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RESUMO

MARAFON, Anderson Carlos Metabolismo de carboidratos, conteido de 4gua e
necrose floral em pereira (Pyrus sp.) em condi¢cOes de falta de frio 2008. Tese
(Doutorado) - Programa de Pdés- Graduagdo em Fisiologia Vegetal. Universidade

Federal de Pelotas, Pelotas.

O abortamento de gemas florais € um dos fatores mais limitantes para produgao
comercial de cultivares de pereira de alta qualidade na regido Sul do Brasil. Dentre
as possiveis causas deste fendbmeno cita-se um complexo de fatores genéticos e
ecofisiolégicos, principalmente a satisfacdo do requerimento em frio hibernal das
plantas. A pesquisa teve por objetivos comparar as concentragdes e a atividade das
enzimas do metabolismo de carboidratos em ramos de pereira submetidos a
flutuagéo térmica, determinar a dinAmica da agua nos tecidos e caracterizar a época
e a intensidade de ocorréncia de sintomas de necrose em gemas florais de pereira
durante o inverno. Foram realizados trés experimentos separadamente, utilizando-se
pereiras (Pyrus sp.) pertencentes a colegdo instalada no Centro de Pesquisa
Agropecuaria da Embrapa Clima Temperado de Pelotas/RS. O experimento 1 foi
efetuado sob condi¢cdes controladas, apartir da submissao de ramos enxertados da
cultivar Housui a flutuagao térmica, para determinacdo das concentragdes de amido
e agucares soluveis e as atividades das enzimas invertase acida da parede (IAP) e
sacarose-fosfato sintase (SPS) nas gemas e nos ramos. Os experimentos 2 e 3
foram realizados sob condigdes naturais, para determinar do conteudo de agua
(umidade ponderal) nos tecidos e a avaliar o grau de severidade da necrose floral
durante o inverno. No primeiro experimento observou-se que, sob condi¢cdes de
privagdo de frio as concentragdes de acgucares soluveis totais (AST) e agucares

redutores (AR) e a atividade das enzimas SPS e IAP nos ramos e nas gemas foram



menores do que em condi¢gdes de submissao das plantas ao frio. Possivelmente, a
falta de frio ndo induziu a mobilizacdo do amido, diminuindo a capacidade de sintese
e exportacdo de sacarose nos tecidos de reserva, reduzindo o suprimento de
agucares soluveis e a ressintese do amido nas gemas. A umidade ponderal dos
tecidos apresentou variagcbes nas gemas da cultivar Kieffer, onde ocorreu
incremento no conteudo de agua (reidratagdo) na fase que antecerde a brotacao.
Entretanto, na cultivar ‘Housui’ houve diminuigdo no conteudo de agua das gemas.
Esta desidratacao pode ser consequéncia do aumento da atividade respiratoria dos
tecidos causado pelas altas temperaturas durante o inverno, que conduziriam ao
esgotamento das reservas de carboidratos e o abortamento floral. No inicio do
inverno, a cultivar Housui apresenta gemas florais sem sintomas de necrose, mas
com duplicagdo de inflorescéncia. Entretanto, a partir da metade do inverno, os
sintomas de necrose se tornam cada vez mais intensos, paralelamente ao aumento
da temperatura no final do inverno, afetando a maior parte das gemas no periodo
que antecede a floracdo. A intensificagao dos sintomas do abortamento floral esteve
relacionada com a falta de frio e a oscilacdo térmica durante a dorméncia, devido ao
efeito negativo das altas temperaturas sobre o acumulo de frio, impedindo a

mobilizagdo de amido nos ramos e a absor¢éo de agucares e agua nas gemas.

Termos de indexacao: carboidratos, enzimas, agua, abortamento floral.



ABSTRACT

MARAFON, Anderson Carlos Carbohydrate metabolism, water content and floral
bud necrosis in pear trees (Pyrus sp.) in lack chilling conditions 2008. Tese
(Doutorado) - Programa de Po6s- Graduacdo em Fisiologia Vegetal. Universidade

Federal de Pelotas, Pelotas.

The flower bud abortion (‘bud jump’ or floral bud drop) is one of the main problems
that limits the production of pear tree cultivars of high quality and commercial interest
in the South Brazil region. Among the possible causes of this phenomenon are cited
genetic and eco-physiological factors, mainly the chilling requirement satisfaction
during the winter period. The aim of this work was to compare the carbohydrate
metabolism between tissues, after submission of twigs to temperature fluctuation
during the winter. Others objectives were to evaluate the water content in tissues and
characterizes the occurrence time and intensity of the flower bud necrosis in pear
trees cv. Housui (Pyrus pyrifolia (Burm.) Nak.) during the rest period. Three
experiments were conducted separately using pear trees belongs to the collection
orchard of Embrapa Clima Temperado of Pelotas — RS. The experiment 1 was
carried out to determine the carbohydrate concentrations and enzyme activities, after
the submission of grafted twigs of pear tree ‘Housui’ to the temperature fluctuation.
The experiments 2 e 3 were made to determine the water content in tissues and the
degree of bud necrosis severity during the winter period. The cell wall acid invertase
(IAP) and sucrose-phosphate synthase (SPS) activities were lower in tissues of twigs
that receive insufficient chilling during the dormancy period. Possibly, the lack of cold
didn't induce the mobilization of the starch, reducing the synthesis capacity and
sucrose export in reserve tissues, reducing the supply of soluble sugars and the

ressinthesis of the starch in floral buds. The water content showed variations in



‘Kieffer’ buds, where occurred a water increment (rehidratation) in the phase nearly
to budbreak. However, the ‘Housui’ buds showed decrease on the water content.
This dehydration would be consequence of the increase in respiratory activity of the
buds caused by high temperatures during winter period. In consequence, this could
to lead exhaustion in carbohydrates reserves and provoke bud necrosis. In the
beginning of the winter, the Housui cultivar showed floral buds without necrosis
symptoms, but with inflorescence duplication. The necrosis symptoms started from
the half of the winter and became more intense, parallel to the increase of the
temperature in the end of the winter, affecting most of buds nearly to budbreak. The
symptoms intensification would be related with the lack chiling and thermal
oscillation during the rest period, due to the negative effect of high temperatures on

chilling accumulation.

Index Terms: carbohydrates, enzymes, water, floral bud abortion.
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INTRODUCAO GERAL

A pereira pertence a familia Rosaceae, subfamilia Pomaceae e ao género
Pyrus. Este género conta com pelo menos 22 espécies e € originario de regides
montanhosas da China Ocidental, sendo que, todas as espécies sdo nativas do
continente asiatico ou europeu. Além das pereiras tipo ocidentais ou européias (P.
communis) também sao encontrados os tipos orientais ou asiaticos, cultivadas na
China (P. serotina, P. ussuriensis e P. bretschneideri) e no Japao (P. pyrifolia) e os
hibridos (CENTELLAS-QUEZADA e NAKASU, 2003).

A péra é a terceira fruta de clima temperado mais produzida no mundo, atras
somente da uva e da maca. O Brasil € o segundo maior importador mundial de
péras. O consumo de péra, no Brasil, é da ordem de 220 mil toneladas ano™,
enquanto a produgéo atinge apenas cerca de 10% do total consumido. A péra € o
principal item de importagéo de frutas frescas do pais, com crescimento de 8 a 10%
ao ano. Em 2005, a importagcéo chegou a 102.558 ton (46%) de um total de 224.495
ton de frutas frescas importadas, representando uma perda de divisas de US$
54.016.000 (43%) de um valor total de US$ 125.634.000 gastos com a importagdo
(ANUARIO BRASILEIRO DE FRUTICULTURA, 2007).

O cultivo comercial da pereira no pais ainda é pouco expressivo. Estima-se que
a area plantada seja de 2.300 hectares e que a produgao média fique em torno de
18.500 ton™ ha™, atendendo apenas a 10% do total consumido no pais. Os principais
estados produtores sdo: Rio Grande do Sul, Santa Catarina, Sdo Paulo, Parana e
Minas Gerais. O plantio de cultivares cujos frutos sdo de baixa qualidade comercial
favorece a importagdo de péras, principalmente da Argentina (82%) e dos Estados
Unidos (6,5%). Da Argentina é importada a maioria das péras consumidas no pais,
essencialmente, péras européias. As péras asiaticas sao importadas principalmente
do Chile e em quantidades menores (JUNQUEIRA e PEETZ, 2003).
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No Brasil, foram langadas pelo Instituto Agronémico (IAC) em Campinas - SP,
através do programa de melhoramento genético pioneiro no pais, algumas cultivares
hibridas de pereira baixa exigéncia em frio, como a ‘Primorosa’, ‘Centenaria’, Seleta’,
‘“Triunfo’ e ‘Tenra’ que teve inicio na década de 60. Na década de 70, a partir do
programa de melhoramento desenvolvido no Centro de Pesquisa de Fruticultura de
Clima Temperado (atual Embrapa Clima Temperado), em Pelotas - RS, que priorizou
o desenvolvimento de cultivares de baixa exigéncia em frio, foi langcada a cultivar
‘Cascatense’, originaria do cruzamento entre ‘Packham’s Triumph’ x ‘Le Conte’. A
pereira tem necessidade em frio equivalente a macieira para superar a fase de
endodorméncia, variando entre 700 a 1500 horas de frio (HF < 7,2°C). Embora
atualmente exista, no Brasil, disponibilidade de cultivares de pereira de baixo
requerimento em frio (menos de 500 HF), em geral, a qualidade dos frutos dessas
cultivares é relativamente baixa. Dessa forma, enquanto novas cultivares nao sao
criadas ou introduzidas, os produtores brasileiros podem optar por cultivares de
otima qualidade como: William’s Bon Chrétien, Red Bartlett, Packham’s Triumph,
Abate Fetel, Housui, Kousui, Nijisseiki e Ya-li com requerimento em frio entre 700 e
1200 horas de frio (NAKASU e FAORO, 2003).

A regiao Sul do Brasil desenvolveu o cultivo de fruteiras de clima temperado,
com destaque para as culturas da macieira, videira, pessegueiro e ameixeira, porém
a pereira ndo apresentou ao mesmo desenvolvimento. O desenvolvimento da cultura
tem sido limitado devido a irregularidade na producdo e a baixa produtividade dos
pomares. Os principais problemas limitantes ao desenvolvimento da cultura sio: a
indefinicdo de porta-enxertos, as baixas taxas de diferenciacao floral, os elevados
indices de abortamento de gemas florais (variavel de acordo com o cultivar, o local e
0 ano) e a baixa porcentagem de frutificacéo efetiva (NAKASU et al., 1995).

Quando a pesquisa brasileira encontrar solugbes para esses problemas, o
cultivo da peeira podera se tornar uma alternativa consistente para a diversificagao
sustentavel da fruticultura de clima temperado na regido Sul do pais, principalmente,
em locais onde a macieira ja € explorada com sucesso, aproveitando-se a infra-
estrutura pré-existente. Tanto pela similaridade nas condigdes climaticas para
producdo, quanto pela otimizagdo das estruturas de pos-colheita e conservagao e
dos canais de comercializagdo, a exploragdo da pereira pode complementar as
atividades da cadeia produtiva da mac¢a no Sul do Brasil (PETRI, 2008).
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A péra tem apresentado uma notavel expansao de consumo no Brasil nos
ultimos anos e demonstra ter potencial para competir com as outras frutas de clima
temperado como a maga, podendo obter bons pregos no mercado e ter demanda de
volume o ano todo, visto que a macad tem, no primeiro semestre, um periodo
complexo de comercializagao no pais (CABRERA, 2008).

A hipotese ou teoria tréfica afirma que a capacidade de brotacdo das gemas é
o reflexo da sua capacidade de atrair e utilizar os nutrientes. De acordo com esta
hipotese, as gemas somente poderiam se desenvolver quando houvesse um
adequado suprimento de acucares soluveis derivados da mobilizagcdo das reservas
nas partes perenes da arvore. A teoria trofica afirma que a capacidade de brotagao
das gemas é determinada pela disponibilidade de carboidratos nestas gemas, a qual
por sua vez, dependeria do balanco entre a capacidade de importacédo e o consumo
local (capacidade de utilizag&o) de aguicares solUveis (GENDRAUD e PETEL, 1990).

A ramificagdo € um mecanismo dependente da condicdo propria de cada
gema, que por sua vez, é reflexo da sua capacidade intrinseca de crescimento e da
evolucao do seu crescimento antes da brotagdo (LEITE et al., 2004).

A disponibilidade e o controle da distribuicido de agua e carboidratos nos
tecidos das plantas frutiferas de clima temperado séo os principais determinantes da
sua produtividade. A brotagdo das gemas requer a importagdo de agucares soluveis,
provenientes da mobilizacdo do amido dos tecidos, para sustentar a retomada do
crescimento das gemas apdés a superagao da endodorméncia (FAUST, 1989).

A mobilizagdo de amido foi estudada em ramos de nogueira (Juglans regia) por
Ameéglio et al. (2001), que observaram duas fases de mobilizagdo do amido: uma
primeira fase dita outono-hibernal, descrita na literatura como um mecanismo de
tolerancia ao resfriamento e uma segunda, durante o inicio da primavera, quando as
reservas amilaceas sao macigcamente mobilizadas para a retomada do crescimento
ativo das gemas. Entre estas duas fases pode ocorrer o inverso, ou seja, 0s
agucares soluveis se reconstituirem novamente em granulos de amido. Quando o
suprimento de agucares soluveis supera a demanda celular para o crescimento e a
respiracao basal das gemas, ocorre o processo de ‘ressintese’ de amido. Assim, a
hidrélise do amido tanto pode ocorrer sob baixas temperaturas durante o inverno,
como também no inicio da primavera, com o aumento progressivo da temperatura

coincidindo com as fases de inchamento e brotagdo das gemas.
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A hipotese deste trabalho é de que ocorre uma grande alteragdo no
metabolismo e no transporte de agucares soluveis dos tecidos fontes (parénquima
do xilema) para os drenos (gemas), ocasionada pela falta de frio e pela flutuagéo
térmica durante a endodorméncia. Assim, um deficiente fornecimento de agucares
para as gemas na fase de indugdo a brotagdo, causaria a necrose dos primordios
florais e processos de floragao e brotagao desuniformes e irregulares.

