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ESTUDO DA VARIABILIDADE GENETICA E ESCURECIMENTO EPIDERMICO EM
CAQUI ‘FUYU’ (Diospyrus kaki) APOS ARMAZENAMENTO REFRIGERADO!

EMERSON DIAS GONCALVES*, RENATO TREVISAN? JORGE ADOLFO SILVA3 CESAR VALMOR ROMBALDI?

RESUMO - O presentetrabalho teve o objetivo de avaliar aocorrénciade escurecimento epidérmico no caqui cv. Fuyu e suarelagdo com variabilidade
genética. O experimento foi realizado com folhas e frutas obtidas de cinco pomares comerciais, sendo quatro del es situados naregido serranado Rio
Grande do Sul e um na regido de Pelotas. A escolha dos pomares foi baseada na idade das plantas, entre cinco e oito anos, e ocorréncia do
escurecimento epidérmico das frutas. As plantas foram escol hidas ao acaso em cada pomar. Paraavaliagdo de variabilidade genética, foi utilizadaa
técnicade RAPD. Asfrutasforam avaliadas quanto ao grau de escurecimento, apds trés meses de armazenamento. Paraavaliar o escurecimento, foi
usadaumaescalade 0 a5. Todos oslocais apresentaram a ocorréncia de escurecimento com varios niveis de severidade entre asfrutas, com excegdo
do pomar de Pelotas- RS, que néo apresentou o sintoma. A técnicade RAPD ndo foi eficiente paraidentificar o caréter escurecimento entre as plantas
e as regifes estudadas.

Termosparaindexacdo: RAPD, armazenamento, qualidade.

GENETIC VARIABILITY STUDY AND BROWNING IN ‘FUYU’ (Diospyrus kaki) PERSIMMON AFTER COLD
STORAGE

ABSTRACT - The present work had the objective of eval uating the occurrence of skin browning, in persimmon, cv. Fuyu and itsrelation with genetic
variahility. The experiment was carried on with leaves and fruits obtained from five commercial orchards, being four of them located in the mountain
region of Rio Grandedo Sul and onein Pelotasarea. The choice of the orchardswas based on the plants age, between five and eight years and aknown
occurrence of skin browning of the fruits. The randomized plants were sampled in each orchard for genetic variability evaluation using RAPD
technique. Fruits were evaluated for skin browning, after being in cold storage for tree months. A scale of 0 to 5 was used all the locations had
browning occurrence varying the severity among the fruitswith the exception of persimmon from Pel otas orchard which did not havethe problem. The

RAPD technique was not efficient to identify the browning character aswell asthe areas.

Index terms. RAPD, storage, quality.

A cultivar ‘Fuyu’ destaca-se por apresentar boa adaptacéo e
produtividade, com frutas sem sementes, de tamanho médio agrande (150
a 300g), coloracéo amarel o-avermelhada e sabor adocicado. No Sul do
Brasil, o periodo decolheitaval deabril amaio (Martins& Pereira, 1989). O
escureci mento epidérmico e aperdade firmezade pol padas frutas sdo os
principais fatores limitantes de comercializag8o, caracterizando-se pelo
surgimento de estrias com coloragdo escura, iniciando pelo pedinculo e
prosseguindo ao longo daepidermedafruta. Asfrutas que ndo apresentam
escurecimento, mostram-se lisas, com coloracdo aaranjada e brilhante,
sem nenhumamanchaou estria(Georgeet ., 1997; Danieli, 2000).

