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RESUMO

LUCAS, Rodrigo Richard Rabello Fonseca, M. Sc ; Universidade Estadual do Norte
Fluminense Darcy Ribeiro. Marco de 2021. Substancias de reserva na quebra de
dorméncia de gemas de Vitis labruscana L. var. Niagara Rosada em ciclos de
fotoperiodo curto e longo. Orientador: Prof. Ricardo Enrique Bressan-Smith.

Endodorméncia € uma estratégia que as plantas utilizam como forma de
sobrevivéncia a condi¢cdes ambientais desfavoraveis como baixas temperaturas e
baixa exposicao solar diaria, gerando um isolamento metabdlico e impedindo o
contato externo da planta-mae. O periodo de repouso é conservado em todas as
variedades de Vitis, entretanto desuniformidade de brotacdo em regides tropicais é
comum, pois ndo atendem ao acumulo de horas de resfriamento necessarios a
quebra de dorméncia. O trabalho teve como objetivo determinar as reservas
internas em gemas de videira durante a quebra de dorméncia em ciclos de
fotoperiodo de dias curtos (FDC) e dias longos (FDL) durante um ciclo anual de
producdo das plantas e determinar se as gemas sao induzidas a dorméncia nas
condicOes presentes de fotoperiodo, associando as concentracdes das moléculas
ao desenvolvimento da gema. Foram utilizadas plantas de Niagara Rosada (Vitis
labruscana) neste estudo. Os periodos de poda compreenderam os meses de abril
para FDC e outubro para FDL. Para localizar e determinar a presenca ou auséncia

de reservas na gema, utilizaram histoquimica e microscopia Optica. Para

Vi



quantificacdo das concentracfes das reservas, utilizaram ensaios bioquimicos de
quantificacdo de concentracdo como proteinas solUveis, acucares soluveis, e
atividade enzimatica de hidrélise do amido para avaliar o consumo de amido. Foi
observado que no ciclo de FDL a gema dispunha de altas concentracdes iniciais
seguido de um leve consumo, mantendo certos niveis de cada reserva aos estadios
finais da quebra de dorméncia, enquanto que no ciclo de FDC foi vista uma resposta
de elevacdo das reservas ao longo do desenvolvimento. Neste estudo, o periodo
de poda influenciou o desenvolvimento das gemas, levando a uma resposta similar
de inducédo de endodorméncia no periodo de abril e no periodo de outubro a uma
resposta de liberacdo da endodorméncia. A provavel presenca de endodorméncia
nas plantas em latitudes baixas, mesmo na auséncia de sinais indutores, como
baixas temperaturas é um dos marcos deste trabalho, também a caracterizacdo de

periodos de poda produtivos, e periodos a se evitar realizacdo de poda.

Palavras-chave: videira, endodorméncia, meristema, luz, desenvolvimento.
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ABSTRACT

Lucas, Rodrigo Richard Rabello Fonseca; M. Sc.; Universidade Estadual do Norte
Fluminense Darcy Ribeiro. March, 2021. Reserves substances in Vitis labruscana
L. cv. Niagara Rosada budburst in short and long photoperiod cycles. Advisor: Prof.
Ricardo Enrique Bressan-Smith.

Endodormancy is a strategy used by plants to cope with unfavorable
conditions such as low temperatures and low daily light exposure, leading to
metabolic isolation and plant-bud connection loss. The rest period is a conserved
characteristic across Vitis varieties, although budbreak disparity is common in
tropical regions, as they lack physiological requirements such as photoperiod and
temperature, necessary for budbreak. In this work, we aimed to determine
grapevine bud reserves during budburst in different photoperiod throughout a year.
In addition, we aimed to determine whether buds are induced to endodormancy in
such photoperiod conditions, associating the reserve presence to the axillary bud
development. Were selected Vitis labruscana cv. Niagara Rosada plants for this
study. The pruning periods were in April for SDP and in October for LDP. To
determine the presence of bud reserves, we carried out histochemical experiments
and optical microscopy. We performed biochemical assays to quantify reserves
such as soluble proteins, soluble sugars, and starch hydrolysis based on enzymatic
activity to predict starch consumption. We observed that buds exhibited high
concentrations of reserves initially, followed by a slight consumption under LDP,

maintaining certain levels of each group of molecules at the end of budburst. In the
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SDP, we observed an elevated concentration of reserves throughout the entire
development of budburst. In this study, the pruning period influenced the bud
development, leading to an endodormancy-like behavior at SDP. The presence of
endodormancy in low latitude plants, even with low dormancy signals is the highlight

of this work.

Keywords: grapevine, endodormancy, meristem, light, development.



1. INTRODUCAO

A dorméncia de gemas € um processo fisiolégico pelo qual as plantas
mudam seu metabolismo e a anatomia do tecido como forma de sobrevivéncia a
condicbes ambientais desfavoraveis. Em gemas de videira, a reducdo de
fotoperiodo e temperatura foram descritas como fatores responséaveis pela
dorméncia (Kuhn et al., 2009; Grant et al., 2013a).

Em gemas laterais de videira, a dorméncia é constituida de paradorméncia
(quando o meristema apical reprime o crescimento dos meristemas laterais);
ecodorméncia (periodo de dorméncia causado por fatores ambientais restritivos) e
endodorméncia (dorméncia causada por fatores metabdlicos da planta) (Horvath et
al., 2003).

A entrada em dorméncia € caracterizada pelo processo de isolamento
metabalico do tecido da gema, concomitantemente a expressao de beta-glucanos,
gue causam o fechamento de plasmodesmata (Rinne et al., 2011a) Além disso, o
acumulo de reservas energéticas como triacilgliceréis e amido também tem sido

postulado como presente nas gemas (Fennel et al., 2015a).

O fotoperiodo € um fator importante para processos fisiologicos das
plantas. Por meio da percepcdo do ciclo circadiano, elas conseguem detectar a
duracdo do dia e da noite e com isso disparar eventos bioquimicos ao longo do dia,

como abertura/fechamento estomatico, até entre estacdes durante o ano como



floracdo e dorméncia (Song et al., 2013). A dorméncia de gemas é iniciada,
sobretudo, pela queda de fotoperiodo que se inicia no verao e tem seu menor valor

no inicio do inverno (Rinne et al., 2011b; Diaz-Vivancos, 2018a).

A dependéncia da entrada e saida da dorméncia pelo fotoperiodo deve ser
caracterizada para cada planta e variedade, pois a variagdo do mesmo ao longo do
ano pode gerar uma resisténcia maior a brotacdo das videiras, que séo lianas e
dependem de alta irradiagéo solar para crescer. As regides tropicais apresentam
fotoperiodo desde 12h/12h (luz/escuro e vice-versa) em latitudes préximas a 0°, até
10h/14h (luz/escuro e vice-versa) em latitude de 30°S. No norte do estado do Rio
de Janeiro, especificamente a 21,5°S, o regime de fotoperiodo varia de 10,7 h/13,3
h (luz/escuro e vice-versa), ha indicios da relacdo entrada/saida de dorméncia em
V. vinifera e V. labruscana cultivadas nesta latitude (Lemos, 2018a; Dantas et al.,
2020a), porém mais estudos associando temperatura e luz no processo de

dorméncia da videira precisam ser realizados.

Andlises de BR50, que é o numero de dias necessarios a brotacdo de 50%
das gemas de uma planta, em dois ciclos de producdo ao longo do ano em baixa
latitude (21,5°S), indicaram a ocorréncia de endodorméncia nas videiras Vitis
vinifera L. var. Chardonnay e Vitis labruscana var. Niagara Rosada apenas no ciclo
com reducdo de fotoperiodo (Lemos, 2018b). Em condi¢des artificiais de
fotoperiodo, foi visto que gemas de V. vinifera, sob regime de 10h de incidéncia
luminosa, induziram uma espécie de quiescéncia por engrossamento de parede
celular e reducdo de variaveis de crescimento, como numero de nés por vara e
formacdo de periderme. Tais resultados parecem associar a reducdo do
fotoperiodo a inducédo da endodorméncia, entretanto mais detalhes ainda precisam
ser elucidados (Dantas et al., 2020b).

Na viticultura tropical, a quebra de dorméncia € um empecilho para os
produtores, pois hdo ha uma brotacdo uniforme dos vinhedos, 0 que causa perdas
de producao (Ophir et al., 2009). Entre os componentes fisiologicos relatados como
associados a quebra de dorméncia, ha fitorménios como o acido abscisico, etileno,
auxinas, citocininas e giberelinas (Noriega e Pérez, 2017; Shi et al., 2018; Zheng et
al., 2018a; Zheng et al., 2018b). Entre os métodos de quebra de dorméncia

artificiais, o mais utilizado é a aplicacdo da cianamida hidrogenada (CH2NH2)



(Vergara e Pérez., 2010). Este composto acelera os efeitos de pré-quebra de
dorméncia como estresse subletal, hipoxia e producdo de espécies reativas de
oxigénio (Meitha et al., 2018a). Diversos grupos de pesquisa procuram entender a
fisiologia relacionada a quebra de dorméncia com intuito de melhorar a
produtividade e diminuir os riscos da aplicacdo da cianamida hidrogenada, que &

um analogo do cianeto, um bloqueador da cadeia respiratéria (Pérez e Lira, 2005a).