Esta tese foi estruturada, de forma a compor trés capitulos, onde foram
abordados o metabolismo de carboidratos, a dindmica da agua nos tecidos e a
intensidade de ocorréncia de abortamento floral durante a dorméncia. Dessa forma,
o objetivo deste trabalho de pesquisa foi caracterizar o metabolismo de carboidratos
em tecidos submetidos a privagcdo em frio, a dindmica da agua e a intensidade de

ocorréncia de necrose floral durante a dorméncia de gemas de pereira.



1. REVISAO BIBLIOGRAFICA
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As plantas frutiferas de clima temperado apresentam ritmo de crescimento
anual determinado pelas estagdes climaticas. Durante o periodo de crescimento, as
plantas crescem e se desenvolvem rapidamente, favorecidas por condi¢cbes
adequadas de temperatura, agua e fotoperiodo. Ja, durante o outono e no inverno,
quando as condicbes climaticas do meio se tornam desfavoraveis devido a
diminuicao da temperatura e do fotoperiodo, ocorre a reducao até a completa parada
do crescimento das plantas, de forma a permitir sua sobrevivéncia em periodos de
escassez de agua ou em baixas temperaturas. Esta parada de crescimento
corresponde ao periodo de dorméncia, que pode ser considerado como uma
adaptacdo da planta a um determinado clima visando sua sobrevivéncia em
condigbes adversas. Durante este periodo, as atividades metabdlicas essenciais das
plantas continuam ocorrendo, mas com intensidade reduzida (SAMISH, 1954).

A dorméncia é a suspensdo temporaria do crescimento visivel de estruturas
vegetais contendo um meristema, como no caso das gemas das plantas frutiferas de
clima temperado. O periodo de dorméncia vai desde a paralisagdo do crescimento
no final do verdo, até o inicio da brotagédo, na primavera seguinte. Os fatores que
controlam a entrada e a saida da dorméncia das gemas podem ser classificados
como endégenos (hormonais, nutricionais e genéticos) e exdgenos (temperatura,
fotoperiodo e a disponibilidade de agua) (PETRI et al., 1996).

Lang et al. (1987) classificaram a dorméncia em trés fases distintas e com
regulacdo independente chamadas de: paradorméncia, endodorméncia e
ecodorméncia. Na paradorméncia, a auséncia de desenvolvimento da gema é
resultante da inibi¢do por outro 6rgdo ou regido do vegetal em crescimento, como as
gemas terminais ou as folhas. E, por isso, conhecida como inibigdo correlativa a
longa distancia, no caso da gema apical. Na endodorméncia, o ndo desenvolvimento
da gema é resultante de uma série de eventos bioquimicos e fisiolégicos que
acontecem em niveis meristematicos ou muito préximos. Ela é induzida e eliminada
pelo efeito das baixas temperaturas. Durante a ecodorméncia, um novo fluxo de
crescimento e no desenvolvimento da gema sé ocorre a partir do estabelecimento de
condigbes favoraveis de temperatura e fotoperiodo. Diferentes fatores podem
exercer influéncia na superagao da endodorméncia, porém, qualquer que seja ele, a
sucessao de eventos em nivel de gema é a mesma. Os fatores mais eficazes séo

baixas temperaturas, dias longos, estresse hidrico e os reguladores de crescimento.
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O principal efeito da temperatura refere-se a acao positiva das baixas
temperaturas de inverno sobre a superagdo da dorméncia. Mauget (1987) observou
que, plantas de videira cultivadas em ambiente protegido durante o inverno n&o
brotavam, enquanto que, plantas expostas as baixas temperaturas apresentavam
um crescimento vegetativo normal. A temperatura € o principal fator ambiental que
interfere na dindmica da dorméncia. A satisfacdo do requerimento em frio € um fator
limitante para a producdo comercial de frutas de clima temperado em regides
subtropicais com condi¢cdes de inverno ameno. A insuficiéncia em frio e a flutuagao
térmica durante o inverno resultam em processos de brotacdo e floragao
desuniformes e irregulares, com pouco enfolhamento e poucas flores abertas,
afetando negativamente a produtividade (MAUGET e RAGEAU, 1988; HERTER et
al., 1994; HAUAGGE e CUMMINS, 2000; LEITE et al., 2004).

As plantas frutiferas de clima temperado se adaptam naturalmente as regides
com estacdes climaticas bem definidas, similares aos seus locais de origem, onde
durante a primavera e o verao ocorrem temperaturas apropriadas ao crescimento e
durante outono e o inverno, as baixas temperaturas permitem a reducdo gradativa
até a paralisagdo completa do crescimento das gemas. A dorméncia tem uma
influéncia direta sobre a producado e qualidade de frutos, sendo que, durante esta
fase, as reservas acumuladas no periodo vegetativo, principalmente de carboidratos,
sdo de grande importancia para protegdo dos tecidos meristematicos contra as
baixas temperaturas do inverno e contribuem para o fornecimento de energia e
precursores durante a fase de brotacéo. Entretanto, nas regidées com invernos pouco
rigorosos, as plantas manifestam anormalidades nas gemas como o atraso e a
desuniformidade na brotacao e floracdo, com um maior periodo de crescimento dos
ramos, que reduz o seu potencial produtivo.

A evolugao das espécies e surgimento dos 6rgaos vascularizados permitiu uma
separacao funcional e espacial dos locais de sintese e de utilizacdo do carbono nas
plantas superiores. Os tecidos ou o6rgaos ‘fonte’, tais como folhas maduras, sao
locais fotossinteticamente ativos onde ocorre a assimilagdo do carbono. Estes
tecidos exportam o carbono sob a forma de acucares soluveis até os tecidos ou
orgaos fotossinteticamente inativos, classificados como ‘drenos’, pela importagéo
liquida destes agucares, contribuindo com a formagédo de reservas. As gemas sao
consideradas como tecidos drenos de fotoassimilados, por que preferencialmente

metabolizam os substratos ao invés de estoca-los (LALONDE et al., 2004).
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Nas plantas lenhosas, o padrao de alocagao de carbono pelas células é fungao
das interagdes fonte-dreno que ocorrem dentro da planta. Experiéncias indicam que
a capacidade de um ‘dreno’ em atrair e mobilizar fotoassimilados em sua diregao
depende fundalmentalmente de dois fatores: (i) tamanho do dreno, determinado pelo
numero de células e (ii) forca-dreno, determinada pela atividade metabdlica do
tecido. Os maiores determinantes da forga-dreno sdo a atividade dos co-
transportadores e das H'-ATPases na membrana plasmatica e a atividade das
enzimas do metabolismo de agucares (HO, 1988).

O parénquima do xilema é um tecido de reserva nos vegetais lenhosos e
constitui-se em um tecido ‘dreno’ durante o periodo vegetativo, uma vez que ele
estoca, na forma de amido, o carbono assimilado em nivel de folha. Por outro lado,
durante o periodo de repouso e na retomada do crescimento, o parénquima pode
mobilizar suas reservas de amido para outros tecidos, tornando-se entdo, um tecido
‘fonte’ essencial para garantir a perenidade da planta. As células do parénquima do
xilema estdo envolvidas com a reserva e translocacdo de nutrientes e assimilados
das plantas lenhosas para os tecidos em desenvolvimento. Juntamente com os
vasos condutores, as células do parénquima formam um estoque de reservas. Sao
as estreitas relagdes existentes entre sistema condutor e células do parénquima que
asseguram a perenidade da arvore, através da passagem dos assimilados dos tubos
crivados do floema para as células do parénquima durante o periodo de formacao de
reservas (BONNEMAIN, 1978), e do parénquima para os vasos do xilema no
periodo de mobilizacado de reservas (ZIMMERMANN e BROWN, 1971).

As células de transferéncia do xilema sao as unicas células anatomicamente
especializadas na troca de nutrientes entre o parénquima (simplasto) e os vasos do
xilema (apoplasto), exercendo forte controle sobre o fluxo de agucares em diregéao
as gemas durante a mobilizacdo de reservas. Além disso, estas ceélulas xilematicas
apresentam elevada atividade respiratoria, caracteristica de células altamente
especializadas no transporte de solutos, semelhante ao que ocorre nas células
companheiras do floema na fase vegetativa (ESSIAMAH e ESCHRICH, 1985).

A membrana das células de transferéncia do xilema é semipermeavel, sendo
que aproximadamente metade da superficie das células esta conectada aos vasos
do xilema por meio de pontoagdes, enquanto a outra metade conecta-se com as
células parénquima por meio de plasmodesmas. Além de apresentarem um grande

numero de mitocondrias, também possuem H*-ATPases na membrana plasmatica,
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que consomem ATP e bombeiam uma grande quantidade de prétons para dentro
dos vasos do xilema, diminuindo o pH da seiva (BONNEMAIN e FROMARD, 1987).

A seiva do xilema tem sido proposta como principal via de transporte dos
agucares soluveis produzidos nos tecidos de reserva (raizes/ramos) para os tecidos
drenos (gemas) em macieira (WILLIAMS e RAESE, 1974), nogueira (AMEGLIO et
al., 2001; LACOINTE et al., 2001) e cerejeira (LOESCHER et al., 1990).

A dinamica das concentragcdes de carboidratos nas plantas frutiferas de clima
temperado é bem definida ao longo do ano. Durante o inverno, os agucares soluveis
atingem seus picos de concentragao para a aquisicao de tolerancia ao resfriamento,
sendo que, no inicio da primavera suas concentragées diminuem. O amido alcanca
sua concentracdo maxima no final do outono, periodo de queda das folhas, diminui
durante o inverno para o fornecimento de agucares soluveis e a protecdo contra o
resfriamento e volta a aumentar no inicio da primavera, quando estes acucares sao
utilizados para a reconstituicdo ou ressintese do amido (PREISS e SIVAK, 1996).

Lacointe et al. (1993) verificaram que as concentragbes de amido e de
agucares soluveis totais obedecem a um padrdo inverso durante a dorméncia,
sugerindo que ocorra um processo de interconversao entre els. As variagbes no
conteudo de amido em ramos de nogueira durante o inverno foram inversamente
correlacionadas as concentragbes de acucares soluveis na seiva do xilema,
principalmente a sacarose e os produtos de sua hidrolise, ou seja, glicose e frutose.
Com a paralisagao do crescimento vegetativo, a concentragédo de amido nos tecidos
de reserva aumenta e o teor de acgucares soluveis diminui. Durante o inverno, o
conteudo de acgucares soluveis aumenta e o amido diminui gradativamente nos
ramos. Apdés a superacdo da dorméncia, ocorrem uma nova formacdo e o
armazenamento de amido nos tecidos adjacentes a gema (base), associados com a
diminuicao nos niveis de agucares soluveis nos ramos (BONHOMME et al., 2005).

A degradagéo dos grénulos requer a interagdo entre enzimas hidroliticas e a
superficie do granulo. Witt et al. (1995) detectaram uma endoamilase especifica
ligada ao granulo de amido em ramos de alamo (Populus). Esta enzima difere nas
suas propriedades cinéticas em relagao as amilases soluveis, sendo dependente da
temperatura e com pH 6timo alcalino. Enquanto as baixas temperaturas forneceriam
as condi¢des favoraveis para a atividade da amilase e as altas temperaturas teriam

um efeito inibitério na adsor¢gao da enzima ao granulo, diminuindo a sua degradacéao.
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A a-amylase (E.C. 3.2.1.1) esta envolvida com a resposta ao estresse
provocado pelas baixas temperaturas em macieira (WEGRZYN et al.,, 2000). Na
videira, varias isoformas de a-amilases foram observadas durante a estacdo de
inverno. As isoformas de ponto isoelétrico elevado (6,5) sdo predominantes durante
a primeira metade do periodo de inverno, enquanto que, as isoformas de baixo
ponto isoelétrico (4,5) sao majoritarias na fase que antecede a brotagcdo. A
diminuicdo da temperatura de 12°C para 4°C induziu a expressao maxima de todas
as isoformas em tecidos de videira (BERBEZY et al., 1997). Mesmo assim, a
inducdo de outras amilases, como a (3-amilase e a fosforilase, pode ocorrer mesmo
na auséncia de baixas temperaturas (GUY et al., 2008).

As porgdes apicais do ramo de nogueira apresentaram atividade da a-amilase
superiores em relagcado as basais, demonstrando que, existe uma forte atividade da
enzima na regiao apical pouco antes da brotagdo, relacionada com as baixas
temperaturas durante o inverno. Isto significa que a capacidade de mobilizagao das
reservas amilaceas € mais intensa na parte terminal do ramo e estaria relacionada
com o mecanismo de brotagdo acrépeta dos ramos nesta espécie (CITADIN, 2004).

Nas espécies da familia Rosaceae incluindo a macieira, o pessegueiro, a
pereira e a ameixeira, o sorbitol juntamente com a sacarose sao os principais
agucares produzidos pela fotossintese e transportados para os tecidos drenos
(QUICK e SCHAFFER, 1996) para a formacdo de reservas e o crescimento dos
frutos. Ao contrario da sacarose, que pode ser sintetizada e utilizada em folhas de
todas as idades, o sorbitol € predominantemente sintetizado em folhas maduras
(YAMAKI e ISHIKAWA, 1986).

A sacarose € a mais importante forma de transporte de carbono em plantas,
mas nas espécies da familia Rosaceae, o sorbitol é o principal produto fotossintético.
O sorbitol é considerado um carboidrato de reserva, podendo ser armazenado nos
vacuolos e atuar em situacbes de estresse. O sorbitol exerce diversas funcoes,
principalmente em tecidos néo fotossintetizantes, em virtude da sua capacidade de
regulacdo osmotica das células, atuando na protecdo de enzimas, na tolerancia a
desidratacao e na resisténcia ao congelamento (LOESCHER e EVERARD, 1996).

