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1. Papel do Ca?* como nutriente
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Horménios (Etileno, Auxina, Giberelina, Citocininas, ABA, etc...)
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Mecanismos de defesa a patogenos (bioquimicos e fisicos)
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Germinagéo de sementes (secrecao de alfa-amilase)
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tura de parede celular Balango in6énico

| ;
Pectina (Caffall and Mohnen, 2009). Caracteristi as de cristais de oxalato de célcio em
células vegetais (Webb, 1999).

Estrutura e fungcao de membranas

Glycoprotein: protein with Glycolipid: lipid with
carbohydrate attached / carbohydrate
attached

‘.’ ¢ :
‘ f.?lj_\:m\'r (| R/ARARAY LI
"H.’\ Hj.‘.mn\u'uup.,

\ \

Peripheral membrane Phospholipid
protein bilayer
Integral membrane Cholesterol ;
protein Protein channel

Filaments of the cytoskeleton

Source: http://cnx.org/content/m45432/latest/?collection=col11551/latest
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Estrutura e fungcao de membranas

~—

De Freitas et al., 2010

2. Calcio: solo-planta-fruto-célula
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Particiio de Ca?*

2 Taxatranspiratéria

= Taxade crescimento

= Potencial hidrico

=2 Fluxo de seiva xilema/floema

Catt--Ca®’ 2 Contetdo e disponibilidade de Ca?* no solo
Calr 2 Absorcdo de Ca? pela raiz

Gazt: L g2t o Crescimento radicular

oFluxo de Ca?* pelo apoplasto e simplasto

2 2 : .
Ca?’ Ca” o Competigdo de Ca>* com outros nutrientes

Freitas e Mitcham, 2012

Acumulo de Ca?* em frutos

Balanco hidrico:

» Fruto: Xilema + floema - crescimento - transpiragao

Alto acumulo Fatores determinantes:
» Concentragao no xilema
» Fluxo seiva no xilema
» Transp. + crescimento
» Funcionalidade xilema
» CTC parede celular

» Absorc¢ao celular
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Como é a distribuicao celular de Ca?*
nos tecidos?

( Vacuolo \ Citosol

pH=5.0-5.5 pH=7.0-7.5
2+

L | R
[Ligado Ca*] H-«@— V-PPase + V-ATPase

T i3 ¢ (e
H,"l{igado Ca] 0.1-0.2 pM
Ca?* Ca* H
Canais de Ca>* Ca?* ATPases Transportadores de Ca2*
Ca® Ca* H* H*-ATPase
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3. Mecanismos reguladores de desordens
fisiologicas em frutos

Sintomas de deficiéncia de Ca%* em frutos
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Quais sao as causas dos sintomas de
deficiéncia de Ca?*?

> Trabalhos com hidroponia mostram que baixos
niveis de Ca%* na solucdo nutritiva levam ao
aparecimento dos sintomas de deficiéncia.

» Aplicacoes foliares sao utilizadas para reduzir os
riscos de aparecimento de desordens relacionadas
a baixos niveis de Ca?* em frutos.

Baixos niveis de Ca?* no tecido dos frutos estédo
positivamente correlacionados com o aparecimento
de desordens causadas por deficiéncia de Ca?".

Quais sao as contradicoes?

. Os sintomas de deficiéncia de Ca2* nem
sempre estao correlacionados com o
nos tecidos.

. Nao existe um nivel nos
tecidos abaixo ou acima do qual o tecido
vai ou nao desenvolver os sintomas de
deficiéncia, respectivamente.
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re - vndonville i C:
Niveis de Ca?* versus y It B v

incidéncia de bitter pit P <0.0001

em maga T = °
"\

-

-

-
‘:&
iy 28,00 -

Milton in 2000

BP=106(Ca)-7451

R® =0.46
% P <0.0001

Controlling Bitter
Pit in ‘Honeycrisp’
Apples

-
-

~J

D.A. Rosenberger!,

J.R. Schupp?, S.A. Hoying?,
L. Cheng*, and C.B. Wartkins*
Horliechnology + July-September 2004  14(3)

BP = 171(Ca)-9781

R = 0.48
P <0.0001

Fruit with bitter pit after cold storage (%)

» Bloco = 1 planta
> 50 frutos/planta, 85 dias a 1,4°C

120 150
Fruit calcium [ppm (mg-kg )]

Niveis de Ca** apoplastico e
sSintomas de deficiéncia em frutos

> O primeiro sintoma visual de deficiéncia é
plasmolise celular seguida pela desintegracao
de membranas e morte celular. Estes sintomas
sao seguidos pelo aumento da permeabilidade
de membranas (extravasamento de solutos).