A dindmica do metabolismo dos carboidratos durante a entrada na
dorméncia foi avaliada utilizando ferramentas de biologia molecular, sendo
revelado aumento na expressdo génica de rafinose e trealose, dentre outros
acucares (Fennel et al., 2015b). Um relato das mudancas bioquimicas ocorridas
apos aplicacdo de indutor de brotacdo em V. vinifera L. mostra alteracdes
significativas no conteudo de acUcares solUveis durante a quebra da dorméncia, 0
que sugere que 0 aumento da concentracdo dos acucares sollveis esta

relacionado a quebra de dorméncia (Mohamed et al., 2012).

No trabalho de De Deus (2018a), foi concluido que o tecido da gema de
Vitis labruscana ndo apresenta uma conexao vascular com o xilema entre o inicio
da brotacdo até o estado de primeira folha formada (EL7), porém o apoplasto foi
apontado como funcional e sugerido como possivel transportador de acucares
simples e fitormoénios (Signorelli et al., 2020a). O amido é um polissacarideo
incapaz de ser transportado, mas € possivel que este seja formado na gema,
anteriormente a entrada em dorméncia para servir de combustivel para inicio da

guebra de dorméncia.

Neste trabalho os objetivos foram determinar as reservas internas em
gemas de videira durante a quebra de dorméncia em ciclos de fotoperiodo longo e
curto durante dois ciclos de producdo e determinar se as gemas séo induzidas
naturalmente a endodorméncia, associando as concentracdes das moléculas ao

desenvolvimento da gema.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 - Origem e classificagao botanica da videira

A videira apresenta sua origem paleontoldgica, na regido que atualmente
pertence a Groenlandia. Registros fosseis estudados apontam sua origem a 300
mil anos, na era Cenozoica. A videira € uma espécie pertencente ao grupo
Cormdfita, que séo plantas com raiz, folha e autotréficas; a divisdo Spermatophyta
(plantas que apresentam flores e sementes); a subdivisdo Angiospermae (plantas
com sementes dentro do fruto), a classe das Eudicotiledéneas (plantas com dois
cotilédones formados durante a embriogénese); a ordem das Rhamnales (plantas
lenhosas com ciclo de estames situados dentro das pétalas), que consiste de trés
familias: Vitaceae, Rhamnaceae e Leeaceae. A familia das Vitaceae a qual
pertence a videira, sdo caracterizadas pela presenca de estruturas de apoio

chamadas 'gavinhas' e inflorescéncias opostas as folhas (Alvarenga et al., 1998).

Ha um total de 14 géneros descritos até o momento de Vitaceae, dentre
eles incluem-se as Vitis, Cissus e Muscadinia. O género Vitis se destaca dos outros
por apresentar pétalas que se mantém agrupadas no topo e se separam na base
em uma estrutura chamada de 'caliptra’ ou 'capacete’. No género Vitis ha 70
espécies descritas até 0 momento, incluindo as espécies V. vinifera; V. labrusca; V.

aestivalis; V. riparia, e outras espécies, sendo as duas primeiras as mais usadas



na viticultura moderna, que séo integrantes do subgénero Euvitis (Giovannini, 2008;
lland et al., 2011).

2.2 - Distribuicdo geografica e viticultura no mundo

A cultura da videira tem grande distribuicdo geografica, com as principais
areas de cultivo situadas entre as latitudes 50° N até 30° S, mas podendo ser
encontradas em regides tropicais proximas ao equador (latitudes proximas a 0°). A
videira esta entre as principais espécies frutiferas em cultivo no mundo e oferece
produtos de grande procura como vinhos, espumantes, bebidas destiladas, sucos
e outros produtos derivados (Camargo et al., 2011).

Segundo dados da Organizacgéo Internacional de Vinhos e Uvas (do inglés
International Organisation of Vine and Wine, I0V), o cultivo da uva ocupa cerca de
7,4 milhdes de hectares da superficie global tendo cinco paises como principais
produtores: China com 11,7 milhdes de toneladas; Italia com 8,6; EUA com 6,9;
Espanha com 6,9 e Franca com 6,2 milhGes de toneladas. As uvas sdo uma das
culturas mais produzidas no mundo com aproximadamente 75 milhGes de
toneladas produzidas todos os anos, em 100 paises diferentes. Aproximadamente
57% das uvas sdo usadas na producédo de vinho, 36% s&o consumidas "in natura"
e 7% sao consumidas secas em passas. A tecnologia e mao de obra empregadas
na viticultura, tornam esta cultura a de maior valor de produ¢cdo no mundo entre as
frutiferas, outro dado relevante é que em 2014 a uva foi a segunda cultura com
maior produc¢do no mundo de aproximadamente 70 milhdes de toneladas (FAO-
OlV, 2016; OIV, 2019).

O Brasil, no ano de 2018, apresentou uma area de colheita de 74.475 ha e
teve uma producédo de 1.591.986 t e um rendimento médio de 21.377 kg ha, tendo
valor de producéo de aproximadamente 26 bilhdes de reais (IBGE, 2019a). O pais
apresenta uma alta diversidade ambiental e climatica que possibilitam a existéncia
de polos de viticultura temperada, com um periodo hibernal das videiras, polos em
areas subtropicais com dois ciclos anuais e polos tropicais onde podas sucessivas
séo permitidas com a realizagdo de multiplos ciclos de producéo no ano. No estado
do Rio de Janeiro houve uma producgéo de 117 t no ano de 2018, com producao

concentrada na regido norte e noroeste Fluminense nas cidades de S&o José de



Ub4, Cambuci, Sdo Fidélis, Cardoso Moreira e Bom Jesus do Itabapoana (IBGE,
2019b).

2.3 - Fenologia da videira

A classificacdo fenoldgica da videira do trabalho de Galet (1983) citado por
Pedro Janior et al. (1993) caracteriza a planta por ciclos vegetativos alternados com
periodos de repouso. Os ciclos sao divididos em duas fases: ) vegetativo: Tem
inicio com a saida de seiva ap0s a poda e segue até a queda das folhas que
também apresenta subdivisGes: a) crescimento: periodo que consiste entre a
brotacdo e a cessagdo do aumento de biomassa dos ramos; b) reprodutivo:
abrange a floracdo e a maturacdo dos frutos; c¢) amadurecimento dos tecidos:
engloba o interrompimento do crescimento até a lignificacdo dos ramos; Il) repouso:
corresponde ao intervalo entre dois ciclos vegetativos. H4 uma sucessdo dos
mesmos, pois ha uma interdependéncia entre si, de forma que o comportamento

de um influencia no outro.

Nos ambientes tropicais a fase de repouso costuma se dar pela reducéo de
irrigacéo de forma controlada, para promover o acumulo de reservas, dessa forma

reproduzindo o periodo hibernal das regiées temperadas (Le&o e Maia, 1998).

Propostas foram feitas para descrever os estadios de desenvolvimento da
videira, o que resultou em diversas escalas fenologicas, tendo a primeira sido
postulada por Baggiolini em 1952, que utilizou letras para caracterizar as principais
fases. A mais utilizada foi elaborada pelos pesquisadores Eichhorn e Lorenz em
1977 onde dividiram os ciclos em 24 pontos fenoldgicos. No trabalho de Coombe,
em 1995, esta escala recebeu modificagées que permitiram prover detalhes sobre
os estadios intermediarios (Lorenz et al., 1995).

Alguns indices biometeorologicos sao utilizados para determinar o tempo
de cada estagio fenoldgico da videira, dentre eles tem o indice heliotérmico Geslin
(do inglés, Heliothermal Geslin Index, HGI), desenvolvido por Huglin (1978), que
divide os estadios por fotoperiodo e temperatura sobre o vinhedo. Esta adi¢cdo da
participacdo do fator fotoperiodo no desenvolvimento das videiras permitiu a
correcdo para diferentes latitudes, e dessa forma houve uma melhor correlacdo

entre a quantidade de soma térmica com o contetdo polissacaridico dos frutos. O



indice de frio noturno (IF) € um indice desenvolvido para avaliar a temperatura
minima em correlacdo ao tempo de maturacdo das bagas, servindo de indicador
das caracteristicas de metabdlitos secundarios (polifendis, cor e aroma) em uvas e
vinhos. O indice de seca (IS) caracteriza a disponibilidade hidrica no solo em
relacdo a demanda hidrica da cultura, fornecendo o perfil da colheita e qualidade
do vinho (Tonietto e Carbonneau, 2004). A escala de Graus Dias (do inglés, Degree
Days, DD) que avalia a temperatura média do periodo em razao da temperatura
base (temperatura necesséaria para paralizagdo do crescimento), € amplamente
utilizada na cultura da videira. Este indice foi criado por M. A. Amerine e A. J.
Winkler em 1944, ao comparar diferentes regibes produtoras de uva, fazendo
somatorio das temperaturas médias diarias e mostrando diferentes necessidades
das variedades para completar os ciclos produtivos (Amerine e Winkler, 1944).