Embora o sorbitol esteja presente em altas concentragdées no lenho e na casca,
estes tecidos tem capacidade muito pequena de metabolizarem o sorbitol. Dessa

forma, é possivel que o sorbitol presente nos ramos seja estocado como forma de
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reserva e protecdo osmaotica das ceélulas, sendo utilizados pelos tecidos drenos com
capacidade de metaboliza-los como gemas e frutos (McQUEEN et al., 2004).

Os tecidos ‘drenos’ possuem capacidade pequena ou nula de sintetizarem
sorbitol, como acontece em ramos de macieira, que sintetizam muito pouco a partir
da frutose. Assim, a sintese do sorbitol ocorreria predominantemente nas folhas e a
sua utilizagao metabdlica nos tecidos drenos (LOESCHER e EVERARD, 1996).

Com a reducdo da temperatura durante o inverno, a quantidade de sorbitol
aumenta nos tecidos como forma de protecéo ao frio e, com 0 aumento progressivo
da temperatura no periodo proximo a floracdo, sua concentragao diminui em virtude
da sua degradacgao nos tecidos drenos (McQUEEN e MINCHIN, 2005).

A atividade da enzima sorbitol-6-fosfato desidrogenase (SDH, EC 1.1.1.200),
que catalisa a sintese do sorbitol, aumenta em situacdo de estresse hidrico,
causando acumulo de sorbitol no floema. Por outro lado, a atividade da sacarose-6-
fosfato sintase (SPS, EC 2.4.1.14) nao é afetada pelo déficit hidrico (LO BIANCO et
al., 2000). A degradacgédo pode ocorrer pela SDH dependente de NAD* (SDH-NAD"),
que transforma o sorbitol em frutose, ou pela SDH dependente de NADP* (SDH-
NADP™), que por sua vez produz glicose (ZHOU et al., 2006).

A sacarose € o principal substrato respiratério da maioria plantas superiores, e
por ser movel, mantém o vegetal vivo e ativo. A sacarose tem um papel fundamental
nas plantas, ndo s6 como substrato para sustentar o crescimento heterotrofico dos
‘tecidos drenos’ e regulador osmoético celular na tolerancia ao frio, mas também atua
como importante molécula sinalizadora, que regula o metabolismo tanto na fonte
quanto no dreno em condi¢des de estresse (ROITSCH, 1999).

Existem trés sistemas enzimaticos envolvidos no metabolismo da sacarose. O
primeiro sistema corresponde a invertase (EC 3.2.1.26) que catalisa a hidrdlise
irreversivel da sacarose em frutose e glicose. O segundo é a sacarose sintase (EC
2.4.1.13, SS) que catalisa a reacao reversivel da UDP-glicose + frutose em sacarose
+ UDP. As invertases produzem duas hexose glicose e frutose e a SS produz frutose
mais UDP-glicose. O terceiro corresponde a sacarose-6-fosfato sintase (SPS, EC
2.4.1.14), uma enzima soluvel no citoplasma que catalisa a reagdao da UDP-glicose +
frutose-6-fosfato em sacarose-6-fosfato + UDP. Apartir da degradagdo do amido
ocorre aumento na relacdo G6-P/Pi no citossol das células, favorecendo a ativagao
da SPS e a sintese de sacarose nos tecidos de reserva (HUBER e HUBER, 1996).
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Entre as enzimas do metabolismo do carbono, as invertases sao classificadas
de acordo com seu ponto isoelétrico, seu pH 6timo de atividade e sua localizagao
celular. As invertases acidas possuem pH 6timo entre 3,5 a 5,1 e estao localizadas
no vacuolo ou na parede celular, relacionadas ao mecanismo de translocagao da
sacarose do apoplasto para o simplasto. As invertases alcalinas com pH étimo entre
7,0 e 8,0, sdo soluveis no citossol das células e estdo envolvidas na mobilizagcédo da
sacarose para atender a demanda metabdlica das células (ROITSCH et al., 2003).

Como regra geral, o transporte de ions e nutrientes inorganicos através da
membrana plasmatica, depende do gradiente eletroquimico estabelecido entre os
lados interno e externo da membrana. Uma H'-ATPase ligada @ membrana
plasmatica das células de transferéncia do xilema em ramos de nogueira
demonstrou ser o maior ponto de controle das trocas de acucares entre estas
células e os vasos do xilema (ALVES et al., 2001; 2004).

A translocagcdo dos agucares soluveis produzidos pela mobilizacdo das
reservas de amido e o restabelecimento da continuidade hidraulica do xilema no
inicio da primavera, permitiria a absorgéo ativa de agucares pelas gemas, através da
atuacdo de co-transportadores H*-agucar e das H*-ATPases (ALVES et al. 2007).

Apos a satisfagao do requerimento em frio das plantas, o efluxo de agucares
soluveis ¢é alto e o influxo € baixo. O alto conteudo de agucares nos vasos do xilema
aumenta o potencial osmaético da seiva, gerando uma presséao interna que permite o
reestabelecimento da condutividade hidraulica dos vasos. Assim, as gemas seriam
capazes de brotar sob condi¢cdes favoraveis, dependendo da sua capacidade de
importagdo de agucares e da atividade das H*-ATPases (GEVAUDANT et al., 2001).

A funcionalidade das H*-ATPases da membrana plasmatica garante a geragéo
do gradiente de potencial eletroquimico necessario para o transporte dos agucares
sollveis, associada aos co-transportadores H'/agucar, sendo fundamental para
induzir a brotagdo das gemas. Fromard et al. (1995) demonstraram que as H'-
ATPases ocorrem com maior freqiéncia nas células de transferéncia do que nas
células do parénquima do xilema, visto que estas células sdo especializadas no
transporte de ions. Durante o inverno, a seiva do xilema das plantas frutiferas de
clima temperado apresenta pH proximo da neutralidade. Apds a superagao da
dorméncia, ocorre uma diminuigdo no pH da seiva (acidificagédo), devido ao efluxo de
acucares solluveis dos tecidos de reserva, com atuacdo das H'ATPases, que

bombeiam prétons para os vasos e causam a acidificacao da seiva do xilema.
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O mecanismo de acidificacdo da seiva do xilema se deve a ativacao e atuacao
das H'-ATPases associadas & membrana das células de transferéncia no inicio da
primavera, para a geragao de um gradiente de potencial eletroquimico favoravel a
movimentacdo dos agucares das células do parénquima para os vasos do xilema. A
acidificacao do pH da seiva do xilema favorece a ativagcdo da invertase acida da
parede, que hidrolisa a sacarose ainda no apoplasto e favorece a sua importagao,
fornecendo hexoses aos tecidos meristematicos para induzir a sua brotacdo das
gemas (SAUTER e AMBROSIUS, 1986).

Alves et al. (2004) verificaram que as baixas temperaturas nao tiveram efeito
sobre a atividade das H'-ATPases durante o inverno. Por outro lado, também
observaram que as plantas mantidas sob privacao de frio (15°C) apresentaram alta
atividade durante a dorméncia, que provocou um alto consumo de energia,
resultando numa brotagao fraca e irregular. Alves et al. (2007) verificaram que, a
diminuicao da concentracdo de agucares na seiva vascular na primavera é reflexo
da alta taxa de absorgéo (influxo) de agucares soluveis pelas gemas, sugerindo o
envolvimento das H'-ATPases na geragdo do gradiente de protons favoravel a
absorcao destes acucares dos vasos do xilema durante a fase de brotacao.

Decourteix et al. (2006) demonstraram a presenga de um co-transportador de
sacarose (JrSUT1) e de uma H'-ATPase (JrAHA) localizados nas células de
transferéncia do xilema em ramos de nogueira. Algumas evidéncias suportam a
hipotese da existéncia dos transportadores H*/acUcares na membrana plasmatica:
(1) as células de transferéncia do xilema sao as unicas conectadas com outras
células parénquimaticas (simplasto) e com os vasos do xilema (apoplasto),
demonstrando que o influxo de sacarose necessita de um transportador
(CZANINSKI, 1987); (2) as células de transferéncia do xilema, atuam de maneira
similar as células companheiras do floema, exibindo alta atividade respiratoria,
caracteristica de células especializadas no transporte de nutrientes e de assimilados
(ALVES et al., 2001); (3) as H*-ATPases gera o gradiente de potencial eletroquimico
que possibilita o transporte ativo da sacarose através a membrana plasmatica das
células de transferéncia (FROMARD et al., 1995); (4) a absorgcao dos agucares pode
sofrer inibicdo por eles mesmos ou por outros agucares (MAUREL et al., 2004b).

Em nogueira, a sacarose é a principal forma de acgucar circulante na seiva do
xilema durante o inverno. A concentracdo de sacarose na seiva do xilema varia

inversamente com a temperatura, em fungcdo de dois movimentos opostos que
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ocorrem entre o simplasto e o apoplasto: o efluxo (secrecéo) e o influxo (absorgao)
de agucares. A temperatura seria um fator determinante na diregao do fluxo, sendo
que, sob baixas temperaturas predominaria o efluxo (AMEGLIO e CRUIZIAT, 1992).

Améglio et al. (2004) submeteram ramos de nogueira (Juglans regia) a
temperatura de 1°C durante a dorméncia e verificaram que o efluxo de sacarose foi
alto e o influxo, permaneceu baixo. Por outro lado, a temperatura de 15°C, o efluxo
foi muito baixo e inferior ao influxo, mesmo que este ultimo ndo tenha aumentado. A
partir disso, estes autores propuseram que o efluxo e ndo o influxo seria dependente
da temperatura. A temperatura de 15°C é nao é indutiva para que ocorra a hidrélise
do amido nas células do parénquima do xilema, impedindo a sintese de sacarose,
que é determinante na taxa de efluxo deste agucar para dentro dos vasos do xilema.

A explicagéo classica para o gradiente de pressao gerado nos vasos do xilema
pressupde que o movimento de agua e solutos ocorra devido a diferenga entre o
potencial osmaético da seiva (apoplasto) e das células de transferéncia (simplasto),
conectadas com as células do parénquima do xilema. O efluxo de sacarose das
células do parénquima para os vasos do xilema ocorre por difusdo facilitada sob
baixas temperaturas. Ao contrario, o influxo de sacarose dos vasos para as células
parénquimaticas, aumenta proporcionalmente com a temperatura, mediado por um
processo de transporte ativo via simporte. O gradiente de potencial eletroquimico
gerado entre os dois compartimentos possibilitaria o fluxo de agua, por osmose, para
os vasos do xilema, através da membrana semipermeavel, reestabelescendo a
condutividade hidraulica dos vasos e a conexdao vascular com as gemas e
possibilitando o fluxo da seiva para sustentar o processo de brotacdo. Enquanto o
efluxo dos agucares soluveis ocorre através de um mecanismo de transporte
facilitado, o influxo é considerado um transporte via simporte H*-agucar, com gasto
de ATP para geragao do gradiente entre apoplasto e simplasto (SAUTER, 1983).

As aquaporinas sao canais protéicos presentes na membrana plasmatica ou
nas membranas intercelulares das células vegetais, que facilitam o transporte de
agua (MAUREL et al, 2008). Sakr et al. (2003) verificaram que aumento na atividade
das aquaporinas da membrana das células de transferéncia do xilema, ocorreu
simultaneamente com aumento do potencial osmoético da seiva do xilema, causado
pelo efluxo de sacarose das células do parénquima, que diminuiu o potencial hidrico

da seiva, atraindo osmoticamente agua para dentro dos vasos xilematicos.
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A demanda interna de carbono dos tecidos € estimada pelos custos
envolvendo a sintese de biomassa e a manutencéo da atividade respiratoria basal. A
sintese de biomassa inclui os custos com a formagao dos esqueletos carbdnicos,
enquanto que, a manutencgao da respiragao requer gasto de energia (ATP) e poder
redutor (NADH). O processo de obtencao de energia para a indugéo da brotagao das
gemas se inicia durante o inverno com a mobilizagdo do amido pela acédo da alfa-
amilase que hidrolisa as ligagdes glicosidicas a (1—4), com a liberacdo de maltose,
como produto principal e oligossacarideos chamados dextrinas — contendo em
média oito unidades de glicose com uma ou mais ligagbes glicosidicas a (1—6). A
maltase € a enzima responsavel pela hidrolise da maltose em duas moléculas de
glicose. A dlicdlise transforma a glicose em duas moléculas de piruvato, que
posteriormente € degradado para a producéo de energia. Parte da energia liberada
da hidrélise da molécula de glicose é conservada na forma de ATP e NADH.
Inicialmente, a glicose é fosforilada por dois ATPs e convertida em duas moléculas
de gliceraldeido—-3-fosfato (3-PGA), que s&o oxidadas pelo NAD" e fosforiladas
numa reagao que emprega o fosfato inorgéanico (Pi). O resultado liquido do processo
total de glicélise de uma molécula de glicose € a formagao de 2 ATP, 2 NADH e 2
piruvatos. A equacéo geral da glicolise é: Glicose + 2 ADP + 2Pi + 2 NAD"— 2
piruvato + 2 NADH" 2H" + 2 ATP + 2 H,0. Os elétrons produzidos na re-oxidagéo do
NADH®" em NAD®" em condigbes aerdbicas sdo transferidos para o oxigénio
molecular na cadeia transportadora de elétrons (CTE) que libera a energia para a
sintese de ATP através do processo de fosforilacdo oxidativa. A molécula de glicose
€ eletricamente neutra, mas quando é fosforilada torna-se um composto bastante
carregado negativamente e hidrofilico, o que impede a sua transferéncia através da
membrana celular, confinando-a a célula. Na primeira reag¢ao da glicélise, a molécula
de glicose é ativada por uma fosforilagdo no grupamento hidroxila do carbono 6, com
a formacéo da glicose—6—-fosfato (G6-P), um importante intermediario central para
varias rotas metabdlicas. Esta fosforilagdo se da pela transferéncia de um grupo
fosfato do ATP, através de uma reacao irreversivel catalisada pela hexocinase em
presenga de ions magneésio e que interage com as cargas negativas dos grupos
fosfato do ATP para formar o complexo Mg’ATP?. A enzima hexocinase catalisa a
fosforilacdo de diferentes hexoses, como a D-glicose e a D-frutose e € inibida
alostericamente pelo produto da sua propria reagao, a glicose-6-fosfato. A oxidagéao

da glicose também pode ocorrer através da via das pentoses fosfato que € uma via
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metabdlica alternativa a glicolise que n&o requer e nem produz ATP, convertendo a
glicose em ribose-5—fosfato (para a sintese de nucleotideos e acidos nucléicos) e
outros tipos de monossacarideos, além de produzir NADPH, um importante agente
redutor dentro das células (TAIZ e ZEIGER, 2006).



