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Resumo

SIMOES, Fabiano. Parametros hidricos em angiospermas lenhosas de cli ma
temperado durante os estadios de repouso e crescime  nto. 2011. 80f. Tese
(Doutorado) — Programa de PoOs-Graduacdo em Fisiologia Vegetal. Universidade
Federal de Pelotas, Pelotas/RS, Brasil e Ecole doctorale des Sciences de la Vie, de
la Santé, Agronomie, Environnement de I'Université Blaise Pascal, Clermont-
Ferrand, Franca.

O conhecimento dos processos fisiologicos, tanto na fase de repouso quanto no
desenvolvimento vegetativo, € importante na adaptacdo das angiospermas lenhosas
de clima temperado, especialmente na questdo da gestdo da agua pela planta. Os
objetivos deste trabalho foram avaliar o conteddo da agua e o metabolismo de
carboidratos durante o progresso da dorméncia em pereiras, avaliar estratégias do
uso da agua em duas espécies lenhosas (macieira e nogueira), que foram
submetidas a trés niveis de déficit hidrico, e por fim, avaliar a confiabilidade da
técnica de injecdo de ar para inducao a cavitacdo em trés espécies de angiospermas
lenhosas. No primeiro experimento, conduzido durante o outono e inverno de 2008
no Brasil, utilizou-se plantas de pereira cultivares Housui e Packham’s Triumph. O
segundo experimento foi desenvolvido na Franca durante o verdo de 2009, com
macieiras e nogueiras sob estresse hidrico. O terceiro experimento foi conduzido na
Franca em 2009 com trés espécies de angiospermas lenhosas com diferentes
comprimentos dos vasos do xilema, Betula pendula, Prunus persica e Quercus
robur. A partir dos resultados concluiu-se que o contetudo de agua nos tecidos pode
ser um marcador do progresso da dorméncia para cv. Packham’s Triumph. Porém os
dados ndo foram conclusivos para cv. Housui. O fechamento estomético pode ser
um importante parametro na prevencdo a cavitacdo xilematica em nogueiras e
macieiras submetidas a déficit hidrico no solo. Em regime de secas severas, a
macieira mantém os estdmatos parcialmente abertos, indicando maior tolerancia
desta espécie a seca quando comparado a nogueira. E por fim, a técnica de injecédo
de ar utilizando camara de ar com duas saidas ¢ fiavel para espécies com xilema de
porosidade difusa, utilizando camaras curtas e amostras de ramo que tenha
comprimento superior aos vasos do xilema.

Palavras-chave: Pyrus spp. Malus domestica. Juglans regia. Prunus persica. Betula
pendula. Quercus robur. Agua. Cavitacdo. Xilema. Carboidratos. Dorméncia.
Desenvolvimento.



Abstract

SIMOES, Fabiano. Water parameters in temperate zone woody angiosperm s
during the rest and growth stages. 2011. 80f. Thesis (Doctor of Sciences) —
Programa de POs-Graduacdo em Fisiologia Vegetal. Universidade Federal de
Pelotas, Pelotas/RS, Brazil and Ecole doctorale des Sciences de la Vie, de la Santé,
Agronomie, Environnement de I'Université Blaise Pascal, Clermont-Ferrand, France.

ABSTRACT - The knowledge of physiological processes during both dormancy and
vegetative growth is important for adaptation processes in temperate zone woody
angiosperms, especially in water management by those plants. The objectives of this
work were to evaluate the water content and carbohydrate metabolism during the
progress of dormancy in pears, to evaluate strategies of water use in two woody
species (apple and walnut), which were subjected to three different levels of water
deficit, and also to evaluate reliability of air injection technique to induce cavitation in
three woody angiosperms. The first experiment was conducted during autumn and
winter of 2008 in Brazil, and it was used plants of pears cultivars Packham's Triumph
and Housui. The second study was carried out during the summer season of 2009 in
France, with apple and walnut trees under water stress. The third experiment was
done in France in 2009, and three species of woody angiosperms with different
lengths of xylem were used Betula pendula, Prunus persica and Quercus robur.
From the results it was concluded that the water content in tissues might be a marker
of dormancy progression for cv. Packham's Triumph. However, the data were not
conclusive and clear in cv. Housui. Stomatal closure might be an important
parameter for preventing xilemian cavitation in walnut and apple trees subjected to
soil water deficit. Apple trees stomata grown under severe drought regime remained
partially open, indicating a greater tolerance of this species to drought in comparison
to walnut. Finally, the double-ended pressure sleeve technique is reliable for species
with diffuse-porous xylem by using short chambers and also branches longer than
the xylem vessels.