Concentracao de Ca?* no apoplasto deve ser
mantida em determinados niveis (> 0,1 mM)
para manter a estrutura e funcionalidade de
membranas celulares.
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Alta absorgdo de Ca’* pela planta

Alto fluxo de Ca?* para o fruto

I

Alta translocagdo de Ca?
para a regido distal do fruto

Adequada partigao
celular de Ca?*

Adequada funcionalidade
da membrana plasmatica

J

Fruto sem sintomas de
deficiéncia de Ca?*

Distribuicao celular de Ca?*

Parede celular = 60 — 80% do Ca?* do tecido

/W* Ca"- ATPase cl.-.,_...t.g‘, el A\

O que pode acontecer se houver um desbalango na
regulacido deste sistema?

i ~ 100- 200 nM %’
& Voltage §-

<

20 —40% do Ca?* \
do tecido

Ca"-ATPase cappr NAADP
———

10
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Mecanismos

Os mecanismos reguladores da susceptibilidade
dos frutos a desordens fisiolégicas relacionadas
ao Ca?* determinam:

1) Teor total de Ca?* acumulado nos frutos

2) Distribuicao celular do Ca?*

4. Trabalhos de pesquisa

11
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RESEARCH PAPER

1Calcium partitioning and allocation and blossom-end rot
development in tomato plants in response to whole-plant
and fruit-specific abscisic acid treatments

Sergio Tonetto de Freitas"*, Andrew J. McElrone?, Kenneth A. Shackel® and Elizabeth J. Mitcham®

! Brazilian Agricultural Research Corporation, Embrapa Semiarido, Petrolina, PE, 56302-970, Brazil
2 USDA-ARS, Crops Pathology and Genetics Research Unit, Davis, CA 95616, USA
2 Department of Plant Sciences, University of California, Davis, CA 95616, USA

OBJETIVO

Determinar a particdo e alocacao de Ca2* em plantas em

resposta ao ABA.

=\ _\ —\ \ N\ 1 @¥
el

v Metodologia
» Tomate cultivar Ace 55 (Vf)

* Plantas cultivadas em potes com 9 L de substrato organico

* Flores foram selecionadas e polinizadas manualmente

« A partir da polinizagao, plantas foram irrigadas com solugao nutritiva sem Ca2*
AT ¥ o TR ; S

Nl

7

5

~'%.""" Tratamentos
‘7 'ui 1 — Planta pulverizada com agua (control)
\ \ 2 — Planta pulverizada com ABA 500 ppm
¥ 3 — Fruto imerso em agua (control)
4 — Fruto imerso em ABA 500 ppm

S i
". 4

\

» Plantas e frutos foram analisados aos 15 e 30 dias apos a polinizagao (DAP).

/!

08/10/2019
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RESULTADOS

Plant water spray
Plant ABA spray
Fruit water dip
Fruit ABA dip

a a

[

1=
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-
e
=
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e
Q
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=
[¥)
=
[&]
£
[~
aa)
=)

Days after pollination
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SENSORES PARA FLUXO DE SEIVA
“HEAT PULSE METHOD”

Aquecedor

¢ +0.5 cm termopar

Anelamento com calor foi usado para bloquear o fluxo
de seiva no floema.

' Table 1. Average xylemic sap flow rate in leaf pedicel and fruit
| peduncle of tomato cultivar Ace 55 (Vf) at 15 and 30 DAP

Treatment Leaf pedicel Fruit peduncle
(ul g leaf FW h) (ul g fruit FW ')

15 DAP 30 DAP 15 DAP 30 DAP

Plant water spray 20.7 & 206a 034b 0.09¢c
Plant ABA spray 44b 42b 127 a 0.27 a
Fruit water dip 205a 19.0a 0.33b 0.08c
Fruit ABA dip 202a 182a 0.36b 0.16b

CV (%) 19.8 18.2 14.6 5.4

*Means with the same letter between treatments at each evaluation
time are not significantly different (P=0.05) according to Tukey's test.
CV, coefficient of variation.