2.4 — Morfologia e anatomia da videira

A videira € uma planta perene, que forma arbustos, composta é dividida
nas seguintes partes: raizes, tronco, ramos, gemas, folhas, flores, gavinhas, frutos
e sementes. As raizes atingem até 1,50 m de profundidade durante sua formacao
advinda de estacas. As raizes sao responsaveis pelo armazenamento de
carboidratos de reserva, que sao acumuladas para o desenvolvimento da planta no

inicio de um novo ciclo produtivo (Winkler et al., 1997).

A parte aérea € composta pelo tronco (estrutura principal de sustentacao
das estruturas acima da superficie), ramos (estrutura resultante de um processo de
brotacdo das gemas, responsavel pela sustentacdo das folhas e frutos) e gemas.
O 4pice caulinar ou gema apical, € uma estrutura responsavel pelo crescimento em
altura do caule e também pela formacao dos primérdios foliares e gemas axilares,
gue sao localizadas nas axilas das folhas. Os n6s sao as estruturas que definem o
crescimento de folhas e gemas axilares (Gerrath, 1992). As gemas laterais de
videira sdo estruturas complexas, pois sdo constituidas de dois tipos de gemas, as
gemas laterais e gemas latentes ou compostas. A gema lateral € formada na axila
da folha e d& origem a brotacéo lateral que também pode ser chamada de neto,
este é infértil e ndo produz cachos (Pommer, 2003). A gema composta é um
conjunto de trés gemas, sendo uma primaria e outras duas secundarias menores,

cobertas de pelos e bracteas (primordios foliares) como pode ser visto na Figura 1.



Figura 1: Representacdo de uma gema em pré-quebra de dorméncia. Legenda: P- gema
primaria, S — gema secundaria, T — gema terciaria, LP — primoérdio foliar (do inglés leaf
primordium) e VA — apice vegetativo (do inglés vegetative axis). Adaptado de Sartorius,
(1937).

Cada componente da gema pode apresentar primordios foliares e
primérdios de inflorescéncia ou gavinhas, entretanto as gemas s6 podem ser
consideradas férteis se apresentarem primérdios de inflorescéncia, caso haja
auséncia de estruturas florais as mesmas sdo denominadas inférteis ou vegetativas
(Buttrose, 1974; Morrison, 1991; Leé&o e Silva, 2003).

Durante o periodo de inverno, nas regides temperadas, as gemas primarias
que sdo a maior fonte de produtividade, podem acabar sendo mortas devido as
baixas temperaturas, entretanto se a parte basal ainda estiver viva ao final do
inverno a mesma ainda sim pode gerar um novo ramo, porém o mesmo nao sera
mais frutifero como uma gema sem danos. Na auséncia de gemas primarias vivas,
as gemas secundarias, que apresentam producdo menor, porém relevante,
assumem o crescimento. As terciarias tém producgdo irrisoria, porém sao

importantes para a sobrevivéncia em longo prazo da videira (Zabadal et al., 2007).



2.5 -—Dorméncia de Gemas

A dorméncia das gemas € uma caracteristica adaptativa das plantas que
as permitem sobreviver a condi¢cdes desfavoraveis como temperaturas proximas de
0°C e baixa exposicao solar (Rios et al., 2014). A dorméncia de plantas em clima
temperado é dividida em trés estadios fenolégicos: paradorméncia, que € mais
associada a dorméncia causada por fatores de dominancia, como, por exemplo
repressdo pelo meristema apical da planta; ecodorméncia, que é a dorméncia
causada por fatores ambientais, e a endodorméncia, que €& controlada

geneticamente por fatores intrinsecos ao tecido da gema (Lang, 1987).

A gema apical mantém o papel importante de manter a paradorméncia por
meio da producado de sinais repressores do desenvolvimento das gemas laterais
durante o crescimento vegetativo, pela producéo e transporte de fitorménios como
a auxina (Friend et al., 2011). No caso da paradorméncia, evidéncias apontam a
acao das giberelinas agindo como promovedores de degradacdo de caloses nos
meristemas axilares das gemas em resposta a perda do meristema apical em

Populus tremula (Rinne et al., 2016a).

Ao longo de um ciclo as gemas recém-formadas apresentam clorofila na
sua epiderme, em certo periodo do ano as gemas tém suas clorofilas de epiderme
degradadas e no lugar se formam lignina e compostos fendlicos na parede celular,
0 gque causa uma mudanca de cor e de estrutura que forma a gema de inverno.
Estas mudancas morfolégicas sdo induzidas principalmente pela reducdo das

temperaturas e do fotoperiodo (Pérez e Lira, 2005b).

Durante a endodorméncia, a planta ndo apresenta crescimento visivel, mas
rotas metabolicas primarias continuam em niveis basais. A respiracdo € uma das
funcbes fisioldégicas que tem sua atividade reduzida durante a endodorméncia,
sendo o acido abscisico apontado como provavel inibidor de genes relacionados a
respiracao vista em V. vinifera (Petri et al., 1996; Parada et al., 2016). Durante a
endodorméncia, a planta ndo responde a sinais de crescimento promovidos
externamente; a planta apenas retoma crescimento apds receber estimulos de
quebra de dorméncia que inclui periodos prolongados de exposicdo a baixas

temperaturas e também pelo fotoperiodo, como visto em diferentes genétipos de
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Vitis sp (Grant et al., 2013b). Sendo a dorméncia quebrada, a planta exibe
ecodorméncia, que representa um periodo de transi¢cao entre baixas temperaturas
e temperaturas elevadas, que levam ao aumento do metabolismo e reativagéo do

crescimento.

O fotoperiodo é por definicdo a quantidade de horas de luz durante um dia.
As plantas desenvolveram sistemas metabdlicos como fitorm6nios e moléculas
fotosinalizadoras para perceber a presenca de luz e se adaptaram a respostas de
luz e de escuro, e a esse conjunto denomina-se ritmo circadiano (Pittendrigh e
Minis, 1964). Na linha do Equador a duragdo do dia € muito proxima da noite ao
longo do ano, conforme se afasta em direc&o aos polos os dias se tornam maiores
no verao e curtos no inverno. A figura 11 mostra a variacado de fotoperiodo existente

na latitude 21,5°S, em Campos dos Goytacazes, RJ.
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Figura 2: Duragéo de horas de sol ao longo do ano na latitude 21,5°S. A quantidade de
horas de luz foi calculada diariamente no periodo de um ano.

Uma discussdo sobre o conceito do processo de dorméncia de gemas
levou a divisdo entre estado quiescente e estado dormente, em contraste a
classificagdo anterior de para-, eco- e endodorméncia. O estado dormente é
caracterizado por heterocromatizacdo do DNA, com o nucleo oxidado, desidratado

e sob hipoxia, além de baixas concentracfes de Oxido nitrico e agucares livres e
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com a expressao de fatores de fechamento da plasmodesmata, como os (-
glucanos (Rinne et al., 2011c; Dantas et al., 2020c). A quiescéncia é caracterizada
como um estado onde apenas alguns pontos do genoma estao heterocromatizados
e apenas alguns conjuntos de genes estado livres, porém ndo ha transcricdo dos
mesmos. Esta transicdo entre dormente e quiescente é acompanhada do

afrouxamento da plasmodesmata (Considine e Considine, 2016).

O comportamento de quiescéncia foi observado em fotoperiodos neutros
em videiras cultivadas em climas tropicais, que reduziu a expressao de fatores
como PHYA (do inglés, Phytormone A) e FT (do inglés, Flowering Locus T), e
aumentou a expressdao de PHYB (do inglés, Phytormone B). Em condicGes
controladas para fotoperiodos curtos as gemas se comportaram em estado de
dorméncia, o que é evidenciado pelo aumento da espessura da parede celular das
células de gemas, sugerindo que o fator temperatura ndo € determinante na

dorméncia das mesmas (Dantas et al., 2020d).

Em trabalhos anteriores do nosso grupo de pesquisa, 0S aspectos de
transporte de agua e relacdes de fotoperiodo e dorméncia de gemas foram
explorados. Houve analise da formacédo de conexdo xilematica entre a gema e o
caule durante a brotacdo e concluiu-se que esta conexao s6 é formada com a
formacao da primeira folha, o que sugere ndo haver um transporte de moléculas
energéticas para o tecido da gema durante a quebra de dorméncia (de Deus,
2018b).