Emborasem sucesso, ostrabal hosde pesquisatém sido dirigidos
paraminimizar aocorrénciadeste problemabem como ampliar o mercado
decomercidizagio acurto prazo, buscando prolongar avidapds-colheita
e retardando a velocidade de maturagdo das frutas, seja no campo, sgja
apo6s a colheita (Ferri, 2000). Alternativas como Atmosfera Refrigerada
(AR), Atmosfera Modificada (AM) e Atmosfera Controlada (AC)
conseguem prolongar avida pos-colheitade caguis dacv. Fuyu, porém o
escurecimento das frutas € notério apos a saida das frutas da camara,
apresentando diferentes graus de severidade. A temperatura de
armazenamento paracaguis’ Fuyu’ Stua-senafaixadezeroa0,5°C eumidade
relativade 90-95% (Brackmann & Donazzol o, 2000). Osmesmos autores
destacam a utilizac8o de atmosferamodificada (AM), com o emprego de
embal agens de polietileno de baixa densidade (PEBD), com espessurade
30a80pum; eatmosferacontrolada(AC), com concentragies parciaisde O,
e de CO,, situando-se na faixa de 2,0 a 3,0 kPa e 5,0 a 10,0 kPa,
respectivamente.

Demaneirageral, observa-se que os caquis‘ Fuyu' ndo tém boa
conservabilidade em AR, mesmo por curtos periodos de estocagem (de 30
a0 dias). Emboranaretiradadacamarafrigorificaasfrutas se apresentem
aparentemente em boas condic¢les, haumasignificativaperdadefirmeza
de polpa a partir desse momento, resultando em frutas completamente
amolecidas dois atrés dias apds (Brackmann, 1997). Em AM, o periodo
seguro de estocagem prolonga-se para45 a60 dias, com vidadeprateleira
acima de sete dias (Brackmann & Saquet, 1995). Em AC, os resultados
apontam paraum periodo de estocagem aindamaior, em torno de 60 a80
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dias(Brackmann & Donazzol o, 2000).

O escurecimento epidérmico esta entre os fatores limitantes
durante e apds o0 armazenamento de caquis ‘Fuyu’, podendo atingir a
totalidade da superficie das frutas, depreciando-as do ponto de vista
comercial (Ferri et a., 2002). As causas desse problema ndo foram
elucidadas, emboratenham sido estabel ecidas correl ages positivasentre
suaocorrénciae o vigor do pomar, as baixas temperaturas e 0 excesso de
umidade no periodo dematuragdo, o retardo nacolheitae 0 armazenamento
prolongado (Ferri, 2000). Afora esses aspectos, tem-se observado que hi
comportamento diferenciado entrefrutas de plantas distintas de um mesmo
pomar com caracteristicas edafoclimaticas e de cultivo homogéno,
sugerindo que o fator gendtipo possa estar envolvido na suscetibilidade
a0 escurecimento epidérmico (Marks & Andrews, 1990). A priori, édese
esperar que, pela propagacao vegetativa, ndo hagjavariabilidade genética
nos pomares de caguizeiro. Porém, como a maioria das éreas cultivadas
com caqui ‘ Fuyu’ no Sul do Brasil ndo tem identificac8o exatadaorigem
do materia genético, essahipbtese pode ser fal sa. Nesse contexto, buscou-
severificar sehavariabilidade genéticaem plantasde caquizeiro‘ Fuyu’ e
relacioné-las com umapossivel ocorrénciade escurecimento epidérmico.

O estudo foi conduzido em cinco pomares de caquizeiro ‘ Fuyu’,
cujo histérico de ocorrénciade escurecimento epidérmico dasfrutasjaera
conhecido, apartir de trabalhos anteriormente realizados (Rinal di, 1998;
Ferri, 2000; Danieli, 2000; Neves, 2002). Em cadapomar, selecionaram-se
dez plantas. Doscinco pomares, quatro localizavam-se naregido da Serra
Galichae um em Pelotas, naregido Sul do Rio Grandedo Sul.

Em todos os pomares avadiados, para o estudo da variabilidade
genética e observacdo da ocorréncia do escurecimento epidérmico,
coletaram-se, de cadaplanta, folhasjovens (brotagtes de aproximadamente
150 mm) e frutas sadias com coloracdo amarelo-alaranjada,
respectivamente.