Keywords: Pyrus spp. Malus domestica. Juglans regia. Prunus persica. Betula
pendula. Quercus robur. Water. Cavitation. Xylem. Carbohydrate. Dormancy.
Development.
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INTRODUCAO GERAL

Dados recentes apresentados na reunido internacional da agua no Canada
em 2010 alertam que a demanda de agua doce no mundo ira exceder em 40% o seu
suprimento nos proximos 20 anos em funcdo das mudancas climaticas e o
crescimento populacional. Atualmente, metade da agua doce disponivel no planeta é
utilizada. Em duas décadas, um terco da humanidade so tera metade da quantidade
de agua necessaria as necessidades basicas. A producdo mundial de alimentos no
futuro esta ameacada pela crescente competicdo pela agua, pelas praticas de
irrigacdo e pelas mudancas climéaticas.

O uso da agua pelo setor agricola mundial representa 96% do consumo,
sendo preciso, de fato, uma 6tima gestao deste recurso vital. A 4gua na agricultura é
0 componente chave no seu avanco, pois permite grande aumento na produtividade,
em especial das angiospermas, sendo assim sua importancia econdmica €
fundamental, uma vez que inclui a maioria das espécies utilizadas pelo homem.

As angiospermas constituem uma das duas grandes divisdes das plantas
superiores. Elas compreendem grande diversidade de arvores, arbustos e espécies
herbaceas, rasteiras e aquaticas e se distribuem por todo o mundo. Angiospermas

sdo plantas extremamente importantes, principais produtoras dos ecossistemas
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terrestres, servindo para alimentacdo (frutas, graos e vegetais), aplicacdes
industriais (madeira), ornamentacdo (urbanizacdo), fabricacdo de produtos
farmacéuticos, e na ultima década tem-se discutido seu papel, como fundamental,
na reciclagem do O, e CO, atmosféricos e regulacéo climatica.

No entanto, alguns problemas ambientais sdo enfrentados por este grupo de
plantas. Dentre os diversos fatores do ambiente, cuja disponibilidade, seja ela por
excesso ou por escassez, pode caracterizar uma condicdo de estresse para o
vegetal, destaca-se a agua. A distribuicdo heterogénea seja espacial ou temporal
deste recurso, influéncia as respostas dos vegetais em diferentes niveis. A
compreensao de estratégias para absorcédo, transporte e eficiéncia do uso da agua
em condicbes de déficit hidrico € fundamental, quando se busca conhecer o
potencial de sobrevivéncia e producao dos vegetais em condi¢des limitantes.

Algumas espécies encontradas em ambientes com diferentes disponibilidades
hidricas possuem diferentes caracteristicas nas rotas de fluxos de seiva, buscando a
maximizacdo do transporte de agua. Plantas que se desenvolvem em ambientes
com alta disponibilidade hidrica tém o xilema dominado por elementos de vaso de
grandes dimensdes, 0 que proporciona aumento na eficiéncia de transporte de agua.
Por outro lado, tais plantas apresentam maior vulnerabilidade a eventos de
cavitacdo. Deste modo, sob condi¢cdes de restricdo hidrica, plantas que possuem
elementos de vaso com diametro e comprimento reduzidos, parede celular espessa,
pontuacdes de membrana com pequenas dimensfes e mecanismos mais eficazes
dos estbmatos, apresentam vantagens adaptativas, tornando-as menos vulneraveis
a cavitacao, principalmente em cenarios de mudancas climaticas.