O trabalho de Lemos (2018c) analisou o efeito do fotoperiodo na inducdo
de dorméncia em diferentes gendtipos na latitude 21,5°S. Se observou que
periodos onde o fotoperiodo diminuiu, houve relacdo com a entrada em dorméncia
das gemas. Além disso, se concluiu que essa resposta fisiolégica de entrada em
dorméncia é visualmente percebida por meio dos sinais de inducdo a dorméncia
como formacdo de periderme, queda do meristema apical e cessacdo do
crescimento dos ramos, encontrando respostas de inducdo distintas entre as

variedades Chardonnay (V. vinifera) e Niagara Rosada (V. labruscana).

As reservas energéticas também séo fatores que parecem afetar a quebra

da dorméncia de gemas em espécies perenes. Em cerejeira-doce (Prunus avium)
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foi sugerido o aumento no conteido de amido durante a dorméncia de gemas
florais, sobretudo nos primordios foliares, como um comportamento de
endodorméncia desta espécie (Fadon et al.,, 2018a). Outro relato na mesma
espécie mostrou que altas concentracdes de amido nos tecidos lenhosos foram
associadas a dorméncia e, consequentemente, o aumento de hexoses foi
relacionado ao processo de quebra de dorméncia, atuando como marcadores deste
fendmeno (Fernandez et al., 2019). Em Prunus persica (péssego), foi demonstrada
a presenca de grdos de amido em gemas florais, sugerindo que o amido tem
influéncia no processo de quebra de dorméncia e floracdo nesta espécie (Diaz-
Vivancos et al., 2018b).

Em V. vinifera var. Thompson Seedless, comparac¢des entre porta-enxertos
mostraram que os mesmos também contribuem ao perfil de quebra de dorméncia,
onde os mesmos podem alterar a concentracdo de reservas na parte aérea e
também de enzimas associadas ao metabolismo de carboidratos como amilases e

peroxidases (Jogaiah et al., 2014).

Abordagens gendémicas apontam que a transcricdo génica de enzimas de
formacdo de amido € suprimida durante a quebra de dorméncia. Ao ponto que as
enzimas de quebra de acucares como frutoquinase e hexoquinase sao promovidas
durante a quebra de dorméncia. Este comportamento se manteve conservado em
diferentes espécies de videira (V. amurensis, V. riparia e V. vinifera), o que sugere
a quebra de energia estocada em polissacarideos durante o inverno para resumo

do crescimento (Kovaleski e Londo, 2019a).

Em alamo hibrido (Populus tremula x P. tremuloides), cujas gemas axilares
apresentam acumulacdo de corpos lipidicos durante sua formacdo e que a
transcricdo e biossintese de giberelinas € promovida apés a decapitacdo do
meristema apical (quebra da paradorméncia), parece sugerir a importancia de
lipidios na formagéo da gema. Ha alta expressdo de membros da familia GH-17 de
genes, que sdo responsaveis pela traducao de glucanases, que degradam caloses

especialmente no meristema axilar (Rinne et al., 2016b).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 - Caracterizacao da area experimental e material vegetal

O experimento foi realizado em casa de vegetacao localizada em latitude
21° 45' 39" S e longitude 41° 17' 21" W na Universidade Estadual do Norte
Fluminense Darcy Ribeiro (UENF), na cidade de Campos dos Goytacazes, em
altitude de 11 metros acima do nivel do mar. Baseado na classificacdo Koppen-
Geiger (1936), o clima da regido € tropical umido (Aw), com verdo chuvoso e
estacdo seca no inverno. A espécie utilizada foi Vitis labruscana (var. Niagara
Rosada), enxertadas sobre porta-enxerto IAC-766, conduzidas em espaldeira com
dois ramos por planta, em vasos com capacidade de 25 L, que foram preenchidos
com uma mistura de solo, areia e adubo de 1:1:1. Os vasos foram dispostos com
espacamento entre linhas de 0,92 m e entre plantas de 0,38 m.

A adubacdo de manutencéo foi realizada de acordo com a analise de solo
e foram feitos controles preventivos de pragas e doencas. O sistema de irrigacao
montado foi do tipo gotejamento, utilizando um gotejador PCJ (tipo botéo) por vaso,
com vazédo de 4 L h1. O manejo de irrigacdo realizado baseou-se na estimativa da
evapotranspiracao da cultura (ETc). Os dados climéticos foram obtidos por meio de
estacdo meteorolégica portétii WatchDog® (Spectrum Technologies, EUA)
instalada dentro da casa de vegetacao, coletando dados a cada 15 minutos. O

fotoperiodo natural varia entre 10,7 e 13,4 h durante o ano (Figura 2).
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As plantas foram podadas em 17 de outubro de 2019 em ciclo de
fotoperiodo de dias longos (FDL), enquanto a poda de ciclo de fotoperiodo de dias
curtos (FDC) ocorreu em 17 de abril de 2020. As varas foram levadas ao laboratorio
para posterior manejo e experimentacao, enquanto as gemas das plantas na casa
de vegetacdo foram pinceladas com solucdo de cianamida hidrogenada 5%
(DORMEX, BASF, Alemanha). O delineamento experimental escolhido foi
inteiramente casualizado com 2 tratamentos (ciclos de producao) e 25 repeticoes,
sendo cada planta considerada uma repeticdo. As mesmas plantas foram utilizadas
em ambos os periodos de avaliacao e todos os experimentos foram realizados com

0 material extraido das mesmas.

Os ramos coletados na poda foram prontamente levados ao laboratério,
segmentados em estacas de gema Unica, distribuidas em placa de isopor em
bandejas com agua, mantidos em temperatura ambiente, e expostas a luz artificial
por periodos de 16h diarias durante a realizacdo dos experimentos. Para confirmar
a distincdo no tempo de brotacdo entre os ciclos FDC e FDL o BR50 (numero de
dias necessérios para brotacdo de 50% das gemas) foi calculado em ambos os
ciclos, segundo metodologia descrita por Vergara e Pérez (2010b). As gemas foram
divididas em dois grupos, um controle, em que nédo foi aplicado o indutor de
brotacdo, e um grupo com aplicagdo de DORMEX® 5%. No ciclo FDL foram
utilizadas 35 gemas para ambos os tratamentos, enquanto no ciclo FDC foram

utilizadas 30 gemas em cada tratamento.

As gemas tiveram suas brotacdes avaliadas em estadios, enumerados de
1 a 4, segundo classificacédo de Eichhorn e Lorenz modificada por Coombe (1995),
sendo EL1 correspondente a gema dormente; EL2 gema com escamas abertas;
EL3 gema algodao e EL4 gema ponta verde com emisséo do primeiro foliolo. As

gemas foram consideradas brotadas quando alcangcaram o estadio ELA4.
3.2 — Andlise histoquimica das gemas de Vitis labruscana

Gemas laterais de videira em estadios iniciais de brotacdo EL1 a EL4 de
ciclo FDL foram coletadas e fixadas a temperatura ambiente, no local da coleta, em

solugéao fixadora de Karnovsky (1965), adaptado por Da Cunha et al., (2000),



15

contendo formaldeido 4% v/v, glutaraldeido 2,5% v/v e tampéao cacodilato de sédio
0,05 M pH 7,2.

Posteriormente, as amostras foram lavadas com o mesmo tampéo e parte
do material passou pela série de desidratacao alcodlica nas porcentagens 40% v/v,
50% vl/v, 60% v/v, 70% v/v, 80% v/v, 90% v/v e trés vezes em 100% v/v, seguida
para o processo de infiltracAo em Historesin®. As amostras infiltradas por
Historesin® foram emblocadas e polimerizadas em temperatura ambiente durante

trés dias.

As amostras emblocadas foram submetidas a seccbes transversais e
longitudinais de aproximadamente 5 um de espessura em micrétomo rotativo (Cut
4050 Slee Mainz). As seccdes foram montadas em laminas e submetidas a
reagentes cromogénicos para evidenciacdo de substancias lipidicas e amiliferas.

ApoOs testes histoquimicos, as laminas foram montadas em laminas
permanentes com Entelan®. As amostras foram observadas em microscopio optico
de campo claro (Axioplan ZEISS) e capturadas em camera digital Hamamatsu
C3077 acoplada ao microscépio. As imagens obtidas foram analisadas pelo
software Analysis® - LINK/ISIS/ZEISS (Oxford, Reino Unido).

Parte do material botanico referente aos estadios de tratamento EL1, EL2,
EL3 e EL4 foi reservada para secc¢des obtidas a partir de material infiltrado em
renina Historesin® Layca, submetidas a varias técnicas de coloracdo e examinadas
em microscopio Optico de campo claro (Axioplan ZEISS) para analises das

substancias quimicas presentes no material (Tabela 1).
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Tabela 1: Reagentes que foram utilizados para os testes histoquimicos realizados para
identificar os compostos quimicos presentes nas gemas axilares de videira

R . Composto quimico Tempo de
eagente =

g de afinidade Coloragao exposicao
Azul de toluidina _

] Compostos Metacromasia —
(Feder e O’Brien, . o 30 segundos
acidos/basicos azul/azul esverdeado
1968)
Lugol (Jensen, _ _
Amido Roxo ou castanho 5 minutos

1940)

Reagente de Nadi i o
_ Oleos essenciais e _ ; _
(David e Carde, . . Violeta a purpura 60 minutos

acidos resinicos
1964)

Obs.: Os protocolos utilizados para as analises em Histoquimica seguiram Kraus (1997).

