiam levar a menor
necessidade de agua durante o cultivo, como o crescimento mais rapido dos
vegetais devido a temperaturas mais elevadas, otimizacdo da producdo de areas em
gue h& disponibilidade de &gua para irrigacdo. Além destes, o aumento da
evapotranspiracdo acompanhado pelos declinios de precipitacdo, que sdo o0s
principais efeitos considerados em proje¢c6es de consumos futuros de agua, podem
ser neutralizados ou revertidos, ja que concomitantemente pode ocorrer umareducéo
nos periodos de desenvolvimento de vegetais por condicdes como o0 aumento
concomitante da concentracdo de diéxido de carbono durante o cultivo (ELLIOT et
al., 2014).

Além dos efeitos diretos da menor disponibilidade de agua para os vegetais,
deve ser considerado que solos de todos o0s continentes cultivaveis tém um
decréscimo em carbono e nitrogénio quando ha aumento da aridez, além de
aumento de fosforo, causando um decréscimo da razdo C:P e N:P. Tal composicéo
ocasiona, ainda, baixa absorcdo de nutrientes pelas plantas (WARDLE, 2013) e
representa uma alteracdo adicional das condi¢cdes habituais de cultivo.

A tolerancia a seca foi obtida por adaptac6es de muitos vegetais ao longo do
processo evolutivo, para promover um melhor aproveitamento da agua na
fotossintese (GROSS et al., 2013). Atualmente, ferramentas biotecnolégicas como a
transgénese podem ser utilizadas para a obtencdo de plantas tolerantes (SHAH;
SINGH; RAI, 2015). Uma outra estratégia utilizada é a determinacdo das doses de
fatores estressores abidticos, como a concentracdo de sais ou o periodo de
exposicdo a falta de irrigacdo, que sdo extremas e levam a perda de turgor e
necrose do vegetal, assim como das doses em que é possivel obter plantas com boa
gualidade (ACOSTA-MOTOS et al., 2017), possibilitando assim o cultivo de espécies
com uma quantidade reduzida de agua que ndo chegue a prejudicar a planta.

Doses moderadas do agente estressor, no geral, ndo acarretam em perdas
de produtividade. Em caqui, a reducédo do aporte hidrico durante a primavera pode
reduzir a queda de frutas, que € um fator responsavel por perdas, porém é
acompanhada de diminui¢ao do peso dos frutos (BADAL et al., 2013). O ideal seria a

busca de doses do estressor que nao prejudiguem o crescimento do vegetal, porém
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gue promovam o0 aumento dos compostos de defesa, denominadas dedoses
horméticas.

A resposta ao estresse envolve o reconhecimento do fator estressante, tal
como temperaturas e quantidades de nutrientes extremas, mudancas osmoticas
como seca e salinidade, entre outras. Tal percepcédo é tarefa direta ou indireta da
membrana plasmatica, realizada por proteinas receptoras ali encontradas, gerando-
se moléculas como espécies reativas de oxigénio (ROS) (RAORANE et al., 2013).

A formacao de espécies reativas de oxigénio durante a reducédo do Oz a H>0
tem inicio por um excesso de energia adquirido pela molécula de oxigénio que pode
formar oxigénio singlete (*0O2), que por etapas espontaneas podem produzir também
o radical superoxido (O2), radical hidroperoxil (HO), peréxido de hidrogénio (H202)
e radical hidroxila (OH") (VRANOVA; INZE; BREUSEGEM, 2002). A producéo de tais
espécies nos cloroplastos, peroxissomos, mitocondria, membrana plasmatica e
apoplastos ja foram relatadas. Porém enzimas antioxidantes também se localizam
nessas diferentes organelas, como superoéxido dismutases (SOD), que agem sobre o
radical superoxido formando peréxido de hidrogénio, que por sua vez é substrato
para as enzimas catalase (CAT) e ascorbato peroxidase (APX) (KAR, 2011). Outro
mecanismo de defesa das plantas é a producéo intensificada de antioxidantes apos
sinalizacdo de aumento de ROS. O ciclo ascorbato-glutationa, por exemplo, é outro
meio de detoxicacdo do peréxido de hidrogénio, que envolve reacdes de quatro
enzimas responsaveis pela oxidacdo e posterior reducéo das moléculas (DEL RIO et
al, 2012). O mecanismo de resposta ao estresse bidtico ou abiotico é diferente, pois
no primeiro ha ativacdo de NADPH oxidase, enzima que age como uma fonte
alternativa de elétrons que ocasiona a formacdo de ROS. Concomitantemente, ha a
supressdo de APX e CAT, aumentando a concentracao de peroxido de hidrogénio e
demais substancias reativas, ativando outros mecanismos de defesa. Em situacoes
de estresse abidtico, hd o aumento da producdo de ROS pelos cloroplastos e
mitocdndria, porém ha também o aumento da atividade de enzimas como APX e
CAT (MITTLER, 2002).

O aumento da producdo de ROS pode, ainda, ativar a hiperpolarizacdo de
canais de célcio presentes nas membranas celulares, alterando a concentragdo do
elemento no citosol (KAR, 2011). Deste modo, o ion calcio pode atuar como um
mensageiro secundario, pois quando ocorrem alteragbes na sua concentracdo

intracelular, ele se liga a proteinas quinases calcio-dependentes, alterando sua
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conformacdo e deste modo liberando o sitio ativo da enzima e promovendo sua
atividade, havendo assim o reconhecimento do estresse pela planta (SCHULZ;
HERDE; ROMEIS, 2013). Além disso, apds o reconhecimento da sinalizacdo do ion,
ocorre a transducgéo do sinal e ativacao de cascatas de fosforilagcdo, que por sua vez
resultam em ativacéo de rotas de compostos de defesa (LIESE; ROMEIS, 2013) via
fatores de transcricdo que regulam diferentes rotas metabdlicas, tais como de
compostos relacionados a fotossintese, suprimento de NADPH, heat-shock proteins
e outros (MITTLER, 2002).

2.2 Reducéao do aporte hidrico

O estresse hidrico pode ocorrer na natureza de maneira gradual, quando o
declinio de agua no solo ocorre ao longo de um determinado periodo, ou
intensificada; tais condicdbes podem também ser impostas na agricultura pelo
controle da irrigacdo. Apesar de condi¢cdes de reducdo de aporte hidrico serem
habituais durante o desenvolvimento das plantas, podem afetar sua sobrevivéncia e
producdo de biomassa (SUDHA; RAVISHANKAR, 2002). Tal fenbmeno ocorre
porque a taxa de transpiracdo € reduzida quando as plantas estdo em situacéo de
estresse, ocorrendo o fechamento estomatico e por consequéncia uma menor taxa
de carboxilagcdo (ZHOU et al., 2013). Com a diminuicdo deste processo, diminui a
fixacdo de CO: e a subsequente sintese de compostos organicos carbonados
(WALTER; ROSA; STRECK, 2015).

O estresse provocado pela presenca de sais, seca ou frio possivelmente
causa mudancas osmoticas e no turgor nos vegetais, envolvendo proteinas quinase
ativadas por mitogenos (MAPK), ativadas por estresse hiperosmotico e hiposmatico,
gue por cascata de sinalizacdo ativam alguns de seus genes (ZHU, 2001). Quando
submetidos ao estresse hidrico, muitos vegetais tém as rotas de espécies reativas
ao oxigénio (ROS) ativadas, o que ativa rotas de metabdlitos especializados e
enzimas que reagem com tais espécies (BOARETTO et al.,, 2014). A atividade
enzimatica de polifenoloxidases de alface € aumentada em niveis de irrigacéo
superiores, de 400 e 300 mm, enquanto plantas cultivadas com 200 e 100 mm ha

um aumento de compostos fendlicos e diminuicdo deatividade e percentual de
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enzimas ativas, o que faz com que as plantas cultivadas sob reduzido aporte hidrico
apresentem escurecimento mais lento (LUNA et al., 2012).

Em termos de pressdo de agua para o cultivo de plantas, Xia et al. (2007)
consideraram que as condi¢des de 0-20 kPa, 20-40 kPa e 60-80 kPa correspondem
ao nivel normal de agua, estresse moderado e estresse intenso, respectivamente,
para o cultivo de sementes de “amur corktree” (Phellodendron amurense). Esta
espécie vegetal é originaria da Asia e seu interesse reside na utilizacdo do floema
pela medicina tradicional chinesa. Nessa cultura, o peso e o tamanho das mudas
diminuem a medida que se intensifica a condi¢do de estresse e diminuemo teor de
alguns alcaloides de mudas colhidas apés 120 dias. O alcaloide berberina, que é
majoritario entre os estudados, diminui significativamente apenas sob condicbes
intensas de estresse.

O estresse hidrico pode intensificar as respostas das plantas a condi¢des de
estresses subsequentes. Condi¢Oes de seca de 50% da capacidade de campo, em
comparacdo com o controle, irrigado a 100% da capacidade de campo, para o
cultivo de populus (Populus kangdingensis; P. cathayana) diminuem
significativamente o peso e a area das plantas, porém estes tratamentos
combinados a aplicacdo de radiacdo UV-B resultam em plantas com dimensdes
ainda menores do que as somente cultivadas sob baixo aporte hidrico. Com relacéo
as enzimas antioxidantes, os tratamentos combinados aumentam a atividade de
SOD e APX no mesmo nivel que o tratamento UV-B isolado (REN et al., 2007).

Ayas, Orta, Yazgan (2011) aplicaram cinco niveis de irrigacao crescentes, de
70 até 522 mm de agua, durante o cultivo de brécolis por gotejamento. Dentre os
principais resultados, a altura das cabecas de brécolis teve diferenca significativa
apenas nos niveis com menor irrigacdo (70 mm). O peso dos brécolis ndo diferiu
significativamente quando se diminuiu a irrigacdo a até 394 mm de agua, assim
como o diametro das inflorescéncias e matéria-seca (AYAS; ORTA; YAZGAN, 2011).
Em brécolis cultivados com tensdes de agua no solo de 15 até 90 kPa, também
submetidos a irrigacdo por gotejamento, ha uma diminuicdo linear na massa fresca
de brdcolis a medida que aumenta a tensédo de agua, com dados que se ajustam a
uma reta com R? superior a 0,98 (TANGUNE, 2012).

Cogo et al. (2011), pesquisando o efeito do cultivo de brécolis sob
guantidade normal e reduzida de agua no solo, reportaram que 0 estresse

proporcionado com tensdo de agua de 0,4 MPa resultou em melhor preservacéo da
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cor, com menor diminuicdo do angulo Hue, além de maior atividade antioxidante,
teor de &cido ascorbico e 5-metil-tetrahidrofolato. O estresse hidrico promoveu
também o aumento de citocininas zeatina e zeatina ribose, apesar do efeito negativo
no tamanho da hortalica (ZAICOVSKI et al., 2008). Folhas de plantas de brocolis
submetidas a condicfes de seca média e alta levaram a um aumento no teor de
compostos da rota dos glicosinolatos como glicorafanina, 4-hidréxi-glicobrassicina,
4-metodxi-glicobrassicina, progoitrina e glicobrassicina (TARIQ et al., 2013).

De modo geral, o estresse hidrico esta relacionado com diminuicdo de
rendimento de culturas. Entretanto, beneficios em termos de composicdo de
metabdlitos nas plantas cultivadas com aporte hidrico reduzido ja foram relatados,
de modo que, sendo possivel encontrar niveis em que nédo se observem perdas
elevadas de biomassa, sua utilizacdo pode resultar na obtencdo de hortalicas com

maiores teores de antioxidantes e outros compostos com atividades in vivo.

2.3 Radiacdes Ultravioleta

As radiacOes ultravioleta séo divididas de acordo com o comprimento de
onda em UV-A (400-315 nm), UV-B (315-280 nm) e UV-C (menor que 280 nm). Na
natureza, apesar de haver um aumento da presenca de radiacdo UV-B devido as
mudancas climaticas, ha predominancia da radiacdo UV-A, que pelo maior
comprimento de onda é mais penetrante na atmosfera que as demais (MORREY et
al., 1991). A radiacdo UV-A é pouco absorvida pelas células vivas, tendo menor
capacidade de causar danos ao DNA. Ela possui reduzida capacidade
antimicrobiana, ainda que possa ser usada para esse fim por facilitar a oxidacédo de
acidos graxos da membrana celular e aumentar a formacdo de peroxido de
hidrogénio como mecanismo de defesa das células apdés sua absorcdo por
cromoforos ali presentes (BINTSIS et al., 2000).

Ja a radiacdo UV-C, quase totalmente filtrada pela atmosfera terrestre, vem
sendo utilizada em alimentos como uma maneira de aumentar o tempo de
conservacao pela capacidade de diminuir a populacdo de micro-organismos
contaminantes, preservar caracteristicas sensoriais de hortalicas, frutas e produtos
derivados, além de aumentar a concentragdo de diversos antioxidantes (ALLENDE;
ARTES, 2003; FREITAS et al., 2015; UNLUTURK; ATILGAN, 2015), causando
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alteracoes de resposta de diversos genes associados tanto ao metabolismo geral
(priméario) quanto ao especializado (secundério) (XI et al., 2014).

Em geral, uma maior efetividade para acdo em organismos vivos é
encontrada no comprimento de onda de 254 nm, na regido do UV-C (BINTSIS et al.,
2000). A dose de radiacao UV-C mais eficiente para acéo desinfetante depende do
tipo de superficie em que sera aplicada (alimentos com caracteristicas mais planas
ou circulares) e tipo de micro-organismo a ser eliminado (BIRMPA; SFIKA;
VANTARAKIS, 2013). Esta radiacdo possui a limitacdo de ser uma forma néo
penetrante, mais utilizada para a descontaminacdo de superficies, ar e alimentos
liqguidos (SOMERS; SITES; MUSGROVE, 2009).

A radiacdo UV pode também ser responsavel pela inativagdo enzimatica, tal
como de polifenoloxidases, ainda que na presenca de pigmentos possa haver uma
inativacdo mais lenta pela absorcdo da energia radiante por estes (FALGUERA et
al., 2012). O conteudo de proteinas ao longo do armazenamento por 5 a 20 dias de
frutos de tomate € aumentado pela aplicacdo de radiacdes UV-B e UV-C em relacéo
aos nao aplicados, porém ocorre também menor perda de massa, maior retencéo de
firmeza, solidos soluveis e acucares solaveis (LIU et al., 2012), podendo estar
relacionada a inativacdo de enzimas que agem sobre estes compostos, cuja
degradacéao esta relacionada a senescéncia.

A aplicacdo de radiacdo UV-C mostrou-se como meio eficaz para manter a
coloracdo de brocolis, com menor atividade de enzimas que agem degradando a
clorofila, além de diminuir a taxa de respiracdo ao longo de armazenamento a 20 °C
e aumentar significativamente a quantidade total de compostos fendlicos, porém
sem diferencas significativas no teor de flavonoides (COSTA et al., 2006).

Doses de radiacdo UV-C ja aplicadas a brécolis variaram de 1,5 a 15 kJ.m?
(COSTA et al., 2006; LEMOINE et al., 2008; BUCHERT; CIVELLO; MARTINEZ,
2011; MARTINEZ-HERNANDEZ et al., 2011; GOMEZ-LOBATO; CIVELLO;
MARTINEZ., 2012). De modo geral, quando aliada ao emprego de tratamento
térmico, pode contribuir para preservar a cor e caracteristicas organolépticas
(LEMOINE et al., 2008). Doses intermediarias aumentam a preservacao e o teor de
compostos fendlicos, sendo que as melhores doses para preservacdo de cor foram
de 7 klJ.m? e 10 kJ.m2. Doses mais altas, de 14 kJ.m? e 15 kJ.m?, resultam em
perdas de qualidade e menor vida de prateleira pela mudanga na cor. A alteragao

ocorre provavelmente pela liberacdo de Mg?* da molécula de clorofila, que é um
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composto diretamente relacionado com a qualidade da hortalica (COSTA et al.,
2006; MARTINEZ-HERNANDEZ et al., 2011).

2.4 Metabdlitos e andlises de conservacdo de brocolis

O brocolis (Brassica oleracea L. var. italica) pertence a familia Brassicaceae,
gue inclui espécies vegetais importantes economicamente e também o organismo
modelo Arabidopsis thaliana. Muitos membros desta familia possuem caracteristicas
de acumulacdo de compostos bioativos como carotenoides, acido ascorbico e
glicosinolatos (ROBBINS et al.,, 2005; MANH; REYES, 2012), discutidos a seguir.
Anteriormente, foram relatados diversos efeitos de aumento dos teores destes
compostos pelos tratamentos propostos neste estudo.

Porém, um dos principais aspectos relacionados a pos-colheita da hortalica
€ a ocorréncia de senescéncia avancada, consumindo agua e outros metabolitos
durante o armazenamento (HASPERUE; CHAVES; MARTINEZ, 2011). Tal processo
€ detectado principalmente pelo amarelecimento, devido a degradacao de clorofilas.
Concomitantemente, sdo observadas perdas de turgor e de acuUcares, acidos
organicos e proteinas (EASON et al., 2007). O cultivo em aporte hidrico reduzido e
aplicacdo de radiacfes também foram relacionados nesta revisdo com o aumento do
periodo de conservacao de brocolis.

