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INFLUENCIA DO FRIO E DO DEFICE HIDRICO NAS CARACTERISTICAS
FISIOLOGICAS E BIOQUIMICAS EM VIDEIRAS (Vitis vinifera L.) cv. THOMPSON
SEEDLESS. Botucatu, 2011, 122p. Tese (Doutorado em Agronomia/Horticultura), Faculdade
de Ciéncias Agrondmicas, Universidade Estadual Paulista.

Autor: REGINALDO CONCEICAO CERQUEIRA
Orientador: JOAO DOMINGOS RODRIGUES

RESUMO

A videira por ser originaria de regides de inverno rigoroso, apresenta mecanismo de
dorméncia que conferem condigdes de sobrevivéncia durante o periodo frio. Contudo, esta
mesma especie também é cultivada em condicOes tropicais, cuja auséncia de estagdo com
baixas temperaturas favorece seu continuo desenvolvimento vegetativo, fazendo-se necessario
estabelecer um repouso, que normalmente é promovido com a reducdo do fornecimento de
agua, através do controle da irrigacdo. No entanto, este processo, apesar de ter o0 mesmo
objetivo da dorméncia estabelecida pelo frio, apresenta mecanismos fisiologicos e
bioguimicos diferentes. Este trabalho teve o objetivo de avaliar caracteristicas fisiologicas e
bioguimicas de plantas de Vitis vinifera L. cv. Thompson Seedless submetidas as condicdes de
frio e deficiéncia hidrica, assim como sua influéncia na brotacdo de gemas. As plantas foram
conduzidas em casa-de-vegetacdo e submetidas aos seguintes tratamentos: 1. Controle (25-
30°C / 60-70% U.R. em capacidade de campo - cc); 2. Deficiéncia Hidrica (25-30°C / 60-70%
U.R. a uma tensédo de agua no solo entre -80 a -100 kPa); 3. Frio (5-13°C / 60-70% U.R. em
camara climatizada e em cc), por um periodo de até 90 dias, sendo cada parcela de plantas
avaliada e amostrada a cada 15 dias, para em seguida ser reconduzida as condicGes de
Controle (25-30°C/60-70%U.R em cc), onde permaneceram até a brotacdo. O delineamento
foi inteiramente casualizado, em esquema de parcela subdividida (3 x 6); sendo a parcela
representada pelos trés tratamentos; enquanto a subparcela representada pelos seis tempos de
permanéncia que as plantas foram submetidas aos tratamentos (15, 30, 45, 60, 75 e 90 dias

ap6s o tratamento — DAT). O ndmero de repeticdo variou de acordo com o tipo de
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caracteristica avaliada (destrutiva e ndo destrutiva) e cada unidade experimental foi constituida
por uma planta. Foram avaliadas as caracteristicas fisiologicas: taxa de assimilagdo liquida de
CO; - A, condutancia estomatica - gs, concentragdo interna de CO, - Ci, transpiracdo - E,
eficiéncia intrinseca do uso de &gua - A/gs, eficiéncia momentanea da Rubisco - A/Ci,
potencial hidrico da folha - ¥, e eficiéncia quantica maxima potencial - F,/Fn. Um dia ap6s a
avaliacdo das caracteristicas supracitadas, coletou-se material de folhas e gemas, que foram
congeladas com nitrogénio liquido e armazenados em ultra freezer (-80 °C) para determinagéo
da atividade das enzimas: super6xido dismutase - SOD, catalase - CAT, ascorbato peroxidase
- APX, bem como o teor de proteina - PROT, peroxido de hidrogénio - H,O, e de acido
abscisico - ABA. Avaliou-se também a porcentagem de brotacdo das gemas. O estresse
promovido pelos efeitos do frio e da deficiéncia hidrica afetou de forma similar as
caracteristicas de trocas gasosas das plantas. A deficiéncia hidrica reduziu o ¥t e elevou a
sintese de ABA, enquanto que a atividade da CAT e F,/F, foram fortemente reduzidas sob

baixas temperaturas, que também promoveu maior porcentagem de brotacao.

Palavras Chaves: Ecofisiologia, trocas gasosas, fluorescéncia da clorofila, enzimas

antioxidantes, fisiologia do estresse em planta.



INFLUENCE OF COLD AND THE WATER DEFICIT IN PHYSIOLOGICAL AND
BIOCHEMICAL CHARACTERISTICS IN GRAPEVINE (Vitis vinifera L.) cv. THOMPSON
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SUMMARY

The vine is from cold winter regions and because this has dormancy
mechanism conferring survival conditions during the cold period. However, these species are
also cultivated in tropical conditions and absence of season with low temperatures increase
vegetative growth, and because this is necessary to establish a dormant which usually is
promoted with reducing water supply through irrigation control. But while used in place of
cold dormancy, irrigation control has different biochemical and physiological mechanisms,
this way, the aim were to evaluate physiological and biochemical characteristics of Vitis
vinifera L. cv. Thompson Seedless plants submitted to cold and drought conditions, as well as
its influence on bud break. Plants were growing in a green house and treated as follows: 1.
Control (25-30°C / 60-70% RH at field capacity - cc), 2. Water deficiency (25-30°C/60-70%
RH at a soil water tension between -80 to -100 kPa) 3. Cold (5-13°C/60-70% RH in an growth
chamber acclimatized at cc), for a period up to 90 days, and plants portion were sampled and
evaluated each 15 days, to then be brought back to Control conditions (25-30°C/60-70% RH in
cc), where they remained until budding. The design was completely randomized in a split plot
design (3 x 6) being three main treatments and sub plots constituted by six permanence time
which plants were treated (15, 30, 45, 60, 75 and 90 days after treatment - DAT). The
repetition number varied according characteristic evaluated (destructive and non destructive)
and each plant represented one experimental unit. The following physiological characteristics

were evaluated: rate of net CO, assimilation - A, stomatal conductance - gs, internal CO;
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concentration - Ci, transpiration - E, intrinsic water use efficiency - A/gs, momentary Rubisco
efficiency - AJCI, leaf water potential - Wf and maximum potential quantum efficiency -
FJ/Fn. One day after above evaluation, materials from leaves and buds were collected and
treated with liquid nitrogen and stored at ultra freezer (-80°C) to enzymes activity
determination: superoxide dismutase - SOD, catalase - CAT, ascorbate peroxidase - APX,
protein - PROT, hydrogen peroxide - H>O and abscisic acid - ABA as well as percentage of
budding. The stress, caused by cold and drought effects, affected similarly characteristics of
gas exchange in plants. Water stress also reduced the Wf and increased level ABA. While CAT
activity and F./Fn, were strongly reduced at low temperatures, besides, water stress also

promoted a higher budding rate.

Keywords: ecophysiology, gas exchange, chlorophyll fluorescence, antioxidant enzymes,
plant physiology of stress.



1 INTRODUCAO

A uva desempenha grande importancia em todo o mundo, seja pelo seu
consumo ao natural ou quando processada em passas, sucos ou vinhos, que além de gerar
riquezas, seus produtos quando consumido adequadamente, contribui para a sadde. Os
principais paises produtores de uvas sao Italia, China, EUA, Espanha e Franca. O Brasil
encontra-se em 15° lugar, com producéo de 1,42 milhdes de toneladas (FAO, 2010) em 82.584
hectares (IBGE, 2010). O Rio Grande do Sul € o maior produtor brasileiro de uvas (54,79%),
em ordem decrescente vem S&o Paulo, Pernambuco, Parana, Bahia e Santa Catarina,
apresentando-se como os principais pélos de producéo e comercializacdo de uvas de mesa no
Brasil. A diversidade climatica associada ao grande numero de variedades tem favorecido a
expansdo da viticultura por todo o Brasil, abrangendo desde regides tradicionais como sul e
sudeste até o nordeste.

A videira apresenta gemas de brotacdo rapida e as latentes, estas
Gltimas, encontram-se em diferentes estadios de desenvolvimento, denominadas gema
primaria, secundaria e terciaria. Estas sdo lentamente formadas durante o periodo de

crescimento vegetativo, que em condicGes de clima temperado, entram em dorméncia durante
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a estacdo fria do ano, necessitando uma quantidade minima de horas de temperaturas abaixo
de 10°C para brotar na primavera.

A dorméncia das gemas €& um processo intriseco das fruteiras
caducifolias que Ihes permite sobreviver em condi¢des desfavoraveis de inverno. A dorméncia
é caracterizada pelas fases de paralaténcia, endolaténcia e ecolaténcia, as quais sdo controladas
por fatores ambientais que afetam o nivel dos hormdnios vegetais; que por sua vez, controlam
as mudancas metabolicas que podem conduzir a supressdo da dorméncia e, consequentemente,
a brotacdo. Enquanto em regides de inverno com temperaturas elevadas, as gemas parecem
ndo passar pela fase de endodorméncia; ou, no minimo, ndo conseguem, por si s6, desenvolver
mecanismos que permitam sua liberacdo, o que leva a desuniformidade de brotacéo.

Dessa forma, observa-se que nos tropicos o desenvolvimento da
videira é diferente daquele observado nas tradicionais zonas temperadas. Fazendo-se
necessario o uso de praticas especiais de manejo, como podas, uso de porta-enxertos,
reguladores vegetais e manejo da agua, a fim de estabelecer um periodo de repouso vegetativo
nas plantas.

Tanto a deficiéncia hidrica quanto o frio promovem o fechamento dos
estdmatos, reduzindo a difusdo de CO, para o mesofilo foliar, o que leva a queda nas taxas
fotossintéticas e, consequentemente, afeta o acimulo de biomassa. Ainda pode ocorrer
consideravel reducdo na fotossintese por efeitos ndo estomaticos; basta haver quantidade de
energia de excitacdo da luz superior a usada na fotossintese, para acumular espécies reativas
de oxigénio (EROs), surgindo os estresses oxidativos. Além do acimulo de EROs, 0s estresses
levam a producdo de compostos endogenas que também atuam na transducdo de sinais
quimicos e hidraulicos, determinando mudancas na fisiologia da planta. No entanto, as plantas
possuem Varios mecanismos antioxidantes, enzimaticos e ndo-enzimaticos, localizados em
diferentes compartimentos celulares, que atuam na interrupcdo dos processos de oxidagédo
desencadeados pelas EROs. O sistema enzimatico é composto pelas chamadas “enzimas
antioxidantes”, que incluem a superéxido dismutase - SOD, a catalase - CAT, guaiacol
peroxidase - POD, ascorbato peroxidase - APX e a glutationa redutase — GR.

A superacdo da dorméncia nas gemas € dependente de baixas
temperaturas, que inibem a atividade da CAT e consequentemente, aumenta 0s niveis de

peroxido de hidrogénio - H,O,, que inicia um processo de transducao de sinais, cujo resultado
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é o fim do estado de dorméncia das gemas. Enquanto o défice hidrico promove 0 aumento no
nivel de acido abscisico - ABA dentro da planta, promovendo a laténcia das gemas.

A intensidade de dorméncia de gemas nas videiras estd diretamente
relacionada a atividade da CAT, que € inibida sob baixas temperaturas. Isto causa aumento dos
niveis de perdxido de hidrogénio - H,O,, que inicia um processo de transducao de sinais, cujo
resultado é o fim do estado de dorméncia das gemas. Por outro lado, o défice hidrico aumenta
0 nivel enddégeno de acido abscisico (ABA) na planta, o que leva as gemas a entrarem em
laténcia, assim como seu decréscimo em niveis muito baixos, promove a saida deste estado.

Durante a dorméncia ocorrem mudangas no metabolismo da Vitis
vinifera que, a depender da quantidade de horas de frio exigido para cada variedade, as gemas
tornam-se aptas a se desenvolverem. Contudo, variedades desta mesma espécie também séo
cultivadas em condicdes tropicais, cuja auséncia de estacdo com baixas temperaturas favorece
a dominancia apical, promovendo um continuo e vigoroso desenvolvimento vegetativo. Dessa
forma, faz-se necessario estabelecer um repouso vegetativo, que normalmente € requerido com
a reducao do fornecimento de agua, atraves do controle da irrigacdo. Apesar de se buscar, com
este processo, 0 mesmo objetivo da dorméncia estabelecida pelo frio, a reducdo da
disponibilidade de agua parece apresentar mecanismos fisiolégicos e bioquimicos diferentes.

Diante do exposto, faz-se necessario o estudo comparativo desses dois
processos (repouso vegetativo e/ou dorméncia) em videira, para identificar as substancias
envolvidas e suas influéncias no desenvolvimento fisiolégico com o intuito de conhecer
melhor a forma de manejo, principalmente, de variedades mais exigentes, como é caso da
Thompson Seedless; assim como, possibilitar sua produgdo em regides de clima ameno.

Este trabalho teve o objetivo de avaliar caracteristicas fisiologicas e
bioguimicas de plantas de Vitis vinifera L. cv. Thompson Seedless submetidas as condi¢des de

frio e deficiéncia hidrica, assim como sua influéncia na brotacdo de gemas.



20

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Origem e distribuicdo da videira

A videira teve origem ha mais de quatro mil anos, conforme indicios
de pdlen e sementes de uva fésseis, na parte oriental do Mar Negro na Transcaucasia, que hoje
corresponde a Geoérgia, Arménia e ao Azerbaijdo. Depois de sobreviver as sucessivas
tormentas das glaciacdes ao norte, algumas espécies encontraram refagio ao sul. Assim
ocorreu com a Vitis silvestris, reunindo as formas bravas de Vitis vinifera, na flora espontanea
da Transcaucasia, Grécia, Italia, Franca, Alemanha e Espanha, ao longo do periodo
quaternario (REYNIER, 1986).

Com as sucessivas mutacoes e selecdo ao longo do tempo, acredita-se
que a Vitis sylvestris propiciou a origem da videira cultivada (Vitis sylvestris sativa). Com sua
propagacio e contato com espécies selvagens locais da Europa e Asia surgiram cultivares
caracterizadas por cachos compactos, pequenos a medios de cor variavel, formando o grupo

Vitis vinifera occidentalis. Cultivares euro-asiaticas cultivadas as margens do Mar Negro
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foram reagrupadas sob o nome de Vitis vinifera pontica. O terceiro grupo, Vitis vinifera
orientalis, formado por cultivares desenvolvidas no Oriente Proximo e no Oriente Médio que
compreende as variedades de mesa, dentre estas, surgem algumas sem sementes (apirenas),
como é o caso da Sultanina (POMMER e MAIA, 2003).

Na antiguidade, os gregos e os romanos foram o0s pioneiros na
distribuicdo desta cultura em seus respectivos territérios. Ainda na ldade Média, 0s romanos
foram os principais responsaveis pela manutencdo desta cultura, devido & tradi¢do cristd. No
século XIX, apds a viticultura passar por graves problemas fitossanitarios (oidio, mildio e,
principalmente, a filoxera), ressurgiu gracas as técnicas de producdo desenvolvidas na Franca
(REYNIER, 1986).

No inicio da descoberta do continente americano, 0s espanhdis
introduziram a Vitis vinifera L., primeiramente, no México e nos Estados da California e
Arizona, nos Estados Unidos. Em 1532, Martim Afonso de Souza a introduziu na Capitania de
S&o Vicente, passando a ter importancia comercial a partir da segunda metade do século XIX,
quando imigrantes italianos alavancaram os polos vitivinicolas de Séo Paulo, Minas Gerais,
Parana, Santa Catarina e Rio Grande do Sul, utilizando variedades americanas (LEAO e
POSSIDIO, 2000). O estado de S&o Paulo tornou-se o maior produtor de uva de mesa do
Brasil depois do surgimento da Niagara Rosada, que se deu a partir de mutacdo sofrida em
uma planta da variedade Niagara Branca (Vitis labrusca) (POMMER e MAIA, 2003).

2.2 Aspectos econbmicos da viticultura

A uva desempenha grande importancia em todo o mundo, por tratar-se
de fruta cultivada ha séculos, com mercados consolidados tanto para o consumo na forma de
fruta fresca como de vinho, seu cultivo encontra-se espalhado por todos os continentes, mas
com nitida superioridade de producdo para paises como: Italia, China, Estados Unidos,
Espanha e Franca, com producdo de 7,79, 7,24, 6,64, 6,02 e 5,66 milhdes de toneladas,
respectivamente; enquanto o Brasil encontra-se em 15° lugar, com producdo de 1,42 milhdes
de toneladas em 82.584 hectares (FAO, 2010).
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Segundo estudo realizado por Mello (2010) houve reducdo de 4,08%
do total de uvas produzidas no Brasil em 2009, interrompendo a tendéncia de crescimento dos
ultimos anos devido a crise econdmica mundial e aos fatores climéticos desfavoraveis, sendo
entdo, metade das uvas produzidas no pais, destinada ao consumo de mesa.

O Rio Grande do Sul é o maior produtor brasileiro de uvas, com
54,79% de toda producdo nacional, com aptiddo predominantemente vinicola (95% da
producdo nacional de vinho), em ordem decrescente vem S&o Paulo, Pernambuco, Parand,
Bahia e Santa Catarina, apresentando-se como o0s principais pélos de producdo e
comercializacdo de uvas de mesa no Brasil (IBGE, 2010). O Submédio Sdo Francisco é
responsavel por 80% das exportacdes brasileiras de uvas, visto que as uvas sem sementes vém
demonstrando tendéncia preferencial nos grandes mercados internacionais, em funcdo do

aumento acentuado no consumo desse tipo de uva (ARAUJO, 2004).

2.3 Caracteristicas da cultivar Thompson Seedless

A cultivar Thompson Seedless, pertence a espécie Vitis vinifera L. e é
originaria do Oriente Médio (entre Arménia e Ird), de onde se expandiu por toda Asia Menor,
Siria, Egito e paises do mediterraneo, também conhecida por Sultanina, Sultana ou Kishmish
Oval, no Mediterraneo Oriental. No Ocidente é conhecida por ‘Thompson Seedless’, em
homenagem ao viticultor William Thompson, que foi o primeiro a cultiva-la na Califérnia
(LEAO, 2005; POMMER e MAIA, 2003). E a cultivar de mesa mais plantada do mundo
(LEAO, 2005; MASHIMA, 2000), com significativas areas de plantio nos Estados Unidos,
Chile, Australia e india para a producdo de uvas de mesa e uvas-passa, despontando como a
cultivar de maior receptividade no mercado consumidor, por ndo apresentar sementes (LEAO,
2005; ALBUQUERQUE et al. 2000).