Basicamente estudos de resisténcia a cavitacdo utilizam curvas de

vulnerabilidade obtidas principalmente de trés diferentes técnicas. O meétodo de
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desidratacdo, que usa a transpiracdo foliar como um meio para a criagdo de
potenciais negativos de pressao no xilema é considerado o pioneiro das técnicas e €
classificado como confiavel.

Outro método € a técnica de injecédo de ar , na qual o ar comprimido (N) a
partir de um reservatério, que atua no ramo por meio de uma luva de metal com
duas extremidades fechadas com uma coleira de borracha em torno do mesmo. A
técnica em geral tem concordancia com o0s meétodos de desidratacdo e
centrifugacéo. Esta ultima, chamada de técnica de centrifugacdo por estéatica ou
fluxo, consiste em gerar a cavitacdo por meio de forcas centrifugas com tensdées no
interior do ramo conhecidas. No entanto, fica a pergunta: Quao confiaveis sdo o0s
dados destas técnicas e qual a melhor maneira de construir curvas de
vulnerabilidade a cavitacdo em angiospermas lenhosas?

Plantas lenhosas de clima temperado, em especifico as frutiferas, enfrentam
outros problemas ambientais durante sua parada de crescimento a partir do final do
outono. O sucesso do cultivo de frutas de clima temperado adaptadas nas regides
de inverno ameno exige grande atengdo nos tratos culturais para 6tima formacéo da
planta e o favorecimento a floracdo e frutificagdo. Dentre os principais tratos
culturais, estd a superacdo da dorméncia, especialmente as pomaceas, como
pereiras e macieiras, cuja adaptacdo estd mais sujeita as variagcdes das condi¢bes
de cultivo e climaticas.

A disponibilidade e o controle da distribuicAo de agua e carboidratos nos
tecidos das plantas frutiferas de clima temperado sédo os principais determinantes da
sua produtividade. A brotacdo das gemas requer a importagcdo de acucares soluveis,
provenientes da mobilizacdo do amido dos tecidos, para sustentar a retomada do

crescimento das gemas ap0s a superacdo da endodorméncia. A dindmica da agua
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nos tecidos esta relacionada a dindmica dos agUcares sollUveis, embora ocorra
também a sua movimentacdo passiva a pequenas distancias, por meio de difusdo
simples ou facilitada por proteinas de transporte da membrana. O conhecimento da
dindmica da agua nos tecidos das plantas frutiferas de clima temperado é muito
importante para a compreensao dos processos de mobilizacdo de reservas e de
ativacdo do metabolismo enzimatico durante a endodorméncia e na fase de inducéo
a brotacéo.

Dada a reduzida disponibilidade de informacdes referentes as caracteristicas
hidraulicas, entendendo que ha variacbes da arquitetura hidraulica da planta
dependendo de sua necessidade fisioldgica e que a agua no interior da planta é um
fator determinante para superacdo da dorméncia, as hipoteses deste trabalho com
angiospermas lenhosas foram que o conteddo de agua nos tecidos € um marcador
das fases da dorméncia durante seu progresso. Plantas lenhosas apresentam
comportamentos contrastantes na estratégia do uso da agua sob o ponto vista
hidraulico em reposta a seca induzida no solo. E por fim, diferentes comprimentos
dos vasos do xilema alteram resultados obtidos através da técnica de injecao de ar
para determinacéo de curvas de vulnerabilidade a cavitacao.