3.3 - Analise quantitativa de proteinas soluveis totais

Para extracdo e quantificacdo proteica, foi utilizada a metodologia de
Bradford (1976) com modifica¢des, sendo realizada a maceracgéo de 0,2 g de tecido
fresco a 4°C em gral de porcelana contendo 2 mL de tampé&o fosfato ou Tris 0,1 N
(pH 6,8) seguido de uma centrifugacdo do extrato (1.000 x g em 24°C, por 10
minutos) e coletado o sobrenadante. Foi repetido este passo 3 vezes para
enriqguecimento da amostra. Para quantificacdo adicionou 0,1 mL de extrato em 5
mL de solucéo de azul de coomasie e seguiu com leitura de absorbancia em placa
de 96 pocos no comprimento de 595 nm. Uma curva padrdo feita com
concentracdes de BSA entre 0,02 e 0,1 mg mL? e um gréafico de regresséao foi

calculado para estimar as concentragdes de proteinas.
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3.4 - Andlise quantitativa de agucares soluveis

O método para extracdo e quantificacdo do amido escolhido foi descrito por
McCready (1950) com modificagbes descritas a seguir. A extragdo seguiu a
macerac¢ao manual de 0,2 g de material seco em nitrogénio liquido (N2), em gral de

porcelana.

Ao material foram adicionados 1 mL de etanol 80%, seguido de 5 mL de
agua destilada e agitado. ApGs 5 minutos, uma solucédo aquecida de etanol 80% foi
adicionada e a amostra foi centrifugada por 5 minutos em baixa rotagéo (1500 x g).
A amostra ficou em repouso para decantar e a fase etandlica foi descartada, sendo

este processo de lavagem repetido trés vezes para enriquecer a amostra.

Ao precipitado final foram adicionados 5 mL de agua, sendo inserido em
banho de gelo e agitado, e adicionado 6,5 mL de acido cloridrico a solucdo. Sendo
agitado ocasionalmente, apés cerca de 10 minutos foram adicionados 20 mL de
agua seguidos de centrifugacdo em baixa rotacéo (2000 x g). Esta solucao foi entao
adicionada a um baldo volumétrico de 100 mL e filtrada em fibra de vidro Whatmann

n° 2, descartando os primeiros 5 mL de solucéo.

Para a quantificacdo de amido, uma aliquota de 5 mL da solucéo filtrada foi
diluida em 500 mL de agua e 5 mL desta nova solu¢ao foram misturados com 10
mL de solucdo de antrona (2 g de antrona em 1 L de uma solucdo 95% de acido
sulfarico gelado), seguido de uma agitacdo manual e aquecimento a 100°C por 8
minutos. Decorrido o tempo, a amostra foi resfriada até temperatura ambiente e
leituras foram feitas em espectrofotbmetro UV-Vis (Varian, USA) a 630 nm, em

cubeta de quartzo.

Curvas padrdes de glicose foram feitas com concentracdes entre 0-100 mg

g! e as solucdes de antrona e glicose foram preparadas no dia dos experimentos.
3.5 - Anédlise quantitativa de alfa-amilase

Para a extracdo e quantificacdo enzimatica da alfa-amilase (E.C: 3.2.1.1),
foi utilizada metodologia descrita por Fuwa (1954) de quantificacdo colorimétrica
por reacdo de iodo-amido com modificacbes descritas no trabalho de Castillo-

Michel et al. (2007). Para isso, 0,2 g de tecido de gema foi extraido por maceracao
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manual em N2z liquido e imerso em tampéao imidazol 2 mM pH 7.0. Em seguida o
extrato foi aquecido a 70°C por 10 minutos para inativacdo da -amilase e outras
enzimas termossensiveis, seguido de centrifugacéo por 5 minutos a 4°C em 14.000
x g em centrifuga refrigerada, ao final o sobrenadante foi descartado.

O método de quantificacdo seguiu-se com a adicdo de 1 mL de tampéo
acetato 0,5 M pH 5,0 e 1,5 mL de agua destilada ao volume final de 2,5 mL. As
amostras foram mantidas em banho-maria a 37°C por 10 minutos e depois foi
adicionada uma solucéo de amido 1% como substrato, retornando a incubagé&o por
30 minutos. Ao final do tempo de reacdo 5 mL de uma solucéo de &cido acético 1
N foi adicionada para interromper a atividade da enzima, sendo a solucdo entéao

agitada.

Cerca de 1 mL de uma solucéo de lugol (1% iodo, 0,1% iodeto de potassio)
foi adicionada como solugédo corante e cerca de 9 mL de agua adicionada apoés
para diluicdo. As leituras foram realizadas em leitor de microplacas pQuant (Biotek,
UK) em 620 nm. Curvas padrdes de amido foram utilizadas para calcular a atividade

da enzima. A seguinte equacéo foi utilizada para calcular a atividade da enzima:
Ativ. Enzima = {DO (controle) — DO (amostra)/ DO (controle)} x 100 /10
Sendo: DO (controle) — densidade 6ptica controle (s/ adicao de substrato);

DO (amostra) — densidade Optica amostra.
3.6 — Analise Estatistica

Os dados foram tratados com ferramentas estatisticas descritivas e
inferéncias. Média das repeticdes (triplicatas) e desvios padrdes foram aplicados
aos dados em todos os experimentos bioquimicos, aléem de two-way ANOVA para
analise de variancia entre fotoperiodos e estadios de desenvolvimento, seguido do
teste Tukey em 95% de significancia (0=0,05). Para analise das médias, foram
utilizados os softwares Microsoft Office Excel versdo 2016 e o GraphPad Prism®

versao 8.0.2.
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4. RESULTADOS

4.1 - Histoquimica das gemas de Vitis labruscana

A anatomia das gemas axilares de ramos de Vitis labruscana retirada em
condicbes de FDC foi analisada em microscopia Optica com reagentes
cromogénicos para revelar compostos organicos presentes em diferentes estadios
de desenvolvimento. Esta andlise considerou os estadios de quebra de dorméncia
EL1, EL2, EL3 e EL4. Nesta analise, ndo houve diferencas significativas entre os
resultados de EL3 e EL4. Dessa forma, nesta andlise foram utilizados os dados de
EL4 como estadio representativo dos estadios finais de quebra de dorméncia para
as devidas andlises. A tabela a seguir mostra os reagentes utilizados e os
resultados evidenciados.
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Tabela 2: Resultado dos testes histoquimicos realizados nas gemas axilares de Vitis
labruscana nos estadios EL1, EL2 e EL4. Reacao positiva (+); reacao negativa (-)

Reagente Composto quimico de afinidade EL1 EL2 EL4
Azul de toluidina
(Feder e O'Brien, Compostos acidos / basicos + - +
1968)
Lugol
Amido + + -

(Jensen, 1940)

R n Nadi p . , .
eagente de Nad Oleos essenciais e acidos

(David e Carde, 1964) resinicos

As andlises no estadio EL1 revelaram a presenca de compostos quimicos
na gema (Figura 3A) e primordios foliares (Figura 3B). Testes com reagente Lugol
evidenciaram a presenca de amido, revelado na colorag¢ao purpura a roxo azulado,
presente em toda a extensdo da gema e dos primérdios foliares (Figura 3C). Ao
analisar a presenca de lipidios, o Reagente NADI revelou a coloracdo cinza a
azulada, com maior concentracao na regido central ao apice da gema e primérdios

foliares (Figura 3D).
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200 um

Figura 3: Microscopia 6ptica de gemas de Vitis labruscana em estadio de desenvolvimento
EL1 A-D. Secgles longitudinais de gema em estadio EL1. A-B. Metacromazia com
reagente Azul de Toluidina destacando secrec¢éo (seta branca) no apice (AP) e primérdio
foliar (PF). C-E: C. Seccdo longitudinal de gema em estadio EL1 evidenciando amido
(ponta da seta branca) por reagente Lugol, em coloragdo puarpura, na gema da base ao
apice (AP) e primordio foliar (PF). D: Secc¢éo evidenciando lipidios (seta preta) pelo
Reagente NADI, em coloracao cinza azulado, na gema da base ao épice (AP) e primérdio
foliar (PF); E. Destaque para a regiao apical da gema evidenciando os lipidios. Barras nas
imagens.

O estadio EL2 demonstrou menor presenca na concentracdo de amido na
gema axilar, estando presente no apice, nas células da medula da gema na regiao
distal mais proxima ao caule (Figura 4A) e também nos primordios foliares e
cuticula que envolve as células epidérmicas dos primordios e do proprio apice

(Figura 4C). A concentracdo de lipidios também teve menor evidenciacdo no
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estadio, e foi evidenciada em menor concentracdo no apice da gema e em

concentracfes mais elevadas no primaordio foliar (Figura 4B).