Thompson Seedless € uma cultivar apirena, ou seja, sem sementes.
Esta caracteristica deve-se ao mecanismo chamado de estenospermocarpia, onde o fruto se
desenvolve apds fecundacdo, seguida de aborto do embrido ainda imaturo devido a
degeneragdo do endosperma (CAMILI, 2007; POMMER et al., 2003). A morte do embrié&o
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ocorre entre trés e oito semanas apos a antese (CAMARGO et al., 1999). Em frutos originados
por este processo, € comum a presenca de sementes-traco pouco desenvolvidas, macias e
imperceptiveis, como no caso da ‘Thompson Seedless’ (CAMILI, 2007; SANTOS et al.,
2003).

De acordo com Pommer et al. (2003), esta cultivar apresenta cachos
grandes (400-600 g), acentuadamente alados, cilindro-alongados e compactos. As bagas séo
uniformes, de tamanho médio, pesando entre 4 - 6 g, oval-alongadas, de cor esverdeada ou
levemente dourada quando maduras, sem sementes, textura firme e sabor neutro. Para
Mashima (2000), nas condi¢cBes do Nordeste brasileiro, seu ciclo produtivo (poda-colheita) é
de aproximadamente 110 dias, sendo que as plantas sdo vigorosas e a produtividade razoavel
(20 t/ha no segundo ano), devendo ser podada em ramos bem longos.

Esta cultivar foi introduzida no Brasil, primeiramente, pela SUVALE e
em seguida pela Embrapa Semiarido, ambas no Vale do S&o Francisco. Somente a partir de
meados de 1980 é que houve iniciativa pioneira na producdo de ‘Thompson Seedles’, mas
precisamente naquela regido (LEAO, 2005). Apresentando, inicialmente, resultados pifios, o
que levou a crenca de que ndo seria possivel seu cultivo naquela regido, devido ao excessivo
vigor vegetativo, baixa fertilidade de gemas e, conseqlientemente, pequena produtividade
(LEAO, 2005; ALBUQUERQUE e DECHEN, 2000; ALBUQUERQUE et al., 2000).

Retomadas as pesquisas, principalmente com portas-enxertos, manejo
de poda, de conducéo e de irrigacdo, fez da ‘“Thompson Seedless’ a uva sem sementes mais
promissora da regido (LEAO, 2001; FREIRE et al., 1991). No entanto, em condicdes de clima
tropical e subtropical, cultiva-la satisfatoriamente ainda € um grande desafio, devido ao fato
das plantas apresentarem vegetacdo muito intensa em detrimento do desenvolvimento de
inflorescéncias, o que acarreta baixa produtividade (ALBUQUERQUE, 2000).

2.4 Exigéncias climaticas

Os fatores limitantes a expansdo da viticultura nas diversas regides do

mundo estdo particularmente condicionados as condi¢des de temperatura, luminosidade,
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umidade atmosférica e disponibilidade hidrica do solo (COSTACURTA e ROSELLI, 1980;
WINKLER, 1970).

Para Teixeira e Anjos (2001) a temperatura do ar é o fator ambiental
mais significante para a cultura da videira, influenciando nas reacGes da fotossintese, as quais
sd0 menos intensas em temperaturas inferiores a 20 °C, aumentando quando a temperatura
atinge o maximo entre 25 e 30 °C e voltam a cair quando a temperatura se aproxima de 45 °C.
Temperaturas abaixo de 10 °C levam a planta a entrar em repouso vegetativo, que €
usualmente considerada como temperatura base para as videiras, onde temperaturas acima
caracterizam crescimento ativo, enquanto abaixo é estabelecido o repouso vegetativo
(ZULUAGA et al,. 1971). No entanto, cada gen6tipo tem a sua prépria temperatura base,
podendo também ocorrer variacdo nesse valor em funcdo das condigdes climaticas do local e
do ano (ZULUAGA et al., 1971; WHESTPHALEN, 1977; MANDELLI, 1984).

Em clima subtropical, a disponibilidade de frio das areas viticolas tem
sido considerada como fator importante para classificacdo da aptidao agroclimatica da videira,
sendo a avaliacdo feita pelo somatdrio de horas de frio abaixo de 10°C (ZULUAGA et al.,
1971).

O preenchimento das exigéncias em frio das viniferas é necessario para
que seja eficiente sua supressao da dorméncia, que em areas de inverno frio é alcancada em
condicBes naturais, enquanto em regides quentes ou de invernos quentes, podem ocorrer
limitacGes na brotacdo das gemas (HUGLIN, 1986; BERNSTEIN, 1984).

Pedro Junior e Sentelhas (2003) chamam atencéo para algumas regides
produtoras de uva do pais que apresentam baixo numero de horas de frio e que so é possivel,
por apresentar deficiéncia hidrica elevada, induzindo ao repouso vegetativo, ndo por frio, mas
por falta de 4gua disponivel as plantas.

A umidade relativa, para Kishino e Caramori (2007) considerando o
manejo fitossanitario, ideal seria entre 62% e 68%. Umidade relativa acima de 75% (associada
a temperatura alta) durante o periodo vegetativo favorece a infec¢do por mildio, podriddo do
fruto, mancha-da-folha e ferrugem, por prolongar o periodo de molhamento foliar em que
ocorre formacdo de agua livre sobre os tecidos da planta. A baixa umidade do ar, por outro

lado, favorece a proliferacdo de acaros e oidio, além de elevar a transpiracdo da planta. Maior
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umidade relativa do ar ainda proporciona o0 desenvolvimento de ramos mais vigorosos e,
consequentemente, menos produtivos.

A videira adapta-se desde zonas onde o regime pluviométrico nao
ultrapassa a 200 mm até aquelas mais Uumidas, com mais de 1000 mm anuais, variando
somente a tecnologia de producdo e os niveis de produtividade (MANICA ¢ POMMER,
2006). No entanto, a necessidade hidrica anual da videira varia entre 400 e 1.200 mm,
dependendo do clima, duracdo do ciclo fenoldgico, cultivar utilizada, estrutura e profundidade
do solo, préticas culturais, direcdo, espacamento e largura das fileiras e altura da latada
(WILLIAMS e MATTHEWS, 1990; EVANS et al., 1993, AVILA NETO et al., 2000).

Conforme citado por Taiz e Zeiger (2009), a videira é planta de
metabolismo Cj e necessita entre 500 e 700 umol m?s™ de radiag&o fotossinteticamente ativa
(RFA). As taxas de assimilacdo liquida de CO, podem alcancar até 20 mmol m? s
(DURING, 1991; GAMON e PEARCY, 1990; KRIEDEMANN et al., 1970). Contudo as
taxas maximas mais comum encontradas para videiras est&o na faixa de 8 a 13 mmol CO, m™
s' (ARCHER e STRAUSS, 1990; CORREIA et al., 1990; DOWNTON et al., 1987),
enquanto que as perdas de CO, por fotorrespiracdo estdo na faixa de 13% a 20% da taxa de
assimilacdo liquida de CO, (DURING, 1991).

A quantidade de luz é muito importante para cultura, conforme
afirmam Pedro Janior e Sentelhas (2003), pois durante o ciclo vegetativo € necessario um total
de horas de insolacdo em torno de 1200 a 1400, sendo maior a demanda no periodo
reprodutivo. As exigéncias para as variedades apirenas diferenciarem suas gemas, em
frutiferas, € de aproximadamente 15 dias a partir da floracdo com boa intensidade luminosa
(MASHIMA, 2000). Baixos niveis de luz favorecem o crescimento vegetativo em detrimento
a inducao de gemas floriferas e a frutificacdo nas videiras da cv. Thompson Seedless (VIEIRA
et al., 1999).

Existem evidéncias de que o défice hidrico aumenta a fertilidade das
gemas, provavelmente pela reducdo da densidade foliar e maior iluminacdo do interior da
folhagem, resultando em aumento da fertilidade das gemas (PIRES et al., 2003). Isto se deve
ao fato da videira precisar anualmente, de um repouso fisioldgico. Este repouso pode ser
provocado por baixas temperaturas como ocorre em regifes europeéias, ou pela supressao

parcial da &gua em regides tropicais (GOMES, 2007).
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Segundo Stoll (2000), o défice hidrico parcial no sistema radicular
promove alteracdes no surgimento de sinais quimicos derivados das raizes, que determinam

mudancas na fisiologia da videira.

2.5 Aspectos ecofisiologicos da videira

2.5.1 Fotossintese

O metabolismo do carbono nas plantas esta vinculado a atmosfera
atraves das trocas gasosas onde, durante a fotossintese, as plantas absorvem CO; e liberam O,
enquanto que no processo respiratorio e na fotorrespiracdo as trocas gasosas s@o invertidas.
Em plantas iluminadas, a fotossintese aparente ou fotossintese liquida resulta do consumo de
CO; no ciclo de Calvin subtraido do CO, liberado na respiracéo e fotorrespiracdo. A fixacédo
de CO, total € denominada fotossintese bruta, refletindo a capacidade maxima de incorporagéo
de CO; pelas folhas (MAJEROWICZ et al., 2003).

Os produtos da fotossintese sdo geralmente referidos como
fotossintatos ou fotoassimilados, 0s quais incluem agucares, amido e outros carboidratos. A
sacarose é facilmente transportada por toda parte da planta e pode ser usada diretamente como
fonte de energia na manutencdo das plantas e na sintese de carboidratos, proteinas, lipidios e
outros compostos. O amido é o principal carboidrato que a videira armazena para utilizacéo
posterior. Celulose e hemicelulose sdo os principais materiais estrurais usados na formacéo da
célula, enquanto, os &cidos organicos, que também sdo produtos primarios da fotossintese, sao
usados diretamente ou convertidos em aminoacidos por adicdo de nitrogénio, que sao
armazenados ou formardo as proteinas (HELLMAN, 2003). As conversdes de amido para
acucares ocorrem em ocasifes de crescimento vegetativo intenso, quando as reservas Sao
usadas para suportar a atividade meristematica de apices caulinares e também o crescimento
de frutos (PRIESTLEY, 1963).

A cada ciclo, a videira apresenta uma fase de crescimento vegetativo e,

paralelamente, outra de formagdo de seus 6rgdos reprodutivos, onde nesse periodo fazem-se
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necessario os o6rgdos verdes (folhas maduras), que sintetizam os fotoassimilados,
proporcionando o desenvolvimento vegetativo e reprodutivo (SCARPARE, 2007). Contudo,
ao final de cada ciclo as plantas entram em repouso vegetativo, seja naturalmente, quando
estas se desenvolvem em regides de clima temperado, devido ao abaixamento da temperatura
no periodo de outono/inverno, ou quando o repouso é estabelecido pela deficiéncia hidrica,
seja natural ou imposta pelo produtor, quando as videiras séo cultivadas em clima tropical.
Satisfeita a necessidade do repouso vegetativo e em condi¢fes ambientais favoraveis, a planta
volta a brotar. Para tanto, os agUcares depositados como reservas, sofrem uma série de
descarboxilagdes oxidativas durante a respiracédo celular, com liberagéo de energia contida nas
moléculas. Essa energia € utilizada para mobilizacdo das reservas e nutricdo dos érgdos em
crescimento (REYNIER, 2003).

As folhas (fontes) da videira exportam o carbono sob forma de
acucares para os tecidos ou orgdos fotossinteticamente menos ativos classificados como
drenos (ROITSCH, 1999). O parénquima do xilema é o tecido de reserva dos vegetais
lenhosos e constitui um tecido dreno, uma vez que ele estoca, na forma de amido, o carbono
assimilado na folha. Por outro lado, durante o periodo de repouso e retomada do crescimento,
este tecido pode mobilizar as reservas amilaceas para outros tecidos. Entdo ele torna-se um
tecido fonte e é essencial para garantir a perenidade da planta (TAIZ e ZEIGER, 2009;
CITADIN, 2006).

O controle do crescimento das videiras se deve ao equilibrio entre
estimuladores e inibidores enddgenos em resposta ao ambiente e ao proprio estadio de
desenvolvimento da planta (RODRIGUES, 2009). O &cido giberélico, superando o efeito do
acido abscisico, seria o principal fator do vigor vegetativo, enquanto que a diminuicdo deste e
0 aumento de acido abscisico inibem o crescimento (GIL, 2000). Desta forma, o excesso de
vigor nos ramos pode levar a reducdo da fertilidade de gemas em videiras (BOTELHO et al.,
2004).
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2.5.2 Potencial hidrico e trocas gasosas

A 4gua normalmente retirada do solo pelas plantas constitui 80 a 95%
de sua massa, quando seus tecidos encontram-se metabolicamente ativos. Como solvente
universal, a &gua participa de reacdes importantes, além de transporte, arrefecimento e
sustentacdo através da pressao de turgor que exerce nas células, favorecendo aos mais diversos
processos fisiologicos, como alongamento celular, trocas gasosas e transporte no floema.
Além da essencialidade como doadora de elétrons para o fluxo aciclico na fotossintese, é
importante também na eliminagdo de oxigénio reativo, como O, e H,0,, produzidos devido
aos diversos estresses que a planta esta constantemente exposta (KERBAUY, 2008).

O estado hidrico de uma planta depende da dgua disponivel no solo, do
gradiente de pressdo de vapor estabelecida entre a folha e 0 ar e das resisténcias ao fluxo de
agua no sistema solo-planta-atmosfera (OLLAT, 1989, PEREIRA, 2000). Este estado hidrico
na planta pode ser mensurado através do potencial hidrico da folha (W) (TAIZ e ZEIGER,
2009). E um parametro representativo da condicdo hidrica da planta porque expressa a
resposta desta, frente aos diversos fatores que possam influenciar seu estado hidrico
(PATAKAS et al., 2005), a partir de folhas de qualquer parte do ramo (NAOR, 1998).

O potencial hidrico de base ou antemanhd (WYAm), mensurado antes
que as folhas recebam os primeiros raios de sol do dia, indica o estado hidrico do solo na zona
do sistema radicular, por corresponder o real estado hidrico da planta, apds haver o equilibrio
entre 0s dois sistemas (solo-planta), sem interferéncia da atmosfera (KAVANAGH et al.,
2007). O potencial minimo ou ao meio-dia (YMd) ¢ mensurado logo apds o meio-dia, no
momento de maior demanda evaporativa da atmosfera (BERGONCI et al., 2000). Este ultimo
pode ser bom indicador do estado hidrico da videira em condi¢fes de deficiéncia hidrica leve
ou média, ndo sendo eficiente sob deficiéncia elevada (CHONE et al., 2001).

Assis e Lima Filho (2000) consideram que uma planta encontra-se em
bom nivel de hidratacdo, quando o potencial hidrico de base é de -0,1 ou -0,2 MPa. Para Hsiao
(1973), um estresse moderado pode ser detectado quando atinge até -1,2 MPa. Quando esta
variavel apresenta valores inferiores a -1,5 MPa, diz-se que a planta encontra-se sob défice

hidrico severo.
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O movimento de abertura e fechamento dos estdmatos esta relacionado
a variagdo de turgescéncia das células estomaticas e, consequentemente, do estado hidrico da
planta (CASTRO et al., 2005). Desta forma, os estdbmatos regulam a perda de agua atraves da
transpiracdo, respondendo ao défice hidrico com a alteracdo da conduténcia estomatica a uma
faixa critica de valores do potencial hidrico foliar (LARCHER, 2000).

A transpiragdo é a perda de agua na forma de vapor, através dos poros
estomaticos que se abrem nos espacos vazios entre as células do mesofilo foliar, criando assim
um caminho ininterrupto entre o ambiente externo e ambiente interno da folha. O ambiente
quase sempre tem baixa umidade relativa quando comparado ao interior da folha, a qual
apresenta por volta de 100% UR, existindo assim um gradiente de presséo de vapor, o que leva
0 vapor d’agua se mover de dentro da folha para o ambiente (HELLMAN, 2003). Sendo
assim, a taxa de transpiracdo depende da abertura estomatica, que esta relacionada aos fatores
externos tais como: niveis de luz, concentracdo de CO,, temperatura, defice de pressédo de
vapor e vento (JONES, 1992), além da disponibilidade hidrica do solo, que a depender do
nivel, pode levar ao fechamento estomético parcial ou total (CHAVES et al., 2010). Sob
condicao de défice hidrico, tem sido demostrado uma correlacdo direta entre a concentracédo de
CO, dentro do mesofilo foliar e a condutdncia estomatica em videiras, levando,
consequentemente, a uma reducdo da taxa de assimilacao liquida de CO, e menor rendimento
quantico do fotossistema Il (BAKER, 1993; JACOBS et al., 1996; CHAVES et al., 2010).

2.5.3 Fluorescéncia da clorofila a

O estresse hidrico e baixas temperaturas sdo restricdes ambientais que
limitam o desenvolvimento da videira devido a reducdo da fotossintese (FLEXAS et al.,
1999). Contudo, tal limitacdo nas plantas pode ocorrer tanto pela diminuicdo da condutancia
estomatica, limitando a difusdo de CO, para o0s sitios de carboxilacdo; quanto pela reducao nas
taxas de reacGes quimicas e enzimaticas, causada pelo frio, por exemplo. A reducdo da
fotossintese pode também ocorrer por deficiéncias especificas da cadeia de transporte de
elétrons (BAKER, 1993; DAMATTA e RAMALHO, 2006). Esta dltima situacdo pode
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acontecer principalmente, quando a energia luminosa absorvida for maior que a capacidade
fotossintética de utiliza-la nos processos fotoquimicos (BJORKMAN e DEMMIG-ADAMS,
1995), proporcionando um forte efeito fotoinibitdrio, caracterizado por decréscimo
significativo do rendimento quantico (ARAUJO e DEMINICIS, 2009).

A capacidade do fotossistema Il (PSII) de oxidar a &gua, que permite
aos organismos fotossintetizantes utilizarem a luz solar como fonte de energia e a &gua como
fonte doadora de elétrons para fixar o CO, atmosférico (ARAUJO e DEMINICIS, 2009),
também apresenta a mesma capacidade para reduzir o O, molecular (reacdo de Mehler)
(DAMATTA e RAMALHO, 2006), produzindo as espécies reativas de oxigénio (EROs), cuja
formacdo resulta da alteracdo do estado estacionario da molécula de oxigénio, como no caso
do oxigénio singleto (*O,) ou da transferéncia de um, dois ou trés elétrons ao O, para formar,
respectivamente, o radical superoxido (O,™), o peroxido de hidrogénio (H.O,) e o radical
hidroxila (OH") (MITTLER, 2002).