2. EPOCA DE OCORRENCIA E INTENSIDADE DA NECROSE FLORAL EM
GEMAS DE PEREIRA JAPONESA ‘HOUSUI' DURANTE O INVERNO
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2.1INTRODUCAO

As gemas floriferas das plantas lenhosas de clima temperado s&o formadas
durante o verdo e parcialmente diferenciadas durante a estacdo de crescimento,
antes do periodo de senescéncia das folhas. Durante o periodo de dorméncia nao
ocorrem alteragdes visiveis quanto ao tamanho ou a diferenciagdo dos primérdios.
As gemas atravessam o periodo de repouso, ja possuindo os primordios, porém, em
estado embrionario, que s6 se desenvolvem na estagéo de crescimento seguinte.

A pereira possui ramos com gemas vegetativas e/ou floriferas, estando estas
distribuidas lateral ou terminalmente. As gemas floriferas podem ser formadas
terminalmente sobre espordes ou ramos, ou lateralmente sobre ramos. As flores sao
geralmente hermafroditas e se desenvolvem acropetalmente, dispostas em um
racimo tipo corimbo, formado por cinco a onze flores e numero similar de folhas. As
flores podem sair antes ou junto com as folhas, na inflorescéncia, como ocorre nas
cultivares Kousui e Housui, respectivamente (FAORO, 2001).

Os primdrdios florais da pereira encontram-se dispostos em sequéncia espiral e
em diferentes niveis de desenvolvimento. O tamanho dos primdérdios diminui em
direcdo ao apice, todavia, o primordio terminal atinge o mesmo tamanho que os
basais e as vezes até maior. Na macieira, a flor apical da inflorescéncia se
desenvolve primeiro e depois as flores laterais. O desenvolvimento das flores em
pereira € similar, com a diferenca de que a flor apical € a menos desenvolvida e a
ultima em abrir na primavera. O desenvolvimento floral caracteriza-se pelo
crescimento do primérdio floral e a maturacdo das suas células reprodutivas,
culminando com a antese ou abertura das flores (WESTWOOD, 1993).

As condig¢bes climaticas de inverno na regido Sul do Brasil sdo muito variaveis
de ano para ano e dentro do mesmo ano, com ocorréncia frequente de flutuagdes de
temperatura. O desenvolvimento da cultura da pereira na Regido Sul do Brasil tem
sido limitado devido a irregularidade na produgdo e a baixa produtividade dos
pomares. Os principais problemas limitantes ao desenvolvimento da cultura sio: a
indefinicdo de porta-enxertos, as baixas taxas de diferenciacao floral, os elevados
indices de abortamento de gemas florais (variavel de acordo com a cultivar, o local e
0 ano) e a baixa porcentagem de frutificacéo efetiva (NAKASU et al., 1995).

O fenbmeno do abortamento de gemas florais em pereira tem ocorrido no
Brasil (MARODIN, 1998) e em diversos paises como Espanha (MONTESINOS e
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VILARDELL, 1991; 1996), Italia (SELLI et al., 1985) e Nova Zelandia (KINGSTON et
al., 1990; KLINAC e GEDDES, 1995). No Brasil, o abortamento floral ja € observado
desde o ano de 1968, nas regides de Pelotas (RS), Videira e Fraiburgo (SC),
principalmente em cultivares de origem asiatica. A insatisfacdo do requerimento em
frio e 0 abortamento sao os principais fatores limitantes para producao de cultivares
de pereira com maior qualidade e interesse comercial (HERTER et al., 2002).

O abortamento de gemas florais em pereira japonesa ocorre praticamente em
todos os pomares, com maior ou menor intensidade, dependendo da cultivar, local e
ano. Diversos trabalhos ja foram desenvolvidos procurando quantificar a intensidade
deste disturbio e as suas possiveis causas (MOONEY et al., 1992; MARODIN, 1998;
ARRUDA e CAMELATO, 1999; PETRI e HERTER, 2002; MARTINS et al., 2000).

A satisfagdo do requerimento em frio durante o inverno é fundamental para
garantir o desenvolvimento normal das gemas florais das plantas frutiferas de clima
temperado. O abortamento de gemas florais € uma desordem fisiolégica que se
manifesta em regiodes de inverno pouco rigoroso, estando assim, diretamente
relacionado com a regido e as condi¢gdes climaticas anuais. Petri et al. (2002)
afirmaram que a falta de frio e a ocorréncia de dias quentes ao longo do inverno
provocam aumento no numero de gemas com necrose, ja que o problema € menor
nas regides mais frias do que nas regides mais quentes. A ocorréncia de flutuagdes
térmicas e a elevacao da temperatura durante o inverno influenciariam diretamente
na atividade respiratéria das gemas, aumentando o consumo local de carboidratos e
a severidade de necrose dos primérdios florais no final do periodo de dorméncia.

O abortamento se manifesta durante a dorméncia e se intensifica proximo a
fase de floragdo, quando ocorre o dessecamento dos primordios das gemas florais.
As gemas afetadas apresentam um desenvolvimento no inicio do inverno, quando
entdo, no periodo que antecede a brotagdo, as gemas secam e se desintegram ao
serem tocadas ou mesmo pela agao do vento (MONTESINOS e VILARDELL, 1996).

Legave et al. (1982) sugeriram que a abscisdo de flores em damasqueiro esta
relacionada com a competicdo por carboidratos e a demanda metabdlica dos tecidos
meristematicos em crescimento, demonstrando que a insatisfagdo do requerimento
em frio induziu a queda das gemas floriferas no periodo que antecede a floragéo.

O objetivo deste trabalho foi caracterizar a época e a intensidade de ocorréncia
de sintomas de necrose em primordios florais de gemas de pereira japonesa cultivar

Housui durante o periodo hibernal.
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2.2MATERIAL E METODOS

As gemas foram coletadas em pereiras japonesas [Pyrus pyrifolia (Burm) Nak.]
cv. ‘Housui’, com 14 anos de idade, pertencentes a colegao instalada na Embrapa
Clima Temperado de Pelotas - RS. A classificagdo climatica da regiao de Pelotas é
do tipo Cfa (segundo Kdppen), subtropical umido com precipitagdo média anual de
1582 mm, temperatura média anual de 18,4°C, umidade relativa média anual de
78% e média de 550 horas de frio (HF) abaixo de 7,2 °C durante o inverno.

A cultivar Housui foi obtida através do cruzamento entre (Kikisui x Yagumo) x
Yagumo e langada em 1972 pelo Instituto Nacional de Ciéncias em Plantas frutiferas
em Tsukuba no Japao (HAUAGGE e CUMMINS, 2000). A ‘Housui’ tem média
exigéncia em frio (720 horas < 7,2° C) e tem tido altos indices de abortamento floral
na regido Sul do Brasil, proximos a 100% na maioria dos anos (FAORO, 2001).

Foram coletadas quinze gemas florais de cinco plantas, sendo cinco gemas de
espordes, cinco gemas terminais e cinco axilares, aleatoriamente, em cada época de
coleta (24/05, 20/06, 19/07, 21/08 e 18/09) no inverno de 2007 (Figura 4.1).

——— Temperatura minimas diarias;
Temperaturas maximas diarias.

Temperatura (°C)

i 2007

_2 T T T T T T p ¥ T T T T LI ¥ T T T L |

01/05 01/06 01/07 01/08 01/09 01/10

Figura 2.1 Temperaturas minimas e maximas diarias (°C) durante o inverno.

Embrapa Clima Temperado, Pelotas/RS, 2007.
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Apos coletadas, as gemas foram imediatamente armazenadas em frascos
contendo solugdo de FAA (10% de Formaldeido a 40%, 5% de Acido acético glacial
e 85% de Alcool etilico a 70%) para serem posteriormente avaliadas. A avaliagéo
das gemas foi realizada sob um microscopio estereoscépio ZEIZZ STEMI SV11
(lupa binocular), no Laboratério de Imunologia e Microscopia Eletrénica da Embrapa
Clima Temperado de Pelotas — RS. A dissecagao das gemas florais envolveu a
retirada de escamas, bracteas e primérdios foliares com auxilio de uma pinga para a
observacado dos primoérdios florais. Foram contados o numero total de primérdios
florais € o numero de primérdios com necrose para a determinacdo das
percentagens de gemas sadias, gemas com necrose leve (menos de 50% dos
primordios afetados) e gemas com necrose severa (mais que 50% afetados).

O experimento foi conduzido de acordo com um delineamento experimental
inteiramente casualizado, com cinco repeticbes. O experimento foi conduzido em
esquema fatorial duplo 3x5 com trés (3) niveis do fator severidade da necrose (leve,
severa ou sadia) e cinco (5) niveis do fator data de coleta (24/05, 20/06, 19/07, 21/08

e 18/09). As médias foram comparadas pelo teste Tukey a 5% de probabilidade.

2.3RESULTADOS E DISCUSSAO

Ocorreu diferenca significativa entre épocas de coleta e entre os tipos de
gemas, sendo que, durante as trés primeiras épocas predominaram as gemas

sadias e nas duas ultimas, as gemas com necrose leve e severa (Tabela 4.1).

Tabela 2.1 Resumo da analise de variancia para a variavel percentagem de gemas
sem necrose (GSN), gemas com necrose leve (GNL) e com necrose
severa (GNS). Embrapa Clima Temperado, Pelotas/RS, 2007.

. Quadrado Médio
Fonte de Variagao

PGSN' PGNL' PGNS'
Epoca (E) 3,447** 0,400** 2,483
Tipo de gema (G) 0,117* 0,15* 0,001ns
ExG 0,057ns 0,052ns 0,002ns
Residuo 0,032 0,033 0,039
CV (%) 16,36 84,66 63,66
Média 69,78 10,67 19,56

'dados transformados pela equacao arc.sen (x/100)"%; ns - ndo significativo pelo teste F a 5% de probabilidade

de erro; **, * significativo pelo teste F a 1 e a 5% de probabilidade de erro, respectivamente.
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Nas trés primeiras coletas (24/05, 20/06 e 19/07), efetuadas durante o inverno,
nao foram verificados sintomas de necrose nos primordios da maioria das gemas,
com indices de necrose leve inferiores a 5% de gemas afetadas. Nas duas ultimas
coletas (21/08 e 18/09) no final do inverno, as gemas manifestaram sintomas de
necrose, que se intensificaram gradativamente, atingindo niveis criticos muito
elevados na saida da dorméncia. Enquanto na quarta coleta (21/08), cerca de 30%
das gemas apresentava necrose leve e 15% necrose severa, na ultima avaliagéo
(18/09), os sintomas de necrose atingiam mais de 95% dos primérdios florais, 80%

deles com sintomas de necrose severa (Figura 4.2).
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Médias seguidas de mesma letra mailscula dentro de um mesmo nivel de necrose néo diferem
significativamente entre si pelo teste Tukey a 5% de probabilidade de erro.

Figura 2.2 Epoca e intensidade de ocorréncia de necrose floral em gemas de
pereira cv. ‘Housui’ durante o inverno. Embrapa Clima Temperado,
Pelotas/RS, 2007.

A necrose das gemas se manifestou desde a segunda coleta (20/06), no inicio
do inerno, mas somente se intensificou a partir da quarta coleta (21/08) no periodo
que antecede a floragdo, associada ao aumento na temperatura. De acordo alguns

autores (Klinac e Geddes, 1995; Rakngan et al., 1996; Herter et al., 2002; Do Oh e
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Klinac, 2003), a falta de frio e a ocorréncia de flutuagdes térmicas durante o inverno
se constituem nas principais causas do abortamento de gemas florais em pereira,
devido ao efeito negativo das altas temperaturas na satisfagdo do requerimente em
frio e na atividade metabdlica dos tecidos destas plantas.

Petri et al. (2002) avaliaram o abortamento floral nas cultivares Housui, Kousui
e Nijisseiki no planalto catarinense, em locais com diferentes condigées climaticas:
Cacador (550 HF) com altitude média de 1000 e S&o Joaquim (750 HF) com altitute
média de 1300 m e verificaram a regido de menor altitude apresentou maior
percentagem de gemas abortadas. Honjo et al. (2002) verificaram correlagéo inversa
entre o acumulo em frio hibernal e a taxa de abortamento floral em pereira japonesa.

Dentre os diferentes tipos de gemas, as dos espordes foram as mais afetadas
pela necrose leve em relagcdo as demais. Isto pode ser explicado pelo fato de que,
nestas gemas o processo de diferenciacdo ocorre antes do que nas gemas terminais

e axilares dos ramos, que se desenvolvem mais tardiamente (Figura 4.3).
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Médias seguidas de mesma letra maidscula em um mesmo nivel de necrose nas gemas
nao diferem significativamente entre si pelo teste Tukey a 5% de probabilidade de erro.

Figura 2.3 Percentagem média de gemas sadias, com necrose leve e com severa
em pereiras cv. Housui durante o inverno. Embrapa Clima Temperado,
Pelotas/RS, 2007.
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Marodin et al. (2008) constataram que os sintomas de necrose dos primérdios
florais se manifestam desde o final do outono, mas somente se intensificam no final
da dorméncia de pereiras ‘Packham’s Triumph’, durante a fase de desenvolvimento
das anteras e do pistilo. Estes autores também afirmam que o abortamento floral
esta relacionado com o total de horas de frio acumulado durante a endodorméncia.