08/10/2019
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EXTRAGAO DA SEIVA DO XILEMA

Coleta da seiva

Alta presséo

/

Camara de pressao

CONCENTRACAO DE CALCIO NA SEIVA DO XILEMA

Ultra-micro Ca?* selective electrode
(www.shelfscientific.com).

Concentracao de Ca2* nos tecidos de folha e fruto: digestdo acida
em microondas seguida de analise por “inductively coupled plasma
atomic emission spectrometry” (ICP-MS).

15



| Table 3. Calcium concentration in the xylemnm sap of fruit peduncile
and in the apoplast of blossom-end pericarp tissue of the tomato
| fruit Ace 55 (V1) cultivar at 15 and 30 DAP

Fruit peduncle Fruit blossom-end
xylem Ca?* (mM) apoplastic Ca?* (mM)

15 DAP 30 DAP 15 DAP 30 DAP

0.73 b* 1.00 b 0.04 c
0.97 a 1.24a 0.27a
Fruit water dip 0.71b 0.87b 0.04c
Fruit ABA dip 0.71b 0.86b 0.09 b

Table 4. Calcium concentration observed in the peduncle end
and blossom-end tissues of tomato fruit of the Ace 55 (V1) cultiva
at 15 and 30 DAP

Treatment Fruit peduncle end Fruit blossom end
(mg Ca?* g DW™) (mg ca?* g bw™)

15 DAP 30 DAP 15 DAP 30 DAP
Plant water spray 0.74b" 0.70b 0.34 c 0.25b
1.41a 1.14 a 0.80 a 0.59a

Fruit water dip 0.66 b 059 b 0.30 ¢
Fruit ABA dip 0.69b 057b 0.48b

CONCLUSOES

1= Pulverizacao de plantas com ABA aumenta o fluxo de
Ca?* para o fruto e reduz a susceptibilidade do fruto a PA.

2 — Aimersao de frutos em solugéo contendo ABA reduz a
susceptibilidade do fruto a PA.

3 — Ambos os tratamentos com ABA aumentam a
concentracdo de Ca?* na fragao soltvel do apoplasto na
regiao distal do fruto.

08/10/2019
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Dynamic Alternations in Cellular and Molecular
Components during Blossom-End Rot Development in
Tomatoes Expressing sCAX1, a Constitutively Active
Ca**/H* Antiporter from Arabidopsis

1[WIIOA]

Sergio Tonetto de Freitas, Malkeet Padda, Qingyu Wu, Sunghun Park, and Elizabeth J. Mitcham*

Department of Plant Sciences, University of California, Davis, California 95616 (S.T.d.F., M.P,, E.J.M.); and
Department of Horticulture, Forestry, and Recreation Resources, Kansas State University, Manhattan, Kansas
66506 (Q.W., S.P)

| Plant Physiology®, June 2011, Vol. 156, pp. 844-855, www.plantphysiolorg © 2011 American Society of Plant Biologists

Objetivo

Avaliar o efeito da alta expressao de sCAX1 na distribuicéo
celular de Ca?* e no desenvolvimento dos sintomas de
deficiéncia de Ca2* nos frutos.

( Vactiolo N Citosol
pH=5.0-5.5 pH=7.0-7.5
2=
[C2*T\ 4 jomMm

[Ligado Ca®] H-+@— V-PPase + V-ATPase

Ca?* Cal* Ca>*

[Ca®]
igado Ca2*] 0.1-0.2 pM

Ca* Ca2* H*
Canais de Ca>* Ca?* ATPases Transportadores de Ca2*
Ca?* Ca** H* ~-ATPase

17
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Materiais e Métodos

. pcdc2A::sCAX1 (Arabidopsis-Ca?*/H*) e tipo selvagem ‘FM9’
. Cultivo em potes de 9 L com substrato organico
. Irrigacao diaria com todos os nutrientes essenciais

. Frutos foram analisados aos 15 e 45 (DAP).