Segundo Bjorkman e Demmig-Adams (1995), o0s pigmentos
clorofilianos podem dissipar a sua energia de excitacdo, resultante da absorcéo de luz, através
de quatro vias alternativas: pela conversdo em energia quimica das ligacGes dos produtos
finais da fotossintese; consumindo essa energia em processos metabolicos, mas nao resultando
em armazenamento de energia em ligacGes quimicas; convertendo a energia de excitacdo em
calor (dissipacdo térmica); e atraves da reemissdo dos fotons como fluorescéncia (dissipacao
radiativa). Estes processos ocorrem em competicdo, onde o aumento na eficiéncia de um,
resultara decréscimo na eficiéncia dos outros (MAXWELL e JOHNSON, 2000). O PSII ¢
sensivel as condicdes ambientais e seu funcionamento é um dos mais precisos indicadores de
estresses ambientais em plantas (MATTQOS, 1998). Dessa forma, as medidas da fluorescéncia
da clorofila tém sido amplamente usadas sobre os efeitos desses estresses, sendo aqueles
causados por exposicao a luz excessiva (fotoinibicdo) (LICHTENTHALER e BURKART,
1999), estresse hidrico (WRIGHT et al., 2009; FLEXAS et al., 1999) e baixas temperaturas
(BERTAMINI, et al., 2006; HENDRICKSON et al., 2003; FLEXAS et al., 1999).

A relacdo entre a fluorescéncia variavel e fluorescéncia maxima
(FJ/Fn) representa a eficiencia quantica maxima potencial do PSII, ou seja, a eficiencia
quantica de todos os centros do PSIl quando abertos e € usado como indicador sensivel da

perfomance fotossintética da planta. O valor de F,/Fr, pode variar entre 0,75 a 0,85 em plantas
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em condicBes ambientais Gtimas (ARAUJO e DEMINICIS, 2009), ao passo que, valores
inferiores a 0,725 indicam fenémeno de fotoinibicdo (CRITCHLEY et al., 1998). O declinio
da F/Fn € um bom indicador do dano fotoinibitério quando as plantas estdo expostas a
estresses do ambiente, incluindo frio e seca (BJORKMAN e POWLES, 1984) e pode
representar tanto uma regulacdo fotoprotetora reversivel ou uma inativacéo irreversivel do
PSII.

A proteina D1 que faz parte do centro de reacdo do PSII é o principal
local afetado pela fotoinibicdo, quando danificada pelo excesso de luz é removida da
membrana e substituida por outra idéntica, sendo que as outras partes do centro de reacdo do
PSII sdo projetadas para serem recicladas, enquanto a proteina D1 é o Unico componente que
precisa ser sintetizado (ARO et al., 1993). Dessa forma, Taiz e Zeiger (2009) relatam dois
tipos de fotoinibigdo: a dindmica e a cronica. A primeira é observada sob excesso moderado de
luz, onde a fotoinibi¢do é causada pelo desvio da energia luminosa, absorvida em direcéo a
dissipagéo de calor, reduzindo a eficiéncia quantica do PSII. Tal decréscimo e temporério e a
eficiéncia quantica pode retornar ao seu valor inicial mais alto, quando o fluxo fotdnico
decrescer abaixo dos niveis de saturacdo. A fotoinibicdo cronica resulta da exposicdo a altos
niveis de luz, que danificam o sistema fotossintético e diminuem a eficiéncia quantica e a taxa
fotossintética maxima. A fotoinibicdo cronica esta associada ao dano e substituicdo da
proteina D1 do centro de reacdo do PSII. Ao contrario da fotoinibicdo dindmica, tais efeitos
tém duracéo relativamente longa, persistindo por semanas ou meses.

Para protecdo da maquinaria fotossintética contra estresses oxidativos,
as plantas precisam dissipar o excesso de energia luminosa, 0 que pode ser alcancando
mediante a regulacdo da eficiéncia fotoquimica via ciclo das xantofilas (DEMMIG-ADAMS
et al., 1996), por manutencdo do fluxo de elétrons envolvendo rotas alternativas, como a
fotorrespiracio (ORT e BAKER, 2002) e a reacdo de Mehler (SORIO, 2006; APEL e HIRT,
2004; ASADA, 1999) ou, ainda, por atuacdo do sistema de defesa antioxidativo (APEL e
HIRT, 2004; ASADA, 1999).
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2.6 Sistema enziméatico antioxidativo

Além do sistema enzimatico que atua na desintoxicacdo das células,
também existem os mecanismos nao enzimaticos que englobam o ascorbato na forma reduzida
(AsA), glutationa na forma reduzida (GHS), flavondides, alcaldides, compostos fendlicos,
aminoacidos ndo protéicos, tocoferdis e carotendides (GRATAO et al. 2005).

Os mecanismos enziméticos de eliminagdo de EROs abrangem um
conjunto de enzimas antioxidantes, que catalisam reacdes de formacdo e regeneracdo de
moléculas para a captura de EROs ou que estdo envolvidas diretamente na sua remoc¢ao
(MARTINS e MOURATO, 2008). O sistema que compreende esses mecanismos enzimaticos,
€ composto pelas chamadas enzimas antioxidantes, que incluem a superdxido dismutase -
SOD, a catalase - CAT, peroxidases como a guaiacol peroxidase - POD, as enzimas e
metabolitos do ciclo da glutationa ascorbato, como a ascorbato peroxidase - APX e a
glutationa redutase - GR (BROETTO, 2009; ORT e BAKER, 2002; SOFO et al., 2005;
ASADA, 1999). A polifenol oxidase - PPO, responsavel pela oxidacdo de substratos
difendlicos e quinonas (KUWABARA e KATHOL, 1999), localizada essencialmente no
limen dos tilacoides, participa também nos mecanismos de defesa da planta, na medida em
que esta relacionada com o metabolismo dos fenois, que possuem uma ac¢ao antioxidante ndo
enzimatica (RICE-EVANS et al. 1997).

A SOD é considerada a primeira barreira enzimatica contra o estresse
oxidativo, atuando na dismutacdo do radical superdxido, transformando em peroxido de
hidrogénio e oxigénio (0, — H,0, + O,) (GRATAO et al. 2005; BLOKHINA et al. 2003;
ALSCHER et al., 2002). De acordo com o metal co-fator, sdo trés os tipos de enzimas SOD:
cobre/zinco (Cu/Zn SODs), ferro (Fe-SODs) e manganés (Mn-SODs). As enzimas Fe-SODs
estdo presentes nos cloroplastos, enquanto que as Mn-SODs situam-se na mitocondria e nos
peroxissomos. As Cu/Zn SODs sdo normalmente encontradas no citosol, sendo que algumas
plantas contém uma isoforma nos cloroplastos (TSANG et al., 1991) e, possivelmente, nos
espacos extracelulares (ALSCHER et al., 2002).

O produto da dismutacdo do superéxido pela SOD, o H,0,, deve ser

removido a fim de evitar sua conversdo em radicais mais reativos, como o OH (PERL-
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TREVES e PERL, 2002). Para isso, diversas enzimas como CAT e APX atuam reduzindo o
H,O;, a H,O e O, molecular. Assim como as SODs, a CAT e a APX também apresentam
diferentes isoformas. Em plantas, as CATs sdo encontradas nos peroxissomos, glioxissomos,
citosol e mitocéndrias (PERL-TREVES e PERL, 2002), e as isoformas da APX estdo
presentes no citosol, em membranas dos peroxissomos e em cloroplastos, sendo que nesse
caso, uma isoforma estd presente no estroma e outra estd associada as membranas dos
tilacoides (MIYAKE e ASADA, 1992).

2.7 Fertilidade e dorméncia das gemas

A videira apresenta ciclos que sdo fisiologicamente dirigidos pela
variacdo da relacdo entre carboidratos e nitrogénio na seiva, e também pela relagdo entre os
horménios que favorecem a frutificagdo (auxinas e citocininas) e os hormdnios inibidores da
diferenciacdo da gema (como as giberelinas) (PIRES e POMMER, 2003).

A fertilidade de gemas pode ser definida como a capacidade que estas
apresentam para diferenciarem-se de vegetativas em frutiferas, podendo ser utilizada para
estimar quantitativamente o potencial produtivo da videira (LEAO, 2003). Para Botelho et al.
(2006b), a formacdo de gema fértil € a conseqiiéncia da diferenciacdo do primdrdio
indiferenciado em primordio reprodutivo. Esta caracteristica depende de cada variedade, mas
dentro da mesma variedade pode haver grandes variacdes de um ciclo para outro, podendo o
clima influenciar na fertilidade da gema (RIVES, 2000; DRY, 2000; CHADHA e
SHIKAMANY, 1999). Hidalgo (1999) ressalta que a fertilidade das gemas depende das
condicdes observadas durante a fase de crescimento vegetativo do ciclo anterior, onde ocorre a
diferenciacdo floral, em que fatores como desigualdade de crescimento, temperaturas
irregulares, secas pronunciadas, colheitas exageradas e ataques de doencas podem contribuir
para a reducdo da fertilidade no ciclo seguintbe.

Na fase vegetativa, os ramos da videira nunca formam gemas
terminais, cujos brotos podem aumentar a velocidade de crescimento em qualquer época, se ha

calor suficiente e abundancia de agua no solo. O rapido alongamento dos brotos e o
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incremento em diametro, nas partes mais velhas da videira e o desenvolvimento das partes
florais s@o possiveis devido as reservas armazenadas durante o periodo de repouso. Depois que
o alongamento do broto é reduzido, os carboidratos comegam a acumular-se nos mesmos
(WINKLER, 1970).

Enquanto a videira se desenvolve, no exato periodo das fases
fenoldgicas correntes, prepara-se o ciclo de frutificagdo para o ano sucessivo, com o fendmeno
da diferenciacdo das gemas, o qual requer o emprego de notavel quantidade de carboidratos
(POMMER, 2003), cuja fertilidade dependera das condi¢Ges ambientais.

A videira apresenta dois tipos de gemas, as chamadas de brotacéo
rapida e as latentes (MULLINS et al., 1992). As gemas latentes podem ser consideradas um
conjunto de gemas envoltas por uma mesma protecdo, as escamas. Notam-se a presenca de
trés gemas, separadas internamente por bracteas, e que se encontram em diferentes estadios de
desenvolvimento, denominadas gema primaria, secundaria e terciaria. As mesmas Sao
lentamente formadas durante o periodo de crescimento vegetativo, que em condicoes de clima
temperado, entram em dorméncia durante a estacdo fria do ano, brotando na primavera
(MORRIS e CAWTHON, 1981). Em condi¢6es de clima tropical as fruteiras temperadas nao
apresentam dorméncia de gemas, encontrando-se aptas ao continuo crescimento vegetativo
(ALBUQUERQUE, 2003). Em tais condicdes a videira pode brotar 20 dias ap0s sua colheita
(ALBUQUERQUE, 2003; SOUSA, 1996).

Nos trépicos, Vitis vinifera se comporta como uma planta com
crescimento vegetativo continuo, mantendo as gemas laterais latentes, em detrimento da
dominancia apical. Podendo sua laténcia ser superada através de poda do apice, aliada a outros
fatores ambientais como temperatura e fotoperiodo. Mesmo assim estas gemas podem manter-
se latente, o que seria efeito da inibi¢éo correlativa (LAVEE e MAY, 1997).

Segundo os autores Pinto et al.,, (2008) e Lang et al. (1987), a
dorméncia é caracterizada por trés fases, a saber: paralaténcia — as gemas laterais permanecem
em repouso devido a dominancia exercida pela gema apical; endolaténcia — neste periodo as
gemas perdem definitivamente a capacidade de brotar, estas s6 saem deste estado apds ter
cumprido um minimo de horas de frio; ecolaténcia — apesar da gema nesta fase apresentar

plena capacidade de brotar, permanecem em repouso até que maiores temperaturas da
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primavera lhes permitam a saida deste estado e assegure o normal desenvolvimento do novo
broto.

Alguns estudos tém demonstrado que a dorméncia em gemas é
controlada por genes e podem ser induzidas naturalmente por fatores ambientais como
fotoperiodo, disponibilidade de nutrientes, défice hidrico e/ou baixas temperaturas (LAVEE e
MAY, 1997; PIRES e BOTELHO; 2001; PIRES e MARTINS, 2003). Os mesmos autores
chamam atencdo da necessidade do frio para a superacdo da dorméncia e a conseqliente
retomada do crescimento e abertura uniforme das gemas na primavera seguinte. Ao tempo em
que a alta temperatura pode prevenir o aparecimento da dorméncia (provavelmente o que
acontece nos trdpicos) ou substituir o efeito do resfriamento pela ativacdo de uma via
alternativa (LAVEE e MAY, 1997).

2.8 Efeito da deficiéncia hidrica

O desenvolvimento da videira nos tropicos é completamente diferente
daquele observado nas tradicionais zonas temperadas. Fatores como dorméncia das gemas,
dominancia apical, baixa fertilidade natural, crescimento continuo (CAMILI, 2007;
CAMARGO e OLIVEIRA, 2001), entre outros, exigem praticas culturais especiais, como
manejo da irrigacdo, cujo défice hidrico parcial no sistema radicular promove alteragdes no
surgimento de sinais quimicos derivados das raizes, que determinam mudancas na fisiologia
da videira (STOLL, 2000).

Apesar de alguns estudos mostrarem decréscimo na fertilidade de
gemas em videiras sob estresse hidrico (SMART e COOMBE, 1983; LOVEYS e
KRIEDEMANN, 1973); outros apontam aumento (MAY, 2004; BUTTROSE, 1974), em
detrimento da reducdo da densidade de folhas, melhorando a iluminacdo dentro do dossel e,
conseqlientemente, a fertilidade de gemas. Contudo, quando o estresse é persistente, diminui a
fertilidade de gemas latentes (HUGLIN, 1986) e influencia no desenvolvimento de
inflorescéncia, tendo o numero e tamanho do primérdio de inflorescéncia reduzidos
(MATTHEWS e ANDERSON, 1989).
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O défice hidrico afeta a bioquimica, a fisiologia, a morfologia e os
processos de desenvolvimento das plantas, reduzindo a fotossintese de trés maneiras: pela
reducdo da &rea foliar disponivel para interceptar a radiacdo solar, pela reducéo da difuséo do
CO;, para dentro da folha e pela reducdo da habilidade dos cloroplastos para fixar o CO; que
neles penetra (JONES, 1983).

Embora o estado de agua na folha possa regular a condutancia
estomatica e, consequentemente, sua transpiracdo, seu controle envolve também sinais
quimicos e/ou hidraulicos (TARDIEU e DAVIS, 1993), como o ABA que vai das raizes as
folhas (DURING et al., 1996; DRY e LOVEYS, 1998; LOVISOLO et al., 2002),
principalmente quando as raizes sdo expostas a solos secos, ocorrendo aumento da
concentracdo de ABA na seiva do xilema que chega a folha induzindo o fechamento dos
estomatos (ZHANG e DAVIES, 1991; DURING e ALLEWELDT, 1973).

Uma das primeiras respostas das plantas a deficiéncia hidrica é o
fechamento dos estdbmatos e reducdo da transpiracdo (SOUZA, et al., 2001; PEREIRA e
CHAVES, 1993), levando a diminuicdo da difusdo de CO; para o mesofilo foliar, o que causa
a queda na fotossintese (CHAVES, et al., 2009). A baixa disponibilidade de agua ainda limita
a expansdo celular, alterando a pressao de turgescéncia e extensibilidade da parede celular
afetando o crescimento da planta (SPOLLEN et al., 1993).

2.9 Efeito do frio

Muitos estudos tém sido feitos para examinar o efeito do frio sobre a
brotacdo de plantas caducifélias, incluindo videiras em estado de dorméncia; e, segundo Lavee
e May (1997), a necessidade do frio é essencial para encerrar o estado de dorméncia de gema
nestas espécies e permitir sua brotacdo normal.

Camili (2007) relata que as videiras requerem poucas horas de
exposicdo ao frio, quando comparadas a outras espécies de plantas deciduas, para sair da
condicdo de dorméncia permitindo a brotacdo na primavera. Para alguns autores sua

necessidade em temperaturas abaixo de 7,2°C pode variar de 50 a 800 horas, a depender da
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cultivar (JENSEN e BETTIGA, 1984; DOKOOZLIAN et al., 1995; PIRES e BOTELHO;
2001). Na cultivar Merlot foi necessario a exposicao das plantas por um periodo de sete dias
consecutivos, a temperaturas abaixo de 10°C para ocorrer brotacdo satisfatoria (POUGET,
1988). Nas cultivares Thompson Seedless e Carignane, houve aumento do numero e
velocidade de brotacdo de gemas com maior tempo de exposicdo, chegando ao maximo com
66 dias, sob 2°C (KLIEWER e SOLEIMANI, 1972). De acordo com Zelleke e Kliewer (1989)
e Dokoozlian et al. (1995), pairam muitas ddvidas quanto a temperatura e o tempo de duracao
em que as videiras necessitam para promover uma eficiente supressdo da dorméncia das
gemas. Havendo, portanto, uma indefinicdo do papel que o frio exerce na regulacdo da
supressdo da dorméncia das gemas.

S80 varios o0s estudos que relacionam substancias como acido
abiscisico (ABA) e acidos giberélicos, necessidade de frio e fotoperiodo com a supresséo da
dorméncia de gemas em espécies deciduas (SALISBURY e ROSS, 1994; GUY, 1990;
POWELL, 1987; GALSTON e DAVIES, 1972). Em macieira, Powell (1986) registrou uma
relacdo direta entre ABA e baixas temperaturas. Resultados simililares foram encontrados por
Emmerson e Powell (1978) para trés variedades de uva.

De acordo com Lavee (1973) a dorméncia de gemas em plantas
deciduas é governada por fatores ambientais, como o frio, que afetam o nivel das substancias
de crescimento e, estas por sua vez, controlam mudancas metabdlicas que conduzem a
supressdo da dorméncia. Outros autores também observaram relacdo de efeitos fisiologicos
entre dorméncia das gemas e horménios vegetais, especialmente o ABA (HORIUCHI et al.
1981; POWELL, 1987; TAMURA, et al, 1993), onde foi observado rapido aumento do nivel
desse horménio livre em gemas de videira durante a fase introdutéria da endodorméncia, para
em seguida diminuir (EMMERSON e POWELL, 1978).
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2.10 Aspectos bioquimicos

Como relatado anteriormente, a supressao da dorméncia em gemas de
videira ocorre em virtude de atividades metab6licas controladas por substancias endégenas,
reguladas por fatores ambientais.

Tentando elucidar este mecanismo, alguns autores atribuem ao
aumento do nivel de &cido abscisico enddgeno o fato das gemas entrarem em dorméncia,
assim como seu decréscimo em niveis muito baixos, promove a saida deste estado (OR et al.,
2000; RICOUARD et al., 1994; WALTON, 1980). Corroborando com esta idéia, Emmerson e
Powell (1978) observaram que quando as gemas de videiras foram expostas a um periodo de
frio, durante a abertura das gemas, 0 acido abscisico atingiu seu nivel minimo, promovendo
assim a saida da dorméncia.