O ultimo estadio de analise de compostos quimicos foi o EL4, onde foi
possivel analisar a presenca de compostos organicos na regido central das gemas,
nos feixes vasculares (Figura 4D). Ao corar com Lugol, ndo foi evidenciada a
presenca de amido (Figura 4E) e a presenca de lipidios foi revelada por Reagente
NADI de forma discreta em células buliformes proximas a epiderme do apice
(Figura 4F). Compostos acidos/béasicos diversos foram observados nesse estadio,
mas os testes ndo evidenciaram a quais classes de metabdlitos secundarios

pertencem, sendo necessario mais analises.
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Figura 4: Microscopia Optica de Vitis labruscana em dois estadios de desenvolvimento,
EL2 e EL4. secgbes transversais A, D e E. Seccdes longitudinais B, C e F. Estadio EL2 A-
C. Estadio EL4 D-F: A. coloragao cinza azulado pelo reagente NADI evidenciando lipidios
na medula (MED), na regido distal da gema e parénquima (PAR). B. Presenca de amido
pelo reagente lugol, em coloracdo roxa azulada a preto, nas regides de primérdio foliar (PF)
e no apice da gema (AP). C. Presenca de lipidios pelo reagente NADI (seta branca), no
primérdio foliar, cuticula e apice. D. metacromazia com reagente azul de toluidina
destacando secrecao na regido medular, préximo aos feixes vasculares (FV). E. Auséncia
de marcagéo de amido apoés aplicagdo com lugol. F. A presencga de lipidios foi evidenciada
por NADI na coloracao acinzentada (seta branca) nas células buliformes préximas a regido
epidérmica. Barras nas imagens.
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4.2 — Dados de ABR50: comparacao entre os ciclos FDL e FDC

Os dados obtidos em gemas de estacas em condi¢gdes controladas de
temperatura e exposicao a luz em ambos o0s ciclos vegetativos, mostraram uma
diferenca notavel no ambito do tempo necessario a quebra de dorméncia e
guantidade total de gemas brotadas entre os grupos com e sem aplicacao da CH
5% entre os ciclos.

Foi observada relacdo entre a aplicacdo do indutor de brotacdo e o
aumento da brotacao total das gemas de ciclo FDL, uma vez que o grupo com
aplicacao do indutor de brotacéo apresentou BR50 em 5 dias, um pico de brotacao
em cerca de 12 dias, além de ter apresentado maior porcentagem de brotacdo
(100%). O controle por sua vez apresentou BR50 em 12 dias, seu pico de brotacao
em cerca de 40 dias e ndo atingiu a brotacao total, atingindo cerca de 86% das

gemas brotadas (Figura 5).

O ciclo FDC indicou uma distingdo acentuada entre o grupo controle e o
tratado com indutor de brotacdo, que apresentou uma alta porcentagem de
brotacdo (>80%) e pico de brotacdo por volta de 25 dias, além de atingir o BR50
em 13 dias, enquanto o grupo controle ndo foi capaz de atingir o BR50, tendo
alcancado apenas cerca de 20% das gemas brotadas e seu pico de brotacao por
volta de 50 dias (Figura 6).
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Figura 5. Porcentagem de brotacdo de gemas em grupos tratados com indutor e na
auséncia de indutor de brotag&o cianamida hidrogenada (CH) em ciclo de FDL no ano de
2019 em V. labruscana. Eixo Y: Brotacdo (%), eixo X representa os dias do ano no qual
foram coletados os dados. Legenda: CONTROLE: Gemas sem aplicagdo de indutor CH;
CH: Gemas tratadas com solucdo 5% de indutor de brotag&o. Asteriscos vermelho e azul
indicam os BR50 de cada grupo. BR50 para CH: 5 dias; BR50 para CONTROLE: 12 dias.
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Figura 6: Porcentagem de brotacdo em grupos tratados com e na auséncia de indutor
cianamida hidrogenada (CH) em ciclo de FDC no ano de 2020. Eixo Y: Brotagao (%), eixo
X: Dias do ano no qual foram coletados os dados. Legenda: CONTROLE — Gemas sem
aplicagéo de indutor de brotacéo, 5% CH — Gemas tratadas com solucéo 5% de indutor de
brotacdo. Asterisco no grafico representa o BR50. BR50 = 13 dias.
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4.3 — Conteudo proteico: comparacao entre os ciclos FDL e FDC
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Figura 7: Teste de Bradford, para quantificacdo de proteinas soltveis em gemas de Vitis
labruscana em diferentes estadios de brotacdo em ciclos FDC e FDL. Legenda: Eixo X:
Estadio de desenvolvimento, eixo Y: Contetdo proteico em mg g* de matéria fresca. MF:
Matéria fresca. As barras representam os desvios padrfes obtidos. As letras mailsculas
distintas representam a diferenca entre os regimes de fotoperiodo, enquanto as letras
minasculas representam a diferenca entre estadios de desenvolvimento, letras iguais
representam auséncia de diferenga estatistica entre as médias dos tratamentos obtidos
através do teste de Tukey em 95% de significancia (a=0,05).

No ciclo FDL foi constatado que, conforme os estadios avancam, ha uma
gueda das reservas proteicas do tecido da gema, tendo sua maior concentra¢cao no
estadio EL1, seguido de sucessivas quedas na concentracdo nos estadios EL2,
EL3 e sua queda mais acentuada no estadio EL4. Percebe-se a diferenca
estatistica em todos os estadios, mostrando consumo destas reservas em
condicbes em maior exposi¢cdo solar. Dados do ciclo FDC revelam que ha leve
crescimento na concentracdo das proteinas sollveis entre o estadio EL1 e EL2,
seguido de acentuada queda no estadio EL3 e um leve acréscimo de concentracéo
proteica no estadio EL4. Foi possivel ver a diferenca significativa entre todos os
estadios, o que revela flutuacéo da concentracao de proteinas no tecido da gema
durante a quebra de dorméncia nesta condi¢éo de baixa da exposi¢éo a luz diaria.

Em ambos os ciclos pode observar um consumo destas reservas ao final da quebra
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de dorméncia, uma vez que as concentracdes no ultimo estadio sdo menores que
as iniciais (Figura 7).

Segundo o quadro ANOVA, onde comparou a influéncia dos fatores
fotoperiodo e estadio de desenvolvimento na concentracdo destas reservas no
tecido da gema, encontraram resultados distintos nos dois ciclos quanto as
concentracfes de proteinas solGveis nas gemas durante seus estadios de quebra
de dorméncia. Os fatores fotoperiodo e estadio de desenvolvimento se mostraram
relevantes para a mudanca de concentracdes proteicas na gema durante a quebra
de dorméncia, explicando a variacdo sazonal destas reservas no periodo anual,

evidenciado pelos valores P inferiores ao alfa de 0,05 (Tabela 3).

Tabela 3: Tabela ANOVA multifatorial do conteddo proteico avaliando os fatores
fotoperiodo e estadios de desenvolvimento no periodo anual. Os asteriscos representam a
diferenca estatistica entre os fatores

Bradford Two-Way ANOVA a=0,05

Fator SQ GL QM Valor P Co_eficNiente
Variacéo (%)

Interacéo 8234 3 2745 <0,0001 *

23,07
Estadio de %
Desenvolvimento 24472 3 8157 < 0,0001 68,57
*
2568 1 2568 < 0,0001 7.196

Fotoperiodo

Residuo 416,7 16 26,05
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4.4 — Perfil de agucares soluveis em gemas de Vitis labruscanavar.

Niagara Rosada em ciclo de FDL

A quantificag@o de acucares sollveis foi avaliada e revelou um consumo
de acuUcares sollveis na gema durante seus estadios de brotacdo, tendo a
concentracéo de acUcares no estadio EL1 superior & concentragéo no estadio EL4.
A concentracdo variou durante os estadios, iniciando com uma concentracdo media
de 25 mg g! MS e foi seguida por uma alta no estadio EL2 e seguido de duas
quedas na concentracdo nos estadios seguintes, representando uma mudanca no
sentido do consumo das reservas, porém mantendo a disponibilidade destas

reservas (Figura 8).
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Figura 8: Quantificacdo de acUcares solluveis de gemas de Vitis labruscana var. Niagara
Rosada em estadios de brotacdo em ciclo de fotoperiodo de dias longos do ano de 2019.
Legenda: Eixo X: Estadio de desenvolvimento, eixo Y: Concentracdo de acUcares
encontrados nas amostras, em mg g* MS. MS: matéria seca. As barras representam os
desvios padrdes obtidos. As letras representam a diferenca estatistica obtida através do
teste Tukey em 95% de significancia (a=0,05). Letras iguais representam auséncia de
diferenca estatistica dos tratamentos.