A tese foi estrutura em capitulos. Em primeiro lugar foi abordada a dinamica
da agua perante o conteudo de carboidratos durante o progresso da dorméncia em
pereiras. Sob déficit hidrico induzido durante o verdo do hemisfério norte, foi
avaliada a estratégia de uso da agua em duas frutiferas lenhosas sob o ponto de
vista hidraulico das plantas, verificando-se se as mesmas adotam comportamentos
contrastantes em resposta a seca no solo. E por fim, verificou-se a confiabilidade do

uso da técnica de injecéo de ar para determinacdo da vulnerabilidade a cavitacdo de
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trés espécies de angiospermas lenhosas contrastantes quanto ao comprimento dos

vasos do xilema.



CAPITULO 1

CONTEUDO DA AGUA E A DINAMICA DOS CARBOIDRATOS DURA NTE A
DORMENCIA EM PEREIRAS NAS CONDICOES CLIMATICAS DO S UL DO
BRASIL

RESUMO - A ecofisiologia hibernal de frutiferas de clima temperado € caracterizada
pela movimentacdo da agua, pelo metabolismo de carboidratos bem como por um
estado inercial, variavel, das gemas durante as fases de para-, endo- e
ecodorméncia. O objetivo foi caracterizar a dinamica do conteuddo de agua
relacionado com a mobilizacdo dos carboidratos nas gemas e tecidos adjacentes,
durante o progresso da dorméncia, em pereiras européia e japonesa cultivadas sob
condi¢gbes climéticas distintas. Ramos foram coletados de plantas cultivadas em
Vacaria/RS, que acumulou 625 horas de frio (HF) <7,2C, e em S&o Joaquim, que
teve 780 HF durante o ano de 2008. Os tecidos (lenho e base da gema + gema)
foram separados e secos para determinacdo do conteudo de agua (CA), acucares
sollveis totais e amido em seis datas de coleta (23/mai; 14/jun; 05/jul; 26/jul; 16/ago
e 03/set). Durante este periodo foi determinado o tempo médio de brotacdo (TMB)
das gemas apicais. A hip6tese do CA nos tecidos como um marcador do progresso
da dorméncia demonstrou ser valida para cv. Packham’s Triumph, pois os resultados
indicaram claramente a retomada do crescimento, através do TMB, que coincidiu
com o aumento expressivo do CA em gemas para plantas cultivadas em S&o
Joaquim/SC. No entanto, estes dados nao foram expressivos e claros na cv. Housui.
Altas temperaturas durante a dorméncia alteraram a dindmica de agua na cv.
Packham’s Triumph, entretanto parece nao ter efeito sobre a cv. Housui quando
cultivadas em locais com HF contrastantes.

Palavras-chave: Pyrus spp., inverno ameno, biologia hibernal, temperatura
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WATER CONTENT AND CARBOHYDRATES DYNAMICS DURING DOR MANCY
STAGE IN PEAR TREES GROWN UNDER CLIMATIC CONDITIONS OF
SOUTHERN BRAZIL

ABSTRACT - The winter ecophysiology in temperate zone fruit trees is characterized
by the water movement, carbohydrate metabolism as well as an inertial state variable
in buds, during para-, endo-, and ecodormancy stages. The objective of this study
was to characterize the water dynamics and their relations with carbohydrate
mobilization in buds and surrounding tissues during dormancy progression, in
European and Japanese pear trees grown under different climatic conditions. Shoots
were collected from plants grown in Vacaria/RS, where accumulated 625 chilling
hours below 7.2 € (CH), and in S&do Joaquim/SC, where accumulated 780 CH
during 2008 year winter season. Tissues (stem and bud base + bud) were separated
and dried to determine water content (WC), total soluble sugars and starch content,
in six different dates (23/May; 14/Jun; 05/Jul; 26 /Jul; 16/Aug, and 03/Sep). During
this, it was determined the mean time for bud break (MTB) of apical buds. The
hypothesis of the WC in tissues as a marker of dormancy progression seems to be
valid for cv. Packham's Triumph, which indicated clearly the resumptionof growth.
This point coincided with an expressive increase in the WC in buds of plants grown in
Sé&o Joaquim/SC. However, those differences were not observed in cv. Housui. High
temperatures during dormancy stage might alter the water dynamics in the cv.
Packham's Triumph, but not showed similar pattern in the cv. Housui, when
cultivated under contrasted conditions of CH accumulation.