RESULTADOS

18



antas de tomate ‘FM9’ nao transgénicas e
transgénicas aos 45 DAP

Transgénicas com
Ndo transgénicas alta expressdo do

W gene sCAX1

20{A B
2 —— Wild type § 25 1 —— Wild type
= == sCAX a b === sCAX
£ 15 g 20
= -
b “a
£ S 15 :
o 1.0 4 a :5
§ § 10 b
b 2
| 0.5 g 5
Ed
= 00 0
= B B2
=0 &
g 1: a _§ 2.5 4 i
=]
g 220
= 10 4 e b
E g/ 8 154 b
oo -2
g 6 b g 1.0
= b o
A ! & 05
8 =N
W 2] 2
£

15 45 15 45
Days after pollination Days after pollination

08/10/2019
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Célula de fruto transgénico aos 15 DAP

* Tecido saudavel da regiao distal do fruto com sintomas visuais de podridao

D de celulas carregadas com Fluo-4 plus aos 40 DAP

Wild Type

el
(=

~
<

Fluorescence intensity
[e2]
S

[=))
<

Intensidade da fluorescéncia = concentragao de Ca no citosol. Médias obtidas de 15 células.

20
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h Conclusoes

SCAXT resulta em 100% incidéncia de podridao apical (PA)
SCAX1 aumenta a concentracao total de Ca?* nos frutos

SCAX1 causa uma distribuicdo anormal de Ca?* a nivel
celular, reduzindo os niveis de Ca?* soluvel no apoplasto e
citosol

SCAX1 aumenta a permeabilidade de membranas

the plant journal {{ SEB

Experimental Biology

The Plant Journal (2012) 71, 824-835 doi: 10.1111/1.1365-313X.2012.05034.x

Role of pectin methylesterases in cellular calcium distribution
and blossom-end rot development in tomato fruit

Sergio T. de Freitas', Avtar K. Handa?, Qingyu Wu®, Sunghun Park® and Elizabeth J. Mitcham'*

"Department of Plant Sciences, University of California, Davis, CA 95616, USA,

?Department of Horticulture and Landscape Architecture, Purdue University, West Lafayette, IN 47907, USA, and
IDepartment of Horticulture, Forestry & Recreation Resources, Kansas State University, Manhattan, KS 66506, USA

Objetivos

Avaliar o efeito da expressao de PME e grau de esterificacéo

de pectinas sobre a susceptibilidade dos frutos ao
desenvolvimento de podridao apical (PA).

21



Pectina e Ca?*

. CooH
coocr,  2HO  2CHOH % 0

0. OH
o o PME
oH

MATERIAIS E METODOS

Tomate tipo selvagem cultivar Rutgers

RNAIi: PME tipo |

Plantas cultivadas em potes de 9 L contendo perlita
Solugado com todos nutrientes essenciais até polinizacao
Solugéo nutritiva sem Ca2* apds polinizagédo

Analises: 15, 30 e 45 DAP

08/10/2019
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RESULTADOS

(@) _@- wild type
[ O~ PME-silenced

Blossom-end rot (%)

Days after pollination

23



08/10/2019

PMEU1 [LOC544090 | LOCS44289 | Les 9028 | Les.10790 | Les. 10560

5 w— \Vild type
== PME-silenced
a

w
SN

Expression level
8

[
[+

0.
153045 153045 153045 153045 153045 153045
Days after pollination

—@)— Wild type

—O— PME-silenced

Degree of soluble pectin
esterification (%)

Degree of insoluble pectin
esterification (%)

30
Days after pollination
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300
(a) —@— Wild type y
361 —O—Pﬂ:'E-silenoed @) —@- Wild type
250}

~(O~ PME-silenced

3.3f

200
3.0

150¢
2.7t

nmol soluble Ca®*
gfw™' pericarp

6.5F 100t

6.0t T

551

50}

nmol apoplastic Ca”*
gfw ™' pericarp

15 30 45

Days after pollination

umol Ca®* gdw"' insol. pectin Mol Ca** gdw™" sol. pectin ~ pmol Ca** gdw™' pericarp

Days after pollination

Conclusoes

Alta expressao de PMEs e grau de deesterificagdo de
pectinas aumentam os niveis de Ca?* ligado a parede celular
€ a susceptibilidade dos frutos ao desenvolvimento de

podridao apical (PA) em condi¢oes de baixos niveis de Ca?*
no solo.

