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RESUMO

LUCAS; Rodrigo Richard Rabello Fonseca; M.Sc.; Universidade Estadual do Norte
Fluminense Darcy Ribeiro. junho de 2025. REGULACAO SAZONAL DA
DORMENCIA POR ANALISES PROTEOMICAS E BIOFISICAS EM GEMAS DE
VIDEIRA. Orientador: D.Sc. Ricardo Bressan-Smith.

A dorméncia de espécies vegetais perenes se caracteriza por um periodo de
isolamento metabdlico entre planta-mde e meristema lateral das gemas,
acompanhado da cessao do crescimento da planta e de alteragdes morfoanatdmicas
das plantas como o surgimento da periderme, reducdo do metabolismo apenas para
fungdes primarias como metabolismo energético e combate a ROS. A cultura da uva
no Rio de Janeiro sofre com periodos de dorméncia irregulares por conta de ndo ser
exposta a temperaturas necessarias a indugao do processo de dorméncia levando a
atrasos na quebra de dorméncia, consequentemente levando a atrasos na producéo.
Para aprofundar a fisiologia da dorméncia nas videiras cultivadas na regiao, o
objetivo deste trabalho foi prospectar possiveis elementos associados a dorméncia
em um contexto em que o fotoperiodo fosse tratamento diferencial entre as amostras
de gemas de Niagara Rosada coletadas em campo. Neste trabalho duas linhas de
investigacao foram realizadas, a saber: i) O perfil protedmico do processo de quebra
de dorméncia em duas condigdes distintas de fotoperiodo; ii) Avaliagédo do potencial
de aclimatacdo das gemas durante o periodo anual. Para isso, as coletas foram
feitas acompanhando os periodos de poda de verao e inverno do ano de 2023 para
protebmica. Para os dados de aclimatacdo foram necessarias coletas quinzenais
durante margo de 2023 até agosto de 2024. Foi utilizada a metodologia de
protebmica global para elucidar o papel do fotoperiodo no perfil proteico durante o
ano nos eventos de dorméncia, além de ferramentas de bioinformatica e banco de
dados de proteoma de videira para analisar funcdo e metabolismo das proteinas
preditas. Para avaliagdo da aclimatacéao foi utilizada a metodologia de resisténcia ao
frio das gemas durante o periodo anual, para isso foi montado um aparato para
captar as temperaturas minimas de congelamento, conhecido como temperaturas

subletais (TSL) e feitas médias TSL das réplicas bioldgicas em todas as datas de



coleta. Foram encontradas 993 proteinas no total e 108 proteinas reguladas nas
diferentes estacdes. No periodo de verdo as proteinas mais abundantes estao
relacionadas ao metabolismo secundario como manutencdo de parede celular e
biossintese de metabdlitos secundarios, ao passo que o perfil de inverno mostra a
predominancia de processos do metabolismo primario como
glicolise/gliconeogénese, maturacdo de clorofila e metabolismo associado ao
piruvato. Foi observada maior aclimatacdo por meio da redugdo das temperaturas
subletais nos periodos de inverno, o que coincide com a queda de fotoperiodo ao
longo do outono-inverno, ao fim do inverno e retomada do aumento de fotoperiodo
foi encontrada a relagao inversa, onde a aclimatagado diminuiu através das TSL mais
elevadas. Nossa hipétese € que o fotoperiodo influencia as alteragdes metabdlicas e
biofisicas das gemas de ‘Niagara Rosada’, mesmo com auséncia de frio. Portanto,
com o portifélio de resultados pode-se concluir que o fotoperiodo tem capacidade de
alterar as propriedades metabdlicas e biofisicas durante o processo de dorméncia
endogena em gemas de videira cultivadas em condi¢cdes transicionais de latitude a
21°S.

Palavras-chave: aclimatagao, endodorméncia, proteina, vitis.



ABSTRACT

LUCAS; Rodrigo Richard Rabello Fonseca; M.Sc.; Universidade Estadual do Norte
Fluminense Darcy Ribeiro. June 2025. SEASONAL REGULATION OF DORMANCY
THROUGH PROTEOMIC AND BIOPHYSICAL ANALYSES IN GRAPEVINE. Advisor:
D.Sc. Ricardo Bressan-Smith.

Dormancy of perennial plant species is characterized by a period of metabolic
isolation between the mother plant and the lateral meristem of the buds,
accompanied by the cessation of plant growth and morpho-anatomical changes such
as the formation of periderm, a reduction in metabolism limited to primary functions
like energy metabolism and ROS (reactive oxygen species) defense. Grape
cultivation in Rio de Janeiro state, Brazil experiences irregular dormancy periods due
to the absence of low temperatures needed to induce the dormancy process. This
leads to delays in dormancy break and, consequently, production delays. To deepen
the understanding of dormancy physiology in grapevines cultivated in the region, this
study aimed to identify potential elements associated with dormancy in a context
where photoperiod was used as a differential treatment among field-collected bud
samples of ‘Niagara Rosada’. Two lines of investigation were conducted in this study:
i) The proteomic profile of the dormancy break process under two distinct
photoperiod conditions. ii) Evaluation of the acclimation potential of the buds through
sublethal temperatures (SLT) over the annual cycle. To achieve this, sample
collections were carried out during the summer and winter pruning periods for
proteomic analysis. For acclimation data, biweekly collections were conducted from
March 2023 and continued until August 2024. We conducted a global proteomics
approach to elucidate the role of photoperiod in the protein profile throughout the
year during dormancy events. Additionally, bioinformatics platforms and the
grapevine proteome database were used to analyze the function and metabolism of
predicted proteins. To evaluate acclimation, we applied the bud cold resistance
methodology throughout the annual cycle. For this, we assembled a system to
measure the minimum freezing temperatures or SLT and calculated the average SLT

of the biological replicates for all collection dates. As result, a total of 993 proteins

Vi



were identified, of which 108 exhibited differential regulation across seasons. During
the summer period, predominant proteins were associated with secondary metabolic
pathways, including cell wall maintenance and the biosynthesis of secondary
metabolites. In contrast, the winter proteomic profile was characterized by an
increased abundance of proteins involved in primary metabolic processes, such as
glycolysis/gluconeogenesis, chlorophyll maturation, and pyruvate metabolism.
Increased acclimation was observed through the reduction in sublethal temperatures
during the winter period, which coincided with the decline in photoperiod across the
autumn-winter phase. At the end of winter, as photoperiod increases, an inverse
relationship was observed, with acclimation decreasing as sublethal temperatures
rose. We hypothesized that photoperiod modulates the metabolic and biophysical
alterations in ‘Niagara Rosada’ buds even in cold absence. Consequently, based on
the comprehensive data set, we can conclude that photoperiod significantly
influences the metabolic and biophysical properties during the endogenous

dormancy process in grapevine buds grown in transitional latitudes at 21°S.

Keywords: acclimation, endodormancy, protein, vitis.
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INTRODUGAO

A dorméncia das gemas € uma estratégia adaptativa vital em espécies
perenes de clima temperado, possibilitando a sobrevivéncia durante adversidades
sazonais por meio da paralisagdo temporaria da atividade meristematica. Em
videiras (Vitis spp.), a regulagdo da dorméncia tem sido tradicionalmente associada
ao acumulo de frio, as baixas temperaturas e ao encurtamento do fotoperiodo —
sinais que sincronizam a brotagdo das gemas com as condigdes favoraveis da
primavera (Lang, 1987; Rohde e Bhalerao, 2007). No entanto, com a expansao da
viticultura para regides subtropicais e tropicais, esse paradigma vem sendo cada vez
mais desafiado. Nessas zonas de clima quente, o acumulo de frio frequentemente é
insuficiente para atender as exigéncias fisiologicas necessarias a liberagdo natural
da dorméncia (Lemos, 2018; Dantas et al., 2020), sendo comum o uso de agentes

externos, como a cianamida hidrogenada, para induzir a brotagéo.



Apesar do uso generalizado desses agentes quimicos, 0os mecanismos
moleculares que sustentam a indugédo e manutengcdo da dorméncia em condi¢cdes
sem frio ainda s&o pouco caracterizados. Nao esta claro se as gemas em regides
tropicais entram em verdadeira endodorméncia ou se permanecem em um estado
de quiescéncia determinado apenas pela dominancia apical ou pelo equilibrio
hormonal. Essa lacuna de conhecimento € particularmente critica diante dos
impactos crescentes das variagdes climaticas, que ameagam o ciclo de dorméncia

dependente do frio em regides tradicionais de cultivo (Luedeling et al., 2011).

Evidéncias apontam o fotoperiodo como um sinal ambiental primario em
videiras, capaz de induzir a dorméncia independente do acumulo de frio (Fennel e
Hoover, 1991; Dantas et al., 2020). Dantas et al. (2020) observaram assinaturas
transcriptbmicas e metabolémicas semelhantes a dorméncia em uma cultivar tropical
submetida a dias curtos. Esse achado estd em consonancia com evidéncias mais
amplas em espécies de clima temperado, indicando que genes sensiveis ao
fotoperiodo e vias relacionadas ao acido abscisico (ABA) desempenham papéis
centrais na indugcao da dorméncia (Singh et al., 2019). No entanto, evidéncias no
nivel do proteoma para a regulagcdo da dorméncia por fotoperiodo em videiras sob

condi¢cdes tropicais tém sido amplamente ausentes.

A protedmica oferece uma perspectiva unica sobre o estado funcional dos
tecidos vegetais, fornecendo informacgdes sobre a regulagéo pds-transcricional e os
mecanismos de adaptacdo ao ambiente (George et al., 2018). Isso é particularmente
relevante no contexto da dorméncia das gemas, um processo fisiolégico complexo
modulado por sinais hormonais, metabdlicos e ambientais sobrepostos.
Diferentemente dos estudos transcriptdmicos, que inferem a atividade potencial com
base na expressdo génica, a analise protedbmica revela moléculas funcionais reais
que impulsionam as respostas celulares, incluindo modificagbes pds-traducionais,

estabilidade proteica e compartimentalizagao.