O teste foi aplicado em triplicata para cada estadio de brotagéo (EL1 a EL4)

e foi possivel notar uma auséncia de diferencga estatistica entre os estadios EL1 e
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EL3, entretanto os estadios EL2 que representam um aumento na concentracao e
o estadio EL4 que representa uma queda da concentracdo ao final da quebra de
dorméncia apresentaram diferencas significativas. Uma queda no conteudo de
sacarideos durante a quebra de dorméncia mostra um consumo basal da reserva
energética neste regime de fotoperiodo, pois mantém-se algum nivel de presenca

da mesma ao final do processo.

4.5 - Atividade da enzima alfa-amilase: comparacao entre os ciclos
FDL e FDC

) 10'
2 mm FDC
() Ba Aa
'% 84 Ab Ab - FDL
S . Bb |~
= Ac
2 44 BC Bc o
n
Q
§e)
S 2-
©
5
O' T T T |
EL1 EL2 EL3 EL4

Estadio de Desenvolvimento

Figura 9: Teste de atividade da enzima alfa-amilase em gemas de Vitis labruscana var.
Niagara Rosada em estadios de brotagdo durante ciclos FDL e FDC. Legenda: Eixo X:
Estadio de desenvolvimento, eixo Y: Atividade da enzima, ou potencial da enzima em
catalisar 100 mg de substrato e transformar em produto(s) no periodo de 30 min de reacéo.
As barras representam os desvios padrdes obtidos. As letras distintas representam a
diferenca estatistica entre regimes de fotoperiodo (mailsculas) e estadio de
desenvolvimento (minUsculas), obtidas através do teste Tukey em 95% de significancia
(a=0,05). Letras iguais representam auséncia de diferenca estatistica dos tratamentos.

Os testes enzimaticos de quantificacdo de alfa-amilase mostraram
comportamentos distintos ao longo do ano. Os dados do ciclo FDC indicaram
atividade amilasica crescente ao longo dos estadios de quebra de dorméncia, tendo

sua menor atividade no estadio EL1 e subindo gradativamente conforme avancam
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os estadios, até apresentar sua maior atividade no estadio EL4. Nos tratamentos
no ciclo FDC os desvios padrdes se sobrepuseram apenas nos estadios EL1 e EL2,
0 que também revelou auséncia da diferenca estatistica destas médias. Os
estadios EL3 e EL4 apresentaram diferencas significativas dos outros grupos, em
um panorama geral um leve aumento na atividade da enzima alfa-amilase ao final
da quebra de dorméncia foi estatisticamente confirmado. Os dados de ciclo de FDL
indicam uma atividade constante da enzima, com um leve acréscimo ao final dos
estadios de quebra de dorméncia, ndo apresentando diferenca estatistica entre os
estadios EL1 e EL3, entretanto os estadios EL2 e EL4 diferiram dos demais, em
suma mostrando a importante presenca de atividade hidrolitica da enzima (Figura
9).

Segundo a tabela ANOVA multifatorial, ambos os fatores séo significativos,
ou seja, afetam a atividade hidrolitica da enzima, tanto em fotoperiodo e em cada
estadio de desenvolvimento, o que mostra a importancia da enzima durante os
eventos de quebra de dorméncia, em intensidades distintas, esta diferenca
estatistica foi evidenciada pelos valores P inferiores ao alfa de 0,05 (Tabela 4).
Tabela 4: Tabela de ANOVA multifatorial da atividade de alfa-amilase avaliando os fatores

fotoperiodo e estadio de desenvolvimento no periodo anual. Os asteriscos representam a
diferenca estatistica entre os fatores

Alfa-amilase Two-Way ANOVA a=0,05

Coeficiente
Fator SQ GL QM Valor P Variacéo (%)
Interacéo 21,57 3 7,191 < 0,0001 * 22,48
Estadio de * 56,53
Desenvolvimento 54,26 3 18,09 <0,0001
17,19 1 17,19 < 0,0001 * 17,91

Fotoperiodo

Residuo 2,962 16 0,1851
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5. DISCUSSAO

5.1 — Dados de BR50 revelam diferencas expressivas entre os
ciclos FDL e FDC

Os dados de BR50 indicaram endodorméncia das gemas, porém apenas
no ciclo de FDC, evidenciado pela variacdo na porcentagem total de brotacéo entre
0 grupo controle e o com aplicacdo do indutor de brotacdo. No ciclo FDL menos
dias foram necessérios para iniciar brotacdo das amostras de ambos 0s grupos
(tratadas com indutor e sem adicdo da CH), além de ambas mostrarem altas
porcentagens de brotacdo. O ciclo FDC demonstrou maior tempo para iniciar
brotacdo em ambos os grupos (tratadas com indutor e nédo tratadas) e também
apresentou baixas porcentagens de brotacdo no grupo sem indutor, que néo foi
capaz de atingir o BR50 no periodo avaliado, enquanto o grupo tratado com indutor

foi capaz de atingir o BR50, com porcentagem total de cerca de 85%.

A endodorméncia € um fenbmeno que apresenta ocorréncia sob baixa do
fotoperiodo percebido pela planta por longo periodo de tempo. A variacdo de
fotoperiodo natural na latitude (21,5°S), onde se encontram as plantas avaliadas,
varia anualmente entre 10,8h/13,2h (Funari e Tarifa, 2017). Ainda sdo escassos 0S
estudos que tratam da aptiddo de videiras para entrar em endodorméncia nessas

latitudes.
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Nas latitudes elevadas (>30°) o comportamento de gemas durante a
endodorméncia esta bem consolidado e descrito, pois as condi¢cdes climaticas e
sazonalidade definem bem as estagcées do ano, com a existéncia de um inverno
rigoroso que permite apenas um ciclo de producdo anual e inducdo a
endodorméncia (Keller, 2015). Na latitude onde nosso estudo foi realizado, as
condicbes ambientais permitem mais de um ciclo de producéo no periodo anual,

mesmo com a sazonalidade branda existente.

Andlises anteriores mostraram que gemas de Vitis labruscana tratadas com
regime de fotoperiodo 12h de luz por 8 semanas foram capazes de entrar em
dorméncia (Fennell e Hoover, 1991). O que sugere que o periodo de 12h de luz
seria o limite superior de horas de luz necessarias para indugdo a dorméncia,
qualquer tempo de exposicdo diaria abaixo desse limite seria também capaz de

induzir dorméncia.

Em trabalhos anteriores, o nosso grupo de pesquisa avaliou o
comportamento da cultura em um periodo anual através de variaveis fenoldgicas,
observando resposta similar a quebra de endodorméncia em gemas brotadas de
V. labruscana var. Niagara Rosada em ciclo FDL, com maior desuniformidade de
brotacdo, enquanto que no ciclo FDC, houve uma maior formacéo de periderme e
cessacao de crescimento dos ramos precoces (Lemos, 2018d). O conjunto de
evidéncias da formacgé&o de periderme e interrompimento do crescimento de ramos,
acompanhado de queda de fotoperiodo natural foram associados como sinais de
entrada em endodorméncia (Grant et al., 2013c). Nossos dados também
demonstram sinais de endodorméncia, evidenciada pelo reduzido fotoperiodo
natural e pela desuniformidade da brotacéo entre o grupo controle e com aplicacao
da CH.

Pessanha (2016) também avaliou o BR50 e observou desenvolvimento
precoce das gemas no més de janeiro, enquanto nossa poda ocorreu em meados
de abril. Estas distin¢gdes indicam que no més de abril possivelmente as gemas
estavam sendo induzidas a endodorméncia por reducédo do fotoperiodo e dessa
forma encontraram maior dificuldade de iniciar seu desenvolvimento, mesmo em

condi¢bes controladas de exposicao a luz e temperatura (24°C, 12h de exposicao
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a luz em laboratorio). Consideramos plausivel que a data escolhida para poda de

FDC foi suficiente para indugcéo de endodorméncia nas condi¢cfes impostas.

Nossos dados de brotacdo se assemelham as condi¢cdes de baixa do
fotoperiodo natural realizado por Benjamin et al. (2018), em que estes observaram
um periodo de 9 dias para quebra de dorméncia, no mesmo periodo de poda,
enguanto nés observamos um BR50 de 13 dias. Entretanto, este ndao utilizou grupo
controle sem aplicacdo de indutor de brotacdo, enquanto nés o fizemos, desta
forma mostramos um novo perfil, da resisténcia da gema naturalmente induzida a
quebra da dorméncia durante o mesmo periodo, embora as latitudes sejam

distintas.

N&o encontramos evidéncias que suportem a quiescéncia das gemas no
periodo de poda escolhido em nossa latitude, um vez que a mesma foi associada
a rapido inicio de desenvolvimento pos-poda, entretanto aproximam-se mais da
endodorméncia, uma vez que o isolamento metabdlico das gemas exige tempo

superior para quebra de dorméncia (Signorelli et al., 2018; Dantas et al., 2020e).