A satisfagao do requerimento em frio antecipa a floragao das gemas e aumenta
o numero de flores abertas. Como ocorre formagdo de um grande numero de gemas
florais na cultivar Housui ha intensa competicdo por nutrientes, assimilados e agua.
Na Nova Zelandia, as cultivares Housui e Kousui foram avaliadas apds sofrerem
podas outonais, sendo constatado que a Housui apresentou menores niveis de
abortamento quando podada no inicio do outono. Em geral, a poda de outono, em
detrimento da poda hibernal, pode ser uma pratica usada para reduzir o abortamento
em pomares jovens e aumentar sua produgcdo (MOONEY et al., 1992).

A intensidade e a época de ocorréncia da necrose floral foram influenciadas
pela falta de frio hibernal. A grande percentagem de gemas sadias no inicio do
inverno demonstra que os fatores envolvidos com o abortamento floral estariam
relacionados com as condi¢gdes térmicas ao longo do inverno, ja que a intensidade
do problema é maior nos anos com menor acumulo de frio (HERTER et al., 1994).

Herter et al. (2002) verificaram que, pereiras da cultivar Nijisseiki que sofreram
eliminacdo de 50% das gemas durante o inverno (em maio) apresentaram menor
taxa de abortamento (56%) em relacao as testemunhas que tiveram 74%.

A comparacao feita por Klinac e Guedes (1995) entre o grau de severidade de
necrose floral e a produtividade em pereira, demonstrou que, apenas quando o
abortamento excede 48% das flores abortadas, ocorrem perdas significativas de
produtividade, abaixo deste nivel a produgado de frutos ficaria assegurada. Marodin
(1998) também afirma que é possivel produzir uma carga satisfatéria de frutos desde
que a taxa de abortamento de gemas florais ndo seja superior a 50%.

Embora apresentassem baixos indices de necrose nas trés primeiras coletas,
foi constatada a ocorréncia de um grande numero de gemas com duplicagdo de
inflorescéncias, conforme registros fotograficos efetuado na lupa (Figura 10a, b e d).
A duplicacdo de inflorescéncias teria inicio ainda durante o veréo, durante a fase de
diferenciagao floral. O maior numero de primérdios florais aumentaria a competicao

por nutrientes e assimilados e a incidéncia de abortamento floral. Verissimo et al.
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(2004) verificaram a existéncia de grande numero de gemas de pereiras asiaticas,
apresentando inflorescéncias duplicadas no inicio do inverno no Rio Grande do Sul.
A partir da metade do inverno algumas gemas apresentavam sintomas de
necrose leve (Figura 10 e, f e g), que se intensificaram a partir do més de julho. A
intensificacdo da necrose dos primoérdios florais ocorreu no final do periodo hibernal,
associada ao aumento progressivo da temperatura no inicio da primavera, havendo
um colapso no crescimento das gemas, possivelmente, devido ao esgotamento das

reservas de carboidratos, que conduz a desidratacdo e a necrose severa dos

primoérdios florais das gemas no final da dorméncia (Figura 10 h e i).

Figura 2.4 Primérdios florais de pereira japonesa (Pyrus pyrifolia Nakai) cv. Housui
sadios (a, b, c e d), com necrose leve (e, f e g) e severa (h e i) durante o

inverno. Embrapa Clima Temperado, Pelotas/RS, 2007.

De acordo com nossos resultados, a manifestacdo dos sintomas de necrose
floral seria consequéncia da falta de frio durante o inverno e a intensificagdo destes

sintomas ocorreria a partir da metade do inverno com os aumentos de temperatura.
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A insuficiéncia em frio durante o inverno seria uma das principais causas do
abortamento floral em pereira japonesa, principalmente, devido ao efeito negativo
das altas temperaturas sobre a dorméncia. O abortamento mostrou relagdo com a
quantidade de frio, jd que, ramos submetidos ao frio no periodo de dorméncia
obtiveram reduzida percentagem de abortamento (PETRI e HERTER, 2002).
Armas-Reyes et al. (2006) afirmaram que as elevadas taxas de abortamento de
gemas florais em damasqueiro s&o ocasionadas pelas altas temperaturas durante o
inverno, as quais reduziriam a diferenciacdo e o desenvolvimento das anteras,
resultando em anormalidades no desenvolvimento das gemas no periodo de pré-

antese, com flores contendo ovarios pequenos, pistilos deformados ou sésseis.

2.4CONCLUSOES

Durante a primeira metade do inverno, a maior parte das gemas n&o apresenta
sintomas de necrose, entretanto, a partir desse periodo, os sintomas de necrose se
tornam gradativamente mais intensos, até atingirem praticamente todas as gemas
no final do inverno. A falta de frio, associada a oscilagdo térmica durante o inverno
podem ser as principais causas do abortamento floral em pereira japonesa, devido
ao efeito negativo das altas temperaturas na mobilizagéo de reservas e na absorgéo

de agua e carboidratos das gemas florais em fase de desenvolvimento.



3. UMIDADE PONDERAL EM TECIDOS DE PEREIRAS (Pyrus sp.) ‘KIEFFER’ E
‘HOUSUI' DURANTE O INVERNO
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3.1INTRODUCAO

A agua constitui aproximadamente 50% da massa fresca dos tecidos das
plantas lenhosas, desempenhando importantes papéis na sua fisiologia, gracas as
suas propriedades fisico-quimicas. A agua € o principal solvente organico das mais
diversas reagdes bioquimicas e possui uma série de caracteristicas que a tornam
fundamental para o desenvolvimento das plantas. Além de servir como principal
meio de difusdo de solutos, a dgua é uma substéncia de alta capacidade calorifera,
funcionando como regulador térmico em diversas reacdes. Devido a sua natureza
polar, as moléculas de agua sao fortemente atraidas umas pelas outras pelas pontes
de hidrogénio, resultando numa for¢a de coesao que permite a formagao de colunas
de agua dentro dos vasos do xilema, fundamental para transporte da seiva desde as
raizes até as folhas sob tenséo (TAIZ e ZEIGER, 2006).

O conhecimento da dindmica da agua nos tecidos das plantas frutiferas de
clima temperado € muito importante para a compreensdo dos processos de
mobilizacdo de reservas e de ativacdo do metabolismo enzimatico durante a
dorméncia e na fase de indugao a brotagdo. A dindmica da agua nos tecidos esta
relacionada a dinamica dos acucares soluveis, embora ocorra também a sua
movimentagdo passiva a pequenas distancias, por meio de difusdo simples ou
facilitada por proteinas de transporte da membrana (BUCKHOUT e TUBBE, 1996).

No inicio do inverno, as gemas apresentam um processo de desidratacao,
devido a migracado da agua para os seus tecidos adjacentes, como uma forma de
protecao contra ao resfriamento, ou seja, como um mecanismo de tolerancia ao frio.
Ao contrario, apds a superagao da dorméncia, ocorreria um deslocamento da agua
dos ramos adjacentes em diregdo aos primérdios das gemas, trazendo consigo os
agucares soluveis originados da mobilizagao de reservas (CARVALHO, 2001).

A agua também poderia ser encontrada agregada a macromoléculas de
natureza protéica durante a dorméncia, sendo gradualmente liberada durante o
periodo dormente e rapidamente liberada na fase de indugdo a brotagcdo, quando
cerca de dois tercos dela € liberada e se encontra no estado livre, ocorrendo um
substancial aumento no tamanho das gemas, mesmo sem sinal visivel de brotag&o
(FAUST et al., 1991; LIU et al., 1993; FAUST et al., 1995; EREZ et al., 1998).

O deslocamento da agua traz consequéncias fisioldgicas importantes, pois

junto com a agua, também podem ser transportados solutos, como a sacarose,
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sintetizada nas células do parénquima dos ramos e/ou das raizes em direcao as
gemas e seus tecidos adjacentes, aumentando a formacgao de reservas de amido
nestes tecidos. Como o floema ndo & considerado funcional durante o inverno,
sugere-se que a via xilematica seja a principal via de transporte da agua e solutos,
principalmente dos acucares soluveis, que suplante a demanda metabdlica das
gemas durante a fase de brotacdo (LOESCHER et al., 1990).

A continuidade hidraulica entre os feixes vasculares do xilema e os primordios
das gemas é fundamental para garantir o suprimento de agua e nutrientes na fase
que antecede o florescimento. A diferenciacdo dos elementos de condug¢ao do
xilema é essencial para garantir o desenvolvimento das gemas na fase de brotacao.
A estruturacédo e o desenvolvimento da conexdo vascular entre vasos e primordios
florais s6 ocorre quando as condi¢cbes intrinsecas e extrinsecas a planta sao
apropriadas. Bartolini e Giorginelli (1994) demonstraram que, durante a dorméncia,
os elementos condutores do xilema nao estdo completamente diferenciados e a
conexdo entre os primordios das gemas e os feixes vasculares do ramo se da
unicamente através das células do pro-cambio. Somente na fase que antecede a
brotagdo, o cambio vascular produz o xilema secundario, com o surgimento de
novas células funcionais, que estabelecem a conexao entre vasos e primérdios.

Améglio et al. (2001) constataram que o efeito das baixas temperaturas no
aumento dos acgucares soluveis poderia explicar os altos valores do potencial
osmotico da seiva do xilema durante o inverno. Os agucares soluveis chegam a
responder por 60% de potencial hidrico da seiva, direcionando osmoticamente a
agua presente nas fibras e nas células do parénquima para dentro dos vasos
xilematicos. A ocorréncia de temperaturas altas durante o inverno poderia provocar o
mecanismo de reabsorg¢ao (influxo) de agucares soluveis da seiva do xilema para as
células do parénquima, resultando num ciclo futil ou indtil entre efluxo e influxo.

O objetivo deste trabalho foi estudar a dinamica da agua (umidade ponderal)

em tecidos de duas cultivares de pereira durante o periodo hibernal.

3.2MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido na Embrapa Clima Temperado de Pelotas - R.S.,

onde a altitude média é de 224 m e as coordenadas geograficas sdo de 52°21’
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Oeste e 31°52" Sul. A classificagao climatica da regidao de Pelotas é do tipo ‘Cfa’
(segundo Koppen), clima subtropical umido, com precipitagdo média anual de 1582
mm, temperatura média anual de 18,4°C, umidade relativa média anual de 78% e
média de 550 horas de frio (HF) abaixo de 7,2 °C durante o inverno.

O experimento foi conduzido em 2005, com duas cultivares de pereira: Kieffer e
Housui, pertencentes a colegao instalada na Embrapa Clima Temperado. Os tecidos
vegetais analisados consistiram em amostras do lenho (xilema), casca e gemas.
Foram avaliadas quatro por¢cées de ramos (terminal, mediana e basal do ramo e
espordes) em cinco datas (01/07, 03/08, 06/09, 23/09 e 13/10) (Figura 3.1).
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Figura 3.1 Temperaturas minimas e maximas diarias (°C) e precipitagao
pluviométrica acumulada (mm) durante o inverno de 2005. Embrapa
Clima Temperado, Pelotas/RS, 2005.

A cultivar Housui foi obtida através do cruzamento entre (Kikisui x Yagumo) x
Yagumo e langada em 1972 pelo Instituto Nacional de Ciéncias em Plantas frutiferas
em Tsukuba no Japéo. A cultivar Kiefer foi criada no ano de 1873 na Pensilvania por
Peter Kieffer, originada do cruzamento entre P. pyrifolia e a cultivar Bartlett e € muito
utilizada para a industria nos Estados Unidos (HAUAGGE e CUMMINS, 2000).
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A cultivar Housui apresenta média exigéncia em frio (720 horas < 7,2° C) e tem
altos indices de abortamento floral na regidao Sul do Brasil, proximos a 100% na
maioria dos anos. A cultivar Kieffer tem necessidade em frio de aproximadamente
300 horas de frio e apresenta baixos indices de abortamento floral (FAORO, 2001).

A determinacédo da umidade ponderal foi efetuada no Laboratério de Fisiologia
Vegetal da Embrapa Clima Temperado, apés secagem das amostras estufa a 70°C
por 72 h, sob ventilacdo forcada, de acordo com a formula: UP = MF-MS/MS, onde
UP = umidade ponderal, MF = massa fresca e MS = massa seca. O delineamento
experimental foi inteiramente casualizado, sendo a unidade experimental constituida
por uma planta. O experimento foi conduzido em esquema fatorial triplo 3x4x5 em
parcelas subdivididas, com trés repeticdes por tratamento. Os fatores experimentais
foram os tecidos (3 niveis), as por¢des do ramo (4 niveis) e as datas de coleta (5

niveis). As médias foram comparadas pelo teste Tukey a 5% de probabilidade.

3.3RESULTADOS E DISCUSSAO

Ocorreu interacao significativa entre os fatores tecido, época de coleta e porgéo

do ramo para os valores da umidade ponderal (Tabela 3.1).

Tabela 3.1 Resumo da analise de variancia para a umidade ponderal em tecidos de
pereiras nas cultivares Housui e Kieffer durante o inverno. Embrapa
Clima Temperado, Pelotas/RS, 2005.

QM
Fonte de Variacédo GL

Housui Kieffer
Tecido (T) 2 10,258** 13,136**
Porgéo do ramo (P) 3 0,039 0,184**
Epoca (E) 4 0,047+ 0,364
TxP 6 0,267** 0,187*
TxE 8 0,121* 0,284**
PxE 12 0,070* 0,037*
TxPxE 24 0,025* 0,024*

Residuo 240 0,014 0,013

CV (%) 9,85 10,03

Média Geral 1,21 1,15

*

, ** significativo pelo teste F a 5 e 1% de probabilidade de erro, respectivamente.
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A umidade ponderal apresentou pequenas variagdes nos tecidos da casca e do
lenho das cultivares Kieffer e Housui durante o inverno. Os tecidos da casca
apresentaram os maiores conteudos de agua em relagéo aos tecidos do lenho e das
gemas nas diferentes cultivares e por¢des de ramos avaliados durante a dorméncia.

Na cultivar Kieffer, a umidade ponderal foi superior nas gemas das porgdes
terminais e nos espordes, com consideravel aumento na umidade ponderal em todas

as por¢des na fase que antecede a brotagao apos a coleta de 23/09 (Tabela 3.2).

Tabela 3.2 Umidade ponderal em tecidos de pereira cultivar Kieffer em diferentes

porcdes de ramo. Embrapa Clima Temperado, Pelotas/RS, 2005.