No entanto, outros compostos diferentes de &cido abscisico estariam
também envolvidos no mecanismo da dorméncia da videira, como etileno (C,H,4) (THOBE et
al., 1992; GEMMA, 1995); acido 1l-aminocyclopropano -1- carbdnico (ACC) (GEMMA,
1995); atividade da catalase e o contetido de H,O, (PINTO et al., 2008; PEREZ, 2005; EREZ,
1995). Outra substancia envolvida no equilibrio do H,O, é a peroxidase, que em videiras
mostrou alto grau de poliformismo (ROS BARCELO et al., 2003).

Em videiras onde as gemas emcontram-se em estado de
endodorméncia a atividade da fotossintese é nula e o aumento no teor de H,O, nestes tecidos
provém de reacdes catalisadas por peroxidases (PINTO et al.; 2008), além da diminuicdo da
atividade da catalase (AMBERGER, 1984; SHULMAN et al., 1986), que pode ser inibida pela
exposicdo ao frio ou pela aplicacdo de reguladores vegetais nas gemas. Este aumento nos
niveis de H,O, poderia iniciar um processo de transducdo de sinais, cujo resultado é o fim do
estado de dorméncia das gemas, que em condicGes favoraveis inicia a brotacdo (PINTO et al.,
2008).



3 MATERIAL E METODOS

3.1 Localizacédo e clima

Este trabalho foi desenvolvido entre janeiro de 2008 e outubro de
2009, em casa de vegetacdo no setor de Horticultura do Departamento de Producdo Vegetal e
em camara climatizada no NUPAM - Nucleo de Pesquisas Avancadas em Matologia da
Faculdade de Ciéncias Agrondmicas da Universidade Estadual Paulista — UNESP, no Campus
de Botucatu-SP, localizada nas coordenadas geograficas 22°51” de latitude sul, 48°26’de
longitude oeste de Greenwich e altitude de 815 m.

O clima local é classificado, segundo sistema Internacional de Képpen,
como Cwa, que é caracterizado como temperado quente, com chuvas no verdo e seco no
inverno, com precipitacdo média anual de 1530 mm e temperatura média do més mais frio
inferior a 17°C e do més quente superior a 23°C (CUNHA et al., 1999).
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3.2 Caracteristicas quimicas, fisicas e biologicas do substrato

O substrato utilizado no experimento foi obtido de um solo
caracterizado como Latossolo Vermelho Distroférrico (EMBRAPA, 1997) e de textura media.
Foi coletado dentro da Fazenda Lageado, eliminando-se a parte superficial, coletando a uma
profundidade entre 10 e 30 cm. Foram enviadas amostras aos Laboratdrios de Quimica e de
Fisica do Solo do Departamento de Recursos Naturais e Ciéncia do Solo da FCA/UNESP —
Campus de Botucatu-SP para analises quimicas e granulométrica, cujos resultados estdo
apresentados nas Tabelas 1 e 2, respectivamente. Amostra de solo também foi enviada ao
Laboratério de Nematologia do Departamento de Producdo Vegetal da FCA/UNESP, cuja

analise nematoldgica ndo constatou presenca de nematoides.

Tabela 1. Caracteristicas quimicas do substrato utilizado no experimento.
FCA/UNESP, Botucatu-SP, 2008.

pH M.O. Prsina HHAlI K Ca Mg SB CTC V%

_________________________ 3_-_-_-_-_-_-_-_-_-_—_—_
CaCl, g/dm®* mg/dm? mm(?lc/dm
4,0 14 4 74 0,3 2 1 3 77 4
Boro Cobre Ferro Manganés Zinco
------------------------------------------ MQIAM®-mm e
0,10 1,1 45 0,2 0,1

Tabela 2. Caracteristicas fisicas do substrato utilizado no experimento.
FCA/UNESP, Botucatu-SP, 2008.

Arg.
Nat. Umidade Textura do
% Solo

AG AF Areia/T Argila Silte

o/kg

252 374 626 304 70 ---- ---- Media
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3.3 Correcéo e adubacéo do solo

De posse do resultado da analise quimica, o solo foi peneirado para
retirada de eventuais impurezas, em seguida corrigiu-se, elevando a saturagéo por bases para
80%, segundo boletim de recomendacdes de adubacéo e calagem para o estado de Sdo Paulo
(RALJ et al., 1996), de forma que foram adicionadas 91,3 g de calcario dolomitico em 25 L de
terra, correspondendo a 7,3 Mg ha-1. Ainda conforme recomendacéo de Raij et al. (1996), a
adubacdo de base foi feita usando 2,5 L de esterco bovino, 15,6 g de termofosfato e 3,9 g de
sulfato de potéssio, adicionados em 25 L de terra e homogeneizados através de uma betoneira.
A terra foi acondicionada em vasos plasticos com capacidade para 25 L, armazenados dentro
da casa-de-vegetacdo e sobre um bloquete hexagono, irrigados e revestidos com sacos de
polietileno de cor preta, ficando incubados por 30 dias, a fim de favorecer a rea¢do do solo

com o corretivo e os adubos.

3.4 Material vegetal e conducéo das plantas

As estacas de videira da cultivar Thompson Seedless, obtidas na
Regido do Vale do Sao Frascisco, com 30 cm de comprimento e em média de quatro gemas,
foram plantadas em novembro de 2007, em sacos de polietileno com 1 L de substrato a base
de uma mistura de casca de pinus, fibra de coco, vermiculita e himus de minhoca (1:1:1:1).
Os sacos com as estacas foram acondicionados em uma estufa totalmente fechada com filme
de polietileno de baixa densidade (PEBD) a meia-sombra, recoberta por tela de polietileno
com 50% de incidéncia da luz e equipada com sistema de nebulizagdo intermitente, mantendo
a umidade e temperatura elevadas. Apds 60 dias, as mudas foram transplantadas para 0s vasos
com capacidade de 25 L e altura de 30 cm, que se encontravam distribuidos dentro da casa de

vegetacdo em espacamento de 2 x 1 m (Figura 1), em arranjo triangular.
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Figura 1. Vista das plantas conduzidas em casa de vegetacdo. FCA/UNESP,
Botucatu-SP, 2009.

3.5 Tratos culturais

As plantas foram conduzidas por meio de um fitilho até o arame do
sistema de latada, a uma altura de 1,8 m. Em julho de 2008 fez-se a primeira poda deixando,
aproximadamente, quatro gemas no caule principal; esta poda teve o objetivo de estimular a
brotacdo dos ramos secundarios. Apds a brotacéo, selecionaram-se dois ramos secundarios,
eliminando-se o restante; os mesmos foram conduzidos no sistema de latada através de
fitilhos. Em fevereiro de 2009 fez-se a segunda poda, deixando oito gemas em cada ramo.
Selecionaram-se dois ramos terciarios que foram conduzidos por fitilho e presos ao arame com
fitas plasticas aplicadas por uma enlacadora manual a medida que foram crescendo.

Apos cada poda, as plantas foram adubadas com composto organico,
macro e micronutrientes, com base em analises de solo e folhas, conforme recomendacao de
Raij et al. (1996) (Boletim 100). Com o desenvolvimento da parte vegetativa passou-se a fazer
adubac@es via fertirrigacdo a cada duas semanas. O monitoramento da solu¢do do solo foi
feito por meio de condutivimetro portatil digital (Digimed®, modelo BM3), ap6s retira-la por

meio de sondas extratoras equipadas com capsulas de cerdmica e seringas plasticas, enquanto
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que adubacdes foliares foram feitas a cada trinta dias, tendo como parametro os resultados das
analises de folhas.

A fitossanidade das plantas foi tratada alternadamente com fungicida
de contato a base de Oxicloreto de Cobre e sistemicamente com Azoxystrobin, conforme dose
recomendada pelo fabricante. Além do uso eventual de inseticidas para o controle de lagartas,

acaros e formigas.

3.6 Tratamentos

Apos 19 meses do transplante (agosto de 2009), as plantas foram
submetidas a trés condi¢cOes diferentes: 1. Controle — as plantas foram conduzidas todo o
tempo dentro da casa de vegetacdo (25-30°C / 60-70% U.R. em capacidade de campo - cc); 2.
Deficiéncia Hidrica — as plantas também foram conduzidas todo o tempo dentro da casa de
vegetacdo (25-30°C / 60-70% U.R.) a uma tensdo de agua no solo entre -80 a -100 kPa.; 3.
Frio — as plantas foram conduzidas inicialmente na casa de vegetacdo e levadas a camara
climatizada (5-13°C / 60-70% U.R. em cc) apenas durante o periodo em que foram submetidas
ao tratamento por frio, retornando a casa de vegetacdo apOs completar o tempo pré-
estabelecido para cada planta.

As plantas foram submetidas aos tratamentos por um periodo de até 90
dias, sendo que a cada 15 dias, trés plantas de cada tratamento foram avaliadas, amostradas e
podadas, para em seguida serem reconduzidas as condicdes ambientais do controle (25-30°C /
60-70% U.R. em cc), onde permaneceram até a brotacdo, quando foram novamente avaliadas,

com relacdo a brotacéo.

3.7 Monitoramento da umidade do substrato nos vasos

O monitoramento da umidade do substrato (Figura 2) foi realizado
através de tensiometros de mercurio e sensores de resisténcia elétrica da Irrometer®. Estes

Gltimos foram usados no monitoramento da umidade do solo das plantas sob deficiéncia
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hidrica; pois, os tensibmetros ndo conseguem registrar tensdes menores que -60 kPa. Foram
instalados 20 tensiémetros, distribuidos 10 para os vasos com plantas do tratamento controle e
10 para os do tratamento por frio. Ja os vasos do tratamento por deficiéncia hidrica tiveram 20
sensores, que apos serem calibrados, foram instalados dois em cada vaso, com profundidades
de 10 e 20 cm, obtendo a média das leituras registradas em centibars/kPa por meio de medidor
digital Watermark®. As leituras tanto dos tensiémetros quanto das resisténcias elétricas foram
feitas a cada dois dias, sendo os tensidmetros escovados apOs cada leitura para evitar

interferéncias com entrada de ar em seu sistema.

Tensdo do solo (kPa)

I
-80 -
m B l L]
_120 — T T -

T T T T

Controle Frio 15 30 45 60 75 90
Dias sob deficiéncia hidrica

Figura 2. Médias dos valores de tensdo do solo para o controle e os tratamentos
com frio e sob deficiéncia hidrica, ao longo do periodo de avaliagdo. FCA/UNESP,
Botucatu-SP, 2009.

As leituras de tensdo de agua no solo pelo tensiometro com coluna de
mercurio foram convertidas a partir do valor da altura do mercuario (h) para o potencial
matricial, pela seguinte equacéo:

¥m = (p-x-12,6 h)/10,2.......ccvevverrrnnee, (eq. 01)

Onde:
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Wm - Potencial matricial da 4gua no solo na profundidade p (kPa);
p - Profundidade de instalacdo do tensiometro (cm);

X — Altura da superficie da cuba até a superficie do solo (cm);

h — Altura da coluna de mercurio (cm).

A irrigacdo de todas as plantas anteriormente ao estabelecimento dos
tratamentos, assim como as do controle, foi feita através de gotejamento com temporizador
eletronico. A medida que as plantas eram submetidas aos tratamentos a manutencdo da
umidade do solo foi realizada manualmente, cujo volume aplicado era mensurado por meio de
uma proveta de 1000 mL. As plantas dos tratamentos controle e por frio foram mantidas com
potencial de &gua no solo entre -10 e -30 kPa, cuja unidade volumétrica corresponde a 0,176 e
0,165 cm® cm, respectivamente, sendo que estes valores estdo dentro da capacidade de
campo, segundo curva de retencdo de agua no solo (Figura 3) calculada experimentalmente
pela metodologia descrita por Richards (1941). A profundidade efetiva do sistema radicular
(2) adotada foi 20 cm. Nestas plantas o suprimento da agua foi feito sempre que o solo

apresentava tenséo de -30 kPa, sendo a lamina calculada pela equagéo:
LRN =(CC—Ui) Z/10.cciiiiirierrrriene, (eq. 02)

Onde:

LRN — Lamina real necesséria;

CC — Capacidade de campo;

Ui - Limite minimo de umidade no solo, usado como decisdo para realizar a
irrigacao;

Z - Profundidade efetiva do sistema radicial.
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0.16 y=-0.01In(x) + 0.199
R2=0.891
0.14

0.12
0.1
0.08

Umidade (cm?® cm™)

10 210 410 610 810 1010 1210 1410 1610
Potencial Matricial (kPa)

Figura 3. Curva de retencdo de agua no solo obtida através de amostras deformadas
utilizando a placa de Richards. FCA/UNESP, Botucatu-SP, 20009.

A deficiéncia hidrica nas plantas foi estabelecida inicialmente pela supressdo do
fornecimento de agua até que o solo destas plantas atingisse tenséo de -100 kPa e, a partir dali,
o fornecimento de &gua foi feito mantendo a tensdo do solo entre -80 e -100 kPa, o0 que

corresponde a unidade volumétrica de 0,155 e 0,153 cm® cm’®, respectivamente.

3.8 Casa de vegetacdo, camara climatizada e monitoramento dos ambientes

A casa de vegetacdo utilizada apresenta sistema de climatizacdo, de
estrutura metalica com vidros nas laterais e cobertura em duas &guas com placas de
policarbonato alveolar, apresentando dimensdes de 10 m de largura, 12 m de comprimento e
2,5 m de pé direito. Equipada com sistema de resfriamento, aguecimento e umidificacao ligad

0s a um painel de controle digital (Figura 4).
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Figura 4. Vista interna da casa de vegetacdo utilizada no experimento.
FCA/UNESP, Botucatu-SP, 2009.

Dentro da casa de vegetacdo foram instaladas quatro hastes micrometeorologicas
(Figura 5) com instrumentos para medicdo da radiacdo solar global incidente e refletida,
radiacdo fotossinteticamente ativa, umidade relativa e temperatura do ar, monitorados na
altura do dossel das plantas ligados a um datalogger modelo CR3000 Micrologger® fabricado
pela Campbell® Scientific que capturou os dados a intervalos de 10 minutos, apresentados
aqui pelas Figuras 6, 7 e 8 para os valores de temperaturas, umidade relativa e radiacao,
respectivamente. Através dos dados de temperatura e umidade relativa foi calculado, segundo

Pereira et al. (2002), o défice de pressédo de vapor — DPV (Figura 9), através da equacao:

Onde:

Ae - defice de pressdo de vapor do ar, expresso em kPa;
es - pressao de saturacéo de vapor d’agua;

e, - pressao parcial de vapor.

Onde a pressdo de saturacdo de vapor d’agua foi calculada pela equacdo de Tetens:
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es=0,6108 10 S Tar/2373+Tar . (eq. 04)

Sendo Tar representado pela temperatura do ar em °C.

Enquanto a pressdo parcial de vapor, calculada pela equagéo:

€a = UR% €4/100 .....ccoevveiiiiiiciiieciee (eg. 05)

Em que UR € a umidade relativa atual do ar, expressa em %.

Figura 5. Haste equipada com instrumentos meteoroldgicos instalada dentro da
casa de vegetacdo. FCA/UNESP, Botucatu-SP, 20089.
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Figura 6. Valores de temperatura maxima, media e minima dentro da casa de
vegetacdo no periodo compreendido entre a poda e a floracdo das plantas.
FCA/UNESP, Botucatu-SP, 2009.
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Figura 7. Valores da umidade relativa maxima, média e minima dentro da casa de
vegetacdo no periodo da poda a floracdo das plantas. FCA/UNESP, Botucatu-SP,
2009.
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Figura 8. Radiacdo solar global (Rg) e densidade de fluxo de f6tons
fotossinteticamente ativos (DFFFA) medidas dentro da casa de vegetacdo no
periodo da poda a floracéo das plantas. FCA/UNESP, Botucatu-SP, 2009.

Figura 9. Défice de pressdo de vapor (DPV) dentro da casa de vegetacdo no
periodo da poda a floracéo das plantas. FCA/UNESP, Botucatu-SP, 2009.

Para o tratamento por frio, utilizou-se cdmara climatizada de 10,35 m?
(Figuras 10 e 11), com controle de temperatura, umidade relativa, ventilacdo e luminosidade.
O monitoramento foi feito por uma estacdo Termo-higro, modelo Kat. Nr. 30.3015 da TFA-
Germany, armazenando informacdes a cada 10 minutos, cujos resultados de temperatura e
umidade relativa do periodo em que as plantas foram submetidas ao tratamento por frio,
representados pelas Figuras 12 e 13, respectivamente. Enquanto que na Figura 14 estdo os
valores de DPV, calculados através dos valores de temperatura e umidade relativa, coletados

dentro da camara climatizada.



Figura 10. Vista do acesso a camara climatizada, com o painel de controle na
parte externa e forma de distribuicdo das plantas na parte interna. FCA/UNESP,
Botucatu-SP, 2009.

Figura 11. Vista da parte superior das plantas dentro da camara climatizada.
FCA/UNESP, Botucatu-SP, 2009.
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Figura 12. Valores de temperatura maxima, média e minima dentro da camara
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Figura 14. Défice de pressdo de vapor (DPV) dentro da camara climatizada
utilizada para o estabelecimento do tratamento por frio as plantas. FCA/UNESP,
Botucatu-SP, 2009.

3.9 Delineamento experimental

Utilizou-se delineamento inteiramente casualizado, em esquema de
parcela subdividida (3 x 6), onde a parcela esta representada pelos tratamentos: T1 - controle;
T2 - deficiéncia hidrica; T3 - frio, enquanto a subparcela representada pelo tempo de
permanéncia que as plantas foram submetidas aos tratamentos, que variou de 15, 30, 45, 60,
75 e 90 dias, totalizando 18 combinacfes de tratamentos. O nimero de repeticdes variou de
acordo com o tipo de caracteristica avaliada, em virtude da limitacdo de espaco dentro da casa
de vegetacdo e da camara climatizada, limitando consequentemente o nimero de plantas por
repeticdo das analises destrutivas, ndo havendo limitacdo para as analises ndo-destrutivas.
Dessa forma, estabeleceram-se nove repeticdes para as analises de trocas gasosas, seis para as
andlises de potencial hidrico da folha e trés para as analises enzimaticas e de porcentagem de
brotacéo.