A variabilidade genéticafoi estudada empregando-se atécnica
deRAPD, eaextracdo do DNA dasfolhas de caquizeiro foi realizadade
acordo com a metodol ogia descrita por Ferreira e Grattapaglia (1996),
efetuando-se duas extraces por planta. Anteriormente a amplificaco,
determinou-se a concentracdo e estimou-se a pureza do DNA por
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FIGURA 1 - Bandas RAPD de brotagdes foliares de caqui (Diospyroskaki) cv. Fuyu utilizando o primer (OPC 6). Sequiénciadas plantasno gel:
(A) (M,40,41,42,43,44,45,46,47,48,49,50,31,32,33,34,35,36,37,38,39,1,2,3/4,5,6,M)
(B) (M,10,11,12,13,14,15,16,17,18,19,20 M* ,1A,1B,2B,3C,21,24,25,26,29,M).

espectrofotometria, de maneira que cada reacdo fosse conduzidacom 10
ng.ul . Osoligonucl eotideos empregadosforam selecionadosapartir dos
kits OPF, OPA, OPAN, OPB e OPC (Operon Technologies®), por teste
preliminares de amplificac8o detectando-se bandas definidas (Figura 1).
Testaram-se 200 oligonucleotideos e selecionaram-se 22, das seguintes
series. OPF(1;2;4;7;9; 12; 15; 19e20); OPAN (03; 11 e16); OPB 20; OPC
(03; 04; 05; 06; 07; 09; 10; 11 20).

Paraavaliar o grau de escurecimento daepiderme, asfrutasforam

analisadas visualmente, sempre pela mesma pessoa, adotando-se escala
dezeroacinco, com o seguintecritério: a) 0 (zero), sem escurecimento; b)
1, de1 a5% deescurecimento; ¢) 2, de’5a10% deescurecimento; d) 3, com
10 a 20% de escurecimento; €) 4, com 20 a 30% de escurecimento
epidérmico; f) 5, acima de 30% de escurecimento. O delineamento
experimental adotado na caBmara friafoi o de blocos ao acaso, com trés
repeticdes, sendo cada unidade experimental congtituidade umabandegja
com quatro frutas. O delineamento de tratamento foi o fatorial 5 x 10,
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FIGURA 2 - Andlise de agrupamento pel o método UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arthimetic Average) entre os diferentes gendtipos
da selecéo de plantas de caquizeiro cv. Fuyu em cinco pomares diferentes. Coeficiente de Jacqard.
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consistindo dosfatores: Pomar, em cinco niveis. (Pomar 1) municipio de
AnaRech; (Pomar 2) municipio de Farroupilha; (Pomares 3 e4) Caxiasdo
Sul, e(Pomar 5) Pelotas; e Planta, em dez niveis, sendo o fator planta
aninhado dentro do fator pomar. A varidvel analisada foi o grau de
escurecimento.Em cada pomar, as plantas foram identificadas pela
numeracdo de 1 a 50, sendo que cada pomar corrrespondiaadez plantas.

A andlise estatistica utilizada neste estudo consistiu de andlise
davariacao, testando asignificanciado efeito (fixo) do fator pomar e do
efeito (aleatdrio) dofator plantadentro de pomar sobre avariével resposta
grau de escurecimento. Estaandisefoi processadapel o WinStat (Sistema
de Andlise Estatistica paraWindows—Versdo 1.2).