~ Data de avaliagdo
Porcao dos ramos

01/07/05 03/08/05 06/09/05 23/09/05 13/10/05
Tecidos da gema
Terminal 1,08A 0,92AB 0,91A 0,82AB 1,23A
Mediana 0,75B 0,74B 0,61B 0,64C 1,03A
Basal 0,79B 0,81B 0,73B 0,72BC 1,29A
Esporéo 0,90AB 1,05A 0,92A 0,84A 1,21A
Tecidos da casca
Terminal 1,63A 1,43A 1,85A 1,72A 1,79A
Mediana 1,49AB 1,54A 1,71B 1,56A 1,72A
Basal 1,32B 1,41A 1,48C 1,56A 1,64A
Esporéo 1,45AB 1,45A 1,50C 1,54A 1,63A
Tecidos do lenho
Terminal 0,80B 1,01A 1,28A 1,02A 0,90AB
Mediana 1,00A 0,91A 1,13AB 0,95A 0,99B
Basal 1,02A 1,02A 1,06B 1,02A 1,03A
Esporéo 0,88AB 0,98A 1,08AB 0,94A 0,88B

Médias seguidas de letras maiusculas iguais dentro da coluna, ndo diferem significativamente pelo

teste Tukey a 5% de probabilidade de erro.

A umidade ponderal manteve-se relativamente constante nas gemas até a
quarta coleta (23/09), quando, na ultima coleta (13/10), ocorreu um rapido aumento
no conteudo de agua em todas as por¢des do ramo e também nos espordes. De
forma geral, o conteudo de agua no lenho aumenta até a terceira coleta (03/08) e
apresentou redugdes nas duas ultimas coletas (23/09 e 13/10). Estas redugbes na
umidade ponderal do lenho podem ter ocorrido em funcdo da migracdo da agua,

juntamente com agucares soluveis, para induzir a brotagdo das gemas (Figura 3.2).
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Figura 3.2 Umidade ponderal em tecidos de pereira cultivar Kieffer durante a

dorméncia. Embrapa Clima Temperado, Pelotas/RS, 2005.

O consideravel aumento na umidade ponderal das gemas da cultivar Kieffer no
periodo final de dorméncia sugere que o estado de hidratacdo da gema teria forte
relacdo com sua capacidade de brotagdo. Cottignies (1990) apés medir o potencial
hidrico e osmoético das gemas terminais de freixo (Fraxinus excelsior L.) no final da
dorméncia, verificou que o aumento no potencial hidrico, uma semana antes da
brotacado, possibilitou a reativagdo do metabolismo e induziu a brotagcdo das gemas .

O aumento no conteudo de agua que ocorre nas gemas na fase que antecede
a brotagao, estaria relacionado ao processo de retomada de crescimento no inicio
da primavera. Essiamah e Eschrich (1986) atribuem o aumento na massa fresca das
gemas no inicio da primavera ao aumento na importagdo e no influxo de agua e
solutos que ocorre apds a superagao da endodorméncia, na fase que antecede a

brotacao, ocorrendo a reidratagao e ativagcido do metabolismo das gemas.
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Quanto as diferentes porgbes de ramo avaliadas na cultivar Housui, nota-se
que as gemas terminais e os espordes sao os que contém maior conteudo relativo
de agua (umidade ponderal) e os tecidos do lenho do esporao, os que apresentaram

menor conteudo de agua em relagao as demais por¢des do ramo (Tabela 3.3).

Tabela 3.3 Umidade ponderal em tecidos de pereira cultivar ‘Housui’ em diferentes

porcoes de ramo. Embrapa Clima Temperado, Pelotas/RS, 2005.

Data de avaliagao

Porcéo dos ramos

01/07/05 03/08/05 06/09/05 23/09/05 13/10/05
Tecidos da gema
Terminal 1,15B 1,30A 1,20AB 1,21A 1,06 AB
Mediana 1,27AB 1,11A 1,06B 0,86B 0,91B
Basal 1,40A 1,02B 0,88B 0,91B 0,96AB
Esporao 1,29AB 1,23A 1,35A 1,27A 1,10A
Tecidos da casca
Terminal 1,46A 1,62A 1,53A 1,67A 1,73A
Mediana 1,46A 1,51A 1,68A 1,52A 1,55B
Basal 1,58A 1,58A 1,59A 1,54A 1,63AB
Esporao 1,46A 1,43A 1,66A 1,62A 1,56B
Tecidos do lenho
Terminal 1,03A 0,94A 0,90A 0,99A 0,93B
Mediana 1,03A 1,03A 1,03A 1,03A 1,08A
Basal 1,07A 0,89AB 0,96A 1,02A 1,02AB
Esporao 0,77B 0,75B 0,91A 0,82B 0,75C

Médias seguidas de letras maiusculas iguais dentro da coluna, ndo diferem significativamente pelo

teste Tukey a 5% de probabilidade de erro.

A reidratagcdo das gemas envolve a geragcao de um potencial de pressao no
ramo, ocasionado pelo efluxo de acgucares soluveis das células parenquimaticas,
que vai atrair osmoticamente a agua para dentro dos vasos do xilema durante o
processo de mobilizagdo de reservas. Segundo Leite (2004), a reidratacdo das
gemas ocorre, em geral, um més antes da brotagdo, associado com a mobilizagao
do amido e ao deslocamento da agua junto com os agucares soluveis. A aceleragéo
do crescimento das gemas se manifesta apds a superagéo da endodorméncia, pela
reducdo e estabilizacdo dos valores do tempo médio de brotagdo realizado pelo

‘teste de estacas de nos isolados’, com aumento no conteudo de agua nas gemas.
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Na cultivar Housui, verificou-se que a umidade ponderal das gemas manteve-

se constante até a terceira coleta (06/09) e sofreu reducgdes significativas nas ultimas

duas coletas em todas as porgdes dos ramos. As gemas da base dos ramos sofrem

significativas redugbes na umidade ponderal nas duas primeiras coletas (01/07 e

03/08). Nas porgdes terminal, mediana e espordes, as redug¢des no conteudo de

agua ocorrem somente a partir da terceira coleta (06/09) (Figura 3.3).
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diferem significativamente pelo teste Tukey a 5% de probabilidade de erro.

Figura 3.3 Umidade ponderal em tecidos de pereira cultivar Housui durante a

dorméncia. Embrapa Clima Temperado, Pelotas/RS, 2005.

A reducao na umidade ponderal das gemas na fase que antecede a brotacao

estaria associada com a desidratagdo das gemas e teria sido ocasionada pela

insuficiéncia em frio hibernal, conduzindo a necrose no periodo final da dorméncia.

Possivelmente, a competicdo por nutrientes e assimilados entre as gemas € maior

na cultivar Housui do que na ‘Kieffer’, que tem menor formacao de gemas floriferas.
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A menor quantidade de agua observada na cultivar Housui pode ser
consequéncia do menor teor de agucares soluveis nas gemas das plantas que se
desenvolvem em condigdes de insuficiéncia em frio, visto que, o transporte de agua
dependeria da mobilizagdo dos carboidratos nos tecidos fonte (lenho). Assim, o
menor teor de agucares soluveis no lenho verificado nas plantas com baixo acumulo
em frio, impediria 0 movimento passivo da agua para dentro dos vasos xilematicos e,
consequentemente, a rehiodratagdo das gemas, provocando a necrose floral.

As condicdes climaticas no outono e inverno s&o muito variaveis na regiao Sul
do Brasil, com grandes oscilagbes de temperatura durante o inverno. A intensidade
de incidéncia do abortamento floral estaria relacionada com a insuficiéncia em frio,
associada a ocorréncia de flutuagdes térmicas durante a dorméncia. As altas
temperaturas aumentariam a atividade respiratéria das gemas, aumentando a
demanda energética e o consumo de agucares soluveis para a manutengdo do

metabolismo dos tecidos meristematicos (HERTER et al., 1994).

3.4CONCLUSOES

O aumento no conteudo de agua nas gemas da cultivar ‘Kieffer’ no final da
dorméncia estaria relacionado com a mobilizacdo de reservas para a retomada do
crescimento das gemas, apos a satisfagcdo do requerimento em frio durante a
endodorméncia. Por outro lado, a insatisfagcdo do requerimento em frio hibernal
refletiu na desidratagdo das gemas das plantas da cultivar ‘Housui’, conduzindo ao
esgotamento das reservas de carboidratos nestes tecidos que culminaram com o

alto grau de severidade de necrose floral no final da dorméncia.
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4. METABOLISMO DE CARBOIDRATOS EM TECIDOS DE PEREIRA JAPONESA
SUBMETIDOS A FLUTUACAO TERMICA DURANTE O INVERNO
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4.1INTRODUCAO

A superacdo da dorméncia das plantas lenhosas € um processo complexo
que envolve mudangas metabdlicas nos tecidos meristematicos, onde interagem
fatores como a regulagdo hormonal e a disponibilidade de agua, nutrientes e
carboidratos. Diferentes fatores exercem influéncia na superagcdao da dorméncia,
porém, os mais eficazes sdo as baixas temperaturas, o estresse hidrico e os
reguladores de crescimento, como as giberelinas (CRABBE e BARNOLA, 1996).

O amido é o carboidrato de reserva mais abundante das plantas lenhosas de
clima temperado, sendo sintetizado nos cloroplastos durante a fotossintese ou nos
amiloplastos de 6rgaos nao-fotossintetizantes de reserva, como tecidos lenhosos da
parte aérea e raizes. A degradagédo do amido é responsavel pela geragao de glicose
que mantém um gradiente de concentragcao que favorece o aumento da sintese de
sacarose como forma de protecéo ao frio (PREISS e SIVAK, 1996).

A mobilizagdo dos carboidratos nos 6rgaos lenhosos das plantas frutiferas de
clima temperado esta diretamente ligada aos eventos climaticos, sobretudo a
temperatura, tendo grande importancia nos estudos sobre adaptagdo. As baixas
temperaturas provocam efeitos como alteragdes no estado fisico das membranas e
na atividade enzimatica, influenciando, consequentemente, o balango metabdlico da
planta (FAUST, 1989). Alguns autores verificaram variagbes no conteudo de
carboidratos em tecidos de macieira (CARVALHO e ZANETTE, 2004), pessegueiro
(LEITE et al., 2004; BONHOMME et al., 2005) e pereira (RODRIGUES et al., 2006).

A mobilizacdo do amido visa aumentar a quantidade de agucares soluveis
potencialmente utilizaveis para o metabolismo celular (BECK e ZIEGLER, 1989).
Yoshioka et al. (1988) relacionaram a mobilizagdo do amido em ramos de macieira a
um mecanismo de tolerancia ao frio, que ocorre na transigdo do outono/inverno.
Estes autores observaram que, durante o inverno, o amido € degradado pelas
amilases e metabolisado em sacarose pelas enzimas sacarose-fosfato sintase e/ou
sacarose sintase, em resposta a diminuicdo da temperatura do ar. A sacarose
produzida seria transportada dos ramos até os tecidos das gemas, onde seria
hidrolisada em glicose e frutose, servindo como fonte de energia e também na
biossintese de precursores carbdnicos na fase de indugéo a brotagdo das gemas.

Durante o inverno, as reservas amilaceas sao parcialmente convertidas em

acgucares soluveis nos tecidos de reserva e, macicamente utilizadas na primavera
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para sustentar a brotacdo das gemas (LACOINTE et al., 1993). Em plantas frutiferas
pertencentes a familia Rosaceae, incluindo géneros economicamente importantes
como Malus (macieira), Pyrus (pereira) e Prunus (pessegueiro, cerejeira e
ameixeira), o sorbitol predomina como principal agucar de translocagado na seiva do
floema (60-90%) durante o verdao (LOESCHER et al., 1990). Porém, mesmo nesta
familia, ha circulacdo de glicose e sacarose na seiva do xilema durante o inverno.
Em nogueira, a sacarose € a principal forma de agucar soluvel circulante na seiva do
xilema durante o inverno (AMEGLIO e CRUZIAT, 1992).

A enzima sacarose-6-fosfato sintase (SPS) participa da conversdao de UDP-
glicose mais frutose em sacarose-6-P e desempenha papel preponderante na
mobilizagdo de reservas glicidicas nos tecidos vegetais. O aumento da atividade da
enzima indica a capacidade dos tecidos em sintetizarem sacarose durante o inverno.
Uma estreita ligagcao foi observada entre a sintese de sacarose e a atividade da
SPS, tanto em tecidos fotossintéticos, quanto em tecidos nao fotossintéticos
(HUBBARD et al.,, 1991). A expressao e a atividade da SPS sdo estimuladas pela
glicose e inibidas pela sacarose (HESSE et al., 1995).

Schrader e Sauter (2002) verificaram que, a atividade da sacarose-fosfato
sintase (SPS) nas células do parénquima do xilema das plantas frutiferas de clima
temperado apresenta aumento no final do outono, maxima atividade no inverno,
durante a conversdo do amido em acucares soluveis e declinio no inicio da
primavera, quando ocorre a ressintese do amido. Em ramos de Populus, Salix, Acer
e Fagus condicionados a 0°C e 10°C durante a dorméncia, a atividade da SPS foi
superior naqueles que foram submetidos a temperatura menor.

A invertase acida da parede (IAP) esta associada a absorgao de agucares e
sua atividade condiciona a forca de tecido ‘dreno’. Localizada mais especificamente
na parede celular, ela participa do fluxo de agucares soluveis, associada a co-
transportadores H*-hexoses (BONNEMAIN e FROMARD, 1987). Ao hidrolisar a
sacarose em nivel apoplastico, a IAP facilita o carregamento dos 6rgéos ou tecidos
drenos com frutose e glicose. A expressao da IAP é induzida pela sacarose ou pelo
estresse como aquele causado pelo frio ou por injurias mecénicas. A IAP hidrolisa a
sacarose em (glicose e frutose, aumentando o gradiente de concentragdo de
sacarose no sentido do descarregamento do apoplasto em direcdo aos tecidos
drenos. As hexoses liberadas atuam coordenadamente com os co-transportadores

H*-hexoses das células de transferéncia do xilema, através de um eficiente sistema
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de cooperacdo, que resulta num mecanismo regulatério capaz de atrair sacarose
aos tecidos-fonte (EHNESS e ROITSCH, 1997; GODT e ROITSCH, 1997).