Keywords: Pyrus spp., warm winter, winter biology, temperature.

1 INTRODUCAO

O cultivo comercial da pereira no Brasil € pouco expressivo, abastecendo
somente 10% do consumo interno (FAO, 2010), o que indica um grande potencial
para expansao desta cultura. Dentre alguns fatores limitantes para maior exploracao
da cultura no pais estdo os baixos indices de floracdo e elevados indices de
abortamento floral, os quais estdo relacionados diretamente com a fase da
dorméncia (NAKASU et al., 1995).

Para que a superacdo da dorméncia ocorra de maneira satisfatoria, faz-se
necessario acumulo de determinada quantidade de horas de frio. A dorméncia das
plantas lenhosas € um processo complexo que envolve mudancas metabdlicas nos

tecidos meristematicos das gemas e regifes adjacentes (LANG et al., 1987), onde
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interagem fatores como a regulacdo hormonal, eventos bioquimicos e a
disponibilidade de agua, nutrientes e carboidratos (CRABBE e BARNOLA, 1996).

O acumulo de frio inadequado nestas plantas influencia os eventos
bioquimicos, tal como a dinamica dos carboidratos, principalmente durante a fase da
endodorméncia (BONHOMME et al., 2000; CARVALHO e ZANETTE, 2004),
causando respostas variadas de acordo com a espécie e local de cultivo (PETRI et
al., 2002).

Para que estes eventos bioquimicos acontecam, a dinamica da agua tem um
papel importante nas plantas lenhosas de clima temperado (LANG et al., 1987), pois
influéncia a mobilizacdo de carboidratos durante as fases da dorméncia
(BUCKHOUT e TUBBE, 1996; MARAFON, 2008). Esta relacdo tem-se demonstrado
importante na retomada do crescimento das gemas e estudos voltados a
determinacdo do conteudo de agua nos tecidos durante a dorméncia em diversas
espécies foram realizadas ao longo das dultimas trés décadas, em macieiras
(YOUNG et al.,, 1987; CARVALHO, 2001), pessegueiros (COTTIGNIES, 1983;
YOUNG et al.,, 1987; MARQUAT et al.,, 1999; LEITE, 2004; LEITE et al., 2006;
BONHOMME et al., 2005), pereiras (RAKNGAN et al.,, 1996; MARAFON, 2008;
YAMAMOTO, 2010), carvalho (MORIN et al., 2007), dentre outras espécies de
interesse econdmico.

O deslocamento da agua dos tecidos adjacentes para a gema durante o
periodo hibernal pode trazer conseqléncias fisioldgicas importantes, pois,
juntamente com a agua, reservas sollveis destes tecidos podem ser exportadas
para tecidos da gema (AMEGLIO et al., 2001; CARVALHO, 2001; MARAFON, 2008)

Existem poucos estudos em pereiras sobre a dindmica da agua e suas

relacbes durante o progresso de dorméncia em condi¢cdes naturais de inverno
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ameno. Em face disto, o objetivo foi caracterizar o conteudo de agua relacionado
com a mobilizacdo dos carboidratos nas gemas e tecidos adjacentes, durante o
progresso da dorméncia, em pereiras européia e japonesa cultivadas sob condi¢cbes

climaticas distintas.

2 MATERIAL E METODOS

Material vegetal

O experimento foi conduzido em pomares experimentais localizados em Séao
Joaquim/SC (28°17’S, 4955’0, 1353 m de altitude) e Vacaria/RS (2830’S, 5056’0,
971 m de altitude), Brasil. Cinco plantas de pereiras de cada cultivar e local foram
utilizadas, sendo, cv. Packham’s Thriumph (Pyrus communis) com exigéncia de frio
de 1200 horas = 7,2T (NAKASU et al., 2007) e cv. Housui ( Pyrus pyrifolia [Burrn]
Nak.) que apresenta, em média exigéncia em frio de aproximadamente 720 HF
(FAORO, 2001).