Os meétodos utilizados na literatura para determinar a vida de prateleira
incluem a andlise sensorial, através de parametros tais como firmeza, coloracéao
verde/amarelada e compactacao das inflorescéncias (WURR et al., 2002). Porém, é
usual sua substituicdo pela determinacdo da cor e calculo de angulo Hue a partir das
coordenadas L, *a e *b, uma vez que a técnica apresenta resposta objetiva e é de
mais facil execucéo. Diversos trabalhos utilizam como parametro para determinacao
da vida de prateleira o declinio em 30% do valor de angulo Hue observado logo apés
a colheita (JIN et al., 2015; YUAN et al., 2010; KU; WILLS, 1999). Os valores de
angulo Hue proximos ao eixo de 180° em um grafico correspondem a coloracéo
verde, enquanto valores préximos a 90° representam a coloracdo amarela. Entre
esta faixa de valores, de 90° a 180° valores mais altos de angulo Hue sao

observados em brécolis com maior contetdo de clorofilas (COSTA et al., 2006).
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2.4.1 Clorofilas e Carotenoides

A estrutura tetrapirrdlica encontrada nas clorofilas é sintetizada a partir do
glutamato, produzindo acido aminolevulinico que, apds reacdes sequenciais, produz
fotoforirina IX. A partir dai, Mg-quelatases catalizam a inser¢cdo de Magnésio na
molécula, produzindo Mg-protoporfirina e, sequencialmente, protoclorofilida, que é
reduzida a clorofilida também por via enzimatica (TERRY;KENDRICK, 1999). J4 a
cadeia hidrofébica é sintetizada a partir de geranilgeranil difosfato, um terpeno
envolvido na biossintese de outros compostos, como carotenoides e tocoferois. A
acdo de geranilgeranil redutase produz clorofila fitilada. A degradacao da molécula
pode ocorrer pela perda de Magnésio, produzindo feofitina, que por sua vez resulta
em fitol apds a agéo de feofitinases; o fitol pode ainda ser produzido diretamente a
partir da molécula de clorofila pela acdo de clorofilases, acarretando na perda de
clorofilida (ZHANG et al., 2014, ZHANG et al., 2015).

As moléculas de clorofila sdo responsaveis pela absorcdo de energia solar
nos fotossistemas, que pode ser convertida em energia bioquimica durante a
fotossintese ou ser dissipada para fotoprotecdo, ou ainda reemitida como
fluorescéncia (EVANS, 2013; FRYDENVANG et al., 2015).

A formacdo de ROS durante o processo de fotossintese ocorre pela
transferéncia de elétrons da cadeia transportadora de elétrons ou de energia de
moléculas de clorofila excitadas, a molécula de oxigénio durante a fase fotoquimica.
Quando em estresse, o0 processo € intensificado pela inibicdo parcial da
fotossintese, e os carotenoides atuam como agentes de quenching das moléculas
de clorofilas triplete e de oxigénio singlete. Tal processo pode ocorrer pelo ganho de
energia a partir das moléculas excitadas, que apos € dissipada ao ambiente, ou pela
reacdo de oxidacdo em sua molécula, reversivel apenas por interacdes com
enzimas (RAMEL et al., 2012). Os carotenoides sdo capazes de agir deste modo
pois estdo presentes no fotossistema Il, complexo que absorve a luz do sol e a
transfere para o centro da reacdo ou dissipa 0 excesso de energia, por mecanismo
de fotoprotecao (RUBAN et al., 2007).

A sintese dos carotenoides é originada na rota MEP (2-C-metil-D-eritritol 4-
fosfato) localizada nos plastideos, a partir de gliceraldeido-3-fosfato e piruvato; as
moléculas de isopentenil difosfato (IPP) edimetilalil difosfato (DMAPP) formadas sédo

entdo condensadas, produzindo geranilgeranil difosfato. Quando duas destas
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moléculas sdo condensadas, forma-se o fitoeno e, que por acdo de diferentes
enzimas da rota metabdlica, ddo origem aos diferentes compostos, tais como
licopeno, &- e o- carotenos e, posteriormente zeinoxantina e luteina ou y- e [3-
carotenos, zeaxantina, cantaxantina, astaxantina ou anteraxantina, violaxantina e
neoxantina (HOSSAIN, 2011; CAZZONELLI et al., 2010). Os principais carotenoides
encontrados em brdcolis sdo luteina, B-caroteno e violaxantina (Figura 1) (ZHANG et
al., 2004).

N O G S

B-caroteno

OH

N N S SN

HO

Violaxantina

Figura 1 - Estrutura dos carotenoides luteina, B-caroteno e violaxantina

2.4.2 Acido Ascérbico

Assim como os carotenoides, o acido ascorbico também esta envolvido na
detoxificacdo de ROS, atuando como cofator de enzimas cujas atividades aumentam
em situacdes de estresse. Com esta funcédo, interfere nas atividades de 1-
aminocicloprapano-1-carboxilato-oxidase (biossintese de etileno), giberelina 3-B-
dioxigenase (biossintese de giberelina), timina dioxigenase e pirimidina
deoxinucleosideo (metabolismo de pirimidina), violaxantina de-epoxidase
(biossintese de zeaxantina) e tioglicosideo glicohidrolase (catabolismo de
glicosinolatos) (KHAN; MAZID; MOHAMMAD, 2011).

O ascorbato é o antioxidante majoritario em células vegetais, podendo atuar

juntamente com a ascorbato peroxidase (APX) na reducdo de H»O: citosolico,
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produzindo monodehidroascorbato radical (MDHA) e dehidroascorbato (DHA), que
pode ser reconvertido a ascorbato por NAD(P)-dependente MDHA redutase e
glutationa (GSH)-dependente redutase (SMIRNOFF, 2000).

O éanion L-ascorbato e o &cido dehidroascérbico fazem parte da rota de
catabolismo do acido L-ascérbico (BANHEGYI; LOEWUS, 2003) (Figura 2).

HO HO HO

HO © HO 0 HO ©

HO OH HO o o o)

Figura 2 - Estrutura do &cido L-ascorbico, anion L-ascorbato e acido dehidroascorbico

O acido ascorbico pode atuar como antioxidante isoladamente por meio da
doacédo de um elétron, regenerando moléculas que haviam se tornado radicais apés
ter atuado como antioxidantes, tais como a-tocoferol. A partir de uma série de
reacdes de oxidacédo, a partir do acido L-ascorbico sao produzidos MDHA, DHA e
acido 2,3-cetoglucénico, quando ocorre a ruptura do anel. A biossintese do acido L-
ascorbico ocorre a partir de acucares como D-galactose e D-glicose e de acidos
urénicos (DAVEY et al., 2010).

Os compostos acido ascorbico e acido dehidroascérbico sédo altamente
instaveis ao aquecimento, que reduz seus teores a menos da metade do conteudo
original apés o cozimento de brécolis e outros vegetais. Além disso, altas
temperaturas durante o armazenamento e cortes severos durante a pés-colheita séo

responsaveis por reducdes consideraveis (LEE; KADER, 2000).

2.4.3 Glicosinolatos e Isotiocianatos

A rota metabdlica dos glicosinolatos (Figura 3), compostos encontrados em
plantas da familia Brassicaceae, pode ter sua expressao alterada pelos estresses
provocados por fatores bidticos como patégenos e herbivoros, ou abidticos, como
temperatura, luz, radiacdo UV, aplicacdo de horménios, uso de fertilizantes e
presenca de metais (JAHANGIR et al., 2009; MEWIS et al., 2012).
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Fonte: Adaptado de HANSCHEN et al., 2012; LIU et al., 2014
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Porém, segundo Rosseto et al. (2013), existem poucos estudos sobre
alteracBes poés-transcricionais e traducionais de enzimas envolvidas nas rotas
de glicosinolatos, inclusive de mirosinases, que promovem a hidrolise de
glicose dos glicosinolatos gerando subsequentemente isotiocianatos e outros
compostos.

Os beneficios causados pelo aumento de glicosinolatos seriam
principalmente relativos ao maior potencial bioativo do alimento, uma vez que
um dos produtos da hidrélise desses compostos, 0s isotiocianatos, possuem
atividade anticarcinogénica, sendo o sulforafano o principal destes compostos
em brocolis (MAHN; REYES, 2012). Alguns outros compostos que podem ser
produzidos, dependendo de caracteristicas intrinsecas do alimento, s&o
tiocianatos, nitrilas, epitionitrilas e tionas (GHAWI; METHVEN; NIRANJAN,
2013).

Mutagbes nos genes que codificam para as enzimas envolvidas na rota
de biossintese, aléem de alterar os metabdlitos alvo, podem também alterar a
formacdo de hormdénios vegetais (GRUB; ABEL, 2006). Segundo Mikkelsen et
al. (2003), a rota de formacao de glicosinolatos esta relacionada aos horménios
acido salicilico, acido jasmbénico e etileno. Estes compostos tém sua
guantidade aumentada em plantas cultivadas sob estresse salino, o que pode
ocorrer também em plantas cultivadas com limitacdo do aporte hidrico
(ZAGHDOUD et al., 2012). A perda de funcdo da enzima CYP79F1 em plantas
mutantes, responsavel pela conversdo de dihomometionina (metionina com
cadeia elongada) a aldoxima, por exemplo, leva a inativacdo da formacéo de
glicosinolatos alifaticos, como os provenientes de metionina, e aumento de
acido indol-3-acético e citocininas em Arabidopsis thaliana (TANTIKANJANA et
al., 2004).

Muitos compostos formados pelas enzimas citocromo P450s, entre as
guais as enzimas CYP79, sdo parte de mecanismos de defesas das plantas
contra toxinas e estresses bidticos por insetos e outros herbivoros. A
biossintese destes compostos de defesa tem como sinalizadores metabdlitos
cujas rotas também possuem P450s, tais como jasmonatos (SCHULER, 2011).
Quando néo estdo em condi¢cbes adversas, 0s vegetais armazenam compostos
de defesa em sua forma inativa, muitas vezes pela ligagdo com glicose.

Havendo uma ruptura do tecido pela provavel ameaga, enzimas agem para
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quebrar a ligacdo com a molécula, o que a torna ativa. Como exemplo, 0s
cianosideos glicogénicos, também ligados a glicose, possuem a capacidade
de, pela quebra da ligagdo com esta molécula quando entram em contato com
B-glicosidases e a-hidroxinitriloliases, liberar cianeto de hidrogénio (HCN), que
inativa 0 complexo citocromo oxidase da respiracao celular e € tdxico aos
organismos predadores (MORANT et al., 2008; ZAGROBELNY et al., 2004). Ja
no caso dos glicosinolatos, a presenca de enzimas S-tioglicosidases, chamadas
mirosinases, nas plantas e microbiota intestinal dos animais que os consomem,
propiciam a hidrélise dos mesmos a isotiocianatos (CLARKE et al., 2011). Ku et
al. (2016) salientam que hortalicas consumidas cruas podem ser uma fonte
potencial de isotiocianatos, uma vez que as mirosinases se encontram intactas,
assim possivelmente ativas.

Os principais glicosinolatospresentes em brécolis sdo glicorafanina e
glicobrassicina, que d&o origem ao isotiocianatos sulforafano e indol-3-carbinol
(Fig. 4), respectivamente (JONES et al., 2010).
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Figura 4 - Glicosinolato glicorafanina e isotiocianato sulforafano (a) e glicobrassicina e indol-3-

carbinol (b)

2.2.4.1 Andlises de glicosinolatos e isotiocianatos

As técnicas utilizadas para a analise destes compostos incluem

cromatografia liquida acoplada a detector UV por arranjo de diodos, em que 0s
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glicosinolatos sdo analisados em sua forma dessulfatada, apdés reacdo
realizada por enzimas sulfatases purificadas comerciais (OMIROU et al., 2013;
VALLEJO et al., 2003), cromatografia liquida acoplada a espectrometria de
massas, para analise de glicosinolatos intactos (ARES et al.,, 2014;) e de
glicosinolatos dessulfatados (JIA et al., 2009; RAMOS et al.,, 2011) e
espectrometria de infravervelho proximo (NIR, do inglés Near InfraRed
spectroscopy) (HERNANDEZ-HIERRO et al., 2014; HERNANDEZ-HIERRO et
al., 2012) onde é possivel determinar o conteudo total de glicosinolatos, assim
como predizer sua localizacdo nos vegetais. Em brdocolis, concentracfes
superiores a 10 pmol.g? em matéria-seca sdo observadas nas extremidades
dos floretes (HERNANDEZ-HIERRO et al., 2014).

A andlise de isotiocianatos totais pode ser realizada por cromatografia
liquida e cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas
(MATERA et al., 2012; CHOI et al., 2004), pela quantificacédo de 1,3 benzoditiol-
2-tiona, produto formado pela reacéo entre o grupamento C=S pertencente aos
diferentes isotiocianatos, tanto alifaticos quanto aromaticos e o reagente 1,2
benzenoditiol (ZHANG, 2012). Neste tipo de técnica, € possivel realizar
também a determinacdo dos glicosinolatos totais, promovendo a acdo de
mirosinases de modo a transformar todos os glicosinolatos presentes nos
vegetais em isotiocianatos (GUO et al., 2013).

A analise direcionada de alguns isotocianatos conjuntamente com seus
glicosinolatos precursores, tais como alil e benzil isotiocianatos e sinigrina,
sinalbina, (HERZALLAH; HOLLEY, 2012) e de glucorafanina e sulforafano
(BUDNOWSKI et al.,, 2013) pode ser realizada por cromatoégrafo liquido
acoplado a detector UV-Vis utilizando padrdes de todos os componentes
desejados para construcdo de curvas de calibracéo e identificacdo do analito

através de comparacao entre seus tempos de retencéo.
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3 Materiais e Métodos

3.1 Condicbes de estresse pré-colheita e caracterizagcédo dos solos por

experimento

O desenho experimental previa o cultivo da hortalica sobre trés tensdes
de agua no solo — regular, com valor maximo de tensdo de agua no solo de
15 kPa, e reducdo de aporte hidrico moderado e intenso, com tensdes
maximas de 45 e 75kPa, com delineamento experimental de blocos
casualizados com trés unidades experimentais de cada um dos trés niveis do
tratamento pré-colheita (regular, moderado, intenso), sendo considerada uma
unidade experimental um canteiro de 12 plantas (experimento verdo) ou
20 plantas (experimentos inverno), totalizando 9 canteiros por experimento
(Fig. 5). Ap6s a colheita, os brécolis de todas as unidades experimentais
seriam minimamente processados a floretes, e receberiam as doses de 0, 7 e
10 kJ.m?de radiacédo UV-C.

Figura 5 - Cultivo de brécolis em trés niveis de tensdo de &gua no solo - 15, 45 e 75 kPa - e
esquema demonstrativo (direita abaixo) de processamento dos brécolis de cada unidade
experimental a floretes e aplicagéo de radiagcdo UV-C -0, 7 e 10 kJ. m™

Porém, no decorrer dos experimentos, ndo foram obtidas duas tensdes
de agua no solo que representam valores de estresse, deste modo, foram
considerados os brdocolis com aporte hidrico reduzido agueles com tenséao de
até 75 kPa e sem estresse hidrico aqueles cuja tensdo média ndo ultrapassou
15 kPa. Segundo Tangune (2016), o aumento da tensdo de agua no solo, de
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30 kPa, 45 kPa, 60 kPa, 75 kPa até 90 kPa diminui o tamanho de brécolis em
relacdo as plantas cultivadas sob 15 kPa (condig¢&o controle).

As colheitas foram apresentadas como realizadas no veréo (fevereiro e
margo de 2014 — Experimento 1) e no inverno (outubro de 2014 e 2015 —
Experimento 2 e 3). Devido a complexidade nas respostas obtidas, optou-se
por discutir separadamente os tratamentos como pré-colheita (disponibilidade
hidrica) e pdés-colheita (aplicacdo de UV-C). No tratamento pré-colheita, quando
similares as respostas em ambas colheitas da estac&o, os resultados foram
apresentados em dois graficos, um para cada. No tratamento pdés-colheita,
guando néo significativas as diferencas entre os resultados das colheitas 1 e 2
do Experimento 1 ou dos Experimentos 2 e 3, foram tratados como repeticdes
e apresentados em um unico grafico. Quando os efeitos divergiram em todos

0S casos, os resultados foram apresentados separadamente em tabelas.

3.1.1 Experimento 1 —2013/2014 verao

Sementes de brocolis (Brassica oleraceae L. var. italica cv. Legacy)
foram colocadas para germinar em 25 de outubro de 2013, transplantadas aos
27 dias de novembro do mesmo ano para canteiros medindo 3 x 1 m,
localizados no municipio de capdo do Ledo — RS (31°52°00" S; 52°21°24" O -
altitude 13.24 m), espacamento entre plantas de 50 cm e entre canteiros de 40
cm. O solo possuia a caracteristica de composicdo 123 g.dm de argila, 205
g.dm de silte e 672 g.dm de areia, além de 28 g.dm= de matéria-organica,
com nitrogénio estimado de 1,4 g.dm=3, 47,3 mg.dm3 de P; 32 mg.dm3de K;
3,54 cmolc.dm3de Ca, 0,884 cmol..dm3 de Mg, pH de 5,5 e CTC 4,5 cmolc.dnr
3. A irrigacdo foi realizada por gotejamento e, anteriormente a formacdo da
inflorescéncia, manteve-se a tensao de agua no solo em nivel inferior a 15 kPa,
através de controle manual, permitindo que a irrigacéo fosse realizada sempre
gue atingida a leitura equivalente a esta tensdo. Apds esse periodo, o0s
tratamentos estresse hidrico e controle foram diferenciados, com tensdes de
agua no solo de até 75 e 15 kPa, respectivamente. A irrigacdo, entdo, passou a

ser aplicada apenas quando os valores de tensao atingiam os valores citados.
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Foram utilizados trés canteiros em linha reta para cada um dos dois
tratamentos (controle e estresse hidrico). Os canteiros continham, cada um,
doze plantas, utilizando-se um tensidmetro no canteiro central para o controle
das condi¢cdes de tensdo de agua no solo. Os brécolis apresentaram
crescimento desigual, sendo por este motivo colhidos em duas datas distintas:
18 de fevereiro de 2014 (denominado Colheita 1) e 4 de margo de 2014
(denominado Colheita 2). Na Tabela 1 estdo as datas pertinentes para o
experimento 1, tais como o transplante, florescimento, periodo em que houve

diferenciacdo entre tratamentos e data de colheita.