08/10/2019
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DOI 10.1007/500344-017-9718-2
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.'Transcriptome Approach to Understand the Potential
Mechanisms Inhibiting or Triggering Blossom-End Rot
Development in Tomato Fruit in Response to Plant Growth
Regulators

Sergio Tonetto de Freitas"! - Federico Martinelli? - Bihong Feng® - Nicholas F. Reitz' -
Elizabeth J. Mitcham'

Objetivos

Identificar potenciais genes inibidores e indutores

de podridao apical (PA) em tomate em resposta a
reguladores de crescimento.

—
W Metodologia
). { - Tomate cultivar Ace 55 (Vf)
* Plantas cultivadas em potes com 9 L de substrato orgénico
* Flores foram selecionadas e polinizadas manualmente
i « A partir da polinizagao, plantas foram irrigadas com solugéo nutritiva sem Ca2*
~ou F N N\ S Y /o= T =

0.

i Tratamentos

.&.¢ 1 — Planta pulverizada com agua (controle)
- 2 — Planta pulverizada com GA,,; 300 ppm
1+ 3 — Planta pulverizada com Apogee 300 ppm

4 — Planta pulverizada com ABA 500 ppm
4 ~ | m

(P

* Frutos foram analisados aos 12, 26 e 40 DAP

* Analise de transcrigdo: GeneChip® Tomato Genome Array
A

08/10/2019
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RESULTADOS

—— Water

— GA4+7

=== Apogee
— ARA

Amostras
coletadas para a
anadlise de

aaaa transcricao cc

12 26 40
Days after pollination

Blossom-end rot (%)

Fig. 1 Blossom-end rot incidence in ‘Ace 55 (Vf)’ tomato plants
sprayed weekly with water (control), GA, , ;. Apogee (GA-biosynthe-
sis inhibitor prohexadione-Ca), or ABA. Mean values with different
letters at each evaluation time are significantly different according to
Tukey’s test (p=0.05). Data shown, mean +SD

08/10/2019
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Analise de transcrigao

Frutos aos 26 DAP:

> Alta suscepitibilidade a podridao apical (PA) = Fruto tratado com GA
> Média susceptibilidade a PA = Fruto tratado com agua (linha base)
> Baixa susceptibilidade a PA = Fruto tratado com ABA e Apogee

@ affymetrix

Biology for a better world

~9200 genes

Genes potencialmente inibidores de PA
Critério:
1. Expressao DEVE ser - correlacionada com a incidéncia de PA

2. Expressao DEVE ser maior em Apogee e/ou ABA
3. Expressao DEVE de menor em GA,,;

Genes potencialmente indutores de PA

Critério:

1. Expressao DEVE ser + correlacionada com a incidéncia de PA
2. Expressao DEVE ser menor em Apogee e/ou ABA
3. Expressao DEVE de maior em GA,,,

28



- <<Blossom-end rot=>+| - << Blossom-end rot=>+| -<=Blossom-end rot=>+
~ 1ic
Genes inibidores de PA

-

s~ O o o -
oo w o [4;] o

Expression level

oL

o
o

i
iy
Genes indutoresde PA /-
- / 3
1.0 L= . . | , : . I‘.1-2 S
Apogee Water GA ABA Water GA AA Water

o
”

Expression level
,

Conclusoes

» A grande maioria dos genes de PA
codificam para proteinas com funcdes importantes
na resisténcia ao estresse oxidativo e compostos
toxicos.

» A grande maioria dos genes de PA
codificam para proteinas com fungées no aumento
dos niveis de estresse oxidativo e morte celular.

08/10/2019
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Alto estresse oxidativo (GAs)

Baixa expressdo de PME

1 \ Baixo [Ca?*] na parede Alto [Ca?*] na parede

Alta [ABA] Alta SCAX1 celular celular

'] [l |

). Baixa permeabilidade  Alta permeabilidade
Ailia [Ca*?] no fruto de membrana de membrana

Baixo estresse oxidativo(ABA/Apogee)

| Postharvest Physiological
Disorders in Fruits
and Vegetables

y Edited by X
Sergio Tonetto de Freitas
Sunil Pareek

Published January 16, 2019
Reference - 824 Pages - 355 Color & 10 B/W lllustrations
ISBN 9781138035508 - CAT# K31725
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