Em videiras, uma espécie perene de grande importancia econdémica e
sensivel a sinais sazonais, as transicdbes de dorméncia envolvem uma profunda
reorganizagdo do metabolismo celular. Proteinas relacionadas a eliminagdo de

espécies reativas de oxigénio (ROS), metabolismo energético, resposta ao choque
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térmico e remodelagao da parede celular foram identificadas como elementos-chave
nessas transi¢gdes de dorméncia-crescimento (Fennell et al., 2015; Monteiro et al.,
2022). Apesar de sua relevancia, conjuntos de dados protedémicos abrangentes que
descrevem essas mudancgas ainda sdo escassos, especialmente em condi¢gées onde
o frio esta ausente e o fotoperiodo torna-se o principal fator ambiental. Assim, utilizar
uma abordagem protedmica global neste estudo permite avaliar diretamente como o
fotoperiodo regula a dorméncia em gemas de videira e identificar assinaturas

moleculares exclusivas da fisiologia da dorméncia em baixas latitudes.

Para investigar a base molecular da regulagédo da dorméncia em videiras de
clima quente, foi conduzida uma analise protebmica global das gemas de V.
labruscana ‘Niagara Rosada’, (cultivar com baixa exigéncia de frio) amostradas em
dois extremos sazonais de fotoperiodo: fotoperiodo maximo (coincidente com o
inicio do veréo) e fotoperiodo minimo (coincidente com o inicio do inverno), em
vinhedo localizado em regido de latitude (21°S). Ao comparar os perfis de expressao
proteica durante os distintos periodos, buscou-se identificar proteinas sensiveis a
sazonalidade e elucidar as vias moleculares associadas as transigcdes de dorméncia
na auséncia de frio. Este estudo contribui para uma compreensdo ampla da
regulagdo da dorméncia em condigdes climaticas ndo tradicionais e oferece dados
relevantes para a adaptacao da viticultura em cenarios de aquecimento climatico.
Adicionalmente, é fundamental investigar se as gemas de videira manifestam
alteragdes biofisicas associadas ao endurecimento e a aclimatagao ao longo do ciclo
anual, visando identificar novos marcadores fenotipicos e funcionais indicativos do
status de dorméncia, com potencial para subsidiar diagnosticos precoces e

intervencdes relevantes para o0 manejo da viticultura.
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OBJETIVOS

O objetivo geral desta tese foi a investigagdo das bases moleculares e
biofisicas da regulagdo do processo de dorméncia em gemas de videira sob
exposicao a fotoperiodos contrastantes ao longo do ciclo anual. A este objetivo geral
foram atribuidos objetivos especificos, a saber: i) Condugdo de uma analise
protedémica global, para identificagdo de proteinas com acumulo diferencial sobre os
dois fotoperiodos, para elucidar rotas metabdlicas e mecanismos moleculares
associados a indugdo, manutencdo e quebra de dorméncia em condigbes de
auséncia de frio; e ii) A investigagao do potencial de aclimatagdo das gemas nos dois
fotoperiodos por meio das temperaturas subletais para alteracdes biofisicas

associadas a resisténcia ao frio e a progressao da dorméncia.
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REVISAO DE LITERATURA
A videira

A histéria das videiras € marcada por uma ampla diversidade de espécies e
uma trajetéria que remonta a era preé-histérica. O género Vitis, pertencente a familia
das Vitaceae, abrange mais de 70 espécies, destacando-se por motivos de cultivo
ou pesquisa cientifica Vitis vinifera, V. labrusca, V. riparia e V. rupestris (Currle et al.,
1983; Mullins et al., 1992).

As videiras, caracterizadas pela presenga de gemas, gavinhas e folhas
deciduas, sao plantas perenes que demonstram uma notavel capacidade de
adaptagcdo a diferentes climas (Manica e Pommer, 2006; Keller, 2015).
Primordiamente associada a regides temperadas, a cultura expandiu-se para o0s
tropicos, inclusive em solo brasileiro a produgdo abrange as regides Sul
(principalmente para uvas de vinho) e Sudeste/Nordeste (destaque para uvas de

mesa) (Manica e Pommer, 2006).
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O centro primario de origem de V. vinifera (a principal espécie cultivada) € a
regido do Caucaso e Asia Ocidental, enquanto o género Vitis como um todo tem
origem ampla no hemisfério norte, com centros de diversidade secundarios nas

Américas e na Asia Oriental (This et al., 2006).

A historia da viticultura remonta a era neolitica, aproximadamente entre
6000-5000 a.C., quando as primeiras evidéncias de cultivo de videiras surgiram ao
longo da costa leste do Mar Negro. A V. vinifera, ou seu progenitor, V. vinifera subsp.
sylvestris, distribuiu-se pela Europa durante os periodos Atlantico ou Holocénico e
Sub-boreal, ha cerca de 7500 a 2500 anos atras, descoberto através de dados
arqueoldégicos (Grassi e Arroyo-Garcia, 2020). No Brasil, a introducédo da videira é
marcada por relatos histéricos que datam de 1532, quando Martim Afonso de Souza
registrou o transporte de videiras portuguesas para a entdo Capitania de Séao
Vicente, atual Estado de Sao Paulo (Pereira et al., 2022). Desde essa introducao
inicial, a viticultura expandiu-se para diversas regides do pais. A viticultura em terras
brasileiras passou por um hiato entre os séculos XVIII e XIX, em que quase
desapareceu. Ganhou notoriedade a partir da segunda metade do séc. XIX pela
introducdo de variedades hibridas americanas e reintroducdo de variedades
européias pela imigracdo de alemaes, franceses e, principalmente, de italianos, em

regides do sul do Brasil. (Mullins et al., 1992).

Uma das variedades de destaque € a Niagara Rosada, originada em 1933
no municipio de Louveira, em Sao Paulo, por mutagao genética natural da variedade
‘Niagara’ (no Brasil chamada de ‘Niagara Branca’), cruzamento entre as variedades
Concord e Cassady em 1868, no condado de Niagara, em Nova lorque, EUA
(Camargo, 1994; Maia, 2002). Sousa (1996) destaca a rapida predominancia da
Niagara Rosada sobre a Niagara Branca no Brasil, demonstrando a dinamica

evolutiva e adaptativa da viticultura ao longo do tempo.

A videira possui caracteristicas morfolégicas distintas e um ciclo fenolégico
influenciado por diversos fatores climaticos. A adaptabilidade das videiras € notavel,
pois sdo geralmente pouco exigentes em relacdo ao frio, especialmente quando
cultivadas em climas quentes e secos, com alta intensidade de luz e baixa

pluviometria, o que resulta em um comportamento diferenciado comparado a regides
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temperadas. Morfologicamente, a videira é considerada uma planta liana, lenhosa de
porte arbustivo, perene e de folhas deciduas, caracterizada pela presenga de
gavinhas e inflorescéncias opostas as folhas (Mullins et al., 1992; Pommer, 2003).
As raizes, fasciculadas e predominantemente encontradas nos primeiros 60 a 150
cm de profundidade, sdo importantes no acumulo de carboidratos no final do ciclo
vegetativo, essenciais para o desenvolvimento da planta no proximo ciclo (Pommer,
2003).

A parte aérea da videira, composta por tronco e ramos, desempenha um
papel vital na sustentagdo dos frutos, do tipo baga, agrupados em cachos (Hidalgo,
1993; Alvarenga et al., 1998). Os frutos, assim como as folhas, apresentam
diversidade de formas e tamanhos, caracteristicas essas de diferenciacéo varietal e

praticas de manejo (Terra et al., 1993; Sousa, 1996; lland et al., 2024).

A inflorescéncia da videira € uma panicula com estrutura variavel, e as
variedades cultivadas geralmente possuem flores hermafroditas, permitindo a
autofertilizagao (Pratt, 1971; May, 2000). O cacho, composto por pedunculo, raquis,
pedicelo e flores, transforma-se em bagas quando fertilizado, apresentando
estruturas distintas como pele, polpa carnuda e sementes (May, 2000; Ribéreau-
Gayon et al., 2006; Jackson, 2008).

O ciclo anual da videira abrange desde a mobilizagdo de reservas,
crescimento vegetativo, acumulo de metabdlitos até o repouso vegetativo ou
dorméncia (Hidalgo, 2002; Reynier, 2003). A data de poda emerge como uma
referéncia crucial para o inicio desse ciclo fenologico, variando conforme a cultivar,
as condigdes climaticas e o local de cultivo. O cultivo de videiras em areas tropicais
possibilita a obtengcédo de até duas ou mais colheitas por ano, sendo viavel proceder
com a poda de producdo em qualquer periodo do ano, contanto que os ramos
estejam maduros apds a colheita da safra anterior, enfatizando a versatilidade e
adaptabilidade desta planta ao longo do tempo (Kuhn e Maia, 2001; Manica e
Pommer, 2006; Embrapa Uva e Vinho, 2018).
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Fenologia da videira

A classificagcédo fenoldgica da videira do trabalho de Galet (1983) 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 apds a poda
e segue até a queda das folhas que também apresenta subdivisdes: a) crescimento:
periodo que consiste entre a brotacdo e a cessacdo do aumento de biomassa dos
ramos; b) reprodutivo: abrange a floragdo e a maturagdo dos frutos; c)
amadurecimento dos tecidos: engloba o interrompimento do crescimento até a
lignificacdo dos ramos; |lI) repouso: corresponde ao intervalo entre dois ciclos
vegetativos. Ha uma sucessao dos mesmos, pois ha uma interdependéncia entre si,

de forma que o comportamento de um pode influenciar o outro.