Tabela 1 - Datas de transplante, florescimento, colheita e periodos de estresse hidrico em
plantas pertencentes ao primeiro experimento

Colheita Transplante Florescimento Estresse Colheita  DSE
Hidrico

1 27/11/13 26/01/14 06 a 12/02/14 18/02/14 6

2 27/11/13 26/01/14 06a 12/02/14; 04/03/14 9
19a 23/02/14

* DSE — Numero de dias sem estresse até a colheita

Na Figura 6 estdo as tensfes de agua no solo obtidas para as plantas
com estresse hidrico e controle durante os periodos em que houve
diferenciacao entre os tratamentos, apresentados na Tabela 1.

Para os brécolis colhidos em fevereiro (Colheita 1 do Experimento 1),
foram alcancadas tensdes de agua no solo médias de 72,80 + 7,07 kPa para a
condicao de estresse hidrico e de 8,19 + 5,18 kPa para o controle durante sete
dias, sendo a colheita realizada seis dias apos este periodo de diferenciacéo
de tratamentos. Para os brocolis colhidos em marco (Colheita 2 do
Experimento 1), as tensdes do segundo periodo de estresse foram de 55,13 +
12,03 kPa e 15,00 + 13,20 kPa, respectivamente, aplicadas por cinco dias,

ocorrendo a colheita nove dias apos.
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*A linha pontilhada no extremo inferior do grafico refere-se aos dias contabilizados para
determinacéo da tensdo média do periodo.

A curva de retencdo de agua no solo (Fig. 7) foi construida apds coleta
de amostras de solo dos canteiros centrais dos tratamentos, a 0,2m de
profundidade, determinando-se a umidade volumétrica nos pontos de tensfes
aplicados (0, 10, 60, 102, 340, 1020 e 15300 mm de H,0) e gerada através do
software on-line SWRC Fit (SEKI, 2007), que demonstra o comportamento da
umidade do solo em funcdo da tensdo de agua. A partir desta, as tensdes
médias de agua no solo durante os periodos de estresse ja mencionados, de

72,80 kPa e de 8,19 kPa na colheita realizada em fevereiro e de 55,13 kPa e
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15,00 kPa na colheita realizada em margo, representam percentuais de agua
no solo de 21 e 28% e de 22 e 26%, respectivamente.
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Figura 7 - Curva de retencdo de agua do solo onde foram desenvolvidos os experimentos, no
municipio de Capao do Ledo-RS
Fonte: http://swrcfit.sourceforge.net/, 2015.

3.1.2 Experimento 2 — 2014 inverno

A semeadura ocorreu em 2 de maio de 2014, sendo as plantas
transplantadas em 11 de agosto do mesmo ano. A partir deste experimento,
diferentemente do anterior, foi aumentada a area de cultivo das plantas, onde
cada um dos trés niveis do tratamento pré-colheita foi cultivado em um canteiro
anico, porém com area equivalente a trés unidades experimentais de 20
plantas, com espacamento entre plantas de 0,6 m e entre as duas linhas de
plantas por canteiro, também de 0,6 m. Foi aplicada cobertura sobre os
canteiros, consistindo de sistema de tunel baixo com arcos de 1,80 m de
comprimento, cobertos por polietileno transparente de baixa densidade (PEBD)
e plastico mulching como cobertura do solo (Figura 8). De acordo com o
Manual de adubacdo e calagem para o RS, quando fésforo ou potassio se

encontram em altas concentragdes no solo, recomenda-se a aplicagédo de 180
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e 220 kg.ha'! de P.0s e K20 no primeiro cultivo e nos subsequentes. Pela
analise do solo realizada durante a conducdo do experimento 1, o potassio se
encontrava em concentracdes altas, maiores do que 42 mg.dm=3, de modo que
foi aplicado fertilizante misto constituido por Nitrogénio, Fosforo, Potéssio
(NPK) que possuia a propor¢gdo de 4-10-11,na quantidade de
aproximadamente 30 g por sulco aberto para a transferéncia das mudas de
brécolis, ou de 5,5 kg.124 m2, que representa a area total onde o experimento
foi implantado.

Figura 8 - Sistema de plantio de tlnel baixo (a) e cobertura do solo com plastico mulching (b)
para o cultivo de brécolis nos experimentos (2 e 3) conduzidos no inverno de 2014 e 2015

Foram considerados os valores de tensdo de agua no solo obtidos a
partir do dia 17/10/2014 para o céalculo da média no periodo de estresse, uma
vez que anteriormente a esta data, por problemas no tensiémetro instalado no
canteiro central do tratamento de estresse hidrico, ndo héa leituras para o
tratamento. Deste modo, as tensdes de agua no solo médias alcancadas
durante o experimento foram 16,15 + 5,99 kPa e 50,93 + 13,95 kPa para os
tratamentos sem e com estresse hidrico (Figura 9). A colheita ocorreu dia 27 de
outubro de 2014, seis dias ap6s o periodo de diferenciacdo entre tratamentos
pré-colheita. O surgimento das primeiras inflorescéncias se deu em 30 de
setembro de 2014.
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Figura 9 - TensOes de agua no solo durante o cultivo de brocolis pertencente ao experimento 2,
colhidos em 27 de outubrode 2014. A linha pontilhada no extremo inferior do grafico refere-se
aos dias contabilizados para determinacdo da tensdo média do periodo

*A linha pontilhada no extremo inferior do grafico refere-se aos dias contabilizados para
determinacao da tensdo média do periodo.

As meédias de valores de tensdo de agua no solo quando inseridas na
curva de retencdo de agua determinaram os valores de 22 e 26% de conteudo
volumétrico de agua no solo, respectivamente, para os tratamentos estresse

hidrico e sem estresse hidrico.

3.1.3 Experimento 3 — 2015 inverno

A semeadura ocorreu em 4 de maio de 2015 e o transplante em 16 de
julho de 2015, ocorrendo o florescimento em 25 de setembro e a colheita em
12 de outubro de 2015. Foi analisado o solo anteriormente ao cultivo, que
possuia as caracteristicas de composicdo de 27 g.dm de matéria-organica, N
estimado de 1,35 g.dm3, 94,8 mg.dm3 de P; 40,0 mg.dm™ de K; 5,4 cmolc.dm3
de Ca, 1,3 cmolc.dm= de Mg, pH de 5,5 e CTC 7,0 cmolc.dm™3. Com o0 aumento
do fésforo em relacdo a andlise anterior do solo, que era de 47,3mg.dm=, ao
invés de aplicar fertilizante para a complementacdo com 180 e 200 kg.ha' de P

e K para os cultivos subsequentes de brdcolis, aplicou-se fertilizante misto com
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proporcdo de fosforo diminuida, sendo o mesmo constituido por Nitrogénio,
Fosforo e Potassio com a proporcao 4-10-20, utilizando-se 30 g por sulco e
5,5kg.124 m? da area total. As tensdes de dgua estdo mostradas na Figura
10, possuindo médias de 11,86 + 5,05 kPa e 49,76 + 9,64 kPa na semana
correspondente ao periodo de estresse, que equivalem a contetdos de agua
no solo de 27 e 22%, para os tratamentos sem e com estresse hidrico. A
colheita foi realizada em periodo de dois dias ap6s o final do periodo de

diferenciacao entre os tratamentos.
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Figura 10 - TensGes de agua no solo durante o cultivo de brécolis durante o experimento 3,
colhidos em 12 de outubro de 2015

* A linha pontilhada no extremo inferior do gréfico refere-se aos dias contabilizados para
determinacéo da tensdo média do periodo

3.2 Condicbes de estresse pds-colheita

Apbs as colheitas, os brocolis foram primeiramente medidos e pesados,
conforme descrito posteriormente.

Apébs, processou-se as inflorescéncias a floretes com aproximadamente
6 cm de altura, que foram higienizados durante 10 minutos em solucdo de
hipoclorito de sédio 150 ppm com pH ajustado a 5,5. Apds, o “pool” de floretes,
proveniente dos trés canteiros, foi redividido em trés partes nos experimentos 2
e 3, que por sua vez foram dispostos em bandejas de modo que a superficie

dos floretes recebesse as diferentes doses de radiagcao UV-C, que representa o
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tratamento pés-colheita (Fig. 11). Deste modo, obtiveram-se trés bandejas com
cada uma das doses de UV-C utilizadas nos experimentos 2 e 3 e, pela
guantidade reduzida de plantas, uma bandeja para cada tratamento no

experimento 1.

Figura 11 - Disposicédo dos floretes de brécolis nas bandejas para aplicacdo de tratamento com
radiacdo UV-C

Para aplicacdo de radiacdo UV-C, as bandejas foram dispostas em
camara que possui as dimensdes de 95 x 80 X 60 cm distantes 45 cm de
lampadas UV-C de 30 W Phillips®. A intensidade da radiacédo foi determinada
utilizando um medidor de luz ultravioleta digital “Instrutherm” RS-232 Modelo
MRUR-203, sendo calculado o tempo de permanéncia dos brocolis ha camara
para que fossem aplicadas as doses de 0 kd.m?2, 7 kJ.m? e 10 kJ.m? de
radiacdo, condicdes que apresentaram as melhores respostas metabolicas
para a cultura segundo a literatura (COSTA et al., 2006; LEMOINE et al., 2008;
BUCHERT; CIVELLO; MARTINEZ, 2011; GOMEZ-LOBATO; CIVELLO;
MARTINEZ, 2012).

Para o armazenamento, as bandejas foram envoltas em filme de PVC
transparente de 11,34 mg.m? e mantidas sob refrigeracdo a 4°C + 1 °C. O
Experimento 1 foi mantido em armazenamento por até 7 dias, realizando-se
amostragens a cada 2 dias. Ja nos Experimento 2 e 3,pela maior quantidade
de plantas em relacdo ao primeiro experimento, as amostragens foram
realizadas nos dias 1, 3, 5, 7, 9, 11 e 15 de armazenamento. As amostras
foram liofilizadas (Liofilizador Liotop L 101, Brasil), trituradas em moinho de

bola (Marconi® MA 350, Brasil) e novamente liofilizadas para eliminar umidade
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possivelmente incorporada durante o processo de moagem. Todas as analises
realizadas com o po obtido foram realizadas em triplicata.

3.3 Anélises

3.3.1 Anélises de crescimento

ApoOs a colheita, as inflorescéncias de brécolis foram caracterizadas

segundo seu peso, altura e diametro inferior e didmetro superior (Figura 12).

Diametro superior

Altura

— Diametro inferior

Figura 1 - Demonstrac@o de medi¢c&do dos didmetros superior, inferior e altura de brdocolis

Para a padronizacdo das medicdes das inflorescéncias, foi considerada
a parte do pedunculo a partir da qual se observa a primeira ramificacdo para
formacdo dos floretes. O diametro superior consistiu da distancia, em
centimetros, entre uma extremidade a outra da inflorescéncia; o diametro
inferior, da distancia, em centimetros, entre as extremidades do pedudnculo
cortado. E a altura, em centimetros, consistiu da distancia entre a base do

pedunculo ajustado até os floretes superiores da inflorescéncia.
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3.3.2 Potencial osmoético

Esta analise foi realizada nos brocolis cultivados nos experimentos 2 e 3.
Utilizou-se osmometro de pressédo de vapor modelo 5600 VAPRO (Wescor,
Logan, Utah, EUA). Amostras das inflorescéncias de aproximadamente 500 mg
foram maceradas em tubos de centrifuga de 1,5 mL com auxilio de bastdo de
vidro. Posteriormente, o extrato obtido foi centrifugado a 3000 g, a temperatura
de 4°C durante 2 minutos, utilizando-se 10 yL para realizacdo das leituras.
Para conversdo dos valores de osmolalidade em mmol kg? a potencial
osmotico (Ws), utilizou-se a equagao de Van’t Hoff em que Ws = -C x 2,58 x 10

3, na qual C é o valor de osmolalidade.

3.3.3 Analise de cor da superficie

A andlise de cor foi realizada em quinze floretes de cada tratamento,
logo apds sua retirada do armazenamento, anteriormente a liofilizacdo. Foi
utilizado colorimetro Minolta CR300 (Osaka, Japao), que forneceu as
coordenadas de cor L*, a* e b*. A partir destas coordenadas foi calculado o
parametro angulo Hue segundo a equacdo °Hue = tan*' (b/a) para “a” e “b”

maiores que zero ou °Hue = 180° + tan (b/a) para “a” menor que zero e “b”
maior que zero (LEMOINE et al., 2008).

3.3.4 Teor de carotenoides e clorofilasaeb

Foram pesados aproximadamente 0,05 g de brocolis em p6, diluidos em
5 mL de acetona 80%, seguido de agitagdo em “vortex” durante 1 minuto. A
seguir foram centrifugadas a 6,000 x g por 10 minutos, sendo em seguida
separado o sobrenadante para leitura em espectrofotobmetro Jenway 6705
UV/Vis. Os comprimentos de onda utilizados para leitura foram 646,6 nm,
663,6 nm e 440,5nm. Os componentes foram determinados segundo as
equacdes propostas por PORRA et al. (1989), sendo os resultados expressos

em pg do componente por grama de amostra.
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3.3.5 Aclcares redutores

Os acucares redutores foram determinados através da reagdo por 5
minutos a 100 °C de 0,5 mL de extrato com 1 mL de acido 3,5-dinitrosalicilico,
seguida de ajuste do volume da solugdo a 10 mL. Os extratos foram obtidos
pela homogeneizacdo de aproximadamente 0,2 g de broécolis liofilizados com
12 mL de etanol, seguida de centrifugacéo a 12.000 g por 15 minutos a 4 °C
(LEMOINE et al., 2008). Os limites de detecc¢éo e de quantificacdo obtidos apds
construcdo da curva de calibracéo utilizando solucdo padrédo de glicose foram
de 0,042 e 0,139 mM de glicose, respectivamente. Os resultados foram

expressos em mmol de agUcares por quilo de amostra liofilizada.

3.3.6 pH e acidez total

Para as andlises de pH e acidez total, foi pesado aproximadamente 0,2 g
de brocolis em po, que foi misturado em 4 mL de agua. Procedeu-se a
mensuracao do pH e apos a amostra foi titulada com solugdo de NaOH 0,1 N
utilizando fenolftaleina como indicador. A acidez foi calculada em percentual de

acido citrico das amostras liofilizadas.

3.3.7 Acido Ascoérbico

A extracdo foi realizada utilizando acido metafosforico 5% como solvente
e 0,5 g de brocolis em po, seguida de filtracdo em papel filtro qualitativo e
ajuste do volume da solucdo (PATRAS; TIWARI; BRUNTON, 2011). A
determinacao foi realizada em HPLC-DAD segundo o método adaptado por
Quirds et al., (2009), onde se utilizou o comprimento de onda de maior
absorcao, de 254 nm, para a quantificacdo das amostras e durante a validacao
do método. A curva de calibracéo foi construida utilizando padrdo de acido L-
ascorbico, obtendo-se a equacgdo y = 101356x — 42460 a partir da média de
trés areas obtidas para cada ponto da curva, pela injecdo de solu¢des padréo

com concentragdo variando de 0,39 a 50,00 pug.mL1. Os limites de deteccéo e
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de quantificacéo para o método foram de 0,08 e de 0,25 ug.mL* e o percentual
de recuperacao para a amostra foi de 103,06%. Os resultados foram expressos

em grama de &cido ascorbico por quilo de amostra liofilizada.