Os valores de trocas gasosas e ABA foram transformados através da

equacdo v x-+1, a fim de obter a distribuicdo normal dos dados.
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3.10 Caracteristicas fisiologicas avaliadas

3.10.1 Medidas de trocas gasosas

As medidas de trocas gasosas foram realizadas a cada 15 dias, com
analisador portéatil infravermelho de CO, (IRGA), modelo LI-6400 da Li-Cor (Figura 15),
sendo avaliadas as seguintes caracteristicas: taxa de assimilacdo liquida de CO, (A),
transpiracdo (E), condutancia estomatica ao vapor de agua (gs), concentracao intracelular de
CO, (Ci). Estimou-se a eficiéncia intrinseca do uso da agua (A/gs) e a eficiéncia momentanea
da Rubisco (A/Ci). Essas avaliagbes foram feitas durante a permanéncia da abertura
estomatica, das 9 as 11 horas (hora solar), em folhas totalmente expandidas e sadias,
previamente escolhidas no terco médio do ramo de cada planta.

Figura 15. Analisador portétil infravermelho de CO, (IRGA), modelo L1-6400 da
Li-Cor, utilizado na avaliacdo de trocas gasosas. FCA/UNESP, Botucatu-SP,
2009.

Para determinar a DFFFA - densidade de fluxo de fétons

fotossinteticamente ativos - usada na avaliacdo das trocas gasosas, foi determinada a curva de
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resposta de A a luz (Figura 16) em trés plantas antes de serem submetidas aos tratamentos, nas
condicdes de casa de vegetacdo, onde foram desenvolvidas. A curva de luz foi determinada em
um dia ensolarado, entre 9:00 e 11:00 horas, com DFFFA variando entre 0 e 2000 pmol m? s’
! nos intervalos de 2000, 1700, 1400, 1100, 800, 500, 300, 200, 150, 50 e 0 pmol m? s?, em

folhas totalmente expandidas.
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-1.00

200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000
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Figura 16. Taxa de assimilacdo liquida de CO, (A) em funcdo da densidade de
fluxo de fotons fotossinteticamente ativos (DFFFA), em plantas do controle (25-
30°C/60-70%U.R), com trés repeticdes. FCA/UNESP. Botucatu-SP. 20009.

3.10.2 Fluorescéncia da clorofila a

Com o auxilio de fluorémetro, Modelo: OS5p da OPTI-SCIENCES,
mediu-se a eficiéncia quantica maxima potencial (F./Fn) ao longo de um dia na Gltima época
de avaliacdo, onde Fv e Fm representam fluorescéncia variavel e fluorescéncia maxima,
respectivamente. Foram mensurados as 6:00 horas em folhas adaptadas ao escuro por uma
noite e depois, em intervalos de trés horas, em folhas adaptadas ao escuro por 30 minutos,

segundo metodologia descrita por Souza et al. (2001).
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3.10.3 Potencial hidrico da folha

O potencial hidrico da folha no periodo de antemanha (YAm), entre
5:00 e 5:30 horas, e ao meio-dia (WYMd), foi obtido por uma camara de pressdo, modelo PMS
1003 (PMS Instruments Co.), segundo Sholander et al. (1965). Utilizaram-se trés folhas por

planta, tomadas aleatoriamente, sendo o resultado expresso em MPa.

3.11 Caracteristicas bioquimicas avaliadas

3.11.1 Coleta, processamento e armazenamento do material vegetal

Folhas e gemas utilizadas para as analises bioquimicas foram coletadas
um dia apds a cada avaliacdo de trocas gasosas. Coletaram-se duas folhas expandidas mais
proximas do apice e 10-20 gemas, de cada planta, as seis horas da manh& (antemanhd), folhas
e gemas foram congeladas em nitrogénio liquido (-186°C) e armazenadas em ultra-freezer (-
80°C). Posteriormente, folhas e gemas foram maceradas, separadamente e imersas em
nitrogénio liquido, utilizando almofariz de 100 mL e pistilo. O material macerado foi colocado
em tubos Falcon, previamente imersos em nitrogénio liquido, fechados e armazenados em
ultra-freezer (-80°C).

3.11.2 Determinacao da concentracéo de acido abscisico (ABA)

A extracdo de ABA foi feita segundo método descrito por Norman et
al. (1990), com modificacbes propostas por Gomes (2001). Amostras de 50 mg de folhas e

gemas maceradas em nitrogénio liquido, foram ressuspensas em 1,5 mL de acetona 80%
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(v/v), contendo 100,0 mg L™ de BHT (hidroxidotolueno butilado) e 100 mg L™ BHA
(hidroxianisol butilado). Os extratos foram armazenados a 4 C durante duas semanas.

A purificacdo baseou-se na utilizagdo de uma aliquota do extrato
(750,0 pL), completada com tampdo TBS (tampao tris salino), pH 7,5, até volume final de 5,0
mL. Este tampdo é constituido pelas seguintes substancias: 6,0 g de TRIS (hidroximetil amino
metano); 0,2 g de MgCl,; 8,8 g de NaCl; 0,1 g de NaNj3 (azida sddica) e 0,5 mL de TWEEN
20 para cada litro de tampdo. O pH foi ajustado para 7,5 com HCI concentrado. A amostra foi
centrifugada por 9 minutos, a 10.000 g e filtradas em membranas de nylon (0,22 pm). A
quantificacdo do ABA nos extratos foi feita através do teste ELISA, usando kit comercial
(Phytodetek® ABA Test Kit), de acordo com as recomendacgdes do fabricante. Em seguida
procedeu-se a leitura da densidade Otica através de espectrofotometro de placas, no
comprimento de onda de 405 nm.

Os calculos para determinacdo da concentracdo de ABA foi realizado
com auxilio de uma planilha do Excel utilizando a média de absorbancias das triplicatas de

cada repeticdo dos padrdes e das amostras, baseada na equacéo:

D.0.(AouP)-D.O.LNE

7 de Ligagao = D.0.Bo-D.O.LNE

Onde:

D.O. (A) = densidade otica da amostra (nm);

D.O. (P) = densidade 6tica do padrdo (nm);

Bo =100,0 pL de tampao + 100,0 pL. de marcador = 100% de ligacdo;

Ligagdo nao especifica = 100,0 pmol/0,ImL de ABA + 100,0 Ml de marcador = 0% de

ligacéo.

3.11.3 Determinacao do teor de perdxido de hidrogénio (H20)

A determinacdo do teor de peroxido de hidrogénio (H,O,) seguiu

metodologia descrita por Loreto e Velikova (2001), com algumas modificagOes, que se baseou
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na utilizagdo de 150 mg de tecidos, previamente macerados em nitrogénio liquido, de folhas e
gemas. Foram homogeneizados separadamente em 1,5 mL de &cido tricloroacético (TCA) a
1% (p/v). O homogeneizado foi centrifugado a 15.000 x g a 4°C, por 10 min. Posteriormente,
obteve-se 0,5 mL do sobrenadante ao qual foi adicionado 0,5 mL de tampdo fosfato de
potassio a 10 mM (pH 7,0) e 1,0 mL de iodeto de potassio (KI) a 1M. O teor de perdxido de
hidrogénio do sobrenadante foi determinado comparando a sua absorbancia a 390 nm frente a
uma curva de calibracdo padréo, que variou entre 1 e 100 mmol mL™ de H,0,. O teor de H,0;
foi expresso em pmol g™ de massa fresca.

3.11.4 Obtencéo do extrato bruto dos tecidos vegetais

O extrato bruto utilizado na determinacdo do teor de proteinas e da
atividade das enzimas SOD, CAT e APX foi obtido através de homogeneizacdo em almofariz
de 300 mg do material vegetal em 2,0 mL de tampdo fosfato de potassio 0,1M, pH 6,8,
suplementado com 50 mg de PVPP (Polivinil Polipirrolidona). O homogeneizado foi
centrifugado a 12.000 x g por 10 minutos a 4°C. O sobrenadante foi coletado e armazenado

em ultra freezer a -80°C.

3.11.5 Atividade da enzima Superoxido Dismutase (SOD; EC 1.15.1.1)

A determinacdo da atividade da SOD levou em consideracdo a
capacidade da enzima em inibir a fotorreducdo do NBT (azul de cloreto de nitrotetrazélio). A
atividade foi determinada pela adigdo de 50 puL do extrato bruto oriundo de tecido de folhas e
de gemas a uma solugdo contendo 13 mM de metionina, 75 puM de NBT, 100 nM de EDTA e
2 uM de riboflavina em 3,0 mL de tampdo fosfato de potéassio 50 mM, pH 7,8, conforme

descrito por Del Longo et al. (1993).
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A reacdo iniciou com a iluminagéo dos tubos, em cAmara composta por
lampadas fluorescentes tubulares (15 W), a 25°C. Apds cinco minutos de incubagdo, as
lampadas foram desligadas e paralisada a reacdo (GIANNOPOLITIS e RIES, 1977). O
composto azul formado (formazana) pela fotorreducdo do NBT foi determinado pela leitura
em espectrofotdmetro a 560 nm. Os tubos considerados brancos, para a anlise, receberam 0s
mesmos reagentes, porém foram mantidos cobertos com papel aluminio, abrigados da luz.
Uma unidade de SOD é definida como a quantidade de enzima necesséria para a inibicdo de
50% da fotorreducdo do NBT. Para o calculo da atividade especifica da enzima considerou-se
a porcentagem de inibicdo obtida, o volume da amostra e a concentracdo de proteina na

amostra (ug uL™).

3.11.6 Atividade da enzima Catalase (CAT; EC 1.11.1.6)

A atividade da enzima CAT foi determinada com base no método
descrito por Peixoto et al. (1999), cuja atividade é definida pela quantidade de enzima
necessaria para catalisar a decomposicdo do H,O,. Para o teste, 950 uL de tampao fosfato de
potassio 50 mM, pH 7,0 suplementado com perdxido de hidrogénio a uma concentracéo final
de 12,5 mM foi colocado em cubetas de quartzo e a reagdo iniciada pela adicdo de 50 uL de
extrato bruto. A variacdo da absor¢do (AE) foi calculada pela diferenca das leituras a 240 nm
em um intervalo de 80 segundos. A atividade da enzima foi calculada utilizando o coeficiente
de extincdo molar = 39,4 mM™ cm™ e a determinacio da atividade especifica (uKat pg Prot™)

levou em consideracdo a concentracdo de proteina solGvel da amostra.

3.11.7 Atividade da enzima Ascorbato Peroxidase (APX; EC 1.11.1.11)

Para a analise da atividade da enzima APX utilizou-se o método

descrito por Koshiba (1993), com algumas modificagdes. O mesmo baseia-se na oxidacdo do
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ascorbato na reagdo da atividade peroxidasica da enzima. Foi preparada, inicialmente, uma
solucdo de trabalho contendo uma aliquota de 100 pL de extrato bruto com 2,9 mL de tampéao
fosfato de potéssio 50 mM, pH 6,0 (volume final de 3,0 mL). A esta solucdo acrescentou-se
ascorbato e peréxido de hidrogénio, em concentracdo final de 0,8 e 1 mM, respectivamente.
Determinou-se a variagdo da absorcdo por meio de leitura a 290 nm, sendo que a atividade
especifica da enzima (uKat pg Prot™) foi calculada a partir de um coeficiente de extingdo

molar de 2,8 mM™* cm™.

3.11.8 Teor de proteinas soluveis totais

A quantidade de proteinas solGveis nas amostras foi determinada pelo
método de Bradford (1976), que consiste no corante Coomassie Brilliant Blue G — 250 ligar-se
em cargas negativas da cadeia polipeptidica, cuja reacdo o converte para a forma azul. A
analise foi feita em triplicatas, usando tubo de ensaio com 5 mL do reativo de Bradford,
adicionando-se 100 uL do extrato bruto. Em seguida, agitou-se e apds 15 minutos foi feita a
leitura da absorbancia a 595 nm. Utilizou-se como padrdo solucdo de albumina de soro bovino
(BSA- Sigma) com a qual se obteve a curva padrdo numa gama de concentracao entre 0 e 1
mg mL™, cuja concentracdo de proteinas nas amostras foi determinada pela interpolacdo da

curva padréo.

3.12 Analises Estatisticas

Os dados obtidos foram tabulados em planilhas do Excel e submetidos
a andlise de variancia conforme modelo apresentado na Tabela 3, onde as Fontes de Variagdo
consistiram pela parcela representada pelos tratamentos - TRAT (Controle, Deficiéncia
Hidrica e Frio); Erro 1 — composto da seguinte forma: Erro=Repeticdo(TRAT); subparcela

representada pelo nimero de dias em que as plantas ficaram submetidas aos tratamentos -
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DAT (15, 30, 45, 60, 75 e 90 dias); TRAT*DAT — interacdo; e Erro 2 — representado pelo
residuo. O uso deste modelo, segundo Ferreira (2008), se deve ao fato de as épocas ndo
poderem ser distribuidas aleatoriamente.

As andlises estatisticas foram realizadas através do software SISVAR
5.1 (UFLA - Lavras-MG) e de acordo com o resultado do teste F, as médias foram
comparadas através do teste de Tukey a 0,05 de probabilidade, além do desdobramento das
interacdes, quando significativas. Enquanto para os resultados apresentados graficamente,
calculou-se o Erro Padrdo das médias representado por Barras de Erro.

Tabela 3. Modelo da ANOVA cujos dados foram analisados.

Trocas Potencial hidrico Analises enzimaticas
Fontes de Variagao gasosas da folha e brotacdes
G.L. G.L. G. L.
TRAT 2 2 2
Erro (1) 24 15 6
PARCELAS 26 17 8
DAT 5 5 5
TRAT * DAT 10 10 10
Erro (2) 120 65 30

Total 161 107 53




4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Valores de quadrado medio das caracteristicas de trocas gasosas e
potencial hidrico estdo representados na Tabela 4, seguidos de suas respectivas significancia,
aléem dos coeficientes de variagdo (CV). Todas as caracteristicas foram altamente
significativas tanto para o tempo de permanéncia, como para os tratamentos, além de suas
interacdes a p > 0,01 pelo teste F, exceto para condutancia estomatica (gs) e para a eficiéncia
momentanea da Rubisco (A/Ci) que ndo apresentaram significancia para a interacdo (TRAT X
DAT). Isto permite afirmar que, nas caracteristicas que apresentaram significancia, pelo
menos um tratamento foi diferente estatisticamente, assim como houve variacdo entre 0s
tempos em que as plantas permaneceram sob 0s tratamentos, enquanto que as interagdes
significativas mostram que os valores destas caracteristicas foram influenciados pelo bindémio
TRAT versus DAT. Desta forma, fez-se o desdobramento de tempo dentro de cada tratamento

a fim de observar seus efeitos, isoladamente.
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4.1 Potencial hidrico

As Figuras 17a e 17b apresentam os resultados de potencial hidrico
antemanha (PYAm) e ao meio-dia (¥Md), respectivamente, onde a média dos valores para este
altimo foi menor devido ao efeito do défice de pressao de vapor (DPV) atuar ao longo do dia,
promovendo maior transpiracdo e, consequentemente, menor hidratacdo das plantas
(KERBAUY, 2008). O controle e o tratamento por frio apresentaram valores médios de -0,17
e -0,14 MPa para YAm e -0,79 e -0,37 MPa WMd, respectivamente, nao diferindo
significativamente entre eles, indicando que as plantas destes tratamentos apresentaram-se em
boa condicdo de hidratacdo. Assis e Lima Filho (2000) relatam que videiras atingem o estado
hidrico com valores de potencial de base de até -0,2 MPa. O tratamento por deficiéncia
hidrica apresentou valores médios de -1,60 MPa (YAm) e -2,27 MPa (¥Md); assim, pode-se
afirmar que este Gltimo tratamento levou as plantas a um estresse severo, ja que valores
inferiores a -1,5 MPa se traduzem nesta condicao, conforme Hsiao (1973). O YAm variou de -
0,63 MPa, na avaliacdo realizada 15 dias apds o tratamento (DAT) a -2,04 MPa, aos 90 DAT,
enquanto que WMd variou de -1,53 a -2,98 MPa, no mesmo periodo, diferindo
significativamente dentre eles, nas plantas sob deficiéncia hidrica. Tanto o YAm quanto ¥YMd
apresentam similaridade com o potencial matricial do solo (Figura 2), corroborando com o0s
resultados de Williams e Araujo (2002) que encontraram correlacbes positivas destes
potenciais com o potencial matricial do solo em Vitis vinifera, onde os valores de YAm
correspondem ao equilibrio do estado hidrico entre a planta e o solo (KAVANAGH et al.,
2007).
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Figura 17. Potencial hidrico na folha antemanhd — Yam (a) e ao meio-dia — ¥Md (b) em
videiras “Thompson Seedless” no desdobramento do tempo de permanéncia das plantas
dentro dos tratamentos. As barras indicam erro-padrdo das médias (n=6). FCA/UNESP,
Botucatu-SP, 2009.

4.2 Trocas gasosas

O fechamento estomatico € um processo sensivel a varios fatores
ambientais, como intensidade luminosa, temperatura, disponibilidade hidrica, concentracdo de
CO, e défice de pressdo de vapor, entre outros (JONES, 1992). Neste experimento todos 0s
fatores foram controlados, mesmo os que nao foram utilizados como tratamentos, dessa forma,
era de se esperar que as plantas respondessem quanto a abertura estomatica, como mostra a
Figura 18a. Nesta, observa-se que tanto o tratamento por deficiéncia hidrica quanto por frio
afetaram drasticamente a condutancia estomatica (gs), cujos valores ao longo do tempo em que
as plantas foram expostas aos tratamentos variaram entre 0,27 a 0,09 molH,0 m?s* e 0,17 a
0,06 molH,0 m? s™, respectivamente, contra 0,44 a 0,29 molH,O m? s® para o controle.
Como se pode ver, os tratamentos por deficiéncia hidrica e frio apresentaram valores bem
proximos ao longo do periodo. Neste caso, observa-se que o fechamento estomatico se deve a
fatores distintos, pois a deficiéncia hidrica levou as plantas a um nivel de desidratacdo como se
pode ver através dos valores médios de potencial hidrico das folhas (-1,60 MPa (¥Am) e -2,27
MPa (WYMd)), atingidos devidos ao controle de umidade do solo que variou entre -80 e -100

kPa. Cerqueira et al. (2010) observaram valores de 0,009 molH,Om™s™ para gs em plantas de
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videiras “Syrah” e "Touriga Nacional” apds 21 dias da suspensdo da irrigacdo, em plantas
cultivadas em vasos e conduzidas em estufa. Varios estudos sobre relacdo hidrica em videiras
também constataram esta correlacdo entre a deficiéncia hidrica do solo e fechamento
estomatico (STOLL et al., 2000; SOUZA et al., 2001; SOUZA et al., 2005; CHAVES et al.,
2007). Por outro lado, o efeito da baixa temperatura também reduziu a gs, Sem que as plantas
apresentassem sinais de deficiéncia hidrica. Este evento também foi observado por outros
autores (ALLEN e ORT, 2001; HENDRICKSON et al., 2004; HUANG e GUO, 2005),
Hendrickson et al. (2004) ainda observaram que o fechamento estomético em videiras sob
temperaturas inferiores a 10°C, independem da concentracdo de CO, e do DPV, sendo esta
tese sustentada por Wilkinson et al. (2001), afirmam que o fechamento dos estdmatos
induzido pelo frio é uma resposta ao aumento da absorcéo de célcio apoplastico pelas células-
guarda, diferindo do mesmo efeito promovido pelo aumento da concentracdo de ABA em
plantas sob défice hidrico. Contudo, o prolongamento do fechamento estomatico pode ser
creditado ao aumento da concentragdo de ABA nas folhas em situagio de frio (PEREZ de
JUAN et al., 1997).
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Figura 18. Respostas de taxa de condutancia estomatica - gs (a); transpiracdo — E (b);
assimilacdo liquida de CO, — A (c); concentracdo intracelular de CO, — Ci (d); eficiéncia
intrinseca do uso de agua - A/gs (e) e eficiéncia momentanea da Rubisco - A/Ci (f) em
videiras “Thompson Seedless” no desdobramento do tempo de permanéncia das plantas
dentro dos tratamentos. As barras indicam erro-padrdo das médias (n=9). FCA/UNESP,
Botucatu-SP, 2009.