Emborao marcador RAPD né&o tenhasido capaz derelacionar o
escurecimento epidérmico observado na epiderme das frutas com a
variabilidade encontradaentre asplantas, elefoi capaz de demonstrar que
existe variabilidade genéticaentre plantasde caquizeiro ‘ Fuyu’ . |sso esta
demonstrado no dendrograma (Figura 2), onde asplantas: 24 do pomar de
Farroupilha, 33 do pomar de Caxias do Sul e 40 do pomar de Pelotas
diferem do grande grupo monomorfico. As plantas 24 do pomar de
Farroupilhae40 do pomar de Pelotas apresentam 70% de similaridade com
as plantas do grupo mgjoritério, e aplanta 33 do pomar de Caxias do Sul
apenas 55% de similaridade. Para muitas espécies propagadas por
sementes, uma variabilidade de trés plantas em 50 pode ser considerada
baixa, mas, para cultivares propagadas vegetativamente, essa propor¢ao
é relativamente alta, indicando que, provavel mente, hd heterogenel dade
nomaterial deorigem paraaenxertia(Barden & Marini,1992).

A discriminacdo de materiaishomogéneostalvez possaser obtida
pelo aumento no nimero de primersusados (Ferreira& Grattapaglia, 1996)
ou pelo emprego de outros tipos de marcadores moleculares, tais como
SSR e AFLP (Badtiand et al., 2001). A variagdo apresentada por uma
pequena parcel a das plantas estudadas entre diferentes pomares pode ser
creditada a mistura varietal, pois, provavel mente, esta diferenca se deve
a0 fato de as plantas serem adquiridas de viveiristas diferentes.

TABELA 1 - Grau de escurecimento em frutas de caqui cv. Fuyu, apds
trésmesesde armazenamento a0°C nasafrade 2002. FAEM/
UFPd, Pelotas-RS, 2004.

Produtores Grau de escurecimento
1 1,92 a
2 1,87 a
3 1,77 a
4 1,73 a
5 1,32 b
Media geral 1,73
CV (%) 21,5

M edi as seguidas pelamesmal etranacolunando apresentam diferencasignificativa,
ao nivel de 5% de probabilidade, pelo teste de Duncan

Os resultados da andlise da variagao mostraram que o efeito do
fator pomar foi significativo, ou sgja, houve diferenca entre os pomares
guanto ao grau médio de escurecimento daepidermedasfrutas(Tabelal).

De acordo com a escala adotada, o grau médio gera (1,73)
correspondeu ao intervalo de 5 a 10% de escurecimento da superficie da
fruta, embora algumas frutas tenham apresentado grau cinco,
correspondendo a mais de 30% de escurecimento na saida da cdmara e
apos cinco diasdevidade prateleiraatemperaturade 20°C. Georgeet al.
(1997) consideram essenivel deescurecimento como sendo o maior defeito
de qualidade de caquis ‘ Fuyu’ . Esses autores classificam as manchas em
grupos distintos, sendo que quatro destes apresentam ata correlagcdo
com varidveis ambientais, e 0s outros estdo relacionados ao manegjo da
cultura, localizacdo do pomar, vento, drenagem do terreno, orientacdo
solar e umidade relativa do ar. Os resultados encontrados no presente
trabalho sdo semelhantes aos relatados por George et d. (1997).

Embora ndo tenha sido observada diferenca estatistica entre os
pomares da regido serrana, observou-se que ndo ha consenso entre os
produtores quanto as préticas culturais adotadas, visto que cada produtor
conduz diferentemente as plantas quanto apoda, a0 manej o fitossanitério
e as adubacgdes.

O pomar localizado na regido de Pelotas apresentou indice de
escureci mento da epiderme dos frutos menor que os pomares da serra. A
causa de este pomar ter apresentado frutos no final do armazenamento
com indicest&o baixos de escureci mento, deve-se, provavel mente, afatores
edafocliméticos, os quais, apesar de ndo terem sido avaliados neste
trabalho, observou-se, porém, que estesfatoresforam evidentese que, de
acordo com Arpaia(1994), podem influenciar naqualidade dasfrutas.

A incidéncia do escurecimento dos frutos de caquizeiro da cv.
Fuyu ndo esté ligada ao fator variabilidade genética;

A técnica RAPD foi eficiente quanto a variabilidade genética,
porém n&o sendo quanto avariavel escurecimento.
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