O pomar em S&o Joaquim/SC foi implantado em 2000 e o de Vacaria/lRS em
1993, para ambas cultivares. As pereiras foram conduzidas em forma de lider
central, as quais ndo sofreram qualquer intervengdo quimica ou fisica durante o
periodo do experimento, de maio a setembro de 2008.

Foram retirados de cada planta aleatoriamente oito ramos de cada planta de
um ano com 40 cm £ 5 cm de comprimento em seis datas distintas (23/05; 14/06;
05/07; 26/07; 16/08 e 03/09 de 2008), provenientes da parte externa da copa e da
altura mediana da planta. Os ramos coletados foram acondicionados em uma caixa
térmica com gelo até o processamento das amostras. Foram utilizados cinco ramos

para determinacdo do tempo meédio de brotagcdo (TMB) e trés ramos para



24

determinacao do conteudo de carboidratos (CC) e de agua (CA). Para determinacao
do CC e CA as amostras foram divididas em duas partes, lenho e gema+tbase da
gema (Fig. 1).

7
-

<

Base da Gema

Lenho

Figura 1. Tecido do lenho e base da gema + gema, utilizados

Ramo

~— para determinacdo do contetdo de &gua e de carboidratos.

Condicdes climaticas

Os dois locais onde foram conduzidos o experimento possuem clima com
classificacdo do tipo Cfa de Koéppen, caracterizado como subtropical umido. As
temperaturas maximas e minimas diarias, bem como as horas de frio de < 7,2C

(HF) acumuladas estao representadas na Fig. 2.

Tempo médio de brotacéo

Para a determinacdo do TMB foi utilizado o teste biologico de estacas de nos
isolados, conforme metodologia descrita por Rageau (1978). Cinco estacas de 7 cm
do apice dos ramos contendo somente a gema apical foram colocadas em bandejas
de aluminio com esponja fendlica e agua, e mantidas em camaras de crescimento a
temperatura (25T £ 1T e fotoperiodo de 16 horas).

Os testes foram realizados com cinco repeticbes de cada planta, totalizando
25 estacas por cultivar de cada regido e 50 estacas por época de coleta. As

avaliacdes foram realizadas a cada dois dias até o aparecimento de pontas verdes
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nas gemas. Com base neste parametro foi determinado o TMB, que consiste no
numero medio de dias passados entre a instalacdo do experimento em cada data de

coleta e a deteccéo do estadio de ponta verde, podendo ser calculado pela férmula:

. Xt
TMB = an . (1)

n

sendo, TMB = Tempo meédio de brotacao, n; = numero de gemas brotadas no tempo,
ti = tempo decorrido apos a data da colocacdo na camara até a data da brotacéo
(ponta verde), em dias, e n = numero total de gemas brotadas para cada data de

coleta.

Determinacéo do conteudo de carboidratos

Foram utilizados 300 mg das amostras secas e moidas em moinho tipo
Willey (TE-650, Tecnal) dos tecidos lenho e base+gema. A extracdo dos agucares foi
realizada de acordo com lIrigoyen et al. (1992) a partir das amostras alocadas em
tubos com 5 mL de etanol 80%, que foram colocados em banho-maria por 10 min e
centrifugados a 6000 rpm por 10 min. Este procedimento foi repetido por mais duas
vezes. Os sobrenadantes foram transferidos para baldes volumétricos de 50 mL,
onde foi completado o volume com agua destilada. Esta amostra liquida foi utilizada
para a determinacdo do conteldo de agucares sollveis totais (AST).