A transpiracdo (E) das folhas seguiu 0 mesmo padrdo observado pela
gs, onde os tratamentos por frio e por deficiéncia hidrica apresentaram valores bem reduzidos,

variando entre 2,86 a 0,25 molH,O m? s e 1,55 a 0,31 molH,O m? s™, respectivamente,
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enquanto o controle variou de 5,11 a 4,22 molH,0 m?s™, ao longo do periodo (Figura 18b). A
transpiracdo resulta da difusdo de vapores de &gua através dos estdmatos abertos funcionando
como um sistema de arrefecimento das folhas (TAIZ e ZEIGER, 2009), mas quando estes
estdo fechados, se estabelece nas plantas certa resisténcia a perda de dgua, com reflexos sobre
as atividades metabdlicas, devido a reducdo da difusdo do CO, para o mesofilo e menor
rendimento quantico do fotossistema Il (BAKER, 1993; JACOBS et al., 1996; CHAVES et
al., 2010). Em folhas de videiras estressadas, cuja transpiracdo foi cessada devido ao
fechamento estomatico, Freeman et al. (1980) observaram incrementos em torno de 10°C
acima da temperatura do ar. A depender da intensidade de transpiracdo poderd causar
distirbios metabdlicos, além de danos fisicos irreversiveis as folhas (ASSIS e LIMA FILHO,
2000).

Quando as plantas encontram-se em situacéo de estresse hidrico ocorre
o fechamento dos estbmatos, a fim de evitar a completa desitradacdo das folhas, com isto
limita a difusdo do CO, para o mesofilo foliar o que acarreta diminuicdo da fotossintese
(CHAVES et al., 2009). Na Figura 18c pode-se ver que ndo sé o estresse hidrico, mas também
a baixa temperatura influenciaram na reducdo da taxa de assimilacao liquida de CO; (A), de
forma que o controle apresentou-se 65,4% e 77,7% maior do que os valores de A obtidos por
plantas dos tratamentos por défice hidrico e frio, respectivamente. Ao longo do periodo de
exposicdo das plantas aos tratamentos foi possivel observar reducdo de A, sendo que no
tratamento por frio esse efeito foi mais brusco, ocorrendo grande limitacdo ja aos 30 DAT,
mantendo-se em niveis baixos até aos 90 DAT quando apresentou A= 0,47 pmolCO, m? s™.
Ja o tratamento por défice hidrico apresentou essa limitacdo aos 45 DAT, chegando aos 90
DAT com 0,70 pmolCO; m? s, enquanto que as plantas do controle mantiveram niveis
significativamente mais elevados de A, saindo de 13,37 pmolCO; m? s aos 15 DAT e
chegando aos 90 DAT com 5,56 pmolCO, m? s™, havendo reducéo nesta Gltima avaliacdo que
levou a diferir significativamente dos demais tempo de permanéncia das plantas dentro do
controle. Isto pode ter ocorrido devido as limitacbes mediante o grande crescimento vegetativo
destas plantas. Baixas temperaturas podem limitar a fotossintese através do fechamento dos
estdmatos, inibicdo do transporte de elétrons nos tilacoides e fotofosforilagdo, aléem da reducéo
da atividade da RuBPcase e de enzimas importantes na biossintese de sacarose e amido, assim
como o carregamento do floema (ALLEN e ORT, 2001; HUANG e GUOQO, 2005), levando
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assim, ao t&o esperado repouso vegetativo da videira e, consequentemente, a superacdo da
dorméncia de suas gemas, que para alguns autores € necessario um determinado nimero de
horas de frio para que isto possa ocorrer (LAVEE e MAY, 1997; PIRES e BOTELHO; 2001;
PIRES e MARTINS, 2003). Efeitos semelhantes na limitacdo fotossintética podem ocorrer em
plantas sob estresse hidrico (JONES, 1983; CHAVES et al., 2009), estabelecendo dessa
forma, o repouso necessario as plantas para ocorrer as devidas transformagdes hormonais
(STOLL, 2000), que aliado a outras préaticas, como exemplo da poda (FREIRE et al., 1991;
LEAO, 2001), pudesse exercer 0 mesmo efeito do frio sobre a brotagio das gemas.

Esperava-se que a concentracdo intracelular de CO; (Ci) diminuisse na
mesma intensidade do fechamento estomatico, como observado por Chaves et al. (2009). No
entanto, conforme resultados apresentados na Figura 18d, essa reducao s iniciou a partir dos
45 DAT, para ambos os tratamentos com défice hidrico e frio, sendo a difusdo do CO,
realmente limitada a partir dos 75 DAT, quando estes apresentaram valores de 156,97 e
205,89 umolCO, m™, respectivamente, contra 341,50 pmolCO, m™ para o controle e este
altimo diferiu significativamente dos demais. Contudo, houve grande variacdo nos valores de
Ci dentro do proprio controle ao longo do periodo. Variagbes desta forma e elevada
concentracdo de Ci em plantas com estématos fechados, em resposta ao estresse hidrico,
também foi observado por Souza et al. (2001) em "Niagara Rosada” (Vitis labrusca) enxertada
em dois porta-enxertos: 0 101-14 (V. riparia) e 0 1103 Paulsen (V. rupestris x V. berlandieri).
Esses autores atribuem este feito ao fechamento desuniforme dos estématos. Outra hipotese é
que o estresse provocado tanto pelo frio quanto pelo défice hidrico pode ter afetado o
mecanismo enzimatico. Isto torna a rubisco pouco efetiva, diminuindo assim, a carboxilacdo e
favorecendo o acumulo de CO, na célula, ou ainda, ter sofrido danos no aparelho
fotossintético, de maneira que ndo havendo producdo fotoquimica, ndo ha consumo de CO; e,
consequentemente, maiores serdo os valores de Ci, mesmo os estdmatos estando fechados
(CERQUEIRA et al., 2010).

Foram estimadas a eficiéncia intrinseca do uso da agua (A/gs) e a
eficiéncia carboxilica (A/Ci), cujos resultados estdo apresentados nas Figuras 18e e 18f,
respectivamente. Os valores de A/gs oriundos deste trabalho mostram grandes variacdes,
principalmente nas plantas submetidas ao frio que apresentaram menor média entre os valores

ao longo das avaliagdes (22,68 molCO, mol™ H,0), enquanto que o controle e o défice hidrico
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apresentaram valores médios de 31,02 e 28,30 molCO, mol™* H,O, respectivamente, nio
diferindo estatisticamente entre si ao longo do tempo em que as plantas estiveram sob 0s
tratamentos, exceto aos 90 DAT, quando as plantas sob défice hidrico e sob frio apresentaram
valores da A/gs de 63,5% e 68,3%, respectivamente, menor que o controle para esta mesma
época. A maioria dos estudos com eficiéncia intrinseca do uso da agua mostra que seu
incremento acontece em plantas em situacdo de défice hidrico moderado, como nos casos de
RDI (do inglés regulated deficit irrigation) e PRD (partial rootzone drying) (PATAKAS et
al., 2003; SOUZA et al., 2005). Quando ocorre 0 estresse severo, a planta parece apresentar
instabilidade tanto na condutancia estomatica quanto nas taxas de assimilacao liquida de CO»,
promovendo grandes variacdes dos valores de A/gs, que a depender da cultivar e do nivel de
estresse em que a planta foi submetida podera alcangar valores bem baixos (SOUZA et al.,
2001; CERQUEIRA et al., 2010). Os resultados da A/Ci foram estaveis, mostrando o mesmo
padréo de comportamento de A, isto se deveu a menor variacao dos valores de Ci. Observa-se
que o controle se destacou com maiores médias ao longo de todas as avaliacdes, variando de
0,05 molCO, pmol*CO; no inicio das avaliacdes para 0,02 molCO, umol*CO, no final,
reducdo significativa causada pela limitacdo da fotossintese aos 90 DAT. Enquanto o estresse
imposto as plantas sob deficiéncia hidrica e frio reduziu, consideravelmente, a eficiéncia
momentéanea da Rubisco (A/Ci) logo aos 15 DAT, chegando aos 90 DAT com valores ainda
menores (0,02 e 0,01 molCO, pmol™ CO,, respectivamente) para ambos os tratamentos. Estes
resultados corroboram com o0s apresentados por outros autores em estudo de videiras sob
deficiéncia hidrica (SOUZA et al., 2001; PATAKAS et al., 2003; CERQUEIRA et al., 2010);
0 que é justificavel devido a reducédo da atividade da enzima Rubisco, em funcéo da reducéo
na concentracdo ou pela perda de atividade, o que € comum em plantas sob situacdo de
estresse hidrico (FARQUHAR e SHARKEY, 1982; CHAVES, 1991). Enquanto que, outros
autores afirmam que baixas temperaturas proporcionam maior eficiéncia da Rubisco devido
haver maior incremento na solubilidade do CO, comparado ao O, (DOUCE e HELDT, 2000).
Hendrickson et al. (2004a) observaram perdas da eficiéncia da Rubisco na carboxilacdo em
videiras sob baixa temperatura, e em trabalho posterior (HENDRICKSON et al., 2004b),
voltaram a confirmar que baixas temperaturas em videiras reduzem a fotossintese devido aos

fatores biogquimicos.
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4.3 Fluorescéncia da clorofila

A fluorescéncia da clorofila foi determinada apenas aos 90 DAT,
devido a problemas com o software do fluorbmetro nos periodos anteriores, sendo a eficiéncia
quantica maxima potencial do PSIl (F,/Fn) representada na Figura 19. Apds 90 dias sob a
condicdo de baixa temperatura, as plantas tiveram seu aparato fotossintético severamente
afetado, a julgar pelos valores médios de F./Fr bem reduzidos (0,13). Critchley et al. (1998)
atribui valores de F./Fp, inferiores a 0,72 ao fendmeno da fotoinibi¢cdo, enquanto que as
plantas sob deficiéncia hidrica apresentaram 0,70 e o controle 0,77. Segundo Ottander et al.
(1983), as plantas se tornam muito mais sensiveis a fotoinibicdo quando expostas a baixas
temperaturas, devido, nesta condicdo, as plantas reduzirem a capacidade fotossintética,
aumentando a probabilidade de excitacdo do PSII; reduz a capacidade de sua recuperacdo,
havendo menor eficiéncia na sintese da proteina D1 nos centros de reacdo; menor capacidade
dos sequestradores de oxigénio, 0 que reduz a protecdo contra a fotoinibicdo; diminui a
capacidade de dissipar a energia de excitacdo na antena do PSII, devido a menor producéo de
zeaxantina. De acordo com Araujo e Deminicis (2009), baixas temperaturas aliadas a presenca
de luz levam a formacdo de radicais superdxidos nos cloroplastos que podem atuar,
diretamente ou transformados em outros tipos de EROs, alterando as membranas pela
peroxidacéo lipidica, como no caso das cadeias de acido graxos das membranas dos tilacoides,
ricas em poli-insaturados, altamente vulneraveis a peroxidacdo. Compostos formados da
peroxidacdo induzem a rigidez das membranas podendo ocasionar a morte das celulas
(STEPONKUS, 1984).
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Figura 19. Respostas da eficiéncia quantica maxima potencial - F./Fy, em videiras
“Thompson Seedless” ap6s 90 dias sob os tratamentos. As barras indicam erro-
padrdo das médias (n=9). FCA/UNESP, Botucatu-SP, 2009.

Nas plantas submetidas a deficiéncia hidrica os valores de F./Fn
variaram entre 0,77 no periodo antemanha a 0,65 as 13:00 horas, voltando a subir no final da
tarde, atingindo 0,73 as 17:00 horas. Isto permite afirmar que estas plantas atingiram uma
fotoinibicdo dinamica, haja vista a recuperacdo do rendimento quéantico do PSII no periodo de
antemanhd, alcancando valores de F./Fn dentro dos niveis (0,75 — 0,85) estabelecidos por
Araujo e Deminicis (2009) para plantas em condi¢cdes ambientais 6timas. Nos quais também

se enquadram os valores obtidos pelas plantas do controle.

4.4 AvaliacGes bioquimicas

Valores de quadrado médio das caracteristicas bioquimicas: atividade
das enzimas SOD, CAT, APX e dos teores de proteina, H,O, e ABA, encontram-se nas
Tabelas 5 e 6, respectivamente, para folhas e gemas, seguidos de suas significancias e
coeficientes de variacdo (CV). Para as analises de folhas observam-se que pelo menos um
tratamento apresentou diferenca significativa a 1% e/ou 5% de probabilidade para todas as
caracteristicas. Enquanto que para o tempo de permanéncia das plantas sob os tratamentos

(DAT), houve diferencga significativa dentro de apenas CAT e H,O,, assim como, apenas CAT
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apresentou interacdo (TRAT x DAT) significativa. J& o quadrado médio destas mesmas
caracteristicas analizadas em gemas, nenhuma das caracteristicas dentro da varidvel TRAT
diferiu significativamente. Por outro lado, dentro de DAT s6 ndo diferiram APX e H,0,, e
somente SOD teve interagdo significativa. O menor nimero de significAncia para as
caracteristicas analizadas em gemas, quando comparada as de folhas, pode ter ocorrido devido
as caracteristicas da propia gema, cujo material amostrado apresentou desuniformidade. Nesse
material observaram-se impurezas, como suas escamas e pequena porcao de tecidos do caule
aderidos, que a depender do estadio de desenvolvimento destas gemas, eram impossiveis de

separa-las.

Tabela 5. Quadrado médio das caracteristicas bioquimicas em folhas de videira cv.
Thompsom Seedless: SOD — superoxido dismutase, CAT — catalase, APX — ascorbato
peroxidase, PROT — proteina, H,O, - peroxido de hidrogénio e ABA — &cido abscisico, para
diferentes tempos de permanéncia das plantas sob os tratamentos. FCA/UNESP. Botucatu-SP.
2009.

FONTES DE
__ GL sOD CAT APX PROT H,0, ABA
VARIACAO
TRAT (1) 2 595% 0,000445*  459* 0,34** 0,63** 31,35%*
DAT (2) 5 3,65%% 0,000066" 420%* 022%* 005" 2,06
TRAT x DAT 10 0,25™ 0,000182** 0,37™  020® 0,04™  0,52%
CV1 (%) 1807 37,51 2017 10,93 16,21 36,26
CV2 (%) 21,83 34,06 2722 19,71 28,90 20,08

Niveis de significancia: ** (p<0,01), * (p<0,05) e ™ (ndo significativo) segundo o teste F.
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Tabela 6. Quadrado medio das caracteristicas bioquimicas em gemas de videira cv.
Thompsom Seedless: SOD — superoxido dismutase, CAT — catalase, APX — ascorbato
peroxidase, PROT — proteina, H,O, - perdxido de hidrogénio e ABA — &cido abscisico, para
diferentes tempos de permanéncia das plantas sob os tratamentos. FCA/UNESP. Botucatu-SP.
2009.

FONTES

DE GL SOD CAT APX  PROT  H,0, ABA
VARIACAO

TRA (1) 2 0,093™ 0,000057™ 0,0082™ 0,0221" 0,0269™ 0,000314"™
DAT (2) 5 1,130** 0,000744** 0,0874™ 0,0472** 0,0408™  0,000109*

TRAT x 10 0,544* 0,000046™ 0,0448™ 0,0119™ 0,0089™ 0,000034™

DAT
CV1 (%) 21,69 74,58 28,00 21,59 13,34 1,02
CV2 (%) 18,19 37,91 24,63 16,36 23,79 0,62

Niveis de significancia: ** (p<0,01), * (p<0,05) e ™ (ndo significativo) segundo o teste F.

4.4.1 Atividade da Superoxido Dismutase (SOD: EC 1.15.1.1)

A atividade da SOD nas folhas das plantas sob condicdes de frio e
deficiéncia hidrica foi superior ao controle, conforme € observado na Figura 20a, onde as
médias das atividades dos tratamentos ao longo das avaliagdes foram: 1,96, 2,72 e 3,09 Ul
ug-t Prot., respectivamente para o controle, frio e deficiéncia hidrica, sendo que as duas
altimas ndo diferiram significativamente entre si. Tal incremento na atividade da SOD é
apoiado por Asada (1997), que afirma haver aumento na producdo de EROs quando plantas
sdo expostas a baixas temperaturas ou a deficiéncia hidrica e, como o0 O," é a primeira espécie
reativa a ser formada, através da transferéncia de um elétron ao O, molecular (MITTLER,
2002), tudo isto faz da SOD a primeira barreira enzimatica contra o estresse oxidativo, devido
sua atuacdo na dismutacdo do O, transformando-o em H,O, + O, (BLOKHINA et al., 2003;
GRATAO et al., 2005).
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Figura 20. Atividade da enzima superoxido dismutase - SOD em folhas (a) e gemas (b)
de videiras "Thompson Seedless” no desdobramento de tempo de permanéncia das
plantas dentro dos tratamentos. As barras indicam erro-padrdo das médias (n=3).
FCA/UNESP, Botucatu-SP, 2009.