3.3.8 Atividade de mirosinases

As enzimas foram extraidas segundo metodologia adaptada de
Kleinwachter, Selmar (2004). Brevemente, pesou-se 0,2 g de brocolis em p6
liofilizado e adicionou-se 8 mL de tampao fosfato 0,1 M, pH 5,7, sendo
homogeneizadas durante 15 segundos em agitador vortex. Prosseguiu-se
entdo a filtracdo dos extratos em papel-filtro qualitativo de 11 cm de diametro,
gramatura de 80 g.m? e 205 um de espessura, com maioria dos poros de 14
pm. O filtrado foi entdo aplicado a coluna constituida de Sephadex A-25
(preparada pela suspenséo de aproximadamente 100 mg de reagente para 2,5
mL de tampao fosfato pH 5,7, 0,1 M). Apds essa etapa para remocao dos
compostos de baixo peso molecular dos extratos, lavou-se as colunas com
mais 1 mL de tampéo fosfato pH 5,7, 0,1 M, tendo-se entdo a amostra
resultante para os testes enzimaticos. A metodologia de atividade enzimatica
baseia-se na quantificacdo da glicose liberada do substrato (adaptados de
CHEN et al. 2000; HARA; ETO; KUBOI, 2001; WANG et al., 2009). Foi
adicionado 50 pL do extrato enzimatico a 950 yL de meio constituido por
sinigrina 100 uM e acido ascérbico 0,8 mM em tampé&o citrato de sédio pH 6,0,
0,1 M. A mistura reativa foi incubada a 37 °C por 30 minutos. Para a
guantificacéo foi adicionado 1 mL de &cido 3,5-dinitrosalicilico as amostras, que
foram aquecidas a 100 °C durante 5 minutos. Apos os tubos serem resfriados
em agua corrente, procedeu-se a diluicdo de 1:10, sendo realizada a leitura das
absorbancias a 540 nm em espectrofotbmetro Jenway 6705 UV/Vis. A curva
padrao foi feita utilizando glicose anidra. O teor de proteina foi determinado
segundo método descrito por Bradford (1976), utilizando-se albumina de soro
bovina para construcdo da curva de calibracdo. Os resultados foram expressos

em mol de glicose formada por quilo de proteina presente nos extratos.
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3.3.9 Glicosinolatos totais e isotiocianatos

Glicosinolatos totais e isotiocianatos foram analisados utilizando
cromatégrafo gasoso acoplado a espectrometro de massas (GC-MS) no modo
de monitoramento de ions selecionados (SIM). A curva de calibracdo foi
construida pela reacdo de 0,1 mL de diferentes concentracdes de alil
isotiocianato com 0,1 mL de 1,2-benzenoditiol e 0,5 mL de tampéo fosfato pH
8,5, 0,07 M, promovendo a formacao de 1,3-benzoditiol-2-tiona, composto de
massa molecular 184,307 g.mol?, identificado previamente utilizando o modo
SCAN. Para a andlise dos isotiocianatos, 0,59 de brécolis em pd foram
adicionados de 10 mL de &gua destilada, ocorrendo a inativacdo das
mirosinases a 100 °C durante 30 minutos. Em seguida, o extrato foi filtrado em
papel filtro qualitativo e 0,2 mL deste foram adicionados de 0,5 mL de 1,2-
benzenoditiol 7 mM e 0,5 mL de tampéao fosfato pH 8,5, 0,07 M, para promover
uma reacdo de ciclocondensacdo com o0s isotiocianatos, que ocorreu a 65 °C
durante 2 horas, segundo Choi et al. (2004).

Para a determinacdo dos glicosinolatos totais, que incluiu os compostos
sulfurados presentes nas formas de glicosinolatos (isotiocianatos ligados) e os
isotiocianatos, anteriormente a reacdo de ciclocondensacdo com 1,2-
benzenoditiol, 0,5 g de amostra liofilizada foram incubadas por 3 horas a 40 °C
com 10 mL de solucdo tampao fosfato-citrato pH 4,0, 0,1 M com adicdo de
0,005 mmol.mL! EDTA e 0,05 mg.mL! de &cido ascérbico, de modo a
promover a completa liberacdo dos isotiocianatos pelas mirosinases
enddgenas do vegetal, a partir dos glicosinolatos, que podem ser determinados
através do produto de reacéo 1,3-benzendoditiol-2-tiona (GUO et al., 2013).

Obteve-se a equacdo y = 1979,8x — 2330,8 a partir da média de trés
areas obtidas para cada ponto da curva, pela injecdo de solu¢bes padrdo com
concentracdo variando de 0,2 a 50 uM de alil isotiocianato. Os limites de
deteccdo e de quantificacdo para o método foram de 0,0034 e 0,0104 uM e o
percentual de recuperacdo foi de 97,5%. Os resultados foram expressos em

mmol de equivalente a alil isotiocianato por quilo de amostra liofilizada.
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3.3.10 Anédlise estatistica

Os dados foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA). Os
tratamentos foram comparados através do teste Fischer (p < 0,05). Nas figuras,
foi utilizado o intervalo de confianga para comparar diferencas entre os tempos
de analise de um mesmo tratamento, e através do teste Fischer (letras, acima

das barras), entre os tratamentos diferentes no mesmo tempo.

4 Resultados
4.1 Experimento 1 —2013/2014 veré&o

4.1.1 Andlises de crescimento

Durante o primeiro experimento, colhido em datas distintas no verdo de
2014 (Colheita 1 - fevereiro de 2014 e Colheita 2 - marco de 2014), os
didametros superiores e inferiores ndo apresentaram diferengas significativas
devido a colheita ou ao tratamento com estresse hidrico (Tabela 2).

Tabela 2 - Parametros de tamanho das inflorescéncias de brocolis, através das colheitas do
verdo de 2014, cultivados sobre tensdo regular de agua no solo e de estresse

Irrigacao Diametro superior (cm) Diametro inferior (cm)
Regular 150 A 39 A
Estresse 16,3 A 44 A

Médias seguidas pela mesma letra mailscula na coluna ndo diferem pelo teste Fisher
(p = 0,05).

No entanto, o peso e altura diferiram devido a época de colheita
(Tabela 3).

Tabela 3 - Parametros de tamanho de brécolis cultivados sobre tenséo regular de agua no solo
e de estresse colhidos em fevereiro de 2014 (Colheita 1) e marco de 2014 (Colheita 2)

Irrigacao Colheita 1 Colheita 2
Peso (g) Regular 538,0 Aa 335,8 Bb
Estresse 424,2 Bb 508,0 Aa
Regular 17,8 Aa 16,8 Aa
Altura (cm) Estresse 15,2 Ab 19,6 Aa

Médias seguidas pela mesma letra mailscula na coluna e pela mesma letra mindscula na linha
nao diferem por cada variavel pelo teste Fisher (p < 0,05).
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Os brécolis colhidos em fevereiro (colheita 1) cultivados sob aporte
hidrico regular apresentaram peso maiores que os cultivados sob estresse, e
os colhidos em marc¢o (colheita 2) apresentaram o oposto, com média de peso
maior nas plantas cultivadas sobre estresse
Apesar de ndo se ter observado diferencas quanto a altura das
inflorescéncias nos tratamentos com e sem estresse hidrico de ambas as
colheitas, os brécolis colhidos em margco apresentaram maior altura do que
aqueles colhidos em fevereiro, analisando somente as plantas cultivadas sob

estresse.

4.1.2 Analise de Cor Superficial

No experimento 1, obtiveram-se maiores valores de angulo Hue no
tratamento estresse hidrico (Tabela 4) apenas apds a primeira colheita,

anteriormente ao armazenamento.

Tabela 4 - Angulo Hue (°h) anteriormente ao armazenamento de floretes de brocolis das duas
colheitas do Experimento 1, cultivados sob aporte hidrico regular e estresse

Irrigacao Colheita 1 Colheita 2
Regular 109,6 B 1059 A
Estresse 1185 A 1054 A

Médias seguidas pela mesma letra mailscula na coluna ndo diferem pelo teste Fisher
(p = 0,05).

Apdés 0 armazenamento, os valores passaram a nao diferir.

Em ambas as colheitas, a aplicacdo de doses de radiacdo UV-C de O, 7
e 10 kJ.m? resultou em alteracdes de angulo Hue apenas aos 7 dias de
armazenamento (Tabela 5), porém de maneiras diferentes. Na colheita 1, a
aplicacdo de 7 kJ.m?2 ocasionou diminui¢cdo no parametro apenas nos brdcolis
cultivados sob aporte hidrico regular. Na colheita 2 observou-se
comportamento oposto, sendo este o Unico tratamento que apresentou maior
valor de angulo Hue nos brdcolis cultivados sob aporte hidrico regular. Nos
brécolis com estresse hidrico, 7 e 10 kJ.m? néo diferiram dos brécolis nédo
tratados com UV-C na colheita 1, porém na colheira 2, a dose de 7 kJ.m2

apresentou valor significativamente superior ao dos néo tratados.
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Tabela 5 - Angulo Hue (°h) de brocolis tratados com radiagdo UV-C apds 7 dias de
armazenamento refrigerado a 4 °C colhidos em fevereiro de 2014 (Colheita 1) e marco de 2014
(Colheita 2)

Irrigacédo 0 kJ.m2 7 kJ.m2 10 kJ.m?
Colheita 1 Regular 1119 Aa 106,3 Bb 113,8 Ba
onel Estresse 112,5 Aa 1115 Aa 1114 Aa
Colheita 2 Regular 99,4 Ab 110,1 Aa 102,7 Ab
Estresse 105,0 Ab 111,7 Aa 108,9 Aab

Médias seguidas pela mesma letra mailscula na coluna para cada colheita e pela mesma letra
mindscula na linha nao diferem por cada colheita pelo teste Fisher (p < 0.05).

4.1.3 Clorofilas a e b e carotenoides

A aplicacdo de estresse hidrico levou a diminuicdo do teor dos
pigmentos em ambas as colheitas anteriormente ao armazenamento (Figura
13).

Durante o armazenamento, entretanto, houve o aumento de clorofilas e
carotenoides nos brdcolis tratados com estresse, enquanto nos cultivados sob
condicBes regulares de aporte hidrico, observa-se a degradacéo dos pigmentos

na colheita 1 e conservacao dos valores iniciais na colheita 2.
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Figura 13 - Teor de clorofila a, clorofila b e de carotenoides de brdcolis cultivados sob aporte
hidrico regular e com estresse hidrico e colhidos em fevereiro de 2014 (a) e marco de 2014 (b)
As barras de erro representam o intervalo de confianca e comparam o mesmo tratamento entre
os periodos de armazenamento. As letras sobre as barras comparam tratamentos distintos no
mesmo periodo, pelo teste Fischer (p < 0.05).

A aplicacdo de radiacdo UV-C levou a diferencas significativas de
clorofilas e carotenoides entre os tratamentos para ambas as colheitas (Figura
14). Houve aumento dos teores de clorofilas e carotenoides nos brdocolis
cultivados sob aporte hidrico regular durante o armazenamento quando estes

foram tratados com a dose de 7 kJ.m? na pés-colheita. Os cultivados sob
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estresse hidrico tiveram um aumento do teor de carotenoides totais pela
aplicacdo da dose.

Quando utilizado o tratamento com 10 kJ.m? de UV-C apés a colheita,
observou-se a reducdo de todos os pigmentos apés 0 armazenamento em
plantas cultivadas sob estresse hidrico, enquanto nas cultivadas sob aporte
hidrico regular, o efeito somente € observado para carotenoides totais.
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Figura 14 - Média das colheitas do Experimento 1 de clorofilas a e b e carotenoides de brécolis
cultivados sob aporte hidrico regular e estresse apds a colheita e 0 armazenamento por 7 dias,
tratados com 0, 7 e 10 kJ.m? de UV-C

As barras de erro representam o intervalo de confian¢ca e comparam broécolis cultivados sob
aporte hidrico regular ou estresse hidrico aplicados com a mesma dose de UV-C. As letras
sobre as barras comparam tratamentos (dose de UV-C) distintos (p < 0.05).

4.1.4 Acucares redutores

Na colheita de fevereiro de 2014, as plantas cultivadas sem estresse
hidrico apresentaram maiores teores de acUcares redutores do que as

cultivadas com estresse hidrico, porém tal ndo foi observado nos brécolis
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colhidos em margo, onde nao houve diferenca significativa (Figura 15). Aos
sete dias de armazenamento, houve reducdo dos teores nos brécolis sem
estresse colhidos em fevereiro, enquanto nos colhidos em marco, os brdocolis
com estresse hidrico apresentaram aumento de agUcares redutores em relacao

ao observado apoés a colheita.
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Figura 15 - Teor de acUcares redutores de brécolis cultivados sob aporte hidrico regular e com
estresse hidrico e colhidos em fevereiro de 2014 (a) e marco de 2014 (b)

As barras de erro representam o intervalo de confianca e comparam o mesmo tratamento entre
0s periodos de armazenamento. As letras sobre as barras comparam tratamentos distintos no
mesmo periodo, pelo teste Fischer (p < 0.05).

A aplicacdo de UV-C levou a reducao dos teores de acucares redutores
durante o armazenamento nas plantas cultivadas sob aporte hidrico regular,
com efeito oposto nas cultivadas sob estresse, na colheita 1. Na colheita 2, os
brécolis cultivados sem estresse hidrico tratados com a dose de 7 kJ.m?
apresentaram maiores teores de acucares, porém nos com estresse, ambas as

doses de UV-C aplicadas resultaram na diminui¢cao dos teores (Tabela 6).

Tabela 6 - Aglcares redutores (mmol de glicose.kg™?) de brdcolis cultivados com aplicacdo de
0, 7 e 10 kJ.m2 de UV-C colhidos em fevereiro de 2014 (Colheita 1) e margo de 2014 (Colheita
2) aos 7 dias de armazenamento

Irrigacédo 0 kJ.m? 7 kJ.m? 10 kJ.m2

Colheita 1 Regular 65,3 Aa 48,4 Ab 37,1 Ac
Estresse 29,2 Bb 40,2 Ba 38,4 Aa

. Regular 37,0 Bb 46,7 Aa 31,5 Bb
Colheita 2 Estresse 615 Aa 429 Ab 425 Ab

Médias seguidas pela mesma letra mailscula na coluna, por colheita, e pela mesma letra
mindscula na linha ndo diferem pelo teste Fisher (p < 0.05).
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4.1.5 Acidez e pH

A acidez das amostras apresentou valor de 0,1% de &cido citrico neste
primeiro experimento, independentemente do dia de armazenamento ou
tratamento realizado.

O estresse hidrico e o tempo de armazenamento ndo ocasionaram
efeitos no pH de brocolis colhidos em fevereiro de 2014, com valor médio de
6,5. Na colheita posterior, houve diferenca apenas considerando o tempo de
armazenagem, independentemente do tratamento pré-colheita, com menor
valor logo ap6s a colheita, 6,22, e de 6,61 apds 0 armazenamento.

A radiacdo aplicacdo de UV-C na dose de 7kJ m?2 resultou na
acidificacdo do vegetal ap0s o armazenamento na colheita 1 para ambos os
brécolis cultivados com e sem estresse hidrico, enquanto na colheita 2 néo foi

observado efeito nos brocolis pela aplicacdo de UV-C (Tabela 7).

Tabela 7 - pH de plantas de brocolis cultivadas com aplicacdo de 0, 7 e 10 kJ.m? de UV-C
colhidos em fevereiro de 2014 (Colheita 1) e marco de 2014 (Colheita 2)

Irrigacéo 0 kJ.m 7 kJ.m2 10 kJ.m?

Colheita 1 Regular 6,51 Aa 6,26 Ab 6,36 Aab
Estresse 6,46 Aa 6,15 Ab 6,50 Aa

. Regular 6,54 Aa 6,62 Aa 6,67 Aa
Colheita 2 Estresse 6,66 Aa 6,42 Aa 6,46 Ba

Médias seguidas pela mesma letra mailscula na coluna por colheita e pela mesma letra
minUscula na linha ndo diferem pelo teste Fisher (p < 0,05).

Deste modo, ndo houve tendéncia de aumento ou diminuicdo de pH

consistente entre as colheitas do experimento 1.

4.1.6 Acido ascorbico

O efeito do cultivo sob estresse hidrico foi a diminuicdo de acido
ascorbico em ambas as colheitas realizadas no verdo de 2014 no periodo
inicial. Entretanto, o armazenamento reduziu os teores do componente na
colheita 1, o que ndo foi observado nos brécolis colhidos posteriormente
(Figura 16).
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Figura 26 - Acido ascorbico de brécolis cultivados sob tensdoregular de agua no solo e
estresse colhidos em fevereiro de 2014 (a) e margo de 2014 (b)

As barras de erro representam o intervalo de confianga e comparam o mesmo tratamento entre
os periodos de armazenamento. As letras sobre as barras comparam tratamentos distintos no
mesmo periodo, pelo teste Fischer (p < 0.05).

A aplicacdo de UV-C resultou na diminuicdo dos teores de &cido
ascorbico apos o armazenamento em ambas as colheitas, quando os brocolis
foram cultivados sob aporte hidrico regular, enquanto nos cultivados com
estresse a reducdo somente foi observada quando a dose de 10 kJ.m? foi

aplicada (Figura 17).
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Figura 3 - Média das colheitas do Experimento 1 do teor de acido L-ascérbico de brocolis
cultivados sob aporte hidrico regular e estresse apds a colheita e 0 armazenamento por 7 dias
tratados com 0, 7 e 10 kJ.m2de UV-C

As barras de erro representam o intervalo de confianga e comparam broécolis cultivados sob
aporte hidrico regular ou estresse hidrico aplicados com a mesma dose de UV-C. As letras
sobre as barras comparam tratamentos (dose de UV-C) distintos (p < 0.05).



53

Observou-se reducgdo significativa do componente entre as colheitas,
com valores médios para todos o0s tratamentos anteriormente ao

armazenamento, de 6,3 g.kg™ na colheita 1 e de 3,1 g.kg* na colheita 2.

4.1.7 Atividade de mirosinases

Apenas na colheita 1 o estresse hidrico induziu a diminuicdo da
atividade de mirosinases. Tanto os brocolis cultivados com estresse hidrico
guanto os com aporte hidrico regular apresentaram reducdo da atividade de
mirosinases na colheita 1 ap6s o armazenamento por 7 dias (Figura 18). Na
colheita 2, apenas houve reducédo de atividade ao longo do armazenamento

nos braocolis cultivados sob aporte hidrico regular.
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Figura 48 - Atividade de mirosinases de brécolis cultivados sob condi¢Bes normais de agua no
solo e estresse colhidos em fevereiro de 2014 (a) e marco de 2014 (b)
As barras de erro representam o intervalo de confianca e comparam o mesmo tratamento entre
os periodos de armazenamento. As letras sobre as barras comparam tratamentos distintos no
mesmo periodo, pelo teste Fischer (p < 0.05).