O precipitado foi separado e seco em estufa a 65C por 48 h para ser
utiizado na determinacdo do conteudo de amido, baseado na metodologia
desenvolvida por McCready et al. (1950) e readaptado por Osaki et al. (1991). O
precipitado (x 300 mg) foi ressuspenso em 5 ml de acido perclérico (HCIO,4) 30%,
agitado por 15 s e adicionados 5 mL de agua destilada. Em seguida, as amostras
foram colocadas em banho-maria a 80C por 10 min e centrifugadas a 6000 rpm por

10 min. Este procedimento foi repetido mais uma vez. Os sobrenadantes foram
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transferidos para balées volumétricos de 50 mL, onde foi completado o volume com
agua destilada.

As determinacdes do conteudo de carboidratos foram realizadas pelo método
de solucéo antrona 0,1%, H,SO, (DISCHE, 1962). Foram utilizadas aliquotas de 100
uL do sobrenadante de cada amostra, além de uma replicata da mesma. As leituras
de absorbancia foram efetuadas através de espectrofotdmetro tipo UV/VIS (modelo
UV-160, Shimadzu Co, Kyoto, Japan) a 620 nm, e os resultados foram expressos

em mg g DW.

Conteudo de agua nos tecidos

A determinacdo do CA nos tecidos base+gema e lenho foi realizada apés
secagem das amostras sob ventilagcdo forcada, em estufa a 70C por 72 h, de
acordo com a formula:

_ MF-MS

CA
MS

(@)

sendo, CA = Conteudo de agua, MF = Matéria Fresca e MS = Matéria Seca.

Delineamento experimental

Para cada local, o delineamento experimental utilizado foi inteiramente
casualizado, segundo arranjo fatorial (2x6x2), obtido da combinacdo dos fatores
tecido (2 niveis - lenho e base+gema), data de coleta (6 niveis) e cultivares (2 niveis
— Housui e Packham’s Triumph). As médias foram submetidas a analise de variancia
(p<0,05), e as variaveis significativas foram comparadas pelo teste Tukey a 5% de

probabilidade de erro.
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3 RESULTADOS
Condicdes climaticas

Entre maio e setembro de 2008, S&o Joaquim/SC acumulou 780 HF,
enquanto que em Vacaria/RS o valor observado foi de 625 HF para 0 mesmo
periodo (Fig. 2). Diferencas foram observadas no més de julho, onde Vacaria/RS
apresentou 15 dias com temperaturas maximas acima de 20T, enquanto S&o
Joaguim ndo passou de 4 dias. Apesar de nédo ter sido observado diferencas no
acumulo de frio durante o més de julho (apenas 1 HF), até 31/jul o total acumulado
em Sao Joaquim/SC tinha sido de 439 HF, enquanto que em Vacaria/RS foi de 398

HF.

Sé&o Joaquim/SC Vacaria/RS

Temperatura ()

Acumulo de horas de frio

Mai Jun Jul Ago Set Mai Jun Jul Ago Set
Figura 2: Temperaturas diarias maximas (—) e minimas (—) acumulo diario de horas
de frio > 7,2C (—) em duas regides, Sado Joaquim/SC e Vacaria/RS durante o

periodo de maio a setembro de 2008.

Tempo médio de brotacéo

Observou-se que a TMB das gemas terminais diminuiu com o aumento do
acumulo de HF (Fig. 3A e 3B). Nas duas situacbes de cultivo o final da
endodorméncia ocorreu aproximadamente dia 23/mai tanto para cv. Packham’s

Triumph quanto para cv. Housui. A determinacdo do final da endodorméncia é
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caracterizada pelo ponto de inflexdo na curva do TMB. Este ponto de inflexdo foi

observado nos dados apresentados e sera tomado como base neste estudo.

Packham's Triumph Housui
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Data Data

Figura 3: Tempo médio de brotacdo (TMB), durante o periodo de maio a setembro
de 2008 em Sao Joaquim/SC (e) e Vacaria/RS (o), nas cvs. Packham’s Triumph (A)

e Housui (B). CN: Condicfes Naturais. Médias + EP (n=5).