O manejo da videira em regides tropicais varia significativamente com a
latitude, refletindo as diferencas em fotoperiodo, temperatura média anual e
distribuicdo de chuvas. Em latitudes proximas a 10°, como nas zonas equatoriais, a
constancia do fotoperiodo (~12 h) ao longo do ano e a baixa amplitude térmica
inviabilizam a inducdo natural da dorméncia, exigindo podas e aplicagdes de
reguladores de crescimento para promover a brotacdo e sincronizar os ciclos
produtivos. Na fase de repouso costuma se dar pela reducdo de irrigagado de forma
controlada para promover o acumulo de reservas, reproduzindo o periodo hibernal
das regides temperadas (Ledo e Maia, 1998). Em latitudes em torno de 20°S, tipicas
de regides produtoras do Sudeste do Brasil, ha leve variagdo no fotoperiodo e um
gradiente térmico mais acentuado entre estagdes, o que favorece uma entrada
parcial em dorméncia. Nessas condi¢gbes, 0 manejo pode ser ajustado conforme o
ciclo fenoldgico e o objetivo produtivo, permitindo duas safras por ano. Em latitudes
proximas a 30°S, tipico de subtropical, as estagdes do ano sdo mais definidas, com
temperaturas mais baixas no inverno e fotoperiodo reduzido, o que favorece a
ocorréncia de dorméncia fisiolégica mais pronunciada (endodorméncia). Nessas
regides, a videira pode completar naturalmente parte de seus requerimentos de
dorméncia, reduzindo a necessidade de tratamentos quimicos, tal que o manejo se
aproxima dos modelos adotados em climas temperados. Essa transicao latitudinal

demanda estratégias especificas de poda, irrigagdo, controle de doengas e uso de
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indutores quimicos, ajustadas a fisiologia da planta sob diferentes regimes

ambientais.

Propostas foram feitas para descrever os estadios de desenvolvimento da
videira, o que resultou em diversas escalas fenoldgicas, 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, que dividiu os ciclos produtivos em 24 pontos fenolégicos. No trabalho de
Coombe, em 1995, esta escala recebeu modificagdes que proveram detalhes sobre

os estadios intermediarios.

Alguns indices biometeorolégicos sao utilizados para determinar o tempo de
cada estagio fenoldgico da videira, dentre eles tem o indice heliotérmico Geslin (do
inglés, Heliothermal Geslin Index), desenvolvido por Huglin (1978), que divide os
estadios por fotoperiodo e temperatura sobre o vinhedo. Esta adicdo da participacao
do fator fotoperiodo no desenvolvimento das videiras permitiu a corregcdo para
diferentes latitudes e, dessa forma, houve uma melhor correlacédo entre a quantidade
de soma térmica com o conteudo polissacaridico dos frutos. O indice de frio noturno
€ um indice desenvolvido para avaliar a temperatura minima em correlagédo 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 caracteriza a disponibilidade hidrica no solo em relacao 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)
que avalia a temperatura média do periodo em razdo da temperatura base
(temperatura necessaria para paralizagao do crescimento), € amplamente utilizada
na cultura da videira. Este indice foi criado por Amerine e Winkler (1944), ao
comparar diferentes regides produtoras de uva, fazendo somatério das temperaturas
meédias diarias e mostrando diferentes necessidades das variedades para completar

os ciclos produtivos.
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Dorméncia de gemas

A dorméncia das gemas € uma caracteristica adaptativa das plantas que as
permitem sobreviver a condi¢gdes desfavoraveis como temperaturas proximas de 0°C
e baixa exposigao solar (Rios et al., 2014). A dorméncia de gemas é classificada em
trés estadios fisioldgicos: i) paradorméncia, que € mais associada a inibicao causada
por fatores de dominéancia apical; ii) a ecodorméncia, que é a dorméncia causada
por fatores ambientais adversos; iii) a endodorméncia, ou dorméncia profunda, que é

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 producédo de sinais repressores do desenvolvimento das gemas laterais
durante o crescimento vegetativo, pela produgéo e transporte de fitorménios como a
auxina (Liu et al., 2013). No caso da paradorméncia, evidéncias apontam a agao das
giberelinas agindo como promovedores de degradacao de caloses nos meristemas
axilares das gemas em resposta a perda do meristema apical em Populus tremula
(Rinne et al., 2016).

A ecodorméncia em videiras refere-se a um estado de inatividade temporaria
das gemas causado exclusivamente por condi¢cbes ambientais desfavoraveis,
mesmo quando a gema ja superou a endodorméncia e esta fisiologicamente pronta
para retomar o crescimento. Os fatores mais comuns que induzem a ecodorméncia
sao temperaturas muito baixas, déficit hidrico ou baixa radiagao solar, impedindo o
crescimento vegetativo mesmo que os fatores internos prevenindo o crescimento ja

tenham sido removidos.

Durante a endodorméncia, a planta ndo apresenta crescimento visivel, mas
rotas metabdlicas primarias continuam em niveis basais. A respiragdo € uma das
funcbes fisiolégicas 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 (Parada et al., 2016). Observa-se um intervalo de nao
reatividade a sinais de crescimento promovidos externamente, retomando
crescimento apds receber estimulos de quebra de dorméncia que inclui periodos
prolongados de exposi¢cédo a baixas temperaturas e também pelo fotoperiodo, como

visto em diferentes gendtipos de Vitis spp. (Grant et al., 2013). Sendo a dorméncia
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quebrada, a planta exibe ecodorméncia, que representa um periodo de transicao
entre baixas temperaturas e temperaturas elevadas, que levam ao aumento do

metabolismo e reativagdo do crescimento.

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, o
gue causa uma mudanga de cor e de estrutura que forma a gema de inverno. Estas
mudancas morfologicas s&o induzidas principalmente pela reducdo das
temperaturas e do fotoperiodo, além da agcao acessoéria das moléculas bloqueadoras

de ROS como a catalase (Pérez e Lira, 2005).

O fotoperiodo é por definicdo a quantidade de horas de luz durante um dia.
As plantas desenvolveram sistemas metabdlicos como fitorménios e moléculas fotos
sinalizadoras 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). Préoximo a linha do equador, a duragdo do dia é muito proxima da noite ao
longo do ano inteiro. Conforme se afasta em direcdo aos polos, o fotoperiodo

aumenta no verao e diminui no inverno (Figura 1).
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Figura 1: Comparagdo da variagdo de fotoperiodo anual em diferentes Iatitudes,
correspondentes a regides produtoras de uvas no Brasil

Uma discusséao sobre o conceito do processo de dorméncia de gemas levou
a divisdo entre estado quiescente e estado dormente, em contraste a classificacdo
anterior de para-, eco- e endodorméncia. O estado dormente é caracterizado por
heterocromatizagcdo do DNA, com o nucleo oxidado, desidratado e sob hipoxia, além
de baixas concentragdes de 6xido nitrico e agucares livres e com a expressao de
fatores de fechamento da plasmodesmata, como os B-glucanos (Rinne et al., 2011).
A quiescéncia é caracterizada como um estado onde apenas alguns pontos do
genoma estédo heterocromatizados e apenas alguns conjuntos de genes estao livres,
porém nao ha transcricdo ativa. 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 expressado de fatores como
PHYA (do inglés, Phytormone A) e FT (do inglés, Flowering Locus T), e aumentou a
expressao de PHYB (do inglés, Phytormone B). Em condi¢des controladas para

fotoperiodos curtos as gemas se comportaram em estado de dorméncia, o que é
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evidenciado pelo aumento da espessura da parede celular das células de gemas,
sugerindo que o fator temperatura ndo é determinante para o estabelecimento da

dorméncia em videiras (Dantas et al., 2020).

Em trabalhos anteriores do nosso grupo de pesquisa, os aspectos de
transporte de agua e relacbes de fotoperiodo e dorméncia de gemas foram
explorados. Ha analise da formagao de conexao xilematica entre a gema e o caule
durante a brotacao, observando que esta conexdo so6 é formada com a formacgao da
primeira folhna. Com base nos dados, a concluséo foi a auséncia do transporte de
moléculas energéticas para o tecido da gema durante a quebra de dorméncia (de
Deus, 2018).

O trabalho de Lemos (2018) analisou o efeito do fotoperiodo na indugéo de
dorméncia em diferentes gendtipos na latitude 21,5°S. Se observou que periodos em
que o fotoperiodo diminuiu, houve relagcdo com a entrada em dorméncia das gemas.
Além disso, concluindo que essa resposta fisiolégica de entrada em dorméncia é
visualmente percebida por meio dos sinais de indugdo a dorméncia como formagao
de periderme, queda do meristema apical e cessagao do crescimento dos ramos,
encontrando respostas de indugao distintas entre as variedades Chardonnay (V.

vinifera) e Niagara Rosada (V. labruscana).

As reservas energéticas também sao fatores que parecem afetar a quebra
da dorméncia de gemas em espécies perenes. Em cerejeira-doce (Prunus avium) foi
sugerido o aumento no conteudo de amido durante a dorméncia de gemas florais,
sobretudo nos primoérdios foliares, como um comportamento de endodorméncia
desta espécie. Outro relato na mesma espécie mostrou que altas concentragdes 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 fenébmeno. Em Prunus persica (péssego), foi demonstrada a
presenca de graos de amido em gemas florais, sugerindo que o amido tem influéncia
no processo de quebra de dorméncia e floragado nesta espécie (Fadon et al., 2018;
Fernandez et al., 2019).

Em V. vinifera var. Thompson Seedless, comparagdes entre porta-enxertos

mostraram que os mesmos também contribuem ao perfil de quebra de dorméncia,
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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 genbmicas apontam que a
transcricdo génica de enzimas de formag&o de amido € suprimida durante a quebra
de dorméncia. Ao ponto que as enzimas de quebra de agucares 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 et al., 2018). Em alamo hibrido
(Populus tremula x P. tremuloides), cujas gemas axilares apresentam acumulacao de
corpos lipidicos durante sua formacdo e que a transcricdo e biossintese de
giberelinas é promovida apdés a decapitacdo do meristema apical (quebra da
paradorméncia), parece sugerir a importancia de lipidios na formacédo da gema. Ha
alta expressdo de membros da familia GH-17 de genes, que sao responsaveis pela
traducao de glucanases, que degradam caloses especialmente no meristema axilar
(Rinne et al., 2016).