Maurel et al. (2004a) verificaram um aumento na atividade da IAP em tecidos
meristematicos de gemas de pessegueiro pouco antes da brotagao e afirmaram que,
a sacarose seria hidrolisada no apoplasto antes de ser absorvida pelos tecidos. A
reacao de hidrolise da sacarose, catalisada pela IAP, produz glicose e frutose no
apoplasto. As hexoses entrariam nas células através de transporte ativo associadas
aos co-transportadores H*-hexoses, favorecendo a importacdo de mais sacarose.
Eschrich (1989) evidenciou a presenga da enzima IAP em varios tecidos de muitas
especies vegetais. Trata-se de uma invertase acida, com pH 6timo em torno de 4,6,
sendo totalmente inativada em pH préximo a 6,5. Este autor sugere que a sacarose
descarregada no apoplasto seria convertida em glicose e frutose pela IAP, gerando
um gradiente de potencial entre fonte e dreno, favoravel a importagao de sacarose.

O objetivo da realizagdao deste trabalho foi comparar as concentragdes de
carboidratos e a atividade das enzimas SPS e IAP em tecidos de pereira japonesa

cv. Housui, submetidos a flutuagao térmica durante o periodo de dorméncia.

4.2MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido na Embrapa Clima Temperado de Pelotas - R.S.,
onde a altitude média é de 224 m e as coordenadas geograficas sdo de 52°21’
Oeste e 31°52" Sul. A classificagdo climatica da regido de Pelotas € do tipo Cfa
(segundo Koppen), subtropical umido com precipitagdo média anual de 1582 mm,
temperatura média anual de 18,4°C e umidade relativa média anual de 78%.

O material experimental consistiu em ramos de pereira japonesa cultivar
‘Housui’ [Pyrus pyrifolia (Burm) Nak.], coletados em plantas com 14 anos de idade,
pertencentes a colecao instalada na Embrapa Clima Temperado de Pelotas — R.S..
Os ramos foram coletados em 23 de maio de 2007 e, em seguida, enxertados sobre
porta-enxertos de Pyrus calleriana. Os ramos enxertados permaneceram em telado
até o inicio dos tratamentos térmicos no dia 06 de junho de 2007.

A cultivar Housui foi obtida através do cruzamento entre (Kikisui x Yagumo) x

‘Yagumo’ e lancada em 1972 pelo Instituto Nacional de Ciéncias em Plantas
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frutiferas em Tsukuba no Japao (HAUAGGE e CUMMINS, 2000). A planta tem
exigéncia média de 720 horas de frio abaixo de 7,2° C e tem apresentado altos
indices de abortamento floral, proximos a 100%, na maioria dos anos na regido Sul
do Brasil (FAORO, 2001).

No inicio do inverno de 2007, os ramos enxertados foram submetidos aos
seguintes tratamentos térmicos: T1) Condi¢gbées naturais (CPACT - Embrapa Clima
Temperado); T2) Frio continuo: 800 horas em cémara de refrigeragcdo sob
temperatura de 5°C; T3) Alternancia de temperatura: 300 h em camara fria a 5°C +
200h em camara de crescimento a 15°C + 300 h em camara fria a 5°C; T4) Privagao

total de frio: 800h em camara de crescimento a 15°C (Figura 2.1).
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Figura 4.1 Tratamentos térmicos utilizados nos ramos de pereira cultivar Housui

durante o inverno. Embrapa Clima Temperado, Pelotas/RS, 2007.

Apoés o término dos tratamentos, os ramos foram transferidos para a casa de
vegetacdo sob condi¢cbes favoraveis de temperatura e fotoperiodo. Os tecidos
coletados consistiram em amostras de lenho e gemas, que foram coletados trés dias

apos o término dos tratamentos térmicos, na fase de indugdo a brotagdo. Apds a
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coleta e separacao dos tecidos, as amostras foram colocadas em tubos criogénicos,
submersas em nitrogénio liquido (N2) e armazenadas em ultrafreezer (-70°C).

Foram utilizados 200 mg de massa seca (MS) para a determinagdo dos
carboidratos. As amostras foram colocadas em tubos de centrifuga, adicionando-se
5 mL de etanol a 80%, agitando-se em agitador magnético e incubando-se em
banho-maria a 85°C durante 5 minutos. Apds, procedeu-se a centrifugagao a 6.000
rpom por 10 minutos, coletando-se o sobrenadante em baldo volumétrico de 50 mL. O
precipitado foi novamente ressuspenso em 5 mL de etanol a 80% e centrifugado
novamente, coletando-se o sobrenadante e completando-se para 50 mL em balao.

Foram utilizadas aliquotas de 200 pL deste sobrenadante para a quantificagcao
dos acgucares soluveis totais (AST) pelo método de antrona (DISCHE, 1962). As
leituras de absorbancia foram efetuadas a 620 nm e os resultados foram expressos
em mg g' MS. A quantificacdo dos aclcares redutores (AR) foi realizada com
aliquotas de 750 pL do sobrenadante, pelo método do acido dinitrosalicilico (DNS)
(MILLER, 1959). As leituras das densidades opticas foram efetuadas a 540 nm e os
resultados foram expressos em mg g™ MS.

O precipitado foi utilizado na determinagdo do amido a partir da metodologia
desenvolvida por McCready et al. (1950). Nos tubos de centrifuga, o ‘pellet’ seco,
com aproximadamente 200 mg, foi ressuspenso em 3,33 mL de acido perclorico
30% (HCIO4 30%) e agitado regularmente por 30 minutos em vortex. Em seguida
adicionou-se 6,66 mL de agua destilada e procedeu-se a centrifugacédo a 6.000 rpm
por 10 minutos. Coletou-se o sobrenadante em baldo volumétrico de 50 mL.
Repetiu-se o mesmo procedimento outra vez, coletando-se os dois sobrenadantes
no mesmo baldo e completando-se o seu volume para 50 mL com agua deionizada.

A determinacdo do amido foi realizada através da reagdo com antrona,
utilizando-se 200 puL do sobrenadante anterior e completando o volume para 1 mL
com agua destilada. Em seguida, adicionou-se 2 mL de solug&o de antrona e H,SOy,
mantendo os tubos de ensaio em banho de gelo. Apds esta etapa, os tubos foram
fervidos por 3 minutos a 100°C e, entdo, resfriados em banho de gelo (DISCHE,
1962). As leituras de absorbancia foram realizadas a 620 nm e os resultados foram
expressos em mg g~ MS.

A extragdo das enzimas foi efetuada a partir da maceragédo de 150 mg de
tecido fresco em nitrogénio liquido (N2) com auxilio de grau e pistilo, dentro de uma

bandeja contendo agua e gelo (4°C). Ao pulverizado resultante da maceragao foram
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adicionados 1200 uL de tampao HEPES 50 mM pH 7.0, contendo DTT 10 mM,
MgCl, 5 mM e EDTA 1 mM dentro de tubos eppendorf. Apds serem bem misturadas,
as amostras foram centrifugadas a 13.000 rpm (18.890 g) por 15 min a 4°C em
microcentrifuga refrigerada e o sobrenadante foi recuperado para a determinacéo da
atividade da sacarose-fosfato sintase (SPS).

A extracdo da invertase acida da parede celular (IAP) foi efetuada através de
didlise acida do precipitado resultante da extragdo das enzimas soluveis (SPS). O
precipitado foi previamente lavado duas vezes com 800 uL de tampao de extracio e
novamente centrifugado a 13.000 rpm () durante 5 min. Este precipitado foi entdo
ressuspenso em 500 yL de tampao invertase, pH 5,0 + NaCl 1 M (dialise acida) em
tubos ‘eppendorf, permanecendo por 18-24 horas a 4°C na geladeira. Apos, os
tubos foram centrifugados a 13.000 rpm (18.890 g), a 4°C por 15 min e recuperou-se
a aliquota do sobrenadante para a determinacao da invertase acida da parede (IAP).

A atividade da IAP (EC 3.2.1.26) foi determinada segundo as metodologias de
Roitsch et al. (1995) e Yamaki e Ishikawa (1986). O meio de incubag&o foi composto
por 70 mM de KyHPO, e 40 mM citrato pH 5.0 e 50 mM de sacarose. As
testemunhas foram fervidas por 5 min a 100°C. A reagao enzimatica se desenvolveu
durante 30 min a 30 °C e paralisada por fervura a 100°C durante 5 min. A leitura da
absorbancia foi efetuada a 520 nm e a atividade da enzima expressa em nmol de
glicose por minuto por grama de massa fresca (nmol min™ g MF) (NELSON, 1944).

A atividade da SPS (EC 2.4.1.14) foi determinada segundo as metodologias de
Schrader e Sauter (2002) e Hauch e Magel (1998). A atividade da enzima foi
determinada em condi¢des nao limitantes de substrato, em um meio de incubagéo
100 mM Hepes/NaOH pH 7.5 contendo 25 mM MgCl,, 25 mM de glicose-6-fosfato
(G6P), 5 mM de frutose-6-fosfato (F6P) e 20 mM de uridina difosfato glicose (UDP-
glicose). A Uridina difosfato (UDP) é o produto formado durante a sintese de
sacarose, sendo mensurada indiretamente pelo NADH consumido através da reagao
multi-enzimatica catalisada pelo complexo piruvato cinase/lactato desidrogenase
(450U PK/450U LDH), utilizando-se 100 mM Tris/HCI pH 7.5, 10 mM MgCl,, 0.8 mM
de fosfoenol piruvato (PEP) e 0.3 mM de nicotinamida adenina dinucleotideo
(NADH) na forma reduzida. O extrato enzimatico utilizado nas amostras testemunhas
foi previamente fervido a 100°C por 4 minutos para a desnaturacao das enzimas. A
reacdo enzimatica se desenvolveu durante 40 min a 30 °C, sendo paralizada por

fervura a 100 °C por 4 min. A leitura da absorbancia do NADH foi efetuada a 340 nm
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em cubeta de quartzo e a atividade da enzima foi expressa em nmol de NADH
consumido por minuto por grama de massa fresca (nmol NADH min™ g™ MF).

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado, com trés
repeticbes, em esquema fatorial duplo 2x4, com dois niveis do fator tecido (gema e

lenho) e quatro niveis do fator condi¢cao térmica (tratamentos T1, T2, T3 e T4).

4.3RESULTADOS E DISCUSSAO

Ocorreu interacao significativa entre os fatores: tecido e condi¢ao térmica, para
as concentragdes de agucares soluveis totais (AST), agucares redutores (AR) e de
amido (mg g™’ de massa seca) e para a atividade da invertase acida da parede (IAP)

e da sacarose-fosfato sintase (SPS) (nmol min™ g™ de massa fresca) (Tabela 2.1).

Tabela 4.1 Resumo da analise de variancia para as concentragdes de agucares
soluveis totais (AST), agucares redutores (AR) e amido e a atividade da
IAP e da SPS, Embrapa Clima Temperado, Pelotas/RS, 2007.

Fonte de Variagao GL oM

AST AR Amido IAP SPS
Tecido (T) 1 4220,60* 1586,18* 758,58* 92851,53*  97207,28*
Condigao térmica (C) 3 1144,29* 59,75* 36,58* 60054,05* 21396,11*
TxC 3 120,73* 24,26* 94,38* 31079,48* 5352,53*

Residuo 16 2,99 0,08 0,44 230,53 26,81

CV (%) 2,76 2,27 3,49 8,92 4,64

Média Geral 62,69 12,49 19,06 170,17 111,40

* significativo pelo teste F a 0,1% de probabilidade de erro.

As concentragdes de AST, AR e amido foram significativamente superiores nas
gemas em T2 e T3 do que em T1 e T4. O T2 apresentou as maiores concentragdes
de AST e AR nos tecidos na fase de indugao a brotagdo. A concentracao de AST foi
significativamente superior nas gemas dos T3 em relacéo aos T1 e T4 (Figura 2.2).

O acumulo de AST nos tecidos que receberam frio suplementar (T2 e T3) na
fase de indugao a brotagdo seria ocasionada pela exposicao dos ramos ao frio
durante o periodo de hibernal. As quantidades de AST nas gemas dos T2 e T3

foram significativamente superiores aos T1 e T4 demonstrando que, de fato, o
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acumulo de agucares € maior nos ramos submetidos ao frio do que naqueles que
nao recebem ou recebem pouco frio durante o inverno. Da mesma forma, o maior
conteudo de AR nas gemas do T2, representa que houve acumulo de hexoses nos
tecidos das plantas submetidas ao frio, principalmente, nas gemas. Isto possibilitou a
ressintese de amido nas gemas, que foi constatada nos T2 e T3 e nao foi observada
nas gemas das plantas sob privagao de frio ou condigdes naturais (Figura 2.2).

A concentragao de amido foi maior no lenho (xilema) nos tratamentos T1 e T4
em relagdo aos T2 e T3. O maior conteudo de amido no lenho dos ramos que n&o
receberam frio suficiente no inverno (T1 e T4) é reflexo da auséncia ndo indugao das
enzimas amidoliticas durante o inverno. Por outro lado, o menor conteddo de amido
verificado no lenho dos ramos submetidos ao frio (T2 e T3) pode ter sido ocasionado
pela sua hidrolise, induzida pelas baixas temperaturas do inverno (Figura 2.2).

Sauter et al. (1998) verificaram um estreito paralelismo entre a queda de
temperatura, a degradagao do amido e o aumento no conteudo de agucares soluveis
totais em ramos de alamo (Populus sp.). A natureza dos agucares liberados apos a
exposicao dos ramos ao frio demonstrou que € essencialmente a alfa-amilase a
enzima responsavel pela hidrolise do amido sob baixas temperaturas. O contato da
enzima com o granulo de amido aumentaria fortemente e de maneira linear com a
diminuicdo da temperatura nas células do parénquima do xilema dos ramos.