Os efeitos da aplicacdo de UV-C ao longo do armazenamento foram
diferentes para as duas colheitas. Em fevereiro, a atividade de mirosinases foi
reduzida, nos brécolis cultivados sob aporte hidrico regular, quando aplicada a
dose de 10 kJ.m?2. Nos tratamentos com estresse hidrico, o aumento da
atividade das enzimas foi intensificado proporcionalmente a dose de UV-C
aplicada. Em marco, os brdocolis ndo apresentaram diferencas significativas

pela aplicagao de UV-C (Tabela 8).
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Tabela 8 - Atividade de mirosinases (mol de glicose.kg? de proteina) de brécolis cultivados com
aplicagdo de 0, 7 e 10 kJ.m2 de UV-C colhidos em fevereiro de 2014 (Colheita 1) e marco de
2014 (Colheita 2)

Irrigacao 0 kJ.m? 7 kJ.m2 10 kJ.m2

Colheita 1 Regular 41,1 Aa 40,2 Aa 36,0 Bb
Estresse 26,9 Bc 33,4 Bb 42,8 Aa

. Regular 16,5 Aa 17,3 Aa 16,1 Aa
Colheita 2 Estresse 19,6 Aa 21,5 Aa 19,4 Aa

Médias seguidas pela mesma letra mailscula na coluna por colheita e pela mesma letra
mindscula na linha ndo diferem pelo teste Fisher (p < 0,05).

4.1.8 Glicosinolatos totais

Houve reducdo nos teores de glicosinolatos totais pelo cultivo sob
estresse hidrico em ambas as colheitas (Figura 19). Durante o
armazenamento, observou-se diminuicdo dos teores nos brocolis cultivados
sob estresse hidrico na colheita 1 e sob aporte hidrico regular na colheita 2.

Os teores diferiram significativamente também entre as colheitas, uma
vez que em fevereiro o teor médio de glicosinolatos totais, através dos

tratamentos, foi de 137 mmol.kg, enquanto em marco, foi de 355 mmol.kg™.
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Figura 19 - Glicosinolatos totais de brécolis cultivados com e sem estresse hidrico ao primeiro e
sétimo dia de armazenamento, colhidos em fevereiro de 2014 (a) e marco de 2014 (b)

As barras de erro representam o intervalo de confianga e comparam o mesmo tratamento entre
os periodos de armazenamento. As letras sobre as barras comparam tratamentos distintos no
mesmo periodo, pelo teste Fischer (p < 0.05).

A aplicagdo de UV-C teve efeitos que nao diferiram significativamente

entre as colheitas. Ao longo do armazenamento, houve aumento de
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glicosinolatos totais pela aplicacdo de 10kJ.m? de UV-C nos brécolis
cultivados sob estresse hidrico (Figura 20).
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Figura 50 - Média das colheitas do Experimento 1 de glicosinolatos totais de brécolis cultivados
sob aporte hidrico regular e estresse apds a colheita e 7 dias de armazenamento tratados com
0,7 e 10 kJ.m2 de UV-C

As barras de erro representam o intervalo de confianga e comparam brocolis cultivados sob
aporte hidrico regular ou estresse hidrico aplicados com a mesma dose de UV-C. As letras
sobre as barras comparam tratamentos (dose de UV-C) distintos (p < 0.05).

4.1.9 Isotiocianatos

O estresse hidrico ndo acarretou em alteracdes no teor de isotiocianatos
no periodo inicial analisado em ambas as colheitas, com média entre os
tratamentos de 61,78 mmol.kg™* na colheita de fevereiro, e de 111,80 mmol.kg*
na colheita de marco de 2014, o que, entretanto, representa diferenca
significativa entre as colheitas. Nos brécolis armazenados durante 7 dias,
houve menor teor de isotiocianatos nos brocolis cultivados sob estresse hidrico
apenas nas plantas colhidas em fevereiro, como pode ser visto na coluna 0
kJ.m? da Tabela 9.

Ja a aplicacdo de UV-C resultou em efeitos opostos entre as colheitas
(Tabela 9), apods 7 dias de armazenamento. Na colheita 1, levou a diminuicédo
dos teores de isotiocianatos nos brocolis cultivados sob aporte hidrico regular,
nao tendo efeito nas plantas cultivadas deste modo na colheita 2. Nas plantas
cultivadas sob estresse hidrico, a aplicacdo de 7 kJ.m? de UV-C levou ao
aumento dos teores na colheita 1, porém este valor ndo difere ao dos brdcolis

sem estresse hidrico tratados com a mesma dose. Na colheita 2, a aplicacao
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de 10 kJ.m?2 de UV-C ocasionou o aumento do teor de isotiocianatos em

relacéo aos demais tratamentos.

Tabela 9 - Teor de isotiocianatos (mmol.kg™) de brécolis cultivados com aplicacdo de 0, 7 e 10
kJ.m2 de UV-C colhidos em fevereiro de 2014 (Colheita 1) e margo de 2014 (Colheita 2)

Irrigacao 0 kJ.m? 7 kJ.m? 10 kJ.m2
Colheita 1 Regular 140,2 Aa 104,3 Ab 101,8 Ab
Estresse 74,9 Bb 100,3 Aa 77,6 Bb
Colheita 2 Regular 63,5 Aab 67,3 Aa 60,2 Bb
Estresse 63,5 Ab 59,6 Ac 111,4 Aa

Médias seguidas pela mesma letra mailscula na coluna por colheita e pela mesma letra
mindscula na linha ndo diferem pelo teste Fisher (p < 0,05).

Houve, deste modo, aumento do teor de glicosinolatos totais durante o
cultivo no verdo pela aplicacédo de 10 kJ.m? de UV-C a plantas cultivadas sob
estresse hidrico, porém o aumento concomitante de isotiocianatos foi

observado somente na colheita realizada em margo.

4.2 Experimento 2 e 3 — 2014 e 2015 (ambos no inverno)

4.2.1 Andlises de crescimento

As plantas pertencentes aos experimentos colhidos em outubro de 2014
e de 2015, respectivamente, apresentaram diferenca significativa nos
parametros peso, diametro superior e altura quando comparados o0s
tratamentos sem e com estresse hidrico, independentemente do ano de
colheita, deste modo os valores dos experimentos 2 e 3 foram apresentados
conjuntamente (Tabela 10). A colheita foi realizada quando mais de 90% das
plantas apresentaram inflorescéncias maduras, com auséncia de flores,
segundas inflorescéncias ou folhas (DOMINGUEZ-PERLES et al., 2011), néo
havendo desenvolvimento desigual nas plantas que justificasse a colheita em

datas distintas.
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Tabela 10 - Parametros médios de tamanho das inflorescéncias de brocolis, através das
colheitas dos invernos de 2014 e 2015, cultivados sobre tensédo regular de agua no solo e de
estresse

Irrigacao Peso (g) Diametro superior (cm) Altura (cm)
Regular 553.4 A 186 A 16.0 A
Estresse 409.2 B 175 B 13.3 B

Médias seguidas pela mesma letra mailscula na coluna nado diferem pelo teste Fisher
(p =0,05).

O diametro inferior apresentou medidas menores para plantas cultivadas

sob estresse hidrico apenas no experimento colhido em 2014 (Tabela 11).

Tabela 11 - Diametro inferior (cm) de brécolis cultivados sobre tensdo regular de agua no solo
e estresse colhidos no inverno de 2014 (Experimento 2) e 2015 (Experimento 3)

Irrigag&o Experimento 2 Experimento 3
Regular 4,9 Aa 4,0 Aa
Estresse 4,3 Ba 3,8 Aa

Médias seguidas pela mesma letra mailscula na coluna e pela mesma letra mindscula na linha
por colheita ndo diferem por cada variavel pelo teste Fisher (p < 0,05).

4.2.2 Potencial osmatico

Nos experimentos colhidos no inverno, foi realizada analise de potencial
osmotico nos brocolis no tempo inicial (0), aos 7 e 15 dias de armazenamento.
Em ambos os anos até o tempo de 7 dias de armazenamento os brocolis
apresentaram diferenca significativa entre as plantas sem estresse hidrico e
com estresse hidrico (Tabela 12). Como sera discutido posteriormente, a
diminuicdo do valor de potencial osmético € caracteristica identificadora de
plantas que foram cultivadas sob estresse.

Ao longo do armazenamento, no experimento 2, observou-se reducao
dos valores iniciais das plantas cultivadas sob aporte hidrico regular aos 15
dias de armazenamento, porém no experimento 3 ha uma diminuicao ja aos 7

dias, para ambos os tratamentos, aporte hidrico regular e estresse hidrico.
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Tabela 12 - Potencial osmético durante 15 dias de armazenamento de brécolis cultivados sobre
tensédo regular de agua no solo e estresse colhidos no inverno de 2014 (Experimento 2) e 2015
(Experimento 3).

Dia 1l Dia7 Dia 15
Experimento 2
Regular -0,75 Aa -0,77 Aa -0,93 Ab
Estresse -0,97 Ba -0,99 Ba -0,93 Aa
Experimento 3
Regular -0,66 Aa -0,81 Ac -0,72 Ab
Estresse -0,71 Ba -0,85 Bc -0,77 Bb

Médias seguidas pela mesma letra mailscula na coluna, por experimento, e pela mesma
letra mindscula na linha, por armazenamento, néo diferem pelo teste Fisher (p < 0.05).

A aplicacdo de UV-C néo alterou o potencial osmotico dos brécolis.

4.2.3 Cor

No Experimento 3, observou-se que as plantas cultivadas com estresse
hidrico apresentaram valor de angulo Hue maior do que as cultivadas sob
condicbes regulares de agua no solo apenas anteriormente ao
armazenamento. No experimento 2, ndo foram observadas diferencas entre os

tratamentos (Tabela 13).

Tabela 13 - Angulo Hue (°h) de brécolis cultivados sobre tensio regular de agua no solo e
estresse colhidos no inverno de 2014 (Experimento 2) e 2015 (Experimento 3) anteriormente
ao armazenamento

Irrigacao Experimento 2 Experimento 3
Regular 120,66 Aa 124,09 Ba
Estresse 116,61 Aa 129,06 Aa

Médias seguidas pela mesma letra mailscula na coluna, por tratamento, e pela mesma letra
minUscula na linhando diferem por cada variavel pelo teste Fisher (p < 0,05).

Ao longo do armazenamento, ndo ha influéncia dos fatores estresse
hidrico, radiacdo UV-C e ano de cultivo dos experimentos, porém observa-se

gue houve decréscimo de angulo Hue apdés 7 e 15 dias (Figura 21).
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Figura 61 - Média dos Experimentos 2 e 3, cultivados ou ndo com estresse hidrico e aplicados
ou ndo com radiacdo UV-C, do angulo Hue de brdcolis durante 15 dias de armazenamento

As barras de erro representam o intervalo de confianca e comparam o mesmo tratamento entre
os periodos de armazenamento.

Nos experimentos 2 e 3 foi analisado o angulo Hue dos brécolis até os
15 dias de armazenamento para determinacdo da vida de prateleira.
Entretanto, até o periodo analisado, os brocolis apresentaram reducao de
aproximadamente 15% do angulo Hue, inferior a 30%, a partir do qual a

hortalica € considerada inapta para consumo.

4.2 .4 Carotenoides e clorofilasaeb

Os brécolis cultivados sob estresse apresentaram maiores teores de
clorofilas a e b e de carotenoides do que os cultivados sob condi¢cées normais
de agua no solo no Experimento 2, ao inicio do armazenamento. No
Experimento 3, houve diferencas significativas apenas para clorofila b, em que
o cultivo sob estresse hidrico levou a reducao dos teores (Tabela 14).

Aos 7 dias de armazenamento, observou-se a ocorréncia de padrées
opostos entre 0s experimentos. O estresse hidrico levou a reducéo dos teores
de clorofila a no experimento 2 e ao aumento, no experimento 3. No
experimento 2, além da reducéo de clorofila a pelo cultivo sob estresse hidrico,
houve reducéo de teores de clorofila b e carotenoides, porém no experimento 3

nao foram observadas diferencas significativas entre os tratamentos.
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Tabela 14 - Clorofilas e carotenoides de brdcolis cultivados com e sem estresse hidrico e
colhidos nos invernos de 2014 (Experimento 2) e 2015 (Experimento 3)

Experimento 2 Experimento 3

Dial Dia 7 Dia 1 Dia 7
Clorofila a Regular 327,2 Bb 5629 Aa 494,1 Aa 3119 Bb
(mg.kg™?) Estresse 421,8 Aa 313,1 Bb 427,99 Ba 341,8 Ab
Clorofila b Regular 81,3 Bb 150,5 Aa 1645 Aa 90,1 Ab
(mg.kg™?) Estresse 112,7 Aa 97,4 Ba 131,9 Bb 103,2 Ab

Carotenoides

1 Regular 1220 Bb 186,1 Aa 156,8 Aa 112,1 Ab
(mg.kg™)

Estresse 167,5 Aa 108,5 Bb 153,7 Aa 1149 Ab

Médias seguidas pela mesma letra mailscula na coluna, por pigmento, e pela mesma letra
mindscula na linha, por experimento, nao diferem por cada variavel pelo teste Fisher (p < 0,05).

A aplicacdo de UV-C levou ao acumulo de clorofila a e carotenoides no
experimento 2, apés o armazenamento, somente quando a dose de 7 kJ.m? foi
aplicada aos brocolis cultivados com estresse hidrico (Tabela 15). Ja4 ao
analisar-se o0 experimento 3, 0s maiores teores dos pigmentos foram
observados nos brocolis tratados com a dose de 7 kJ.m? de UV-C, somente
nas plantas cultivadas sob condicbes regulares de aporte hidrico. Nas
cultivadas com estresse hidrico, o efeito foi oposto e a dose de 7 kJ.m? de UV-

C levou a diminuicao dos teores dos pigmentos.

Tabela 15 - Teores de clorofilas (a e b) e de carotenoides aos 7 dias de armazenamento de
brocolis submetidos a radiacdo UV-C colhidos em outubro de 2014 (Experimento 2) e 2015
(Experimento 3)

UV-C (kJ.m?) Experimento 2 Experimento 3

Regular Estresse Regular Estresse

Clorofila a 0 5629 Aa 313,1 Bb 3119 Cb 341,8 Ba

(mg.kg™?) 7 531,8 Aa  454,0 Ab 386,0 Ba 199,5 Cb

10 470,6 Aa 380,4 Bb 614,1 Ab 727,1 Aa

Clorofila b 0 1505 Aa 97,4 Ab 90,1 Cb 103,2 Ba

(mg.kg™?) 7 146,4 Aa  128,1 Aa 106,4 Ba 62,1 Cb

10 138,2 Aa  109,4 Ab 178,4 Ab 207,9 Aa

Carotenoides 1861 Aa 1085 Cb 1121 Cb  144,9 Ba
(mg.kg™)

7 1821 Aa 169,7 Aa 143,7 Ba 68,7 Cb

10 1654 Aa 1425 Bb 224,0 Ab 275,0 Aa

Médias seguidas pela mesma letra mailscula na coluna, por pigmento, e pela mesma letra
mindscula na linha, por experimento, ndo diferem por cada variavel pelo teste Fisher (p < 0.05).
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4.2.5 Acgucares Redutores

N&o houve diferencas significativas entre os teores de acucares
redutores dos brécolis cultivados sob estresse hidrico e aporte hidrico regular
no experimento 2. J4 no experimento 3, os brécolis com estresse hidrico
apresentaram maior teor apds a colheita e menor apds 0 armazenamento por 7

dias em relacdo aos cultivados sob aporte hidrico regular.

Tabelal6 - Aclcares redutores (mmol de glicose.kg™) de brécolis cultivados sob aporte hidrico
regular e estresse colhidos em outubro de 2014 (Experimento 2) e 2015 (Experimento 3)

Irrigagéo Dia 1 Dia 7
Exoerimento 2 Regular 253,7 Aa 209,0 Ab
P Estresse 248,5 Aa 179,6 Ab
Experimento 3 Regular 54,7 Bb 87,7 Aa
P Estresse 102,3 Aa 64,9 Bb

Médias seguidas pela mesma letra mailscula na coluna, por experimento, e pela mesma letra
minuscula na linhanao diferem pelo teste Fisher (p < 0.05).

Houve reducdo significativa nos acUcares redutores entre o
experimento 2 e 3 (Apéndice A).

A aplicacdo de UV-C resultou em efeitos semelhantes entre os anos
analisados, de modo que foram apresentados no mesmo grafico (Figura 22). A
dose de 10 kJ.m? de UV-C levou a reducdes nos teores de aglcares redutores
aos 7 dias de armazenamento nos brocolis cultivados com estresse hidrico em

relacéo aos teores observados apos a colheita.
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Figura 72 - Média dos Experimentos 2 e 3 de agucares redutores (mmol glicose), de brocolis
cultivados sob aporte hidrico regular e estresse apés a colheita e 7 dias de armazenamento
tratados com 0, 7 e 10 kJ.m2 de UV-C

As barras de erro representam o intervalo de confianca e comparam a mesma dose de UV-C
cultivados sob aporte hidrico regular ou estresse. As letras sobre as barras comparam
tratamentos (dose de UV-C) distintos (p < 0.05).

4.2.6 pH

Os brocolis apresentaram pH mais baixo quando cultivados com
estresse hidrico em ambos os periodos de armazenamento no Experimento 2,
porém no Experimento 3 o padrdo observado foi inverso aos 7 dias. Enquanto
no Experimento 2 houve uma diminuicdo no valor do pH ao longo do

armazenamento, no Experimento 3 o valor aumentou (Figura 23).
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Figura 83 - pH de brécolis cultivados com e sem estresse hidrico ao primeiro e sétimo dia de
armazenamento, colhidos em outubro de 2014 (a) e 2015 (b)

As barras de erro representam o intervalo de confianga e comparam o0 mesmo tratamento entre
os periodos de armazenamento. As letras sobre as barras comparam tratamentos distintos no
mesmo periodo, pelo teste Fischer (p < 0.05).

pH
pH




63

A aplicacdo de UV-C levou ao aumento do valor de pH apds o
armazenamento nas plantas sem estresse hidrico em ambos os cultivos de
brécolis no inverno. Nos brdcolis cultivados com estresse hidrico, este
comportamento foi observado nas plantas colhidas no experimento 2 (Tabela
17).