A protebmica em Vitis spp. mostrou um perfil proteico de metabolismo de
combate a ROS e focado primariamente em metabolismo energético (George et al.,
2018). Além disso, analises em um hibrido (V. labruscana Bailey x V. vinifera L.) e
alamo (um interessante modelo para estudos de dorméncia) revelaram a importancia
do fator de transcricdo ‘Short vegetative phase 3’ na coordenagao entre os
metabolismos de ABA e GA, além da formacédo de calose durante a dorméncia de
gemas. Neste estudo, as principais proteinas que iniciam a cascata de sinalizagao
do fator SVP3 foram downreguladas durante o tratamento com o indutor de brotagao

cianamida hidrogenada (Dong et al., 2023).
Aclimatacao e resisténcia ao frio

O fenbmeno de aclimatagao ao frio de espécies arbdéreas e gramineas tem
seus estudos desde a década de 50, em que experimentos em campo tinham como
resultado que plantas expostas a baixas temperaturas de forma gradual exibiam
maior resisténcia ao frio intenso. Era usualmente associada a processos

morfologicos, dada as limitagdes da época. A partir da década de 70, através de
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analises bioquimicas, foi possivel entender que a diferenca no acumulo de agucares
e viscosidade celular era responsavel pela protecao celular a formacgéao de cristais de
gelo intracelulares. Dentre as enzimas mais importantes para esse processo

encontra-se a sacarose sintase (Kawamura e Uemura, 2003).

Desde entdo, os estudos tém ampliado o conhecimento dos fatores
relacionados a aclimatagao, como a importancia do fotoperiodo, principalmente pela
ativacao dos fotorreceptores fitocromo A que percebe o desbalango da quantidade
de luz diaria e dispara resposta de entrada em dorméncia em espécies perenes. Um
hibrido de alamo (Populus tremula L. x P. tremuloides Michx.) com reduzida
expressao do gene de fitocromo A (phyA) apresentou aumento de sensibilidade a
endodorméncia regulada por dias curtos (Eriksson, 2000). Outras perspectivas a
respeito da dorméncia de perenes tém revelado que utilizar o fenémeno
morfofisiolégico da brotacdo como unico indicador de dorméncia é insuficiente,
sobretudo em regides tropicais de baixa latitude. North e Kovaleski (2024)
demonstraram que o acumulo de frio, frequentemente simulado por tratamentos
térmicos em experimentos, também induz aumento da resisténcia ao frio (cold
hardiness), o que pode retardar a brotagdo mesmo com acumulo térmico adequado.
Em latitudes tropicais como 21°S, onde os invernos sao brandos e a dorméncia
profunda é atenuada, a relagdo entre aclimatagdo térmica e brotacdo ganha
relevancia pratica especialmente quando se utilizam manejos como poda de
produgdo, cianamida hidrogenada ou supressdo hidrica para induzir ciclos
fenoldgicos. A incorporagdo da resisténcia ao frio e da taxa de desaclimatagédo aos
modelos de dorméncia pode prever o comportamento das gemas, otimizar o
momento das intervengdes e minimizar riscos fisioldgicos associados a estresses
climaticos inesperados em ambientes temperados (Kovaleski et al., 2018). Porém,
esse tipo de dados ndo existe para condi¢cdes tropicais, o que abre oportunidades

para explorar este tipo de metodologia em cultivos tropicais.

Além disso, North et al. (2024) mostraram que as variagdes no tempo até a
brotacdo entre espécies ou cultivares nao refletem, necessariamente, diferentes
ritmos de dorméncia, mas sim interacdes entre resisténcia inicial ao frio e
velocidade de desaclimatacdo. Esse principio também se aplica a videiras

cultivadas em ambientes tropicais, onde o manejo visa adaptar a fenologia a



23

condic¢des climaticas sem acumulo natural de frio. J& Han et al. (2023) concluiram,
por meio de analises transcriptdbmicas, que diferentes tipos de estresse térmico
ativam vias moleculares distintas nas gemas de Vitis vinifera, o que reforga a ideia
de que a resposta fisiolégica ao ambiente tropical ndo € apenas uma auséncia de
dorméncia, mas sim uma adaptagdo complexa e molecularmente regulada. Esses
achados indicam que, em regides de 21°S, o estudo conjunto da fisiologia da
dorméncia, da biofisica das gemas e da expressdao génica pode subsidiar
estratégias de manejo mais eficientes e resilientes, diante de cenarios climaticos

com maior variabilidade térmica e menor previsibilidade sazonal.

Outros fatores como chaperonas como as sHSP (do inglés, small Heat
Shock Proteins) estdo envolvidas no processo por estarem upreguladas durante
eventos de exposicao a altas e baixas temperaturas, tendo como principal fungao de
proteger proteinas contra desnaturagéo e agregacéo (Wang et al., 2004). A presencga
de proteinas LEA (do inglés, late embryogenesis abundant proteins) durante este
processo também foi investigada e resultou no aumento da expressao génica da
familia destas proteinas em diversas espécies, a principal hipotese foi que as
dehidrinas alteravam o padrdo de saturacdo lipidica da membrana gerando maior

protecéo ao frio (Porat et al., 2004; Puhakainen et al., 2004).

Analises metabolédmicas e protedmicas atuais comprovam a presenca de
metabdlitos secundarios e proteinas de combate de ROS sendo acumuladas durante
a exposigao ao frio de sementes de Eucaliptus spp (Oberschelp et al., 2020), dessa
forma ampliando o conhecimento do processo de protegcédo vegetal as condi¢cdes de
aclimatagdo ao frio. Pouco ou nenhum conhecimento foi encontrado sobre a
presengca ou nao de respostas em cultivares em condigdes de frio ameno. Estas
espécies nao necessitam destas respostas usualmente, porém para ampliar o
conhecimento sobre o fendmeno de aclimatagao ao frio, € importante investigar se
esta resposta € encontrada no fendtipo em variedades cultivadas em climas
quentes, tendo em vista a instabilidade do clima e a possibilidade de viabilidade de
cultivar variedades de climas quentes em climas frios, ou mesmo em cultivo de
altitude. Portanto, o objetivo deste trabalho foi investigar a dorméncia de videiras
cultivadas em latitude 21°S quanto ao seu perfil de proteoma e biofisica da

aclimatagao, com foco em elucidar se existem mecanismos distintos aos de cultivos
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em clima temperado, determinando se as gemas de cultivo em clima tropical

apresentam endodorméncia ou ecodorméncia.
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MATERIAL E METODOS
Material vegetal

Gemas da cv. Niagara Rosada [mutagdo somatica da cv. Niagara - V.
labrusca ‘Concord’ x ‘Cassady’ (V. labrusca x V. vinifera Variedade VIVC 8540)]
(Pierozzi e Moura, 2014) enxertadas no porta-enxerto IAC-572 foram utilizadas para
avaliagdes. Plantadas em 2006 em vinhedo comercial, as gemas foram colhidas
durante duas condicdes de fotoperiodo: dezembro de 2022 (solsticio maximo — 13,5
h) e junho de 2023 (solsticio minimo — 10,5 h). O vinhedo localizado no municipio de
Sao Fidélis, RJ, Brasil (21°51’ S; 41°71’° W) é constituido por plantas em produgao
distribuidas a 2,5 m entre linhas e 2 m entre plantas seguindo em um sistema de
formacgéao de pérgola e irrigado por gotejamento por dois emissores por planta a uma
distancia de 0,5 cm do caule. As gemas foram amostradas durante o estadio de
desenvolvimento, seguindo o sistema EL modificado (Coombe 1995): EL 1 (gema

dormente). Trés (classificacdo de Képpen - Am) réplicas bioldgicas e experimentais
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foram realizadas para as analises protedmicas. A cada coleta foram extraidos dez
ramos € deles feita uma pré-selecdo das gemas mais vistosas (maior biomassa)
para a analise em laboratério. O material coletado foi imediatamente envolto em
papel-aluminio para protecdo contra a luz, e os ramos foram acondicionados em
sacos plasticos transparentes e transportados em caixa de isopor com gelo até o
laboratdrio, localizado a 71 km de distancia. As gemas oriundas da poda realizada
em dezembro foram designadas como tratamento de ‘verao’, enquanto as gemas
podadas em junho foram consideradas como tratamento de ‘inverno’ para esta

pesquisa.

O experimento seguiu um delineamento inteiramente casualizado com dois
tratamentos, cada um com 12 plantas individuais como repeticdes bioldgicas,
utilizando dois ramos por planta (n=24). No momento da coleta, as gemas dos ramos
sazonais foram seccionadas em segmentos contendo uma unica gema, sendo estas
retiradas das posi¢des entre 0 3° e o 10° n6 a partir da base até o topo do ramo. As
escamas foram removidas e o material remanescente das gemas foi imediatamente

congelado em nitrogénio liquido e armazenado a -80°C até as etapas posteriores.
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Avaliacao da brotacao das gemas

Um segundo grupo de gemas foi coletado e imediatamente transportado
para o laboratério, sendo dividido em dois grupos de 40 gemas (20 por tratamento)
dispostas em bandejas plasticas com agua, submetidas a condi¢des forgadas (12 h
de luz / 12 h de escuro, temperatura de 24 °C): um grupo controle (pulverizado com
agua) e um grupo tratado com 5% cianamida hidrogenada (p/v) (CH). A brotagao foi
quantificada até que as gemas atingissem o estagio de "ponta verde aberta" (E-L 4),
com base na classificacao fenolégica modificada de Eichhorn-Lorenz (Coombe,
1995). As observagdes foram registradas diariamente, de 3 de dezembro de 2022 a
3 de janeiro de 2023 para o tratamento de verao, e de 5 de junho de 2023 a 5 de

agosto de 2023 para o tratamento de inverno.
Extracao e quantificacao de proteinas totais