Todas as plantas apresentaram tendéncia de queda da atividade da
SOD até aos 45 DAT, quando os trés tratamentos mostram valores reduzidos e semelhantes.
Aos 60 DAT as plantas sob frio e défice hidrico aumentaram a atividade desta enzima, nao se
diferenciando significativamente nas trés Gltimas avaliaces, certamente influenciados pela
acdo estressante desses tratamentos a qual as plantas foram submetidas.

Quanto aos resultados da atividade da SOD nas gemas, quando
comparados as medias dos tratamentos (2,44, 2,47 e 2,58 UI ug-! prot., respectivamente, para

controle, deficiéncia hidrica e frio) ndo diferiram entre si (Figura 20Db).

4.4.2 Atividade da Catalase (CAT: EC 1.11.1.6)

Folhas das plantas sob deficiéncia hidrica apresentaram incremento na
atividade da CAT aos 30 DAT, contudo, sé apresentou diferenca significativa dos demais
tratamentos aos 45 DAT, voltando a ser semelhante ao controle nas trés ultimas avaliacdes, em
virtude do aumento da atividade deste Gltimo (Figura 21a). Dessa forma, pode-se afirmar que

0 incremento da atividade da CAT foi influenciado diretamente pelo aumento na produgéo do
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H.O,, em plantas sob condi¢cdes de estresse, mas ainda em condigdo ambiental favoravel a
atividade desta enzima. O aumento da atividade da CAT sob condic6es de deficiéncia hidrica
também foi observado por Luis (2009) em plantas de pinhdo manso e por Campos (2009) em
citrumelo ‘Swingle’. Por outro lado, as folhas das plantas que foram submetidas ao frio
apresentaram forte decréscimo na atividade da CAT a partir dos 45 DAT, variando de 0,30
uKat pg=' Prot. aos 15 DAT a 0,005 pKat pg-' Prot. aos 90 DAT. O efeito da baixa
temperatura na reducdo da atividade da CAT também foi observado por varios autores em
diferentes espécies, tais como: videira (NIR et al., 1986), milho, (FEIERABEND et al., 1992;
LEIPNER, 1998); pepino, alfafa, trigo, tomate, maracuja, centeio e ervilha (FEIERABEND et
al., 1992; ZHOU et al., 2007; PATTERSON, 1994; BAFEEL e IBRAHIM, 2008).
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Figura 21. Atividade da enzima catalase - CAT em folhas (a) e gemas (b) de videiras
“Thompson Seedless” no desdobramento de tempo de permanéncia das plantas dentro
dos tratamentos. As barras indicam erro-padrdo das médias (n=3). FCA/UNESP,
Botucatu-SP, 2009.

O H,0, presente nas células, oriundo da dismutacdo da SOD, é
constantemente utilizado como substrato pela enzima CAT no processo de desintoxicacao
contra estresse oxidativo, podendo, contudo, ser removido também pelas enzimas APX e GR
(FOYER et al., 1994; SALA, 1998). Caso o sistema de desintoxicacdo ndo seja efetivo o
conteldo de H,O, presente na célula poderd, através de ions metais, ser transformado em

radical hidroxila que apresenta maior nivel de toxicidade, principalmente no processo de
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peroxidacao lipidica (PATTERSON et al., 1994) e morte pragramada da célula (BAFEEL e
IBRAHIM, 2008); mas, também, na transdu¢édo de sinais (FOYER e NOCTOR, 2005; PINTO
et al., 2008).

Para a atividade da CAT nas gemas, 0s tratamentos ndo diferiram entre
si ao longo do periodo, exceto o controle aos 60 DAT que mostrou ligeira queda, estabilizando
logo em seguida (Figura 21b). As diferentes respostas entre os resultados obtidos pelas folhas
e gemas, assim como em trabalho conduzido por NIR et al. (1986), quando analizaram extrato
de gemas de ramos de videira “Perlette” submetidos a temperatura artificil de 5°C,
observaram-se decréscimo de atividade da CAT em 25% e 31%, ap0s trés e dezessete dias,

respectivamente, comparado as plantas do controle que foram conduzidas entre 23 e 28°C.

4.4.3 Atividade da Ascorbato Peroxidase (APX: EC 1.11.1.11)

As condicdes de estresse hidrico e estresse por frio impostas as plantas
deste experimento promoveram maior atividade da APX em suas folhas, comparada ao
controle, cuja atividade media dos dois primeiros tratamentos foi de 2,81 ¢ 2,77 uKat pg-!
prot., respectivamente, contra 1,94 uKat pg-! prot. para o controle (Figura 22a). Todas as
plantas apresentaram tendéncia de queda na atividade desta enzima ao longo do periodo, no
entanto, o tratamento por frio apresentou significativo incremento aos 60 DAT, mantendo-se
neste nivel até o final, diferindo do controle nas trés Ultimas avaliagdes e aos 75 DAT do
défice hidrico. Enquanto que nas gemas 0s tratamentos mostraram-se muito instaveis quanto a
atividade da APX ao longo das avaliacGes, ndo diferindo estatisticamente, além de apresentar

menor atividade quando comparada as folhas (Figura 22b).
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Figura 22. Atividade da enzima ascorbato peroxidase - APX em folhas (a) e gemas (b)
de videiras “Thompson Seedless” no desdobramento de tempo de permanéncia das
plantas dentro dos tratamentos. As barras indicam erro-padrdo das médias (n=3).
FCA/UNESP, Botucatu-SP, 2009.

Para Carvalho (2009), a funcéo fisioldgica da APX, principalmente em
situacOes de estresse, € a utilizacdo do H,O, como substrato, ao tempo em que € frequente
verificar aumento dos niveis da atividade desta enzima, havendo correlacdo com possiveis
aumentos deste composto. Dessa forma, as plantas modulam também suas defesas
antioxidantes quando se expdem a baixas temperaturas (YAMAUCHI et al., 1975), elevando
assim, a atividade da APX (O'KANE et al., 1996); como observado em pimentédo
(YAMAUCHI et al., 1975) e em Arabidopsis (O’KANE et al., 1996), confirmando os
resultados obtidos neste trabalho. O mesmo foi observado em gemas laterais de framboesa no
periodo da liberacdo da endodorméncia, que foi estimulado pelo resfriamento controlado,
observando inducdo da APX e GR (MAZZITELLI et al., 2007), diferente dos resultados de
APX apresentados para as gemas do presente trabalho. Ainda, trabalhos desenvolvidos com
videira (CARVALHO, 2009) e com Ocimum basilicum L. (LEONARDO, 2006), ambos sob
deficiéncia hidrica, apresentaram aumento na atividade da APX.

A APX desempenha importante papel, juntamente com a CAT, no
processo de remocdo do H,O, (MITTLER, 2002). Contudo, sua acdo nas plantas deste
trabalho, principalmente as submetidas a deficiéncia hidrica, parece ter ocorrido de forma
sincronizada com outras enzimas antioxidantes como a CAT e GR, que operam tanto nos

cloroplastos quanto no citoplasma. Estas sdo capazes de controlar as concentracOes celulares
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de O, e H,0,, controlando assim, a formacdo de EROs (NOCTOR e FOYER, 1998). Aliado
a isto, ainda tem o mecanismo de adaptacdo das plantas, influenciando na reducéo da atividade
desta enzima. O potencial da APX em metabolizar o H,O, também depende do estado redox
do ascorbato e da glutationa (FOYER et al., 1994).

4.4.4 Proteinas solUveis totais

As plantas dos trés tratamentos apresentaram aumento no teor de
proteinas solUveis totais em suas folhas ao longo das avaliagdes, cujos teores variaram entre
0,45, 0,31 ¢ 0,36 pug g=! aos 15 DAT e 0,98, 0,67 ¢ 0,67 pug g-* aos 90 DAT para o controle,
deficiéncia hidrica e frio, respectivamente, porém, o controle mostrou maior incremento
diferindo-se dos demais a partir dos 45 DAT (Figura 23a). Os teores de proteinas nas gemas
mantiveram-se estaveis tanto entre os tratamentos quanto ao longo do periodo, apresentando

diferenca significativa apenas aos 90 DAT por parte do controle (Figura 23b).
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Figura 23. Teor de proteinas soltveis em folhas (a) e gemas (b) de videiras “Thompson
Seedless” no desdobramento de tempo de permanéncia das plantas dentro dos

tratamentos. As barras indicam erro-padrdo das médias (n=3). FCA/UNESP, Botucatu-
SP, 20009.
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De acordo com Larcher (2000), sob influéncia do estresse, a sintese de
proteina é inibida e sua degradacdo acelerada. Fato observado por Luis (2009) em pinh&o
manso sob défice hidrico, cujo teor de aminoacidos e de proteinas reduziu significativamente
e, apds a reidratacdo do solo, as plantas recuperaram 0s seus niveis iniciais de aminoacidos e
proteinas. Enquanto que, Leipner (1998), ndo constatou diferencas significativas nos teores de
proteinas em folhas de milho cultivado em 25°C e 15°C, desvinculando-se das respostas
obtidas para a atividade das enzimas antioxidantes.

A producdo de EROs em plantas sob condicdo de estresse, além de
inibir processos fisiolégicos como fotossintese e respiracdo (SCANDALIOS, 2005), implica
na oxidacdo de importantes constituintes celulares, tais como: acidos nucléicos; lipidios de
membrana, alterando seu metabolismo (ALSCHER, 1997); induz a degradacdo de proteinas
das membranas (MAXWELL e JOHNSON, 2000); proteinas do aparato fotossintético,
principalmente a proteina D1 do PSIlI (SCHELLER e HALDRUP, 2005); assim como as
proteinas do estroma (Rubisco) (MOLLER et al., 2007).

4.4.5 Conteudo de peroxido de hidrogénio (H,0,)

As plantas sob estresses por deficiéncia hidrica e por frio apresentaram
valores médios dos teores de H,0,, tanto nas folhas quanto nas gemas, superiores aos
respectivos controles, cujas médias, 0,59, 0,84 ¢ 0,95 umol g-* para as folhas (Figura 24a) e
0,52, 0,55 ¢ 0,60 umol g-* para as gemas (Figura 24b), do controle, deficiéncia hidrica e frio,
respectivamente. Nas folhas das plantas submetidas a deficiéncia hidrica houve incremento no
teor de H,O, a partir dos 30 DAT, embora sé tenha apresentado significancia aos 45 DAT,
quando as plantas submetidas ao frio também elevaram os teores de H,O, nas folhas,
mantendo-se superior aos do controle até aos 90 DAT. Da mesma forma, nas gemas, 0s teores
de H,O, mostraram-se superiores nos tratamentos estressantes, cujas médias foram 0,60 e 0,55
umol g™ para os tratamentos por frio e deficiéncia hidrica, respectivamente, contra 0,52 pmol
g’ para o controle, apresentando significancia apenas na diferenca entre as médias dos

tratamentos por frio e o controle.
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Figura 24. Contetdo de peréxido de hidrogénio — H,O, em folhas (a) e gemas (b) de
videiras “Thompson Seedless” no desdobramento de tempo de permanéncia das plantas
dentro dos tratamentos. As barras indicam erro-padrdo das médias (n=3). FCA/UNESP,
Botucatu-SP, 2009.

Em diferentes condicbes de estresse, seja por exposicdo a baixas
temperaturas (NIR et al., 1986) ou por deficiéncia hidrica (HALLIWELL e GUTTERIDGE,
2006) os vegetais sofrem alteragdes em seu metabolismo, ocorrendo a formacdo de EROs. Nos
altimos anos varios trabalhos tem definido as EROs como importantes sinalizadores em
diversos processos bioldgicos de plantas (PITZSCHKE et al., 2006); elas podem influenciar a
expressdo de varios genes e vias de transducéo de sinal, sugerindo que as células desenvolvem
estratégias para utiliza-las como sinais no controle de varios programas biolégicos (DALTON
et al., 1999). EROs sdo ideais para agir como tais moléculas de sinalizacdo, uma vez que séo
pequenas e podem translocar-se em curtas distancias (PITZSCHKE et al., 2006). Sendo o
H,0, a forma mais estavel das EROs, pode se mover a longas distancias e livremente pelas
membranas celulares, além de promover mudancas no estado redox do H,O, das células
vizinhas, levando a resposta antioxidante, agindo como um sinal de estresse oxidativo (LIN e
KAO, 1998; SAIRAM e SRIVASTAVA, 2000; VRANOVA et al., 2002), o que permite
desenvolver seu papel como ator principal na sinalizacdo de processos de sobrevivéncia das
células (MITTLER et al., 2004).

Pode-se afirmar,portanto, que o incremento no conteudo de H,O, nas
folhas das plantas tratadas por frio e por deficiéncia hidrica, neste trabalho, foi influenciado

pelo estresse oxidativo sofrido pelas referidas plantas. Tal elevacdo em seu conteudo deve ter
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auxiliado na sinalizacdo de outras respostas destas plantas, como em seu fechamento
estomatico, assim como na liberacdo da endodorméncia de gemas em plantas tratadas por frio.
Pois, em trabalho desenvolvido por Cerqueira et al. (2010) foi observado aumento de 122,48%
no contetdo de H,O, em videiras “Touriga Nacional” sob condicdo de estresse hidrico, assim
como reduzida condutancia estomatica (0,009 mmolH,O m?s™), apresentando teor de H,O.
de 0,49 pmol g™, contra 0,22 pmol g para plantas irrigadas, as quais tiveram menor
resisténcia estomatica (0,20 mmolH,O m? s?). Os autores atribuiram este aumento no
conteddo de H,O, ao estresse oxidativo, proveniente do mau funcionamento do aparato
fotossintético em virtude de danos causados pelo estresse hidrico que tais plantas foram
submetidas.

Vilela et al. (2007) propuseram que o elevado nivel de H,0,
desencadeado pelo aumento de luz é responsavel pela ativagcdo de uma via de sinaliza¢éo sobre
as células dos estdmatos, em processo, aparentemente, independente da regulagdo do ABA
antes da emissao da raiz, sendo essencial para a sobrevivéncia das plantas durante o periodo
ontogénico durante a propagacao de Vitis vinifera L. da cultivar Touriga Nacional. Outros
autores relataram que o papel do H,O, esta na habilidade de atuar no fechamento estomatico,
pela ativacdo de canais de calcio e na modulacdo da concentracdo de Ca®* no citosol, em
processo que pode ser mediado pelo ABA (PEI et al., 2000; DESIKAN et al., 2004). Para
Munné-Bosch et al. (2003) o fato de terem encontrado baixa concentragdo de H,O, nos
cloroplastos e alta concentracdo nas paredes das células do mesofilo de duas espécies de
arbustos da regido do Mediterraneo (Cistus clusii Dunal e Cistus albidus L.) sob condi¢cte de
deficiéncia hidrica, levaram a inferir que tal fato se deve ao papel sinalizador do H,O, nas
células de plantas em estadio inicial de seca.

H,0, é um dos principais produtos metabolicos produzidos nas células
vegetais sob influéncia de baixas temperaturas (CHATTOPADHYAY, 2002), tendo seu
conteldo aumentado pela inibicdo da atividade da CAT (NIR et al., 1986; PASTORI et al.,
2000; ZHANG et al., 2007), a principal enzima responsavel na remo¢do do H,O,, que o
transforma em agua e oxigénio metabolico (PERL-TREVES e PERL, 2002). Dessa forma,
pode-se inferir que a baixa atividade da CAT apresentada neste trabalho, influenciada pela
baixa temperatura que as plantas foram submetidas, foi responsavel pelo aumento no teor de

H,0,. Havendo, contudo, um mecanismo compensatorio entre a APX e a CAT, uma vez que
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ambas as enzimas apresentam funcdo removedora do H,0,, guardado, é claro, as devidas
proporcoes.

Trabalho desenvolvido por Kuroda et al. (2002), no Japdo, mostra que
0 contetdo de H,O, em gemas floriferas de péra japonesa aumentou gradualmente com o
indice de desenvolvimento das gemas no final de dezembro (inverno) quando a
endodorméncia foi quebrada, consequentemente, decresceu durante a ecodorméncia. Estes
resultados sugerem que o incremento do nivel de H,O, durante o chilling esta intimamente
relacionado com a supressdo da endodorméncia. Outros autores também observaram aumento
dos niveis intracelular de H,O, induzidos por baixas temperaturas (OKUDA et al., 1991;
PRASAD et al., 1994), porém ndo associaram isto com a supressdo da endodorméncia de
fruteiras deciduas.

Para Jubany-Mari et al. (2010), o aumento de H,O, nem sempre é
prejudicial ao funcionamento da planta. Dependendo da concentragdo de H,O, e sua
localizagdo na celula, esta molécula pode apresentar efeitos diferentes em células vegetais,
como o fechamento estomatico (SUHITA et al., 2004; DESIKAN et al., 2005), protegendo
assim, as plantas do estresse hidrico. Além disso, tem sido demonstrado em arbustos
resistentes a seca do Mediterraneo, que o aumento de H,O, no apoplasto das células do
mesofilo, xilema e em células de diferenciacdo do esclerénquima, pode estar mais relacionado
a um papel estrutural do que a dano oxidativo (MUNNE-BOSCH et al., 2003; JUBANY-
MARI et al., 2009).

4.4.6 Conteudo de &cido abscisico (ABA)

As folhas das plantas apresentaram maior contetdo de ABA quando
comparada s gemas, sendo 11,78, 19,77 e 36,99 pg g~ de massa fresca (mf) de folhas, para o
controle, frio e deficiéncia hidrica, respectivamente (Figura 25a). Este ultimo diferiu
estatisticamente dos demais. Enquanto as gemas apresentaram conteddo médio de ABA para o
controle, frio e deficiéncia hidrica de 0,032, 0,038 e 0,049 pg g mf, respectivamente; sem

diferirem estatisticamente. Ainda com relacdo ao ABA nas gemas, observa-se que a fase
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inicial do estresse (15 DAT) promoveu aumento em seu conteudo, principalmente, de plantas

sob deficiéncia hidrica, que houve maior incremento.
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Figura 25. Conteudo de acido abscisico — ABA em folhas (a) e gemas (b) de videiras
“Thompson Seedless” no desdobramento de tempo de permanéncia das plantas dentro
dos tratamentos. As barras indicam erro-padrdo das médias (n=3). FCA/UNESP,
Botucatu-SP, 2009.