Tabela 17 -pH de brécolis cultivados com aplicagdo de 0, 7 e 10 kJ.m de UV-C, aos 7 dias de
armazenamento, dos Experimentos 2 e 3

Irrigacéo 0 kJ.m? 7 kJ.m? 10 kJ.m2

Experimento 2 Regular 580 Ac 6,01 Ab 6,03 Aa
P Estresse 547 Bb 596 Ba 594 Ba
Experimento 3 Regular 6,24 Bc 6,66 Ba 6,50 Bb
P Estresse 665 Aa 675 Aa 676 Aa

Médias seguidas pela mesma letra mailscula na coluna, por experimento, e pela mesma letra
mindscula na linha ndo diferem pelo teste Fisher (p < 0.05).

4.2.7 Acido ascérbico

Ao inicio do armazenamento, o0 cultivo sob estresse hidrico levou a
reducéo do teor de acido ascorbico em ambos os experimentos (Figura 24).

Aos 7 dias de armazenamento houve reducdo proxima a 90% do
conteldo inicial no experimento 2, em que os brécolis cultivados sob estresse
continuaram apresentando o menor teor do componente em relacdo aos
cultivados sob aporte hidrico regular. Ja no experimento 3, houve maior teor de
acido ascorbico nas plantas cultivadas com estresse, havendo nestas reducéo
superior a 70% do contetudo inicial, enquanto naquelas cultivadas sob
condicBes regulares de fornecimento de agua, a reducédo foi superior a 90%

entre os periodos analisados.
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Figura 94 - Acido ascorbico de brécolis cultivados sob aporte hidrico regular e estresse
colhidos em outubro de 2014 (Experimento 2) e 2015 (Experimento 3)

As barras de erro representam o intervalo de confiangcae comparam o mesmo tratamento entre
os periodos de armazenamento. As letras sobre as barras comparam tratamentos distintos no
mesmo periodo, pelo teste Fischer (p < 0.05).

Com relacédo a aplicacédo de radiacdo UV-C, observou-se que brécolis
cultivados com estresse hidrico e tratados com UV-C apresentaram teores
menores do que aqueles cultivados sob aporte hidrico regular e tratados com

UV-C, em ambas as doses utilizadas (Figura 25).

a I Regular
5 [ Estresse
o~
2
Ele
Q
Q
a
S 3 a
8]
: T )
-
b
3 %] b
)
<
l .
’i‘ i i
0 T T .Ill .Ill
0 uv-C 0o uv-C 7 UV-C 10 Uv-C
Colheita Armazenamento por 7 dias

Figura 105 - Média dos Experimentos 2 e 3 de acido ascoérbico de brécolis cultivados sob
aporte hidrico regular e estresse, apos a colheita e 7 dias de armazenamento, tratados com 0,
7 e 10 kI m2 de UV-C

As barras de erro representam o intervalo de confianga e comparam broécolis cultivados sob
aporte hidrico regular ou estresse hidrico aplicados com a mesma dose de UV-C. As letras
sobre as barras comparam tratamentos (dose de UV-C) distintos (p < 0.05).
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4.2.8 Atividade de Mirosinases

No experimento 2 houve reducdo da atividade de mirosinases pelo
cultivo com estresse hidrico apos a colheita, porém durante o armazenamento
as enzimas apresentaram maior atividade neste tratamento. No experimento 3,
entretanto, ndo houve diferenca significativa na atividade enzimatica apds a
colheita, e ap6s 7 dias de armazenamento, as plantas cultivadas com estresse
apresentam menor atividade (Tabela 18).

Tabela 18 - Atividade de mirosinases (mol de glicose.kg? de proteina) de brécolis cultivados
sob aporte hidrico regular e estresse apés a colheita e aos sete dias de armazenamento,
colhidos em outubro de 2014 (Experimento 2) e 2015 (Experimento 3).

Irrigagéo Dia 1 Dia 7
Exoerimento 2 Regular 359 Aa 30,54 Bb
P Estresse 1812 Bb 7050 Aa
Experimento 3 Regular 20,28 Ab 32,73 Aa
P Estresse 2129 Aa 17.99 Bb

Médias seguidas pela mesma letra mailscula na coluna por experimento e pela mesma letra
minuscula na linha ndo diferem pelo teste Fisher (p < 0.05).

A aplicacdo de UV-C nao resultou em diferencas entre os anos
analisados, de modo que os resultados das colheitas de 2014 e 2015 sé&o
apresentados na Figura 26.

Durante o armazenamento por 7 dias, a atividade de mirosinases, entre
0s brocolis cultivados sob aporte hidrico regular, foi maior naqueles tratados
com 10 kJ.m? de UV-C. Comparando este tratamento aos brécolis cultivados
sob estresse hidrico tratados com a mesma dose (10 kJ.m? de UV-C), ndo
houve diferenca significativa entre os tratamentos.

Entre os brécolis cultivados sob estresse hidrico, a maior atividade foi

observada naquelas plantas tratadas com 7 kJ.m?de UV-C.
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Figura 116 - Média dos Experimentos 2 e 3 de atividade de mirosinases (mol.kg™) de brécolis
cultivados sob aporte hidrico regular e estresse apds a colheita e 7 dias de armazenamento,
tratados com 0, 7 e 10 kJ.m?2 de UV-C

As barras de erro representam o intervalo de confiangca e comparam brocolis cultivados sob
aporte hidrico regular ou estresse hidrico aplicados com a mesma dose de UV-C. As letras
sobre as barras comparam tratamentos (dose de UV-C) distintos (p < 0.05).

4.2 .9 Glicosinolatos totais

Os glicosinolatos totais ndo apresentaram diferencas significativas pelo
cultivo com ou sem estresse hidrico, quando analisados anteriormente ao
armazenamento.

Houve diferencas nos teores dos glicosinolatos entre os anos de cultivo,
com média dos tratamentos de 108,4 mmol.kg® no experimento 2 e
226,4 mmol.kg? no experimento 3.

Apbs o periodo de armazenamento de 7 dias, os brécolis cultivados sob
estresse hidrico apresentaram aumento do teor de glicosinolatos totais, como
pode ser visto na Figura 27 nos tratamentos colheita 0 UV-C e armazenamento
0 UV-C. O tratamento com UV-C nao resultou em diferencas entre os anos

analisados, de modo que foram apresentados no mesmo grafico (Figura 27).
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Figura 127 - Média dos Experimentos 2 e 3 de glicosinolatos totais de brécolis cultivados sob
aporte hidrico regular e estresse hidrico apés a colheita e 7 dias de armazenamento, tratados
com 0, 7 e 10 k m-2 de UV-C

As barras de erro representam o intervalo de confiangca e comparam brocolis cultivados sob
aporte hidrico regular ou estresse hidrico aplicados com a mesma dose de UV-C. As letras
sobre as barras comparam tratamentos (dose de UV-C) distintos (p < 0.05).

O tratamento com 7 kJ.m?2 de UV-C levou ao aumento do teor de
glicosinolatos totais aos 7 dias de armazenamento, comparado aos brécolis
ndo tratados e aqueles que receberam a dose de 10 kJ.m?, nas plantas
cultivadas sob condi¢des regulares de fornecimento de agua. Estas plantas,
tratadas com 7 kJ.m? de UV-C, apresentaram a menor atividade de
mirosinases aos 7 dias de armazenamento, 0 que pode ter propiciado o
acumulo dos glicosinolatos.

Ja entre as plantas cultivadas com estresse hidrico, a aplicacdo de UV-C

reduziu os valores de glicosinolatos totais independentemente da dose.

4.2.10 Isotiocianatos

O cultivo sob estresse hidrico levou a diferencas significativas, nos
teores de isotiocianatos, nas plantas cultivadas sob aporte hidrico regular apos
a colheita, porém foram observados padrdes opostos entre 0s experimentos
(Tabela 19). Enquanto no experimento 2 houve uma reducéo do teor de
isotiocianatos pelo cultivo sob estresse hidrico, no experimento 3 houve um

aumento do teor. Os valores apds armazenamento nao diferiram pelo emprego
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do tratamento pré-colheita ou experimento analisado , com media de
65,71 mmol.kg™.

Tabela 19 — Isotiocianatos (mmol.kg™) apés a colheita de brdcolis cultivados sob aporte hidrico
regular e estresse colhidos em outubro de 2014 (Experimento 2) e 2015 (Experimento 3).

Experimento 2 Experimento 3
Regular 73,77 Aa 40,50 Bb
Estresse 61,46 Ba 67,00 Aa

Médias seguidas pela mesma letra mailscula na coluna e pela mesma letra minuscula na linha
nao diferem pelo teste Fisher (p < 0,05).

A aplicagdo de UV-C levou ao aumento dos teores de isotiocianatos
somente nas plantas cultivadas com estresse hidrico quando aplicada a dose
de 10 kJ.m?de UV-C (Figura 28) em ambas as safras analisadas.
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Figura 138 - Média dos Experimentos 2 e 3 de isotiocianatos de brdcolis cultivados sob aporte
hidrico regular e estresse apds a colheita e 7 dias de armazenamento, tratados com 0, 7 e 10
kJ.m?2 de UV-C

As barras de erro representam o intervalo de confianga e comparam broécolis cultivados sob
aporte hidrico regular ou estresse hidrico aplicados com a mesma dose de UV-C. As letras
sobre as barras comparam tratamentos (dose de UV-C) distintos (p < 0.05).

5 Discusséao
5.1 Anélises de crescimento

5.1.1 Efeitos do Estresse Hidrico

Analisando o Experimento 1 separadamente pelas colheitas realizadas

em fevereiro e margo de 2014, observaram-se diferencas significativas entre os
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tratamentos com e sem estresse hidrico no pardmetro peso. No entanto,
apresentaram padrdes opostos, com maiores valores nas plantas sem estresse
hidrico na primeira colheita e nas plantas com estresse hidrico na segunda. As
demais variaveis de crescimento dos brdcolis colhidos no Experimento 1,
entretanto, ndo apresentaram diferengas significativas.

As diferencas no peso podem ter ocorrido porque as condi¢bes de
estresse entre as colheitas foram diferentes; enquanto as primeiras foram
colhidas num periodo menor de dias apds o periodo de estresse hidrico, as
colhidas posteriormente foram submetidas a um segundo periodo de estresse,
menos intenso e a uma quantidade maior de dias sem estresse até a colheita.
O critério para a escolha dos brécolis a serem colhidos em fevereiro ou margo
nao foi aleatério, mas sim por apresentarem crescimento completo da
inflorescéncia. Cultivares de brécolis que apresentam inflorescéncia podem ser
produzidas durante o verdo, porém apresentam menor produtividade e maior
incidéncia de crescimento de inflorescéncias prematuras devido a ocorréncia
de menos frio do que no inverno (FERREIRA; SOUZA;GOMES et al., 2013). O
cultivo de brassicas no verdo é possivel devido a obtencdo de cultivares que
nao necessitam de vernalizacdo, processo pelo qual o florescimento comeca
ou é intensificado pela exposi¢cdo a um determinado periodo de frio, prevenindo
o florescimento prematuro (BLACKMAN, 2017).

Nos experimentos 2 e 3, entretanto, o estresse hidrico diminuiu
significativamente o peso, diametro da inflorescéncia e altura
independentemente do ano de colheita.

Este tipo de estresse ja foi identificado como fator que diminui
parametros de crescimento em diversos trabalhos. Apds uma a duas semanas
de permanéncia sob estresse hidrico no nivel de disponibilidade de agua de
aproximadamente 40% e em plantas cultivadas sob condicdo de saturacao,
cujo nivel chega a 80%, ja foi observado diferenca negativa no peso seco de
brécolis comparado com o controle, em que ha disponibilidade de 70% (KHAN;
ULRICHS; MEWIS, 2011). Em contraste, Cogo et al. (2011), ndo observaram
reducdo de rendimento quando brdocolis foram cultivados sob estresse hidrico
moderado. Discrepancias entre resultados podem ocorrer devido as diferentes
intensidades de estresse. Segundo Tangune et al. (2016), inflorescéncias de

brécolis apresentam desenvolvimento 6timo quando as tensdes de agua no
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solo durante o cultivo sdo de 15 kPa, e rendimentos menores sao observados
com tensBes de agua no solo superiores a 45 kPa. Para evitar a diminuicao de
inflorescéncia durante o cultivo com estresse, uma alternativa € obter maior
controle das condi¢Bes agronbmicas, tais como tensdo de agua no solo, luz,
temperatura e umidade (COGO et al.,, 2011), o que é mais facilmente
controlavel durante cultivos em estufas. Com excec¢do da tensdo de agua no
solo, as demais variaveis foram medidas, mas ndo controladas neste estudo.
Além disso, outras diferencas entre os brdcolis dos trés experimentos
aqui analisados podem ter ocorrido devido a variacbes das condi¢cdes

climaticas (Figura 29).
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Figura 29 - Dados climéaticos do Capéo do Leao referentes aos meses em que houve o cultivo
de brdcolis nos experimentos 1 (Verdo 2014), 2 (Inverno 2014) e 3 (Inverno 2015)
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De modo geral, os brocolis colhidos no verdo foram submetidos a
maiores temperaturas durante o periodo a campo, além de mais horas de luz,
radiacdo solar e menor umidade relativa do que os cultivados no inverno.

Analisando-se o acumulado de insolacdo e radiacao total nos quinze
dias anteriores a colheita, que compreendem o periodo em que todos os
experimentos tiveram estresse hidrico associados a intervalos de dias sem
estresse (como foi exposto nos materiais e métodos), observou-se divergéncias

entre as colheitas do verao e os experimentos do inverno (Tabela 20).

Tabela 20 - Insolacdo e radiagdo total em quinze dias anteriores as colheitas realizadas nos
experimentos 1, 2 e 3

Colheita 1 Colheita 2 Experimento 2 Experimento 3
Experimento 1 Experimento 1

Insolacao total
em 15 dias 1195 78,7 121,6 60,6
(horas e
décimos)

Radiacéo total 6784 5034 6454 4108
(cal.cm®.15
dias™)

Para as plantas colhidas no verdo, observa-se que durante fevereiro
estiveram expostas a uma maior insolacdo e radiacdo total nos quinze dias
anteriores a colheita com relacédo as colhidas em marco. Ja durante o inverno
de 2014, semelhantemente a primeira colheita de verdo, houve maior
incidéncia de radiacéo e horas de sol, enquanto em 2015 foram encontrados os
menores valores. Estas duas variaveis ambientais podem estar relacionadas
com os resultados obtidos, uma vez que confirmam que a colheita 1 do
experimento 1 e o experimento 2 tiveram condicBes ambientais semelhantes, o
gue pode explicar acumulos semelhantes de algumas variaveis dependentes,
como acucares, acido ascorbico, atividade de mirosinases e glicosinolatos,
discutidas posteriormente.

Em experimentos a campo, apesar de se buscar reduzir o efeito de
variaveis ambientais, tais como irrigacdo controlada, monitoramento da tensao
de agua no solo e cobertura dos canteiros com plastico, estas devem ser
consideradas para a construgdo dos resultados, uma vez que podem estar

diretamente relacionadas com o0s resultados obtidos, influenciando os
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tratamentos utilizados. Variabilidades  ambientais  influenciam o
desenvolvimento de brocolis em producdes comerciais, podendo alterar a data
de colheita de um ano para outro, comumente, em até duas semanas
(LINDEMANN-ZUTZ; FRICKE, 2016).

5.2 Potencial Osmoético

5.2.1 Efeitos do Estresse Hidrico

O potencial osmético foi menor em plantas cultivadas sob condi¢des de
estresse hidrico. Estudos mostram que mudas de brécolis com 20 dias tratadas
com solucdes salinas de 40 e 80 mM apresentam decréscimos no coeficiente
de permeabilidade osmotica principalmente ao primeiro dia de tratamento
(LOPEZ-BERENGUER et al., 2008). Decréscimos no potencial osmotico em
plantas que foram cultivadas sob estresse salino ou hidrico sdo observados,
devido a acumulacdo de solutos como acucares, prolina, glicina, betaina e
polidis no citoplasma, como mecanismo para adaptacdo apds a percepcao da
condicdo adversa (ZHIFANG; LOESCHER, 2003), sendo utilizados como
indicadores de estresse hidrico.

Foi visto nos experimentos 2 e 3 que, apds 15 dias de armazenamento,
os valores dos brocolis cultivados sob aporte hidrico regular decaem enquanto
as plantas cultivadas sob estresse hidrico permanecem com valores constantes
ou apresentam aumento, dependendo do tratamento. Possivelmente este
aumento do potencial osmaético durante o armazenamento pode ter ocorrido
pela perda de 4gua durante o armazenamento, evento comum durante a pés-
colheita de brécolis (LEMOINE et al., 2008).

Deste modo, a analise de potencial osmoético confirmou a ocorréncia de

estresse hidrico neste estudo.