Trés amostras bioldgicas de 150 mg cada foram maceradas em almofariz e
pistilo com nitrogénio liquido e transferidas para microtubos. As amostras em pé
foram homogeneizadas com 1 mL de tampao de extragdo, composto por 7 M ureia
(Cytiva, Hoegaarden, Bélgica), 2 M tioureia (Cytiva), 2% Triton X-100 (Sigma—
Aldrich), 1% ditiotreitol (Bio-Rad, Hercules CA, EUA) e 1 mM fenilmetilsulfonil
fluoreto (PMSF, Sigma-Aldrich), conforme descrito por Reis et al. (2021). As
concentracdes de proteinas dos replicados bioldgicos foram estimadas utilizando o
kit 2-D Quant (Cytiva). Para preparagao da digestao proteica, aliquotas de 100 ug de
cada amostra foram precipitadas pelo protocolo metanol/cloroférmio para remogao

de contaminantes detergentes (Nanjo et al., 2012).
Digestao proteica

A digestao tripsinica foi realizada utilizando o método de preparagdo de
amostra assistida por filtro (FASP) (Wisniewski et al., 2009). Resumidamente, as
proteinas foram duplamente dessalinizadas com 50 mM bicarbonato de aménio
(Sigma-Aldrich) a pH 8,5 em filtros Microcon de 30 kDa (Merck Millipore, Darmstadt,
Alemanha). Em seguida, foram incubadas a 60 °C por 20 min com 100 pL de
solugdo redutora contendo 50 mM DTT, preparada em 8 M ureia e 50 mM

bicarbonato de aménio (pH 8,5). Apds resfriamento, adicionaram-se 200 yL 8 M
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ureia e 50 mM bicarbonato de aménio, seguido de alquilagdo por 20 min a 25 °C no
escuro com 100 yL 50 mM iodoacetamida (Sigma-Aldrich) em bicarbonato de
amonio. Posteriormente, as amostras foram lavadas duas vezes com 8 M ureia e 50
mM bicarbonato de aménio, e trés vezes com 50 mM bicarbonato de aménio. A
digestao proteica foi realizada por 18 h a 37 °C, em uma solugéo contendo 25 pL de
RapiGest a 0,2% (Waters, Manchester, Reino Unido) e 20 uL de solugao de tripsina
(razdo tripsina:amostra de 1:100 pg, Promega, Madison, EUA). A atividade da
tripsina foi inibida com 5 pL acido trifluoroacético (TFA) a 15%, para uma
concentracao final de 0,5%, e incubacao a 37 °C por 30 min. Os peptideos foram
liofilizados a vacuo e solubilizados a 0,7-1 ug uyL™ em uma solugado de 95% agua,
5% acetonitrila e 0,1% acido férmico, todos grau MS (Sigma-Aldrich). A
concentracédo de peptideos foi estimada por espectrofotometria a 205 nm usando o
NanoDrop 2000c (Thermo Fisher Scientific, Waltham, EUA).

Analise por espectrometria de massas

A analise protedmica foi realizada utilizando um sistema nanoAcquity UPLC
M-class (Waters) acoplado a um espectrémetro de massas Synapt G2-Si (Waters)
com fonte de ionizagdo por eletrospray (ESI-MS/MS), conforme descrito por
Passamani et al. (2018). Brevemente, 2 ug de peptideos digeridos foram carregados
em uma coluna de pré-concentragdo C18 (100A, 5 ym, 180 ym x 20 mm, 2D;
Waters) a uma vazao de 5 yL min™ por 3 min, seguida de separacdo em uma coluna
analitica HSS T3 de fase reversa (100A, 1,8 ym, 75 ym x 150 mm; Waters) a 400 nL
min~' e temperatura de 45 °C. A eluigdo foi realizada com um gradiente binario,
sendo a fase movel A composta por agua (Tedia, Fairfield, EUA) e 0,1% acido
férmico, e a fase mével B por acetonitrila e 0,1% acido formico. O gradiente iniciou-
se em 5% B, aumentando de 5 para 40% B até 92 min, 40 para 99% B até 96 min,
sendo mantido em 99% B até 100 min. A fase B foi reduzida para 5% até 102 min e

mantida até o final do ensaio em 118 min.

Os dados HDMSE foram adquiridos no modo de aquisi¢ao independente de
dados (DIA) utilizando mobilidade i6nica, com os seguintes parametros: modo
positivo, resolugao de 35.000 FWHM (V mode) e programa de velocidade de onda

de mobilidade de 800 para 500 m s™"'. A energia de colisao foi aumentada de 25 para
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55 V no modo de alta energia, e as tensdes do cone e capilar foram de 40 e 2800 V,
respectivamente. A pressao do gas de nanofluxo foi de 0,5 bar, com fluxo do gas de
purga de 150 L h™" e temperatura da fonte de 80 °C. Para os parametros do tempo
de voo (TOF), o tempo de varredura foi de 0,6 s no modo continuo, com faixa de
massa de 50 a 2000 Da. Como calibrante externo, utilizou-se fibrinopeptideo B
humano [Glu1] (Waters) a 100 fmol yL™", com aquisi¢ado de lock mass a cada 30 s.
Os espectros de massas foram adquiridos com o software MassLynx v4.1 (Waters).

Analise de dados

A andlise dos espectros MS/MS foi realizada utilizando o software
ProteinLynx Global SERVER (PLGS) v.3.03 (Waters), e a quantificacao label-free foi
conduzida pelo software ISOQuant v.1.6 (Distler et al., 2014), conforme parametros
descritos previamente (Passamani et al., 2018). Os dados foram processados no
PLGS com um limiar de baixa energia de 150 contagens, limiar de energia elevada
de 50 e limiar de intensidade de 750. Os parametros de busca incluiram até duas
clivagens perdidas, um minimo de trés ions fragmento por peptideo, sete ions
fragmento por proteina e dois peptideos por proteina, com modificagbes fixas de
carbamidometilacéo (C) e variaveis de oxidacao (M) e fosforilagédo (STY). O FDR
para identificacdo de peptideos e proteinas foi fixado em 1%, com peptideos de no

minimo seis aminoacidos.

A analise no ISOQuant incluiu alinhamento de tempo de retencéo, exato
tempo de retencdo de massa, agrupamento IMS, normalizacdo dos dados e
fitragem de homologia proteica. A quantificagdo foi realizada pelo método TOP3,
seguido de normalizagcdo multidimensional. Para analise diferencial, apenas
proteinas presentes em todas as trés repeticbes ou ausentes em todas foram
consideradas. Proteinas diferencialmente acumuladas (DAPs) foram identificadas
com teste t de Student (P < 0,05) e Log2 FC > 0,585 (up-reguladas) ou < -0,585

(down-reguladas).

A anotacado funcional foi realizada no OmicsBox e UniProtKB, utilizando
BLAST contra o banco de proteinas ndo redundante de plantas verdes (NCBI, taxa:

33090). O Enriquecimento funcional foi conduzido no Metascape, e as interagbes
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preditas no STRING v.12.0. Fatores de transcricdo e quinases foram identificados
via iTAK (Zheng et al., 2016).

Determinagao do requerimento de frio das gemas

As gemas retiradas de campo foram avaliadas quanto ao acumulo de frio
das gemas, baseado no modelo dindmico de acumulo de frio em porgdes (Fishman
et al., 1987). O modelo é baseado na suposicdo de que ha um precursor
termicamente instavel que leva a acumulagao de um fator que resulta na finalizagao

da dorméncia. A seguinte formula descreve o modelo:

Sendo: PQD - precursor de quebra de dorméncia, FQD — fator de quebra de
dorméncia, as setas reversiveis representam os fatores de formacgao e destruicao do
precursor, a seta unica representa a reacao irreversivel de formagao do fator de

quebra de dorméncia.
A =PQD — FQD (Eq.1)

As taxas de formacao e destruicao do precursor sao fungdes de temperatura
e indicam as faixas de temperatura em que o precursor € formado ou degradado. A
transicdo do precursor para o fator de quebra de dorméncia foi determinada como
um processo irreversivel para membranas e macromoléculas que ocorre apos a
formagéo do precursor ultrapassar um limite hipotético que é igual a 1, sendo este
equivalente a uma porcao de acumulo de frio. Apds ultrapassar o limite, o valor de
acumulo do precursor retorna a zero e reinicia-se a contagem. As taxas de formagéao
e destruicdo do precursor segue a lei de Arrhenius e a férmula final € mostrada a

seqguir:
KO,1 = A0,1 exp (-E0,1/©) (Eq.2)

Onde: © = temperatura em graus absolutos (°K), E0,1 = energias de
ativacdo dos processos de formacdo e destruicdo de PQD (em unidades de
temperatura) e A0,1 = taxas dos coeficientes, que s&o independentes de

temperatura.
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Montagem sistema de captacao da resisténcia ao frio de gemas

O sistema é uma analise térmica diferencial, sendo uma adaptacdo do
sistema proposto em (Mills et al., 2006), onde se baseia em fios termopares (modelo
D36904, Vix) que detectam temperatura das gemas. Cada fio termopar comporta
uma unica gema e seu principio de funcionamento sera o seguinte: ao resfriar as
gemas a agua interna cristaliza, liberando calor e aumentando a temperatura da
gema, o fio termopar entdo detecta reacéo exotérmica gerada pelo congelamento do

conteudo de agua interna, caracterizando a temperatura de morte da gema.