Os dados mostram a importancia de caracterizar os periodos aptos a poda
para sistemas de dupla poda da cultura em baixas latitudes, pois cada més
apresenta influéncia Unica no desenvolvimento do ciclo, seja produtivo ou
vegetativo (de Souza et al., 2015; Junior et al., 2019a), além disso tudo indica que
se evite a poda dentre o periodo de meses que corresponde ao outono-inverno

(abril-julho) afim de obter maior uniformidade das brotacdes nos vinhedos.

5.2 — Andlises histoquimicas revelam a dinamica das reservas
presentes no tecido da gema durante o processo de quebra de

dorméncia

Dentre as moléculas investigadas, foi observada a presenca de amido e
lipidios, além de compostos acidos/basicos que podem representar proteinas ou
fendis. Nas analises histoquimicas sobretudo nas regifes de primérdios foliares
(bracteas), com micrografias mostrando quantidades de reservas distribuidas nas
gemas nos estadios iniciais e aos finais ndo foram encontradas reservas como

amido e lipidios.
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A presenca de reservas energéticas durante a quebra de dorméncia desde
o0 primeiro estadio, sugere a independéncia energética da gema em quebrar

dorméncia, sem necessidade de aporte externo advindo da planta-méae.

A alta concentracdo de amido nos estadios iniciais de quebra de dorméncia
associa-se a dados que mostram a importancia do amido como estoque principal
de rapida mobilizacdo para crescimento e divisdo celular (Liang et al., 2019a).
Embora os polissacarideos tenham sido associados a protecdo das gemas ao
congelamento (Kaya, 2020a), nossas condi¢cdes de temperatura ndo exigem esta
resposta fisioldgica, desta forma sugerimos que esta seja uma resposta ao
desenvolvimento do novo ramo através do consumo, de reservas, principalmente

do amido.

Nossos dados apresentam os locais de estocagem de amido nas gemas
durante a quebra de dorméncia, nos primoérdios foliares e distribuidos ao longo do
meristema, além de seu consumo durante o processo com finalidade de
desenvolvimento do meristema da gema, complementando dados j& descritos da
formacao de amido nas gemas durante a entrada em endodorméncia (Rubio et al.,
2019; Wang et al., 2019).

Outras reservas como lipidios, também demonstram presenca nos estadios
iniciais de quebra de dorméncia (EL1 e EL2), sobretudo nos primérdios foliares
assim como o amido. A sua auséncia nos estadios finais de quebra de dorméncia,
sugere que ambas as reservas podem ser mobilizadas em prol da divisdo e

crescimento celular do meristema, levando ao desenvolvimento de um novo ramo.

Ha relatos da importdncia da acumulacdo de corpos lipidicos para
formacao das gemas (Rinne et al., 2016c), entretanto pouco € conhecido da fungao
dos mesmos durante a quebra de dorméncia. Embora os lipidios aparentem ter sua
biossintese promovida e metabolismo transiente durante desaclimatacéo de frio e
guebra de dorméncia (Kovaleski e Londo, 2019b), ndo foi possivel observar
formacao de corpos lipidicos nos estadios finais de quebra de dorméncia em nosso
modelo de estudo, e sim um consumo e utilizagdo do mesmo para formacgéao de

cuticula dos primérdios foliares.
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A presenca e mobilizacdo reforcam a ideia da importancia destas
moléculas até entdo pouco exploradas como combustivel de desenvolvimento
inicial da gema, sobretudo para formacédo dos tecidos de crescimento primario,

como os feixes vasculares.

Proteinas soluveis também puderam ser avaliadas em todos os estadios
de quebra de dorméncia. As proteinas em si aparentam ser promovidas em razao
da necessidade de enzimas para catalisar as reacdes das vias metabdlicas.
Evidéncias sugerem a promoc¢ao durante a quebra de dorméncia como a via do
etileno, jasmonato e giberelinas, glicolise dentre outros (Kovaleski e Londo, 2019c).
Nossos dados sdo complementares bioquimicamente, mostrando a presenca ativa

dos mesmos durante a quebra de dorméncia.

Nosso trabalho apresentou uma localizac&o das reservas durante a quebra
de dorméncia, sobretudo nas bracteas, mas também presentes em menores
guantidades nas por¢des basais e medianas das gemas em estadio EL1, dessa
forma sugerimos que estas regides ricas em reservas sirvam primariamente de
combustivel a divisdo e crescimento celular nas regiées meristematicas, uma vez
gue foi demonstrado que nédo existe conexao vascular ou simplastica entre a gema
e planta durante a quebra de dorméncia (Rinne et al., 2011d; Signorelli et al.,
2020b).

5.3 — O perfil de atividade de alfa-amilase indica importancia do
consumo do amido e formacdo de acucares soluveis no

desenvolvimento inicial das gemas

As elevadas atividades da enzima alfa-amilase observadas durante os
estadios de quebra de dorméncia, sugerem hidrélise do amido possivelmente para
contrapor os efeitos da hipoxia e aumento do metabolismo redox nos estadios
iniciais, talvez pela disposicdo de energia para restaurar homeostase da gema
(Meitha et al., 2018b). O aumento gradativo de atividade da enzima visto no ciclo
FDC, ou manutencéao de atividade durante os estadios, do ciclo FDL s&o afetados
pela condicdo de exposicado solar diaria e também dependente do estadio de
desenvolvimento, mostrando o papel destes fatores em guiar as respostas

observadas durante o periodo de coleta de dados.



37

O comportamento de aumento do metabolismo energético durante a
guebra de dorméncia parece ser conservado em variedades de Vitis labruscana,
pois anadlises protebmicas de gemas de Vitis labruscana cv. Shine Muscat
apontaram um aumento de enzimas do metabolismo de carboidratos ativos durante
a quebra de dorméncia, em maior quantidade no grupo tratado com cianamida
hidrogenada, mas também presentes no grupo com brotacdo sem adicdo do

composto (Khalil-Ur-Rehman et al., 2020).

A leve variacdo na concentracdo de acucares sollUveis nas gemas de Vitis
labruscana encontradas durante a coleta de dados, sugere a funcdo de
concentracbes de glicose/frutose dentre outros acucares na manutencdo da
viabilidade das gemas durante a entrada e saida da dorméncia, uma vez que h&a
uma correlacdo entre o balanco amido/aclUcares soluveis com a formacdo de

necroses no tecido das gemas (Junior et al., 2019b).

O aumento da concentracdo de acucares solUveis durante o estadio EL2
parece estar associado ao afrouxamento do sistema simplastico de transporte que
foi indicado por Signorelli et al. (2020c), porém € inconclusivo e exige maiores
elucidacdes. Faltam-nos dados do perfil dos agUcares solUveis em poda de ciclo

FDC que nos permitam discutir sobre a dinamica anual destas moléculas.

Conseguimos observar a importancia primaria do metabolismo do
carboidrato como combustivel para os processos de crescimento e divisédo celular
dos meristemas de gemas, assim como observados em outras espécies perenes
lenhosas (Fadon et al., 2018b; Liang et al., 2019b; Xing et al., 2019). Em nosso
trabalho podemos avaliar a correlacdo da presenca de carboidratos e seu consumo
ao longo do processo de quebra de dorméncia, entretanto sugerimos que este
consumo nao seja apenas associado a crescimento, mas como estratégia de
manutencdo da vitalidade da gema, uma vez que relatos a presenca de
concentracbes aumentadas de aclUcares nas gemas tivessem funcdo de evitar o
efeito de necrose e morte celular no tecido da gema (Junior et al, 2019c; Kaya,
2020b).
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6. RESUMO E CONCLUSOES

A variacao de fotoperiodo em latitude 21,5°S influenciou a capacidade de
brotacdo das gemas, com menor porcentagem de brotacdo das amostras avaliadas
durante o ciclo de fotoperiodo decrescente e maior porcentagem no fotoperiodo

crescente.

As reservas estao presentes nas gemas e sao consumidas, sobretudo nos
estadios iniciais (EL1 e EL2). Nos estadios seguintes (EL3 e EL4), observamos um
comportamento de recuperacdo dos niveis das reservas, porém em valores

inferiores aos estadios anteriores onde ha uma acentuada queda das reservas.

A atividade da enzima alfa-amilase interna da gema se mostrou presente
ao longo do processo de quebra de dorméncia em ambos os ciclos do ano. Com
isso, concluimos que a enzima estd envolvida na quebra das reservas amiliferas
no processo de quebra de dorméncia, como na manutencao indireta dos niveis de

acucares soluveis.

Os fatores fotoperiodo e estadio de desenvolvimento apresentaram
influéncia nas concentracbes observadas nas gemas de Vitis labruscana var.
Niagara Rosada para as reservas amiliferas e proteicas, assim como na atividade

da enzima alfa-amilase.
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Figura 1A — Escala fenoldgica da videira proposta por Eirich e Lorenz, modificada por Coombe,
1995.