5.3 Cor e clorofilas a e b e carotenoides

5.3.1 Efeitos do Estresse Hidrico



73

Na colheita 1 do experimento 1 observou-se maiores valores de angulo
Hue nos brocolis cultivados sob estresse hidrico apds a colheita, porém
durante o armazenamento por 7 dias a 4 °C nédo houve diferenca entre os
valores. Entretanto, os teores das clorofilas a e b e carotenoides foram maiores
nos brécolis com estresse hidrico apenas apds o armazenamento. Deste modo,
mesmo que nao perceptivel visualmente, o cultivo com estresse hidrico levou a
uma acumulagéo de pigmentos.

Aumentos de teores de clorofilas ao longo do armazenamento podem
ocorrer devido a manutencdo de transcritos de genes que codificam para
proteinas CAB (do inglés Chlorophyll a/b-binding precursor protein), que
normalmente séo reduzidos apés a colheita (GAPPER et al., 2005).

JA nos experimentos 2 e 3, apenas no periodo anterior ao
armazenamento no ano de 2015 (experimento 3) o estresse hidrico promoveu
aumentos de angulo Hue. O cultivo sob condi¢cdes de estresse hidrico proximo
ao desenvolvimento completo das inflorescéncias promove o aumento dos
valores de angulo Hue e consequentemente da intensificacdo da coloracéo
verde de brocolis (WURR et al., 2002), além de preserver a retencéo da cor por
mais tempo durante o armazenamento refrigerado (COGO et al., 2011).

Nas plantas com estresse hidrico do experimento 3, em que se observou
maior angulo Hue pelo tratamento pré-colheita, ndo foi observado aumento nos
teores de clorofilas a e b apds a colheita. Ap6s 0 armazenamento, entretanto,
observou-se maior teor de clorofila a pelo cultivo sob estresse hidrico.

No Experimento 2, em que ndo ha diferencas no angulo Hue, ha maiores
teores de pigmentos apos a colheita nas plantas cultivadas sob estresse,
porém apOs o armazenamento o padrdo é inverso. Deste modo, se observou
gue aumentos de angulo Hue ndo estiveram diretamente relacionados a
maiores teores de pigmentos em brocolis e que o acumulo de pigmentos
devido aos tratamentos pré-colheita variou entre 0s experimentos.

Os experimentos 2 e 3 apresentaram reducdo no valor de angulo Hue
independente dos tratamentos durante o armazenamento por até 15 dias. A
reducdo observada néo representa o final do periodo de vida de prateleira da
hortalica, uma vez que para tal, deve-se observar reducéo superior a 30% do
valor de angulo Hue obtido apos a colheita (YUAN et al., 2010). Reducdes de

valor de angulo Hue durante o armazenamento a 20 °C, acompanham outras
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alteracbes metabdlicas tais como degradacdo de clorofilas, redugcdo de
acucares redutores, glicosinolatos totais e sulforafano (LI et al., 2016). Neste
estudo, houve alteracbes metabdlicas durante o armazenamento refrigerado
gue acompanharam o decréscimo de angulo Hue.

Teores de clorofilas em Arabidopsis thaliana podem ser reduzidos
devido a baixa incidéncia de horas de luz. Quando isto ocorre, aumenta a
proporcéo de clorofila b em relacdo a clorofila a, reduzindo o valor da relacéo
clorofila a/ clorofila b (MISHRA et al., 2012). Nas colheitas de verao, quando a
incidéncia de luz foi maior considerando todo o periodo de cultivo, os brdcolis
sob aporte hidrico regular apresentaram maiores teores de clorofila a do que os
brécolis cultivados no inverno (Apéndice A). Ja quando as plantas foram
cultivadas com estresse hidrico ndo foi observado tal relagdo, pois o0 estresse
reduziu os valores de clorofilas a no cultivo de verdo, analisado apds a colheita.

De modo geral, aumentos de pigmentos ocorreram provavelmente
devido a maior incidéncia de horas de luz, radiacdo e temperaturas durante
todo o periodo a campo, uma vez que os maiores valores foram encontrados

nos brocolis cultivados no verao.

5.3.2 Efeitos da Radiagéo UV-C

~

O tratamento com UV-C levou a alteracdo na coloracdo de brdcolis,
medida através do angulo Hue, somente apdés 0 armazenamento no
experimento 1, porém com padrdes opostos entre as colheitas. A aplicacao da
dose de 7 kJ.m? ocasionou a diminui¢do dos valores nos brécolis colhidos em
fevereiro, cultivados sob aporte hidrico regular, e o aumento do angulo Hue
nos colhidos em marco, cultivados nas ambas condi¢des pré-colheita.

Nos experimentos 2 e 3, a aplicacdo de UV-C néo influenciou a
coloracdo dos floretes de brécolis. Estudos reportam que a combinagcdo de
exposicao a luz solar e armazenamento sob 4 °C e 7 °C prolongam a vida de
prateleira por até trés dias e diminuem a deterioracdo sensorial (ZHAN et al.,
2012). Brocolis tratados com UV-C e armazenados a 20 °C apresentam uma
maior vida de prateleira pela retencéo da cor verde na hortalica, o que pode

ocorrer devido a reducdo da atividade de clorofilase e da taxa de respiracéo,
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observadas concomitantemente (COSTA et al., 2006). Ainda que ndo tenham
sido observados maiores valores de angulo Hue pela aplicacédo de radiacéo
UV-C, com relacdo aos pigmentos, de modo geral, houve maiores teores nas
plantas tratadas com UV-C do que nas nédo tratadas ap0s o armazenamento.

No Experimento 1, em ambas as colheitas se observou aumento de
carotenoides pela aplicacdo de 7 kJ.m? de UV-C em plantas cultivadas sob
aporte hidrico regular e com estresse, além de se ter observado aumento
também de clorofilas a e b pela mesma dose nas plantas sem estresse hidrico.
No Experimento 2, a mesma dose de UV-C levou a aumento de teores de
pigmentos apenas nos brocolis cultivados sob estresse hidrico e no
Experimento 3, houve aumento do teor pela aplicacdo das duas doses nos
brécolis cultivados sob aporte hidrico regular, porém apenas 10 kJ.m?levou ao
aumento dos teores nos brécolis cultivados sob estresse.

O acumulo de pigmentos devido a aplicacdo de 10 kJ.m? de radiacédo
UV-C provavelmente nédo estd relacionado a diminuicdo da expressdo de
clorofilases, uma vez que os genes BoCLH1 e BoCLH2 aumentam
significativamente nas plantas tratadas com radiacdo, em relagcdo ao controle,
durante o armazenamento, havendo diminuicdo na expressado apenas da
feofitinasese BoPPH (BUCHERT; CIVELLO; MARTINEZ, 2011). Porém, ja foi
demonstrada a diminuicdo da atividade de clorofilases de plantas tratadas com
radiacdo UV-C, no periodo de 2 a 6 dias apos a aplicacdo (COSTA et al.,
2006).

Neste estudo, as condicdes ambientais durante o cultivo dos brocolis
combinadas a aplicacdo de radiacdo UV-C podem ter levado a respostas
diferentes entre os experimentos. Os experimentos 2 e 3 foram cultivados no
inverno, com condi¢cdes mais brandas de insolacdo e temperaturas durante o
periodo de cultivo com relacdo ao verao (Figura 29), porém as caracteristicas
entre um ano e outro também diferiram (Tabela 20).

Assim, de modo geral observou-se aumento dos teores de pigmentos
pela aplicacdo de radiacdo UV-C, mas ndo foi possivel determinar uma dose
gue, aplicada a brécolis cultivados sob aporte hidrico regular ou sob estresse,
leve a aumento dos teores independentemente de outras condigbes ambientais

de cultivo.



76

5.4 Agucares redutores

5.4.1 Efeitos do Estresse hidrico

O estresse hidrico ndo levou a respostas homogéneas quanto aos
teores de acUcares redutores entre os experimentos. Na colheita realizada em
fevereiro de 2014 do experimento 1, houve diminuicdo anteriormente e apos 7
dias de armazenamento pelo cultivo com estresse hidrico, o que ndo ocorreu
nas plantas colhidas em marco de 2014, em que se observou aumento ao
longo do tempo pelo cultivo com estresse.

No Experimento 2, ndo foram observadas diferengas nos teores de
acucares em broécolis cultivados com ou sem estresse, enquanto no
experimento 3, o maior teor foi observado nas plantas cultivadas com estresse
hidrico apenas anteriormente ao armazenamento. Ja foi relatado que, em
Arabidopsis thaliana submetidas a seca, com conteudo relativo de agua de 70
a 75% por 6-7 dias, ou ao aumento de 16 °C/ 6 h na temperatura habitual de
cultivo, ou a estas duas condicbes combinadas, ha o aumento de sacarose e
outros acucares como glicose e maltose, principalmente nas plantas
submetidas apenas ao estresse hidrico (RIZHSKY et al., 2004). A combinac¢ao
de tipos de estresse, tais como o0 osmotico, diferentes tipos de irradiacéo,
temperaturas extremas, pode submeter a planta a uma reorganizacdo de seu
metabolismo diferente daquela observada quando apenas uma situacao
adversa é aplicada, pois um composto que funciona como resposta a uma
situacdo adversa, pode se tornar toxico as células quando h& outro tipo de
estresse associado, quando por exemplo ndo ha sua remocédo adequada apos
a acao como metabdlito de defesa ou se ha acumulos de intermediarios de sua
biossintese ou degradacao que sao toxicos (RIZHSKY et al., 2004). Os brécolis
cultivados com estresse hidrico apresentaram menores teores de acgUcares
redutores no verdo do que no inverno (Apéndice A), provavelmente porque
estas condicdes ambientais de radiacdo, insolacdo e temperaturas elevadas
durante todo o cultivo representaram um fator de estresse adicional ao hidrico,
levando a maiores necessidades de rearranjo do metabolismo do que nas

plantas sem cultivo com estresse hidrico.
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Os brécolis que foram expostos a maior quantidade de horas de
insolacdo e doses de radiacdo durante quinze dias antes da colheita (visto na
Tabela 20), como no experimento 2 (Apéndice A), apresentaram acumulo de
acucares redutores apos a colheita. Este comportamento foi encontrado em
outras variaveis que se relacionam com o metabolismo de glicosinolatos, como

pH e &cido ascorbico.

5.4.2 Efeitos da Radiag&o UV-C

A dose de 10 kJ.m? de UV-C levou a diminuicdo dos teores de aclicares
redutores ao longo dos armazenamento nas plantas colhidas em fevereiro de
2014 do experimento 1 e nos experimentos 2 e 3, nas plantas cultivadas com
estresse. Brocolis tratados com 8 kJ.m? de UV-C e aquecidos por 3 h a 45 °C
apresentam maiores reducdes de acucares durante o armazenamento do que
os nao tratados (LEMOINE et al., 2008). A aplicacéo de radiacdo UV-B leva ao
decréscimo menos acentuado de acUcares totais e redutores durante o
armazenamento, provavelmente porque o tratamento retarda a ocorréncia da
senescéncia (BUCHERT et al., 2011), porém pode ocorrer que em condi¢des
mais elevadas de radiacdo, como 10 kJ.m2, combinada a outro fator estressor,
promovam efeito contrario de inducdo de senescéncia.

A dose de 7 kJ.m? levou ao aumento dos teores de aglcares ao longo
do armazenamento apenas na colheita 2 do experimento 1. Nao foi encontrada
uma dose de UV-C que tenha promovido o acumulo de acucares redutores nos

demais experimentos.

5.5 pH

5.5.1 Efeitos do Estresse Hidrico

No experimento 1, o estresse hidrico ndo levou a alteracbes nos valores
de pH, enquanto nos experimentos 2 e 3 o efeito ndo foi consistente entre os
anos. Sob condi¢des de seca, a seiva de plantas pode aumentar o pH em até

uma unidade, fendmeno possivelmente envolvido tanto na inducdo de é&cido
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abscisico quanto fechamento estomatico (WILKINSON, 1992). Apesar deste
fendmeno né&o ter sido observado neste trabalho, semelhantemente ao que
ocorreu para acgucares redutores e acido ascorbico, os maiores valores de pH
foram observados nos experimentos em que houve maior incidéncia de
insolacdo e radiacdo total nos quinze dias anteriores a colheita (observado na
Tabela 20).

O pH é um dos fatores relacionados a conversdo dos glicosinolatos a
isotiocionatos, devendo o vegetal estar na faixa de 6 a 7 para que n&o sejam
formados os demais compostos resultantes do metabolismo de glicosinolatos,
tais como tiocianatos, 5-oxazolidina-2-tionas, epitionitrilas e nitrilas (LATTE;
APPEL; LAMPEN, 2011). Entre as colheitas realizadas, a do Experimento 3, de
outubro de 2015, foi aquela em que as plantas apresentaram o menor valor de
pH, inferior a 6, e as plantas cultivadas sob aporte hidrico regular apresentaram
0 menor teor de isotiocianatos, o que pode estar relacionado (Apéndice A).
Houve também baixa atividade de mirosinases, se comparado aos demais

experimentos.

5.5.2 Efeitos da Radiagéo UV-C

A aplicacdo de UV-C néo levou a modificagcbes no pH que tenham se
mantido entre as colheitas do experimento 1 ou entre 0s experimentos 2 e 3.
Os valores de pH de todos os tratamentos, entretanto, sdo os adequados para

gue ocorra a formacéao de isotiocianatos.

5.6 Acido Ascorbico

5.6.1 Efeitos do Estresse Hidrico

No experimento 1, o estresse hidrico levou a reducdo do contetdo de
acido ascorbico ap6s a colheita, porém apdés o armazenamento ndo houve
diferenca significativa entre os resultados. Apés a colheita dos Experimentos 2

e 3 também se observou-se a reducdo dos teores de acido ascorbico.
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O estresse salino, que como a reducgdo do aporte hidrico possui efeitos
osmoticos sobre vegetais, reduz os teores de &cido ascOrbico em trigo,
possivelmente pela sua acdo como antioxidante de espécies reativas de
oxigénio produzidas pela condicdo adversa de cultivo (ATHAR; KHAN;
ASHRAF, 2008). Nos cloroplastos, o &cido ascorbico pode atuar sobre
espécies reativas de oxigénio, evitando a oxidacao de carotenoides e tocoferois
ou reduzindo estes compostos quando oxidados (REDDY et al., 2004). O
ascorbato e outros compostos como tocoferol, glutationa reduzida e os
carotenoides reagem com as substancias formadas pelo estresse oxidativo
induzido pela radiagdo (GARTIA et al., 2003).

Na colheita de marco do experimento 1, os brécolis cultivados sob
estresse hidrico apresentaram os menores teores de acido ascorbico dentre
todos os experimentos (Apéndice A), e estas plantas foram aquelas com os
menores teores de carotenoides totais. Na colheita de fevereiro do experimento
1, observaram-se 0s maiores teores de acido ascorbico dentre todos os
cultivos, e nestas plantas os carotenoides estavam também em concentracao
elevada, podendo ter havido um aumento dos antioxidantes devido a um
aumento de espécies reativas de oxigénio (EROs) induzida pela radiacdo e

outros condi¢cdes ambientais mais extremas observadas no verao.

5.6.2 Efeitos da Radiacédo UV-C

A aplicacdo de 7 e 10 kJ.m? ocasionou a reducédo dos teores de acido
ascorbico ap6s o armazenamento em ambas as colheitas do experimento 1
nas plantas cultivadas sob aporte hidrico regular. J4 entre as plantas cultivadas
com estresse hidrico, a dose de 7 kJ.m? levou ao aumento dos teores do
composto enquanto 10 kJ.m?, a reducdo. Relacionando a degradacéo do &cido
ascorbico a sua capacidade antioxidante de carotenoides, quando aplicada a
dose de 7 kJ.m?, se observou aumento de teores de carotenoides totais em
relacdo as demais doses, enquanto 10 kJ.m2 também levou a diminuicdo dos
teores nas plantas cultivadas sob estresse. Pode ter ocorrido que a

combinacgao de duas situacdes de estresse, a dose mais elevada de UV-C e a
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reducdo do aporte hidrico, tenha induzido a degradacdo concomitante de
ambos os antioxidantes.

Nos experimentos 2 e 3 houve uma acentuada degradagdo de acido
ascorbico pelo armazenamento por 7 dias independente do tratamento com
UV-C, de mais de 80% do teor inicial. Estudos prévios encontraram perdas de
aproximadamente 75% de &acido L-ascorbico em brocolis apés 6 dias de
armazenamento a temperatura ambiente, independentemente se processados
minimamente ou se mantidos como florescéncias intactas (RASEETHA et al.,
2012).0 armazenamento por periodos prolongados resulta em decréscimos de
acido L-ascérbico, atividade antioxidante, compostos fendlicos totais e
flavonoides (TOPCU et al., 2015). O conteudo de acido ascérbico apds o
armazenamento de inflorescéncias de brocolis € dependente de condi¢cbes de
pré-estocagem e temperatura. Niveis mais altos do composto sdo mantidos
guando a temperatura de pré-estocagem utilizada por 4 dias é de 0 °C, quando
comparado as inflorescéncias mantidas por 7 dias a 4 °C (RYBARCZYK-
PLONSKA et al., 2014). Apesar das temperaturas de estocagem entre 0s
experimentos terem sido as mesmas, o padrdo de degradacdo do acido
ascorbico diferiu entre o experimento 1 e os experimentos 2 e 3.

Deste modo, houve diferencas quanto as respostas apos a aplicacéo de

radiacdo UV-C dependendo da estacdo de cultivo de brécolis.