Figura 2: Montagem do sistema de captacdo de dados de resisténcia ao frio das gemas de
videira. A — visao geral do sistema, mostrando o datalogger, fonte, termopares conectados
as portas do datalogger e computador que exibe os dados no software LoggerNet versao
3.3.1. B — caixa de isopor com inser¢cao dos termopares e vedadas com fita adesiva para
fixacdo dos termopares. C — exemplificagcdo da inser¢cado da gema na ponta do termopar para
analise da resisténcia ao frio. D — disposi¢do das gemas e termopares dentro da caixa de
isopor com o auxilio de um peso para evitar a movimentagdo dos termopares e as gemas
sdo embaladas com fita adesiva evitando erros na coleta dos dados de resisténcia ao frio
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As camaras de amostragem consistiram em uma caixa de isopor retangular
de 33cm x 25cm x 25cm (comprimento/largura/altura), as gemas foram retiradas das
estacas com auxilio de um bisturi e suas porgcdes basais inseridas nas pontas dos
termopares para melhor captacdo dos picos exotérmicos. Os fios entdo foram
inseridos na caixa isopor através de furos de 14mm de didmetro que foram feitos na
caixa de isopor para permitir circulagdo de ar dentro do sistema. As gemas nos fios
termopares foram envoltas em fita adesiva para evitar afastamento da interface
gema-termopar e tecido isolante térmico (tecido algoddo 100%) envolto na fita
adesiva. Os fios termopares foram fixados e conectados ao centro de coleta dos
dados para monitorar a temperatura do freezer. O centro de coleta de dados sera um
data logger (modelo CR1000, Campbell Scientific) que apresenta 8 canais, dessa
forma 8 termopares foram utilizados para captacdo dos dados que serdo
armazenados a cada 10 segundos. Foi introduzido o sistema em um freezer -25°C
para resfriamento das gemas. As saidas de voltagem em mV seguirdo ao software
EXCEL (versao 2019, Microsoft) e os dados foram processados e plotados em duas

dimensdes, sendo a saida do termopar no eixo x e a saida de tempo no eixo y.
Determinacgao da resisténcia ao frio

Gemas dormentes dos nds quatro ao oito a contar da base foram cortadas
de videiras cultivadas em campo. Aproximadamente 2 mm de tecido do ramo
circundante das gemas foram preservados no corte para permitir o resfriamento do
material. Oito gemas foram inseridas em cada termopar com a face que recebeu o
corte voltado para o termopar. Um termopar foi deixado livre como controle para
descontar efeitos de ruidos de sinal. Um total de 8 termopares com gemas foram
colocados em freezer para a analise, totalizando 8 gemas por tratamento em cada
analise (n=16). Temperaturas exotérmicas foram identificadas manualmente do plot
do termopar (eixo Xx) versus os tempos observados para cada pico exotérmico (eixo
y). Temperaturas letais para as gemas serdo descritas como LTES0, as temperaturas
responsaveis pela morte de 50% das gemas analisadas. Esses valores foram
determinados por meio do alcance exotérmico das gemas e sua distribuicdo que séo

visiveis nos picos das leituras de cada placa.
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RESULTADOS

5.1 — Protebmica de gemas em diferentes estagcoes

A B C

903

109

Figura 3: Diagrama de venn representando os resultados da analise protedmica. A - perfil
total de proteinas quantificado pelo método protedémico global (903) vs. total de proteinas
reguladas identificadas (109). B — total de proteinas reguladas (109) vs. total de proteinas
reguladas no inverno (56) vs. proteinas exclusivas do inverno (2). C — total de proteinas
reguladas (109) vs. total de proteinas reguladas no verao (52) vs. proteinas exclusivas do
verao (3)
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Das 909 proteinas detectadas, 903 foram mantidas apds a exclusdao de
contaminantes. Um total de 109 proteinas com acumulo diferencial (DAPs) foi
identificado entre as condicbes de verdo e inverno, com base nos critérios de
|log2FC| = 0,585 e p < 0,05. Dentre essas, 55 proteinas apresentaram reducéo e 50
foram induzidas no inverno em relagdo ao verdo. Além disso, cinco proteinas foram

exclusivamente expressas — trés no verao e duas no inverno (Figuras 3A-3C).

As andlises de enriquecimento de ontologia génica (GO) e de vias
metabdlicas (KEGG) revelaram um perfil funcional claramente divergente entre os
tratamentos: as gemas de verao apresentaram enriquecimento em vias relacionadas
ao metabolismo secundario, transducdo de sinais em membranas e resposta ao
estresse por radiagcdo UV. Ja as gemas de inverno exibiram indugéo de proteinas
envolvidas no metabolismo de carboidratos, desintoxicacdo de espécies reativas de

oxigénio (ROS) e dobramento de proteinas (Figuras 4 e 5).
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Figura 4: Analise funcional das proteinas reguladas a partir das sequéncias ‘fasta’ utilizando
o software OmicsBox, o eixo x representa o nimero de sequéncias encontradas, enquanto o
eixo y corresponde a fungéo predita das proteinas
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Figura 5: Anadlise funcional dos compartimentos celulares das proteinas reguladas a partir
das sequéncias ‘fasta’ utilizando o software OmicsBox, o eixo X’ representa o numero de
sequéncias reguladas encontradas, enquanto o eixo ‘y’ corresponde a localizacao celular

predita das proteinas

A analise de agrupamento por heatmap revelou uma mudang¢a marcante nos

perfis protedmicos, confirmando o estado de quiescéncia no verao em contraste com

a dorméncia no inverno. Termos funcionais destacados incluiram degradacado de
amido (G0:0044275), dobramento de proteinas (GO:0006457) e resposta ao frio
(G0O:0009409), com destaque especial durante a condigdo de inverno (Figura 6).

Estes processos estao altamente regulados neste conjunto de dados, dessa forma o

proteoma demonstra uma resposta usual de dorméncia.
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G0:0044550: secondary metabolite biosynthetic process
_|j G0:0044036: cell wall macromolecule metabolic process
G0:0044275: cellular carbohydrate catabolic process
ath00460: Cyanoamino acid metabolism - Arabidopsis thaliana (thale cress)
ath00620: Pyruvate metabolism - Arabidopsis thaliana (thale cress)
ath00860: Porphyrin metabolism - Arabidopsis thaliana (thale cress)
ath04145: Phagosome - Arabidopsis thaliana (thale cress)
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Figura 6: Mapa de calor das proteinas reguladas com base no organismo de referéncia A.
thaliana. ‘summer’ representa as proteinas reguladas no tratamento de verdo, enquanto
‘winter’ representa as proteinas reguladas no tratamento de inverno, a quantidade de
proteinas reguladas varia de cinza (auséncia de proteinas reguladas) a laranja escuro, que
corresponde ao numero maximo de proteinas reguladas, a analise funcional das proteinas
reguladas é apresentada com base em sua identificacdo no software Cytoscape

O mapeamento de interagcbes baseado na plataforma STRING revelou
membros da familia HSP70 como nds centrais interligando enzimas metabdlicas,
especialmente aquelas envolvidas na gestdo de espécies reativas de oxigénio
(ROS), como a catalase. Esses chaperonas podem atuar na estabilidade do
proteoma e no desenvolvimento de cloroplastos sob estresses térmicos e luminosos
(Figura 6). No conjunto de proteinas reguladas foram encontradas 27 proteinas nao
caracterizadas segundo o proteoma de referéncia. Com base em suas sequéncias
FASTA, foi realizada uma analise utilizando a busca BLAST no campo de proteinas
da espécie Vitis vinifera L. (taxid: 29760), com o objetivo de identificar essas
proteinas e formular hipoteses sobre seus possiveis papéis nos eventos
relacionados a dorméncia. A tabela a seguir apresenta os nomes e os padrdes de

regulagédo dessas proteinas (Tabela 1).



Tabela 1: Lista de proteinas ‘n&o caracterizadas’ identificadas pelo BLAST e seus status de regulagao
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Table Acession Description Reference Organism | Max Score | Total Score | Query Cover (%) Evalue Identity (%) BLAST Acession Regulation
A5BOL2_VITVI actin-66 Vitis vinifera 784 784 100 0.0 100 XP_002279672.1 Down
A5COIB_VITVI alcohol dehydrogenase 2 Vitis vinifera 780 1546 100 0.0 100 XP_059592057.1 Down
F614V4_VITVI GDSL esterase/lipase At1g09390 Vitis vinifera 772 772 100 0.0 100 XP_002277053.2 Up
D7TW84 _VITVI protein HOTHEAD isoform X2 Vitis vinifera 1198 1198 100 0.0 100 XP_002282510.2 Up
D7TVX5_VITVI Puromycin-sensitive aminopeptidase Vitis vinifera 1025 1025 100 0.0 100 RVX08967.1 Up
D75K85_VITVI tropinone reductase homolog At5g06060 Vitis vinifera 557 557 100 0.0 100 XP_010650991.1 Down
FEHBC6_VITVI protein DUF642 L-GALACTONO-1,4-LACTONE-RESPONSIVE GENE 2 Vitis vinifera 734 734 100 0.0 100 XP_002276894.1 Up
F6I3V5_VITVI stromal 70 kDa heat shock-related protein, chloroplastic Vitis vinifera 1393 1393 100 0.0 100 XP_002282802.1 | Unique_Summer
F6GTPO VITVI stromal 70 kDa heat shock-related protein, chloroplastic Vitis vinifera 1419 1419 100 0.0 100 XP 002279101.1 Down
F6HTT7 VITVI DNA damage-repair/toleration protein DRT102 isoform X2 Vitis vinifera 619 619 100 0.0 100 XP_003633653.1 Down
D7TE44 _VITVI expansin-B3 Vitis vinifera 533 533 100 0.0 100 XP_002267127.2 Up
F6HLD8 VITVI heat shock cognate 70 kDa protein 2 Vitis vinifera 1336 1336 100 0.0 100 XP_002263599.1 Down
D7TT84_VITVI Formamidase Vitis vinifera 867 867 100 0.0 94.24 RVX23487.1 Down
D7TT87_VITVI Formamidase Vitis vinifera 873 873 100 0.0 95.12 RVW57493.1 Down
FEHN72 VITVI heat shock cognate 70 kDa protein Vitis vinifera 1320 1320 100 0.0 97.74 XP_002279097.1 Down
F6HABO_VITVI Beta-glucosidase BoGH3B Vitis vinifera 838 1297 100 0.0 99.51 RVW58361.1 Up
F6HF71_VITVI Beta-glucosidase BoGH3B Vitis vinifera 1292 1292 100 0.0 99.52 RVW42102.1 Down
F6HCT7_VITVI heat shock 70 kDa protein, mitochondrial Vitis vinifera 1382 1382 100 0.0 99.71 XP_002272173.3 Up
FE6HNS9_VITVI cucumisin Vitis vinifera 1573 2641 98 0.0 100 XP_010658507.1 Up
D7SWFS VITVI Ultraviolet-B receptor UVR8 Vitis vinifera 697 912 86 0.0 88.00 RVW55258.1 Down
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Foram identificadas 20 proteinas no total, sendo 8 reguladas no inverno e 12
induzidas ou exclusivas do verao. Entre as proteinas exclusivas do verao, destacam-
se: Fotorreceptor UVRS8, que regula a biossintese de flavonoides sob exposi¢cao a
radiacao UV-B; HSP70-2, provavelmente envolvida na maturacdo de cloroplastos,
com suporte da associagdo a via do spliceossomo segundo a analise KEGG,;
Pectato liase, um possivel novo marcador de remodelagédo da parede celular em
gemas dormentes. Entre as proteinas exclusivas do inverno, destacam-se: Aldolase
de Frutose 1,6-bifosfato, uma enzima central da glicdlise, indicando mobilizagao de
carboidratos; Expansina B3 e XTH (xiloglucano endotransglicosilase/hidrolase),
sugerindo o afrouxamento da parede celular durante a pré-brotacdo. Essas
proteinas foram integradas em um modelo conceitual de transicdo da dorméncia,
ilustrando que, mesmo na auséncia de acumulo de frio, gemas expostas a

fotoperiodos curtos ativam vias bioquimicas associadas a dorméncia (Figura 7).
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Figura 7: Rede predita de interacao entre proteinas reguladas em diferentes periodos de
poda, baseada na analise da plataforma STRING (confianga média). circulos azuis —
proteinas reguladas no inverno. circulos amarelos — proteinas reguladas no verao. circulos
cinzas — proteinas nao alteradas. semicirculo verde — proteina relacionada a fotossintese.
semicirculo laranja — proteina relacionada a resposta a estimulos de fatores abidticos.
semicirculo vermelho — proteina relacionada a vias metabdlicas. semicirculo azul — proteina
localizada nos cloroplastos
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5.2 — Montagem do sistema de captacao da resisténcia ao frio de gemas