O ABA é sintetizado na parte aérea e nas raizes em resposta a varios
estresses, incluindo secas e baixas temperaturas (CHAVES et al., 2003) e seu acimulo em
funcdo do défice hidrico pode ser pelo aumento da prépria sintese e/ou pelo decréscimo na
particdo (BRAY, 1997). Talvez isto possa explicar os niveis médios de ABA encontrados nas
folhas das plantas, aqui estudadas, serem superiores a 500 vezes quando comparados aos
encontrados nas gemas; aliado também a impureza das gemas amostradas. Além da folha
também ser uma fonte de ABA, esta ainda apresenta mecanismos estomaticos que necessitam
da presenca deste hormdnio para regular a transpiracdo. Varios estudos mostram que em
plantas submetidas a um estresse rapido, o fechamento estomatico precede ao aumento do
conteldo de ABA no xilema (WALTON et al., 1977; HENSON, 1981); acreditando-se que
ABA possa ser também produzido nas folhas (RASCHKE, 1975; RADIN e ACKERSON,
1982) e que o estresse pode estimular a migracdo apoplastica deste ABA para as células da
epiderme (LOVEYS, 1997). Esta migracdo provoca o acimulo de ions K™ nas células guardas,
a fim de elevar a pressdo osmdtica, promovendo o controle estomatico (REGINA e
CARBONNEAU, 1997). Contudo, o ABA também é transportado das raizes pela seiva do
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xilema para toda parte aérea da planta sob o primeiro sinal de estresse. Dessa forma, as raizes
podem perceber o estado hidrico do solo e através da sinalizacdo desse horménio regular o
comportamento estomatico; envitando perdas de agua pela reducgdo da transpiracdo em caso de
défice hidrico do solo (DURING e ALLEWELDT, 1973; PEREIRA e CHAVES, 1993;
DURING et al., 1996; DRY e LOVEYS, 1998; ZHANG e DAVIES, 1991; SOUZA, et al.,
2001; LOVISOLO et al.,, 2002). Estes sinais radiciais, emitidos gragcas ao aumento da
concentracdo do ABA nos vasos do xilema, permitem as plantas responderem as mudangas
das condicdes de extracdo de dgua no solo e encontram-se estreitamente relacionados com a
reducdo da abertura dos estdmatos e da atividade fotossintética das folhas de plantas sob
deficiéncia hidrica (DURING, 1991).

As folhas das plantas submetidas a deficiéncia hidrica no presente
ensaio apresentaram teor medio de ABA trés vezes maior do que em plantas do controle, cujos
valores foram 36,99 e 11,78 pg g™ mf, respectivamente, diferentes estatisticamente entre si.
Stoll et al. (2000) observaram aumento no contetdo de ABA cinco vezes maior em folhas de
videira “Sultanina” ap0s cinco dias da supressdo de agua. Outros trabalhos mostram que o
aumento do teor de ABA pode variar entre 10 a 40 vezes em raizes de videira sob deficiéncia
hidrica (LOVEYS et al.,, 2000). Ja4 Loveys e Soar (2004) encontraram diferenca na
concentracdo de ABA com relacdo ao DPV, sendo maior a concentracdo por volta do meio
dia, quando registram maior DPV. Varios autores afirmam que, além do tipo de estresse e do
material amostrado, o horario de avalicdo (CHAVES et al., 2007), a época do ano
(KAWAMATA et al., 2002), a temperatura (WILKINSON et al., 2001), a intensidade
luminosa e o pH (WILKINSON e DAVIES, 2002), podem influenciar nos teores de ABA na
planta.

Por outro lado, o ABA nas plantas tratadas com frio pode ter atuado
apenas como sinalizador, visto que ndo apresentou grande elevacdo no seu teor, quando
comparado as plantas tratadas com deficiéncia hidrica. Porém, as trocas gasosas destas
primeiras, foram fortemente afetadas, sem que seu potencial hidrico tenha sofrido qualquer
alteracdo. Para Desikan et al. (2004), a percepcdo do ABA por receptores nas células guardas
ativa uma complexa rede de sinalizacdo como ativacdo de canais de ions, elevando o nivel de
calcio citossolico, fosforilagdo reversivel de proteinas, além de ativacdo de outros

componentes de sinalizacdo, como as proteinas G e modulacdo do metabolismo de RNA
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também sdo mediados pelo ABA, levando ao fechamento dos estomatos (SCHROEDER et al.,
2001). Mais recentemente, estudos mostram também a participagdo das EROs, como o H,0,,
atuando no fechamento estomatico, em processo mediado pelo ABA (PEI et al., 2000; NEILL
et al., 2003; DESIKAN et al., 2004).

4.5 Porcentagem de brotacdo de gemas

Os tratamentos por deficiéncia hidrica e frio, utilizados no presente
trabalho, apresentaram respostas muito diferentes na brotacdo das gemas destas plantas.
Conforme apresentado na Figura 26, o défice hidrico em que as plantas foram submetidas néo
influenciou, praticamente, na brotacdo de suas gemas quando o solo foi reidratado para a cc;
isto é possivel afirmar, visto que seus valores de porcentagem de brotacdo ndo diferiram
estatisticamente do controle ao longo de todas as avaliagdes, cujas medias foram 22,79% e
23,90%, respectivamente. Enquanto que aos 45 DAT de frio, o que equivale a 411 horas de
temperaturas abaixo de 10°C (< 10°C) (Figura 27), foi o suficiente para observar aumento
significativo da ordem de 48,32% na porcentagem de brotacdo das gemas destas plantas em
relacdo ao controle; chegando aos 90 DAT (1262 horas < 10°C) com taxa de brotagéo de
83,20%, ndo diferindo estatisticamente dos 45 (411 horas < 10°C), 60 (681 horas < 10°C) e 75
(1000 horas < 10°C) DAT.
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Figura 26. Porcentagem de brotacdo de gemas de videiras “Thompson Seedless”
avaliadas em condigdes de controle, deficiéncia hidrica e frio aos 15, 30, 45, 60,
75 e 90 dias apo6s o tratamento (DAT). As barras indicam erro-padréo das médias
(n=3). FCA/UNESP, Botucatu-SP, 2009.
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Figura 27. Relacdo do numero de horas com temperaturas abaixo de 10°C em videiras
“Thompson Seedless” submetidas ao tratamento por frio aos 15, 30, 45, 60, 75 e 90 dias ap06s o
tratamento (DAT). FCA/UNESP, Botucatu-SP, 20009.

A videira, assim como outras fruteiras de origem de clima temperado,

apresenta dorméncia nas gemas como mecanismo de sobrevivéncia as condigdes de baixas
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temperaturas, desfavoraveis ao seu desenvolvimento (SAURE, 1985); sendo caracterizada
pelas fases de paralaténcia, endolaténcia e ecolaténcia (LANG at al., 1987; PINTO et al.,
2008). Este processo, intrinseco a estas espécies, contribue também na brotacdo das gemas na
primavera seguinte, ou quando estas plantas encontrarem-se, posteriormente, em condi¢cdes de
temperatura favoravel, superando assim, a ecolaténcia. Contudo, em condi¢bes de clima
tropical, a videira apresenta crescimento continuo, em detrimento da dominancia apical,
levando as gemas laterais a um estado profundo de laténcia devido ao chamado efeito da
inibicdo correlativa, assim relatado por Lavee e May (1997).

O aumento da porcentagem de brotacdo das gemas de plantas, aqui
tradadas com baixas temperaturas, pode ter sido influenciado pela inibicdo da catalase,
promovida pelo frio e, consequentemente, do aumento do nivel de H,O,, como pode ser
observado nas Figuras 21 e 24. Como 0 H,O; é uma ERO estavel e se move livremente pelas
membranas celulares, o aumento do seu nivel celular pode influenciar na expresséo de varios
genes e vias de transducdo de sinal, sugerindo que as células desenvolvam estratégias para
utiliza-las como sinais no controle de varios programas bioldgicos (DALTON et al., 1999),
como na liberacdo da dorméncia de gemas.

Trabalho realizado por Nir et al. (1986) com videira ‘Perlette’, no Vale
do Rio Jord&@o em Israel, constataram aumento significativos da atividade da catalase durante o
outono, alcangando o maximo no final de outubro, decrescendo em seguida, atingindo um
minimo em janeiro. Observaram ainda que, a atividade da catalase e a intensidade da
dorméncia diminuiram paralelamente com a queda da temperatura. Neste sentido, Zelleke e
Kliewer (1989) afirmaram que, na natureza, o0 processo de supressdo da dorméncia das gemas
¢ induzido por baixas temperaturas, levando a inferir que a intensidade de dorméncia em
gemas de videira esta inversamente relacionada com a atividade da catalase. De acordo com
Camili (2007), isto pode explicar os problemas na brotacdo de gemas de videiras cultivadas
em regibes tropicais e subtropicais, onde apresentam inverno quente, ndo acumulando um
namero de horas de frio com temperaturas inferiores a 7°C e a depender da regido, nem chega
a temperaturas tdo baixas, importante para ativar a supressao natural da dorméncia das gemas
(JENSEN e BETTIGA, 1984).

A fim de melhor elucidar essa relacdo direta do nivel de H,O, com a

porcentagem de brotacdo de gemas em plantas submetidas ao frio, aqui observado, pode ser
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justificado pela reducdo da fotossintese nestas plantas (Figura 18c), que pode ter sido causado
tanto por efeito no fechamento estomético, devido ao préprio H,O,, quanto pela reducdo nas
taxas de reagOes quimicas e enzimaticas, assim como deficiéncias especificas da cadeia de
transporte de elétrons, a que alguns autores (BAKER, 1993; DAMATTA ¢ RAMALHO,
2006) associam sua causa também ao frio. Neste sentido, pode-se observar que estas plantas
foram as mais afetadas pelos estresses oxidativos, conforme apontam os resultados de F./Fn,
(Figura 19).

A deficiéncia hidrica imposta as plantas afetou as caracteristicas de
trocas gasosas, tanto quanto o frio, além de apresentar resposta muito semilar para as
caracteristicas bioquimicas, exceto a atividade da catalase e teor de ABA, assim como para
F./Fn. Porém, ndo alterou significativamente a porcentagem de brotacdo de suas gemas. Isto
pode ter ocorrido, justamente, pelo fato destas plantas terem apresentado elevado nivel de
ABA. Esta justificativa é apoiada por alguns autores, que atribuem o aumento do nivel de
ABA endogeno ao fato das gemas entrarem em dorméncia, assim como seu decréscimo em
niveis muito baixos, promover a saida deste estado (WALTON, 1980; RICOUARD et al.,
1994; OR et al., 2000). Ainda neste sentido, Emmerson e Powell (1978) observaram que
gemas de videiras quando expostas a um periodo de frio, 0 ABA atingiu seu nivel minimo,
promovendo assim a saida da dorméncia. A relacdo entre dorméncia de gemas e ABA,
também foi investigada em macd (SEELEY e POWELL, 1981), uva (EMMERSON e
POWELL, 1978) e pera japonesa (TAKAMI et al., 1988). Todos observaram que o nivel de
ABA livre em gemas, aumentou de repente durante a fase introdutoria da dorméncia, devido a
reducdo da temperatura, reduzindo posteriormente.

Diante dos resultados apresentados na Figura 25, cujos niveis de ABA
foram significativamente superiores em plantas submetidas a deficiéncia hidrica,
principalmente nas folhas, levam a crer que realmente este foi o fator preponderante na baixa
taxa de brotacdo das gemas; mantendo assim, suas gemas em estado profundo de laténcia
devido ao chamado efeito da inibicdo correlativa, como afirma Lavee e May (1997).

Como pode ser observado, o aumento do nivel de ABA nas plantas
pode estar relacionada tanto a baixas temperaturas quanto a deficiéncia hidrica, agindo,
portanto, como inibidor do crescimento e induzindo a planta a senescéncia (TAIZ e ZEIGER,

2009), com consequéncia na paralizacdo do crescimento apical, reducdo do nimero e do
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comprimento dos entrenos, producdo de gemas e abscisdo das folhas (SALISBURY e ROSS,
1994). Isto tem levado alguns autores denominarem como fase de dorméncia, o periodo em
que a planta cultivada em regides tropicais, reduz o crescimento em decorréncia da supressao
de agua (SOUSA, 1996), enquanto outros afirmam que ndo passa de um repouso vegetativo,
pois, em condigdes tropicais a videira ndo entra em dorméncia (ALBUQUERQUE, 2003). No
entanto, os autores ndo especificam o tipo de dorméncia, visto que as gemas apresentam trés
fases de dorméncia (LANG et al., 1987; PINTO et al., 2008) e, 0 mais surpreendente, é que a
entrada da gema em dorméncia, parece ndo haver relacdo com a sua saida, ou seja, com a
brotacdo. Como afirma Kawamata et al. (2002), que o ABA induz a dorméncia e mantém sua
intensidade, contudo, ndo tem efeito na brotacdo. Os resultados do presente trabalho
corroboram justamente com essa tese, visto que o0 estresse que as plantas foram submetidas
sob deficiéncia hidrica, promoveu aumento do nivel de ABA, porém sua taxa de brotacdo foi
baixa. Certamente, porque o nivel de ABA se manteve alto, mas principalmente porque nédo
houve inibi¢do na atividade da CAT, que pode ocorrer pela exposicao ao frio ou pela aplicacao
de reguladores vegetais (AMBERGER, 1984; SHULMAN et al., 1986). Isto leva ao aumento
do nivel de H,0,, o qual pode iniciar um processo de transducdo de sinais, cujo resultado é o
fim do estado de dorméncia das gemas, que em condi¢des favoraveis inicia a brotacdo (PINTO
et al., 2008).



5 CONSIDERACOES FINAIS

O desenvolvimento de trabalhos com plantas perenes cultivadas em
ambiente controlado é um grande desafio, principalmente, quando envolve baixas
temperaturas em regides tropicais ou subtropicais, tornando este desafio ainda maior.

Talvez isto seja a razdo da escassez de trabalhos desta natureza
apresentados nas literaturas, visto que, a maioria dos trabalhos com frio em plantas de clima
temperado fora de seu habitat natural é desenvolvida com ramos destacados que sdao mantidos
em camara fria. Isto ndo invalida, nem tdo pouco, diminui a qualidade de seus resultados.
Contudo, para obter informag6es dos processos desenvolvidos pela planta, ao longo de uma
fase de desenvolvimento, resultante da acdo de determinado tratamento, como € 0 caso do uso
de baixas temperaturas e défice hidrico, faz-se necessario a avaliagéo in locu.

Mas, para tanto, nem sempre é possivel contrastar todas as situacdes
necessarias, devido as limita¢6es de infraestruturas, quando se trata de culturas perenes. Neste
trabalho pdde-se observar a falta de um tratamento que estivesse associado tanto ao défice

hidrico quanto a baixa temperatura. Ficando impossibilitado de instala-lo e,
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consequentemente, avalid-lo concomitantemente, devido a limitacdo na &rea da cmara fria.
Ficando, aqui, essa sugestdo para futuros trabalhos nesta linha.

Sdo vérios os trabalhos encontrados na literatura que tentam elucidar o
processo de superacdo de dorméncia de gemas em plantas caducifélias, como é o caso das
espécies do género Vitis. Sabe-se, portanto, que a exigéncia de uma determinada quantidade de
horas de frio é necessario, sendo a videira, uma espécie menos exigente. Contudo, esta é uma
espécie que vem sendo largamente cultivada em regiGes de clima tropical, apesar dos
problemas enfrentados devido a falta de um periodo de frio que promova a superagdo da
dorméncia de suas gemas. Nestas regides € comum o uso da deficiéncia hidrica a fim de
minimizar este problema, contudo, o que tem melhor resultado é o uso da cianamida
hidrogenada, que atua de fato na superacdo da dorméncia das gemas, diferentemente da
deficiéncia hidrica, que ndo promove esta superacdo. A deficiéncia hidrica promove apenas, 0
repouso vegetativo as plantas, o qual assegura sua recuperagdo nutricional e,
consequentemente, as transformag6es hormonais, para iniciar um novo ciclo.

Apesar de varias contribuicdes, como deste trabalho em especial,
algumas perguntas ainda necessitam de respostas de como o peréxido de hidrogénio esta
envolvido neste mecanismo de transducdo dos sinais para a superacdo da dorméncia das
gemas? E se este mecanismo poderd ser eficientemente controlado através de manejos
alternativos ao frio e a cianamida hidrogenada?

Neste processo de dorméncia de gemas, estudos com ecofisiologia
molecular, que trata de analises de proteoma e transcricdo génica em plantas de videira sob
condicdes de baixas temperaturas e défice hidrico, faz-se necessario para melhor entender o
mecanismo de dorméncia das gemas destas plantas.

Aqui seguem sugestdes para futuros trabalhos que possam analisar
também as fontes de reservas, sua distribuicdo e participacdo no processo de superacdo de
dorméncia das gemas, visto que, alguns estudiosos julgam importante a reserva de

aminodacidos, como a arginina, para a liberacdo e desenvolvimento das gemas.



6 CONCLUSOES

Nas condicdes em que este trabalho foi desenvolvido, utilizando
plantas de Vitis vinifera cv. Thompson Seedless, com aproximadamente dois anos de idade,
cultivadas em vasos, sem porta-enxerto e conduzidas em ambiente climatizado, permite
concluir que:

A deficiéncia hidrica, devido aos estresses que sdo produzidos nas
plantas, promove uma série de limitagdes fisiologicas que influenciam nas respostas
bioguimicas, porém ndo modifica o processo de dorméncia de suas gemas, nao influenciando,
consequentemente, na porcentagem de brotacdo das gemas, quando sdo fornecidas condicdes
ambientais favoraveis ao desenvolvimento das plantas.

Plantas que tém seu repouso vegetativo, acumulando pelo menos 411
horas com temperaturas abaixo de 10°C, além de apresentarem sérias restri¢oes fisiologicas,
com consequentes respostas bioguimicas, que reduz a atividade da catalase e aumenta o nivel

de peroxido de hidrogénio, promovem a superacao da dorméncia de suas gemas.
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Figura 1. Equipamentos usados no monitoramento de umidade do solo (a e b), umidade e
temperatura da casa de vegetacao (c e d). FCA/UNESP, Botucatu-SP, 20009.
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Figura 2. Fluorometro (a e b) usado para avaliar a fluorescéncia da clorofila a, IRGA (c) usado
para mensurar as trocas gasosas e camara de pressao (d) utilizada para mensurar o potencial
hidrico da folha. FCA/UNESP, Botucatu-SP, 2009.
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Figura 3. Plantas do controle (a), dos tratamentos com deficiéncia hidrica (b) e por frio (c)
apos 45 dias sob os tratamentos, destacando-se o tratamento por frio com maior namero de
brotos por ramo. FCA/UNESP, Botucatu-SP, 2009.
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