5.7 Mirosinases

5.7.1 Efeitos do Estresse Hidrico

O estresse hidrico levou a reducdo da atividade de mirosinases na
colheita 1 do experimento 1 e no experimento 2, anteriormente ao
armazenamento. Porém, este efeito ndo foi reprodutivel na segunda colheita
realizada no experimento 1 ou no experimento 3. A reducdo de atividade de
mirosinases pelo estresse hidrico pode estar relacionada a fatores ambientais
associados, como a dose radiacao total e quantidade de horas de insolacéo
nos dias anteriores a colheita (visto na Tabela 20), uma vez que somente
ocorreu nagueles experimentos em que estas variaveis ambientais foram mais

intensas durante o cultivo. Observou-se também que nas colheitas com menor
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atividade de mirosinases, houve maior acumulo de glicosinolatos entre os
experimentos analisados (Apéndice A). A diminuicdo da atividade de
mirosinases ja foi previamente relacionada ao estresse salino, que
fisiologicamente é similar ao estresse hidrico (YUAN et al., 2010).

O acido ascorbico atua no metabolismo dos glicosinolatos como cofator
enzimatico das enzimas mirosinases, ligando-se de modo a alterar a regido em
gue possivelmente estdo os residuos de aminoacidos (OHTSURU; HATA,
1979). Porém, os teores de acido ascoérbico encontrados no brocolis
possivelmente nao influenciam na atividade de mirosinases, visto que as
guantidades necessarias para sua atuacdo como cofator sdo muito inferiores
as encontradas no vegetal (KLEINWACHTER; SELMAR, 2004).

O estresse hidrico, deste modo, possivelmente ocasiona a reducéo da
atividade de mirosinases apenas quando o0s brocolis sdo submetidos a outras

condi¢cBes ambientais em niveis mais intensos durante o cultivo.

5.7.2 Efeitos da Radiacédo UV-C

No experimento 1, os efeitos da aplicacdo de UV-C ndo foram
reprodutiveis entre as colheitas. Nos experimentos 2 e 3, entretanto, observou-
se uma reducdo da atividade de mirosinases aos 7 dias de armazenamento
pela aplicacédo de 7 kJ.m? de UV-C em brécolis cultivados sob aporte hidrico
regular, porém a dose de 10 kJ.m2 promoveu efeito oposto. O tratamento com
7 kJ m? de UV-C, além de possuir a menor atividade de mirosinases aos 7
dias, promoveu também o acumulo de glicosinolatos. Em brdcolis cujas
mirosinases foram inativadas se encontra uma degradacdo menos acentuada
de glicosinolatos (VAN EYLEN, 2009).

Ja nos brécolis cultivados com estresse hidrico, a aplicacdo de UV-C em
ambas as doses levou ao aumento da atividade de mirosinases em relacéo
aquela observada apés a colheita, sendo a dose 7 kJ.m? a que ocasionou 0
maior aumento da atividade da enzima. As mirosinases estdo ligadas a
resposta de vegetais em situacdes de ataques de patdégenos. Pode ter ocorrido
gue a dose de 7 kJ. m2em plantas sob aporte hidrico regular ndo tenha ativado

0s mecanismos de defesa, porém 10 kJ m? tenha sido percebida como uma
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condicdo mais extrema. Nos brocolis cultivados sob estresse hidrico
combinado a aplicagcdo de UV-C, provavelmente houve a ativacdo destes

mecanismos ja com a aplicacado da menor dose.

5.8 Glicosinolatos

5.8.1 Efeitos do Estresse Hidrico

O estresse hidrico diminuiu o conteddo de glicosinolatos em ambos
periodos analisados no experimento 1. Khan,Ulrichs, Mewis, (2011)
observaram que ha reducdo nos glicosinolatos totais apds brécolis serem
submetidos a uma semana de estresse hidrico.

A reducéo de glicosinolatos totais observada nos cultivos de verao pode
ter ocorrido porque estas plantas foram expostas a temperaturas mais
elevadas, maior periodo de iluminacdo e incidéncia de radiacdo durante os
meses de cultivo a campo, que por si podem ter sido percebidas como um fator
adverso ao metabolismo dos compostos nos brocolis, representando o estresse
hidrico um fator combinado a estas condicbes ambientais. Temperaturas e
iluminacdo associadas com a latitude e estacdo do ano afetam a qualidade
sensorial de floretes de brécolis (JOHANSEN et al., 2017).

Nos experimentos 2 e 3, colhidos no inverno, ndo houve diferencas entre
plantas cultivadas com ambos os tratamentos pré-colheita ao inicio do
armazenamento, porém apos 7 dias houve aumento do teor de glicosinolatos
nos brocolis cultivados sob estresse. Lopez-Berenguer et al. (2008)
observaram um aumento no teor de glicosinolatos totais de mudas de brocolis
cultivadas sob diferentes condi¢des de salinidade, de 40 e 80 mM. Segundo o0s
autores, pode ocorrer um aumento de biossintese de glicosinolatos como forma
de adaptacdo ao estresse. Além disso, como discutido anteriormente, no
inverno as condi¢cdes climaticas durante o periodo de cultivo como um todo
foram menos intensas (visto na Figura 29), o que pode ter levado a diferencas
na acumulacdo de glicosinolatos entre as estacdes. Brocolis cultivados em
maiores valores de latitute norte, menores temperaturas e fotoperiodos longos
apresentam caracteristicas diferentes daqueles cultivados em regides mais ao

sul, com teores de glicosinolatos individuais que sao influenciados
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diferentemente pela temperatura e horas de sol, com alifaticos sendo
aumentados por cultivo a temperaturas menores e o0s inddlicos, por
temperaturas maiores (MBLMANN et al., 2015).

Independentemente do estresse hidrico, observando as caracteristicas
dos brécolis logo apds a colheita (Apéndice A), os menores conteudos de
acucares redutores foram encontrados na colheita 2 do Experimento 1, que
apresentou 0s maiores teores de glicosinolatos. Relacdo contraria foi
observada no Experimento 2, com concentracdo de acuUcares redutores
significativamente maior em relacdo aos demais experimentos e teores de
glicosinolatos totais menor. Observando a insolagéo total e radiacdo acumulada
apenas nos dias anteriores a colheita (apresentados Tabela 20), possivelmente
baixos valores dos parametros estdo relacionados com o acumulo de
glicosinolatos (e diminuicdo de acucares). O aumento da concentracdo de
glicosinolatos em brécolis é dependente ndo apenas da estacéo de cultivo, mas
também de caracteristicas climaticas que variam de um ano para outro (AIRES
et al., 2011).

Em Arabidopsis thaliana, a exposicdo a concentracdes de 1, 3 e 5% de
glicose estimula o acumulo dos glicosinolatos e de genes relacionados a sua
rota. Em plantas mutantes insensiveis a glicose (gin 2-1) e a glicose e sacarose
(rgs 1-2) ocorre a diminuicdo do conteudo de glicosinolatos totais (MIAO et al.,
2013). Entretanto, quando se trata de acucares produzidos pelo vegetal,
também € razoavel que ocorra o aumento de acucares redutores devido a
diminuicdo de glicosinolatos, pois quando hidrolisados os glicosinolatos liberam
glicose.

Neste estudo, observou-se que o0 estresse hidrico ocasionou a
diminuicdo dos teores de glicosinolatos apés a colheita no experimento
conduzido no verdo e que, no inverno, houve acumulo de glicosinolatos pelo
estresse durante o armazenamento. Glicosinolatos e compostos relacionados
ao seu metabolismo, como acucares, acido ascorbico, atividade de mirosinases
e glicosinolatos totais podem ser influenciados por caracteristicas climaticas
observadas anteriormente a colheita, € ndo apenas por caracteristicas gerais

da estacéao de cultivo.
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5.8.2 Efeitos da Radiagédo UV-C

A aplicagcdo da radiagcdo UV-C levou ao aumento do teor de
glicosinolatos no experimento 1 somente no tratamento com 10 kJ m?, aplicado
aos brocolis com estresse hidrico. JA nos Experimentos 2 e 3, a mesma dose
acarretou em diminuicdo de glicosinolatos, porém houve aumento de
isotiocianatos. Nestes experimentos, 0 aumento de glicosinolatos aos 7 dias de
armazenamento ocorreu quando foi aplicada a dose de 7 kJ m2 de UV-C nas
plantas cultivadas sob aporte hidrico regular. O tratamento com radiacfes
ultravioleta tem sido demonstrado como um fator que aumenta os teores de
glicosinolatos em brécolis (TARIQ et al.,, 2013; TOPCU et al., 2015;
RYBARCZYK-PLONSKA et al., 2016).

Além de se observar acumulo de glicosinolatos nos brécolis cultivados
sob aporte hidrico regular tratados com 7 kJ.m? de UV-C, observou-se a
diminuicdo da atividade de mirosinases. Nos brocolis com estresse hidrico,
houve reducdo pela aplicacdo da mesma dose de UV-C, que ocorreu
concomitantemente a uma atividade de mirosinases significativamente superior
a encontrada nos outros tratamentos. Tratamentos pos-colheita influenciam o
acumulo de glicosinolatos ao longo do armazenamento e também em sua
biodisponibilidade, uma vez que alguns podem inativar as mirosinases, fazendo
com que, in vivo, eles sejam metabolizados a isotiocianatos apenas pela
microbiota intestinal e ndo pelas enzimas do vegetal (BARBA et al., 2016). No

tratamento com 7 kJ.m?de UV-C houve diminuicdo da atividade.

5.9 Isotiocianatos

5.9.1 Efeitos do Estresse Hidrico

No experimento 1 ndo houve diferencas nos teores de isotiocianatos
entre as plantas cultivadas com e sem estresse hidrico apos a colheita. Aos 7
dias de armazenamento, houve reducdo pelo cultivo com estresse hidrico
apenas na colheita 1.

Nos experimentos 2 e 3, houve diferencas nos teores apenas

anteriormente ao armazenamento, com efeitos opostos, com reducdo dos
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teores em 2014 pelo estresse hidrico e aumento em 2015. Os isotiocianatos
podem induzir o fechamento dos estématos via producdo de EROs, Oxido
nitrico e elevacdo de Ca?* citosdlico, para evitar perdas de dgua e também a
invaséo de fungos (KHOKON et al., 2011). Os estresses abidticos como seca e
temperaturas elevadas afetam o teor de glicosinolatos possivelmente
aumentando sua biossintese, facilitando sua liberacdo do citoplasma para o
vacuolo apés a percepcdo do estresse pelo vegetal, ativando assim as
mirosinases e a producao de isotiocianatos, que por sua vez podem regular as
proteinas que realizam o transporte pela membrana celular (MARTINEZ-
BALLESTA et al., 2013). Apesar de nao se ter observado producdo acentuada
de isotiocianatos, o estresse hidrico levou ao acumulo de glicosinolatos ap6s o
armazenamento nos Experimentos 2 e 3. Como sera visto a seguir, a producéo
de isotiocianatos foi intensificada apenas no tratamento combinando estresse
hidrico e 10 kJ m? de UV-C nos experimentos 2 e 3 e na segunda colheita do
experimento 1, de modo que a cadeia completa de respostas metabdlicas
esperadas apdés a percepcao do estresse pelo vegetal pode nao ter sido
ativada pelo cultivo com estresse hidrico isoladamente, aumentando apenas a

biossintese dos glicosinolatos.

5.9.2 Efeitos da Radiagéo UV-C

No Experimento 1, a aplicacdo de UV-C levou ao acumulo de
isotiocianatos durante o armazenamento somente nos brocolis cultivados com
estresse hidrico, nas doses de 7 kJ m? de UV-C na colheita 1 e 10 kJ m2 na
colheita 2. Pode ter ocorrido que esta cadeia de respostas com relacdo aos
glicosinolatos tenha sido intensificada, chegando a producéo de isotiocianatos,
apenas nas condicbes mais extremas de estresse aqui empregadas, como o
UV-C combinado a reducado do aporte hidrico.

Nos Experimentos 2 e 3, semelhantemente ao ocorrido na segunda
colheita do Experimento 1, a combinacdo de estresse hidrico e 10 kJ m2 de
radiacdo UV-C foi o tratamento que promoveu uma liberagcdo mais acentuada
de isotiocianatos a partir dos glicosinolatos. Diferentemente do Experimento 1,
onde o conteudo de glicosinolatos encontrava-se em niveis elevados no

tratamento, nos Experimentos 2 e 3 houve reducdo significativa de
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glicosinolatos totais pela aplicagdo dos tratamentos combinados. Nestes
experimentos, pode ter ocorrido, portanto, degradacao de glicosinolatos para a
producéo de isotiocianatos, enquanto no Experimento 1, pode ter ocorrido uma
ativacdo mais intensa da sintese de glicosinolatos do que de sua hidrdlise a
isotiocianatos. Porém, neste tratamento, outros indicativos de conservagéo da
hortalica, tais como pigmentos e antioxidantes, encontravam-se a nhiveis
menores do que nos outros tratamentos apds 0 armazenamento,
possivelmente indicando uma diminuicdo do periodo de conservacao.
Observando os dados obtidos neste estudo, provavelmente nao €
possivel promover aumentos significativos de glicosinolatos e isotiocianatos ao
mesmo tempo nos vegetais. Dado que os isotiocianatos ndo compostos que
apresentam acao efetiva de defesa contra o estresse, também € provavel que
guando nado estejam exercendo tal funcdo sejam metabolizados a outros
compostos, sendo preferivel deste modo promover o acamulo de glicosinolatos,
observando conjuntamente outras variaveis indicativas da qualidade da

hortalica.

6 Conclusdes

A ocorréncia de estresse hidrico foi confirmada pelas analises de
crescimento de brocolis e potencial osmaotico apds a colheita, nos experimentos
colhidos no inverno. O estresse hidrico diminui o teor de é&cido L-ascorbico
independente da estacdo de cultivo, enquanto os glicosinolatos respondem
diferentemente ao tratamento dependendo das caracteristicas climaticas da
estacdo. Ja angulo Hue, acuUcares redutores e atividade de mirosinases
apresentam respostas diferentes ao cultivo com estresse hidrico em cada
colheita, mesmo que realizadas em periodos do ano com caracteristicas
climaticas semelhantes.

Os efeitos da aplicacdo de UV-C sobre os glicosinolatos também
dependem da estacdo de cultivo. Durante os experimentos conduzidos no
inverno, o acumulo durante o armazenamento pela aplicagdo de 7 kJ.m? de
UV-C ocorre concomitantemente a uma menor atividade de mirosinases. No

verdo, se observa o acumulo quando os brdcolis cultivados sob estresse
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hidrico sdo tratados com 10 kJ.m? de UV-C, porém se observa também
diminuic@o de clorofilas, carotenoides e acido ascorbico no tratamento, o que
indica um menor periodo de conservacdo poés-colheita e perda da qualidade
funcional da hortalica.

O acumulo de pigmentos é intensificado quando a colheita é realizada
no verdo. Além das caracteristicas gerais da estacdo de cultivo, 0 acumulo de
glicosinolatos, acucares redutores, &cido ascorbico, pH e atividade de
mirosinases parecem estar relacionados as condi¢cdes ambientais observadas
no periodo proximo a colheita, tais como insolagdo e radiacéo total, devido a

variacao de valores que se observaram entre os experimentos.
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Apéndice A - Caracteristicas de brdcolis cultivados sob aporte hidrico regular e estresse ap06s a colheita dos Experimentos 1, 2 e 3

Irrigacso Colheita 1 Colheita 2 Experimento Experimento
9ag Experimento 1 Experimento 1 2 3
Cor (h°) Regular 109,6 Bb 105,9 Ba 120,7 Aa 124,1 Ab
Estresse 118,5 Ba 1054 Ca 116,6 Ba 129,1 Aa
fr,'gig'?)sa Regular 55249 Ba 61130 Aa 3272 Db 494,1 Ca
Estresse 456,06 Ab 344,07 Bb 421,8 Aa 427,9 Ab
(Crl]%r?(g'i‘fb Regular 166,67 Ba 192,57 Aa 81,3 Cb 164,5 Ba
Estresse 140,01 Aa 100,87 Ab 112,7 Aa 131,9 Ab
fg@r}o&gqsldes Regular 194,83 Aa 193,76 Aa 122.0 Cb 156.8 Ba
Estresse 160,44 Ab 116,10 Bb 167,5 Aa 153,7 Aa
pH Regular 6,5 Ba 6,3 Ca 6,8 Aa 55 Db
Estresse 6,5 Ba 6,2 Ca 6,6 Ab 56 Da
Agucares_lr(?\dutores Regular 73,2 Ba 38,6 Da 2540 Aa 550 Cb
(mmol.kg™)
Estresse 25,6 Cb 38,1 Ca 249,0 Aa 102,0 Ba
Acido L-ascérbico
(g9.kg™) Regular 6,8 Aa 2,9 Da 4,3 Ba 3,7 Ca

Estresse 39 Ab 15 Cb 26 Bb 25 Bb



Mirosinases
(mol .kgt)*

Glicosinolatos
(mmol.kg™?)

Isotiocianatos
(mmol.kg?)

Regular
Estresse

Regular
Estresse

Regular

Estresse

56,4
46,4
172,2
137,9
60,08

63,47

Aa

Ab

Ca

Cb

Ca

Ba

21,2 Ca
19,6 Ba
459,2 Aa
238,6 Ab
122,30 Aa

101,30 Aa

35,9
18,1

110,5
106,3

73,8
61,5

Ba
Bb

Da
Ca

Ba
Bb

20,3
21,3

245,6
207,2

40,5
67,0

Ca
Ba

Ba
Ba

Db
Ba

106

Médias seguidas pela mesma letra mailscula na linha e pela mesma letra mindscula na coluna néo diferem para cada variavel pelo teste Fisher (p < 0,05).

"NAcucares Redutores expressos em equivalente a glicose; *Mirosinases - mol glicose produzida por kg de proteina
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