O sistema foi montado utilizando as especificagbes da parte metodolégica e
consistiu em 8 termopares conectados a uma central (datalogger) que captou todos
os dados de variacdo de temperatura durante os tratamentos de frio. O sistema
montado esta representado pela Figura 2. Os dados foram coletados em intervalos
quinzenais e as médias de 8 observacdes foram calculadas para cada periodo de
coleta, sendo o intervalo entre analise dos tratamentos de 48h. Durante as analises
as gemas foram inseridas em freezer comum (-25°C) e o datalogger foi configurado
a coletar 10 leituras de temperatura a cada segundo, com essa sensibilidade de
analise é possivel perceber pequenas variagdes na temperatura que possam indicar
a morte da gema sob temperaturas negativas. A Figura 8 mostra as médias mensais

de resisténcia ao frio dos tratamentos.
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Figura 8: Resisténcia ao frio das gemas durante o ano de 2023, o eixo ‘X’ corresponde aos
meses de analise, o eixo ‘y’ corresponde as médias de temperaturas minimas letais
observadas. A: grupo controle (s/aplicagéo do indutor de brotagdo). B: grupo ch 5%
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Baseado nos dados da Figura 8 pode perceber aumento da resisténcia ao
frio das gemas durante os meses de inverno e ao longo do inicio da primavera a
resisténcia tende a abaixar, comportamento visto pelo aumento das temperaturas
letais das gemas. O comportamento de aumento da resisténcia ao frio ocorreu em
ambos os grupos observados, entretanto o grupo CH 5% permaneceu com baixas
temperaturas de resisténcia por mais tempo que o grupo controle. A diferenga entre
os tratamentos quando em menores temperaturas subletais, aparenta ter relagao
com o efeito fisiologico do tratamento com cianamida hidrogenada, uma vez que as
plantas tendem a se proteger inicialmente do efeito bloqueador da fosforilagdo
oxidativa. E provavel que esta resposta diminua a temperatura subletal da gema,

nos meses que as gemas estdo sob baixo fotoperiodo.
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DISCUSSAO

A regulagdo da dorméncia de gemas em videira (Vitis vinifera) tem sido
historicamente concebida a partir do modelo de endodorméncia dependente de frio,
no qual as gemas necessitam de exposicdo a baixas temperaturas para superar o
estado dormente. No entanto, esse paradigma tem sido progressivamente
questionado por observagbes em regides tropicais e subtropicais, onde o acumulo
de frio € insignificante, mas ainda assim ocorrem comportamentos semelhantes a
dorméncia e supressado do crescimento (Fennell e Hoover, 1991; Del Barrio et al.,
2022).

O presente estudo apresenta a primeira investigagado protedmica em larga
escala das respostas das gemas de videira a variagdes sazonais de fotoperiodo em
ambiente de clima quente, demonstrando que o fotoperiodo curto, por si s6, é
suficiente para induzir estados metabdlicos semelhantes a dorméncia. Essa

descoberta impde uma reavaliacdo dos modelos tradicionais de dorméncia a luz das
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variagdes climaticas e aponta para mecanismos alternativos de regulagdo em

viticultura de baixa latitude.

Nossos dados fisiolégicos e protebmicos indicam que os sinais
fotoperiddicos exercem uma influéncia marcante nas transicdes de dorméncia das
gemas. A diferenca evidente na capacidade de brotacdo entre gemas podadas no
verao e no inverno, apesar de temperaturas semelhantes, sugere que a duragao do
dia, isoladamente, é capaz de desencadear a entrada em dorméncia. A completa
auséncia de brotacdo nas gemas de inverno tratadas com agua, em contraste com
uma resposta baixa, porém mensuravel, no verdo, aponta para um estado de
dorméncia mais profundo sob dias curtos compativel com a endodorméncia e para
uma dorméncia mais superficial ou quiescéncia em condi¢gdes de dias longos. Essa
interpretacao é reforcada pela formagao de periderme, abscisdo foliar e supressao
do crescimento vegetativo observadas nos ramos podados no inverno (Lemos,
2018).

Essas caracteristicas morfologicas correspondem as definigdes classicas de
endodorméncia (Lang, 1987), embora ocorram na auséncia de exposi¢cao ao frio,
destacando a capacidade do fotoperiodo de induzir um fendétipo dormente por meio
de cascatas de sinalizacdo sensiveis a luz. A comparagcdo protebmica entre as
estacdes revelou 109 proteinas com acumulo diferencial (DAPs), com as gemas de
inverno apresentando uma redugdo acentuada na diversidade e abundéancia
proteica, sugerindo uma supressdao metabdlica compativel com o estabelecimento
da dorméncia. As proteinas reguladas positivamente no inverno estavam
predominantemente envolvidas na biossintese de agucares soluveis (por exemplo,
aldolase de frutose-bisfosfato), na desintoxicagdo de espécies reativas de oxigénio
(como catalase e SOD) e na remodelagdo da parede celular (como expansina B3 e
XTHs), todas as categorias funcionais comumente enriquecidas durante a
endodorméncia de gemas em espécies de clima temperado (Fennell et al., 2015;
Monteiro et al., 2022).

Por outro lado, as gemas de verdo mostraram regulagdo positiva de
proteinas envolvidas na transdugao de sinais, metabolismo secundario e mitigagao

de estresses, indicando um estado metabolico ativo, embora sujeito a estresses. A
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presenca de proteinas exclusivas associadas a resposta ao estresse luminoso e
sinalizagdo de membrana, como uma proteina contendo dominio C1_2, reflete

adaptacbes a radiagao solar intensa e as altas temperaturas.

Esses achados sugerem que gemas podadas no verao encontram-se em um
estado de quiescéncia, mantido pela supressdao ambiental e ndo por um bloqueio
intrinseco ao crescimento, em consonancia com os conceitos de ecodorméncia ou

paradorméncia (Horvath et al., 2003).

Entre os achados mais relevantes deste estudo estd a regulagao
dependente do fotoperiodo do fotorreceptor UVR8 (D7SWF9 _VITVI).
Estruturalmente, o UVRS8 existe como um homodimero na auséncia de radiagéo UV;
quando exposto a radiacdo UV-B, residuos de triptofano em sua sequéncia primaria
promovem a dissociagdao dos homodimeros, convertendo a molécula em um
mondmero ativo que inicia a transdugdo de sinais. O UVRS8 interage com os
repressores RUP1 e RUP2 (REPRESSOR OF UV-B PHOTOMORPHOGENESIS
1/2), que encerram sua atividade e promovem o retorno a conformacéo inativa de
homodimero (Podolec et al., 2021). Parte dos receptores UVRS8 interage com a
fosforilase S402-P e migra para o nucleo, onde atua em conjunto com diversos
fatores de transcricio como RUP1, RUP2, COP1 (CONSTITUTIVELY
PHOTOMORPHOGENIC 1), SPA (SUPPRESSOR OF PHYA-105) e a

metiltransferase DRM2.

O UVR8 atua na mediacdo da biossintese de flavonoides e da
fotomorfogénese por meio de sua interagdo com HY5, COP1 e RUP1/2 (Jenkins,
2014; Liu et al., 2024). Neste estudo, o UVRS8 foi mais abundante nas gemas de
verao, condizente com seu papel ja estabelecido na percepgao da luz e na protegao
contra radiagao UV. A redugado de aproximadamente 50% na abundancia de UVR8
nas gemas de inverno pode representar um "interruptor desligado" fotoperiddico,

permitindo a ativagao de cascatas de sinalizagdo associadas a dorméncia.

Corroborando essa hipétese, Chen et al. (2025) relataram o enriquecimento
de fatores de transcrigdo sensiveis a radiacdo UV em gemas dormentes da cultivar
‘Cabernet Sauvignon’, sugerindo que o UVR8 pode atuar como regulador da

transicdo entre dorméncia e crescimento. Foi proposto, portanto, que o UVR38
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funcione como um supressor da dorméncia durante os dias longos, mantendo um
estado metabodlico voltado & fotoprotecdo e a mitigacdo de estresses. A medida que
o fotoperiodo se encurta, os niveis de UVR8 diminuem, liberando a inibigdo de vias
downstream relacionadas ao acumulo de carboidratos e a progressao da dorméncia
(Chen et al., 2025).

A presenga enriquecida de enzimas glicoliticas como a frutose-bisfosfato
aldolase (FBA) nas gemas podadas no inverno evidencia mudangas metabdlicas
marcantes associadas ao estabelecimento da dorméncia. A FBA catalisa uma reagao
reversivel na via glicolitica, permitindo a flexibilidade entre o armazenamento e a
mobilizagdo de glicose, de acordo com as exigéncias metabdlicas do tecido (Lv et
al., 2017). Sua abundancia nas gemas de inverno sugere que os tecidos dormentes
estdo acumulando energia sob a forma de amido ou agucares soluveis, preparando-

se para uma mobilizagao rapida no momento da liberagdo da dorméncia.