A insuficiente exposicdo ao frio dos ramos mantidos sob privacdo e em
condicdes naturais poderia explicar o maior conteudo de amido no lenho e o menor
conteudo nas gemas destas plantas. Além disso, a concentracdo de hexoses
também foi baixa nas gemas na falta de frio, pois ndo houve indu¢do da degradacgéo
das reservas de amido nem aumento nos acgucares soluveis totais.

Durante a dorméncia, os tecidos meristematicos das gemas apresentam baixa
capacidade mobilizadora de agucares soluveis, aumentando a hidrélise do amido e a
sintese de sacarose como forma de protecédo ao frio. Entretanto, apos a superagao
da endodorméncia, as gemas se tornariam drenos metabdlicos preferenciais,
aumentando a importacdo de acgucares, por meio de transporte ativo, os quais sao
metabolizados para o fornecimento de energia e a biossintese de precursores

carboénicos durante a fase de indugao a brotagdo (MARQUAT et al., 1999).
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Figura 4.2 Concentragdes de agucares soluveis totais (AST), agucares redutores

(AR) e de amido (mg g”' MS) em tecidos de pereira cv. Housui na fase

de inducao a brotagdao. Embrapa Clima Temperado, Pelotas/RS, 2007.
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O aumento na concentracédo de hexoses nas gemas pode estar associado com
a diminuicdo dos conteudos de sorbitol, sacarose e amido nos tecidos de reserva,
para a sustentacdo dos processos de floragdo e brotacdo (BONHOMME et al.,
2005). Leite et al. (2004) verificaram que, ramos de pessegueiro mantidos sob
condicbes naturais, com satisfacdo plena do requerimento em frio, apresentam
aumentos nos conteudos de hexoses e amido nas gemas. Por outro lado, nas
plantas mantidas sob privacdo de frio hibernal ndo ocorre um suficiente acumulo
destes carboidratos nas gemas, impedindo o seu desenvolvimento normal.

Rakngan et al. (1996) verificaram que, plantas que receberam frio suficiente
durante a dorméncia apresentaram brotacdo antecipada em relagao as plantas com
baixo acumulo de frio. A ocorréncia de dias quentes intermitentes durante a
dorméncia da pereira japonesa, com temperaturas superiores a 27°C, retardaram
ainda mais a saida da dorméncia do que as leves elevagbes das temperaturas (2 a
3°C) ao longo do inverno (HONJO et al., 2002).

Enquanto a atividade da SPS foi significativamente superior no lenho que nas
gemas em todos os tratamentos e a atividade da IAP teve um comportamento
inverso, sendo significativamente superior nas gemas que no lenho em todos os
tratamentos, exceto no T4, em que ela foi superior no lenho. A atividade da IAP nas
gemas foi significativamente superior no T2 em relagdo aos demais, seguida pelo
T3, que por sua vez, foi significativamente superior aos T1 e T4 (Figura 2.3).

A atividade da IAP é inversamente relacionada a concentracdo de sacarose,
porém, positivamente correlacionada com as concentragdes de glicose e frutose nos
tecidos vegetais. Durante o inverno, o amido que é degradado pelas amilases por
acao das baixas temperaturas € metabolizado em sacarose pelas SPS e SS, que é
exportada para as gemas, onde € hidrolizada em glicose e frutose.

Os aumentos na atividade da IAP nas gemas e da SPS no lenho das plantas
submetidas ao frio (T2 e T3) devem estar relacionados aos aumentos nos conteudos
de hexoses (AR) e de amido nas gemas e dos AST no lenho. O tratamento com
alternancia de temperaturas (T3) diferiu pouco do tratamento com frio continuo (T2)
quanto as concentracdes de carboidratos e a atividade das enzimas IAP e SPS. O
T2 foi significativamente superior ao T3 apenas no conteudo de AR das gemas.
Quanto a atividade das enzimas, houve diferenca significativa entre T2 e T3 para a

atividade da IAP nos dois tecidos e para a SPS no lenho (Figuras 2.3).
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Figura 4.3 Atividade da invertase acida da parede (IAP) e da sacarose-fosfato
sintase (SPS) em tecidos (nmol min™ g™') de pereira cv. Housui na fase

de inducao a brotagdo. Embrapa Clima Temperado, Pelotas/RS, 2007.

A atividade da SPS no lenho foi significativamente superior no T2 em relagao
aos demais tratamentos. A atividade da SPS no lenho do T3 foi superior aos T1 e
T4. Nas gemas, a atividade da SPS foi significativamente superior nos tratamentos 2

e 3 em relagdo aos tratamentos 1 e 4 (Figura 2.3).
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A baixa atividade da SPS observado o lenho dos tratamentos T1 e T4,
demonstra a limitada capacidade de exportagcdo de sacarose deste tecido. Da
mesma forma, nos mesmos tratamentos, observou-se uma baixa atividade da IAP
nas gemas, 0 que caracteriza a baixa capacidade de importacdo de sacarose.
Sendo assim, estes dois fatores conjugados caracteriazam uma fraca capacidade de
mobilizacdo de reservas dos tecidos fonte (lenho) para os tecidos dreno (gemas),
causando um bloqueio nos processos vitais de crescimento e desenvolvimento dos
tecidos meristematicos das gemas, acarretando na necrose dos primordios florais.
Ito et al. (2002) afirmaram que a capacidade de importagdo de agucares soluveis
durante a fase de formacéo das gemas florais de pereira dependeria da ativacao e
da atividade das enzimas do metabolismo da sacarose e do sorbitol. Dessa forma, a
SPS e a IAP podem servir como marcadores da superagado da endodorméncia e da
mobilizagao de glicidios na fase de indugao a brotagéao.

A conversdao do amido em acgucares soluveis foi induzida nas células de
armazenamento do parénquima do xilema, em ramos isolados de alamo (Populus)
submetidos a baixa temperatura (SAUTER, 1988a). A ndo indugdo da degradacéao
do amido nos ramos seria, possivelmente, provocada pela falta de frio durante o
inverno, devido ao aumento na demanda de carbono para a manutencdo da
respiragdo basal e da atividade metabdlica das gemas. Os agucares soluveis teriam
papel fundamental tanto na fase de aclimatacdo ao frio, na protecdo dos tecidos
contra as baixas temperaturas, bem como, na fase da retomada de crescimento das
gemas, no fornecimento de energia e precursores biossintéticos durante a brotacao.

A capacidade de formacdo de sacarose e de sua exportacdo através do
apoplasto € maior a medida que se aproxima da fase de brotacéo e, coincide com o
aumento da atividade das enzimas amidoliticas. Assim, o amido que é degradado
nos ramos € rapidamente convertido em sacarose pela acdo da SPS. A sacarose é
exportada das células do parénquima para os vasos do xilema e transportada junto
com a agua para as gemas, onde ela € absorvida diretamente ou entdo hidrolisada
ainda no apoplasto, o que favorece a sua importacédo (YOSHIOKA et al., 1988).

Nos tecidos de reserva, como no lenho, a SPS sintetiza a sacarose, que é
exportada através dos vasos do xilema para as gemas. Hauch e Magel (1998)
afirmaram que a redugdao no conteudo de amido nas células do parénquima do
xilema em ramos de Robinia, esta associada com o aumento da atividade da SPS

durante o inverno, indicando a conversao do amido em sacarose.
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Quando a sacarose é translocada para tecidos nao-fotossintetizantes é
rapidamente convertida em frutose e glicose por enzimas invertases. Nestes 6rgaos,
a frutose e a glicose podem ser utilizadas de trés formas: a) na respiragdo, para a
formagao de ATP e outros compostos importantes; b) ser armazenados no vacuolo
para posterior uso na respiragcédo, e c) a glicose pode ser convertida em amido,
servindo como reserva para uso em situagdes onde ha pouca atividade fotossintética
da parte aérea (ROITSCH, 1999). A sacarose sintetizada nas células do parénquima
pode ser exportada para a seiva xilematica através de co-transportadores H’-
sacarose presentes nas células de transferéncia do xilema. Decourteix et al. (2008)
afirmaram que os co-transportadores de sacarose (JrSUT1) tém maior importancia
do que co-transportadores de hexoses (JrHT1 e JrHT2) nas células de transferéncia
no parénquima do xilema em ramos de nogueira (Juglans regia).

A menor atividade da SPS nos ramos com menor acumulo de frio pode ser
interpretada como uma menor capacidade de exportagdo de sacarose, pelo fato de
ocorrer um aumento no consumo local de agucares, para atender a demanda da
retomada metabdlica interna dos tecidos em condicdes de falta de frio hibernal.

Além de servirem como fonte de energia e como precursores carbdnicos, as
hexoses também atuam como moléculas de sinalizagao (SMEEKENS, 2000). Maurel
et al. (2004b) verificaram que, as hexoses exercem um efeito inibitoério na atividade
dos co-transportadores H'-sorbitol e H*-sacarose em gemas florais de pessegueiro.
A presenca de glicose afetou negativamente a absorgdo de sorbitol e sacarose em
70% e 53%, respectivamente. Por outro lado, a absorgéo de glicose por parte destas
gemas nao foi afetada pela presencga de sacarose ou de sorbitol.

Os resultados das determinagdes das concentragcdes de carboidratos e das
atividades das enzimas IAP e SPS nos tecidos concordam com as observacdes

fenoldgicas feitas nos ramos que permaneceram na casa de vegetacao (Anexos).

4.4CONCLUSOES

Ocorreram alteragcdes no metabolismo de agucares soluveis dos tecidos fonte
(lenho) para os drenos (gemas) nas plantas com deficiente acumulo em frio durante
0 inverno, as quais apresentaram baixos conteudos de acucares soluveis e baixas

atividades enzimaticas em seus tecidos. A auséncia de frio impediu a degradagao do
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amido no lenho, provocando uma baixa capacidade de sintese e exportagdo de
sacarose. Consequentemente, a importacao de sacarose também sofre redugcéo nas
gemas, ocasionando um consumo local de agucares soluveis que vai provocar o
esgotamento das reservas de carboidratos na fase de indugéo a brotacéo. A falta de
frio associada com a ocorréncia de altas temperaturas dias durante o inverno teria
provocado aumentos na atividade respiratoria e na demanda energética dos tecidos

meristematicos das gemas que culminaram com a necrose dos primérdios florais.



DISCUSSAO GERAL

As pesquisas realizadas nesta tese tiveram por objetivo determinar as causas
e os fatores envolvidos com o abortamento floral em pereira japonesa, com énfase
nos fatores ecofisiologicos. Ficou constatado que a insuficiéncia em frio durante o
inverno altera o metabolismo de carboidratos e a dinAmica do conteudo de agua nos
tecidos na fase de reativagao do crescimento das gemas. As plantas com baixo
acumulo de frio apresentaram baixos conteudos de carboidratos e baixas atividades
enzimaticas em seus tecidos na fase de inducéo a brotacdo. Possivelmente, as altas
temperaturas que ocorreram durante o periodo de inverno, aumentaram a atividade
respiratoria das gemas, provocando aumento no consumo local de agucares e o
esgotamento das reservas de carboidratos. O bloqueio na capacidade de mobilizar
carboidratos pode ser notadamente observado pelas baixas atividades da SPS do
lenho e da IAP das gemas das plantas submetidas a privagao de frio no inverno.

O movimento da agua nos tecidos das plantas lenhosas de clima temperado é
muito importante, pois, além de servir como veiculo de transporte para os agucares,
a agua esta intimamente ligada ao processo de mobilizagdo das reservas de amido
nos tecidos de reserva. O aumento no conteudo de agua nas gemas apds a
superacao da dorméncia € preponderante para a reativagcdo do metabolismo e a
retomada do crescimento das gemas. A reidratacdo das gemas somente ocorreria
quando o requerimento em frio da planta fosse satisfeito durante a endodorméncia.

O aumento no potencial osmotico da seiva do xilema, ocasionado pelo efluxo
de acgucares soluveis derivados da hidrolise do amido no lenho possibilita a atragao
da agua para dentro dos vasos, permitindo a movimentagcao da seiva. A deficiéncia
no suprimento de agucares para as gemas estaria associada com a pequena

mobilizacao de reservas e com a baixa capacidade de hidratagéo destas gemas.



As futuras pesquisas em relacdo ao abortamento floral poderiam abordar
aspectos como: metabolismo do sorbitol, microcalorimetria das gemas, microscopia
optica e praticas de manejo para melhoria do equilibrio reprodutivo/vegetativo. Ha
necessidade de padronizagdo da metodologia dos ramos enxertados para realizagao

de experimentos em condi¢gdes controladas com fruteiras de clima temperado.
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L

Anexo A Floracdo de ramos enxertados de pereira ‘Housui’ aos 21 dias apds o

término dos tratamentos térmicos: T1) Condigbes naturais; T2) 800h
(56°C); T3) 300h (5°C) + 200h (15°C) + 300 h (5°C); T4) 800h (15°C).
Embrapa Clima Temperado, Pelotas/RS, 2007.

Anexo B Floragcao de ramos enxertados de pereira ‘Housui’, aos 23 dias apods o
término dos tratamentos térmicos: T1) Condi¢cdes naturais; T2) 800h
(6°C); T3) 300h (5°C) + 200h (15°C) + 300h (5°C) e T4) 800h (15°C).
Embrapa Clima Temperado, Pelotas/RS, 2007.
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Anexo C Floragao dos ramos enxertados de pereira ‘Housui’ aos 25 dias ap6s o término dos
tratamentos térmicos: T1) Condi¢gdes naturais; T2) 800h (5°C); T3) 300h
(5°C) + 200h (15°C) + 300h (5°C) e T4) 800h (15°C). Embrapa Clima
Temperado, Pelotas/RS, 2007.

Anexo D Floracao e brotacdo dos ramos enxertados de pereira ‘Housui’ aos 31 dias
apos término dos tratamentos térmicos: T2) 800 h (5°C) e T3) 300h (5°C) +
200h (15°C) + 300h (5°C). Embrapa Clima Temperado, Pelotas/RS, 2007.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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