Paralelamente, a maior expressao de catalase e superdxido dismutase
(SOD) reflete o fortalecimento do sistema de desintoxicagdo de espécies reativas de
oxigénio (ROS), um traco caracteristico das transi¢des de dorméncia, nas quais 0s
ROS atuam tanto como agentes de estresse quanto como mensageiros secundarios
(Bailly, 2004). A atuacdo coordenada dessas enzimas sugere um ambiente redox
rigorosamente regulado, que protege os meristemas dormentes ao mesmo tempo

que mantém o preparo celular para uma reativagao rapida.

Adicionalmente, as proteinas expansina B3 e a enzima xiloglucano
endotransglicosilase/hidrolase (XTH) apresentaram regulagdo positiva especifica
nas gemas de inverno. Ambas sado conhecidas por promoverem o afrouxamento da
parede celular, um processo essencial para a retomada do crescimento (Steele et
al., 2001; Lee e Choi, 2005). Seu acumulo, mesmo na auséncia de crescimento
visivel, sugere que a preparacdo da parede celular ocorre de forma antecipada
durante a dorméncia, facilitando a quebra rapida da dorméncia quando as condi¢cdes
se tornam favoraveis. Esses achados sado coerentes com evidéncias
transcriptdmicas prévias, que indicam ativagdo precoce de enzimas modificadoras

da parede celular antes mesmo da emergéncia do broto (Shangguan et al., 2020).
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Curiosamente, a pectato liase (D7SHEO_VITVI) usualmente associada a
degradacao da pectina em frutos foi expressa exclusivamente nas gemas de verao.
Embora seu papel em gemas ainda nao esteja claro, € possivel que essa enzima
esteja envolvida em remodelagens estruturais da parede celular voltadas a
tolerancia a estresses abiodticos, como calor e radiagao intensa. Até onde se sabe,
este é o primeiro relato da participagdo da pectato liase na fisiologia de gemas de
videira, o que abre novas perspectivas para a pesquisa em biologia de parede

celular no contexto da dorméncia.

Um ponto central identificado na rede de interacdo STRING foi a proteina
HSP70-2, uma chaperona da familia das proteinas de choque térmico com provavel
localizacdo no estroma dos cloroplastos. As HSP70s sdo amplamente reconhecidas
por sua fungdo essencial no dobramento, translocacéo e estabilizagcdo de proteinas,
especialmente em condi¢des de estresse abidtico (Balchin et al., 2016; ul Haq et al.,
2019). Nossa andlise indica que a HSP70-2 atua como elo entre enzimas
metabdlicas, como a frutose-bisfosfato aldolase (FBA), e enzimas envolvidas na
desintoxicagdo de espécies reativas de oxigénio, como a catalase, sugerindo sua
fungcdo como chaperona central na manutengcao metabdlica e na recuperagao celular

sob estresse.

Adicionalmente, a associacdo da HSP70-2 com vias do spliceossomo
(conforme mapeamento por KEGG) aponta para um possivel papel dessa proteina
na maturagdo de mRNAs cloroplastidiais ou na biossintese de precursores de
clorofila. Esses dados sustentam uma hipotese inovadora: a HSP70-2 pode estar
envolvida na maturacdo de cloroplastos durante a superacdao da dorméncia,
promovendo o rapido esverdeamento dos brotos e a ativagao da fotossintese apos o

brotamento das gemas em videiras.

Esse possivel novo papel da HSP70-2 amplia nossa compreensao sobre os
mecanismos moleculares que preparam os tecidos dormentes para uma retomada
eficiente do crescimento, e reforga a importancia das chaperonas no controle fino da
transicdo entre dorméncia e atividade vegetativa. Integrando os achados fisioldgicos
e protedbmicos deste estudo, foi proposto um modelo de dorméncia dominado por

fotoperiodo para videiras cultivadas em climas quentes:
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. Fotoperiodo longo (verao): As gemas permanecem metabolicamente ativas,
com expressao aumentada de proteinas de resposta ao estresse e fotoprotegao,
como UVR8 e HSPs. A dorméncia € superficial, representando um estado de
quiescéncia, e a indugédo de brotagc&o por cianamida hidrogenada (CH) é rapida e
completa atenuando a necessidade da aplicagdo extensiva da cianamida

hidrogenada nos vinhedos;

. Fotoperiodo curto (inverno): As gemas exibem supressdo metabdlica, acumulo
de carboidratos de reserva, ativacao de sistemas de desintoxicagdao de ROS e
remodelamento estrutural da parede celular. A dorméncia é mais profunda,
consistente com endodorméncia, e a brotacado requer estimulos mais intensos, como

o tratamento com CH.

Esse modelo reconhece a auséncia de exposi¢cao ao frio como fator de
inducdo de dorméncia, mas confirma a existéncia de estados dormentes
funcionalmente relevantes, regulados principalmente pela duracdo do dia. Ele
também esta alinhado com evidéncias emergentes de sensibilidade ao fotoperiodo
na regulagcao da dorméncia em outras espécies perenes, como macieira, cerejeira e
alamo (Gotz et al., 2018). Portanto, este modelo fornece uma estrutura conceitual util
para entender a plasticidade da dorméncia em regides tropicais e subtropicais e
pode orientar estratégias de manejo e melhoramento para a viticultura em cenarios

de aquecimento climatico.

Nossos achados propdem uma estrutura conceitual revisada da dorméncia
em videiras, que € independente do frio e responsiva ao fotoperiodo. A identificacdo
de proteinas especificas por estacdo, como UVR8, HSP70-2, FBA e expansina B3,
oferece um conjunto de ferramentas moleculares para caracterizar a dorméncia em
regides nao temperadas. Pesquisas futuras devem validar a fungdo dessas
proteinas por meio de nocaute com CRISPR ou linhas de superexpressdo em videira
ou Arabidopsis; integrar dados protebmicos com informagdes hormonais,
transcriptbmicas e epigenéticas em multiplas cultivares; e desenvolver marcadores
diagnésticos para o status de dorméncia, a fim de orientar o momento da aplicagao

de produtos quimicos na viticultura. Compreender como o fotoperiodo e nao o frio
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reprograma a dorméncia pode, em ultima analise, oferecer solugdes resilientes ao

clima para o manejo de culturas perenes no século XXI.

WINTER SUMMER

Cell Wall catabolism f UVR-8 activity
Protein Folding Defense proteins
Glycolysis/Gluconeogenesis * Heat Shock Proteins
Synthesis of sucrose Lignin biosynthesis

ROS management L Starch Catabolism

Figura 9: Arquétipo resumindo os achados da analise protedmica global, indicando
diferengas entre gemas de verdo e inverno, as setas representam o enriquecimento de
processos celulares durante a sazonalidade de cada tratamento. “winter” representa o
tratamento de inverno e “summer” representa o tratamento de verao

A resisténcia ao frio das gemas de videira é amplamente estudada em
condicbes de frio, uma vez que ela permite a gema que progrida da dorméncia
endogena para o crescimento ao fim do inverno. As gemas analisadas ndo foram
expostas a temperaturas que justifiquem a aclimatagdo usual a literatura com tempo
de exposicao ao frio severo (<10°C), podendo entdo ser controlado pelo gendtipo da
variedade e levantada a hipotese de que seja modulada pela alteracdo do

fotoperiodo no periodo anual.

A aclimatagdo se da pela alteracdo gradual nas meédias das temperaturas
subletais das gemas de videira ao longo do ano, e que exibe seu maximo potencial
durante o inverno, representado pelos meses de junho e julho, onde as temperaturas
subletais chegam a -20°C. Os dados de brotagao coletados por trabalhos anteriores

do grupo convergem com os dados de resisténcia ao frio obtidos, exibindo uma
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relagao inversa. A redugcao da temperatura subletal é usualmente acompanhada por
um atraso da brotagdo em dias, ao ponto que uma vez que o intervalo de tempo
para brotacdo diminui, as gemas atingem as temperaturas subletais em maiores

temperaturas (Pessanha, 2017).

Com estes dados foi criada uma base para assumir a importancia dos dados
de gendmica, metaboldbmica e protedbmica que apontam a presenca desses
marcadores moleculares de resisténcia ao frio, como enzimas do metabolismo de
agucares, como a sacarose sintase que foi encontrada enriquecida em nossos
dados protedbmicos durante o periodo de inverno. Sintetizamos o entendimento que
0 processo de aquisicao de resisténcia ao frio ocorre em paralelo as necessidades
térmicas da cultivar, ndo como uma resposta induzida e sim uma consequéncia do

processo de dorméncia endégena das gemas de videira.
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CONCLUSOES

Este estudo fornece a primeira evidéncia, em escala protedmica, de que
fotoperiodos curtos, por si s6, podem desencadear uma programagédo metabdlica
relacionada a dorméncia em gemas de videira cultivadas em regides tropicais,
mesmo na auséncia de frio em condigdes de campo. Nossa analise revelou que as
gemas de inverno apresentam caracteristicas tipicas da endodorméncia, incluindo
conservagao de energia, desintoxicacdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) e
expressao de proteinas de estresse, enquanto as gemas de verao refletem um
estado quiescente metabolicamente ativo, caracterizado pelo metabolismo
secundario e pela presenga de proteinas de resposta aos raios UV. A identificagao
de HSP70-2, UVR8 e proteinas sazonais nao caracterizadas oferece novos
marcadores candidatos para o status de dorméncia em videiras sob condi¢gdes nao
temperadas. Esses achados ampliam a compreensdo da dorméncia fotoperiddica e
tém implicagbes significativas para o manejo viticola adaptado as mudangas

climaticas.

Com base nos resultados encontrados foi concluido que o perfil protedmico,
juntamente aos dados de resisténcia ao frio, mostram uma diferenga expressiva
entre as gemas de verao e inverno, nos seus aspectos metabdlicos e biofisicos. As
gemas de verao apresentam uma baixa resisténcia ao frio, e um metabolismo focado
em metabolismo secundario. As gemas de inverno, por sua vez, apresentam uma
resisténcia ao frio mais elevada e um perfil metabdlico com processos primarios,

como obtencgao energética e maturacao de clorofila.
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