A cv. Packham’s Triumph apresentou diferencas no TMB em relacdo aos
locais de cultivo (Fig. 3A). Em geral, para esta cultivar, as plantas apresentaram
maior profundidade de dorméncia em Vacaria/RS. Observou-se que o TMB no final
da endodorméncia para as plantas cultivadas em Sao Joaquim/SC foi de 20 dias,
enquanto que em Vacaria/RS foi de 30 dias. Para cv. Housui (Fig. 3B), o TMB
demonstrou que o final da endodorméncia ocorreu em 23/mai para ambas regides.
No entanto, observou-se em 26/jul um aumento na TMB em Vacaria/RS, diferindo

em 4,4 dias em relagcdo a Sao Joaquim/SC.

Acgucares sollveis totais
Em geral a dindmica foi semelhante entre as cultivares, locais e tecidos
estudados (Fig. 4). Observou-se que houve queda nos AST da gema até 14/jun, e 0

apice ocorreu em 05/jul e uma estabilizagdo apos 26/jul. Na cv. Packham’s Triumph
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houve aumento de 52% de AST nas gemas entre 14/jun e 05/jul, seguido de queda
expressiva de 76% em 26/Jul em relacdo a coleta anterior (Fig. 4A). Esta variacéo
expressiva ocorreu somente para esta cultivar em Sao Joaquim/SC. A dinamica dos
AST no lenho da cv. Packham’s Triumph foi semelhantes entre locais de cultivo,
onde observou-se queda de aproximadamente 65% entre 5/Jul e 26/Jul (Fig. 4C).

Na cv. Housui os AST tiveram dinamicas semelhantes tanto nas gemas (Fig.
4B) quanto no lenho (Fig. 4D). Nas gemas observa-se que o pico no conteudo de
AST foi de 105 mg.g™ MS em 5/jul e para o lenho o AST atingiu aproximadamente
70 mg.g™ MS para ambos locais de cultivo. Apds esta data, ambos tecidos sofreram

gueda nos AST até a brotacao.

Packham's Triumph Housui
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Conteldo de aglicares soltveis totais (mg.g-1 MS)

Lenho
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23/Mai 14/Jun 5/Jul 26/Jul 16/Ago 3/Set 23/Mai 14/Jun 5/Jul 26/Jul 16/Ago 3/Set

Figura 4: Conteudo de acucares soluveis totais (AST) na base+gema (A, B) e no
lenho (C, D), durante o periodo de maio a setembro de 2008 em Sao Joaquim/SC (e)
e Vacaria/RS (o), nas cvs. Packham’s Triumph (A, C) e Housui (B, D). Médias = EP

(n=3).
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Conteudo de amido

Verificou-se que o conteudo de amido nas gemas apresentou dinamica
semelhante, a qual consistiu em estabilizacdo até 05/jul seguido de aumento até a
altima analise, correspondente a aproximadamente 45,6% para a cv. Packham’s

Triumph e de 53,1% para a cv. Housui em relacdo a 5/jul (Fig. 5A e 5B).

Housui
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Figura 5: Conteudo de amido na base+gema (A, B) e no lenho (C, D), durante o
periodo de maio a setembro de 2008 em S&o Joaquim/SC (e) e Vacaria/RS (o), nas

cvs. Packham’s Triumph (A, C) e Housui (B, D). Médias = EP (n=3).

Os teores de amido no lenho da cv. Packham’s Triumph apresentaram queda
de aproximadamente de 30% nos dois locais de cultivo até 05/jul, e posteriormente
observou-se aumento de 45% até 16/ago (Fig. 5C). O conteudo de amido na cv.
Housui aumentou (Sao Joaquim/SC) ou manteve-se inalterado (Vacaria/RS) na fase

inicial seguido de queda a partir de 14/Jun (Fig. 5D). ApoOs 5/jul seu conteudo
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aumentou em aproximadamente 52% até o final do periodo de avaliagbes, atingido

valores superiores a cv. Packham’s Triumph em ambos locais.

Conteldo de agua

Houve aumento de 50% no CA nas gemas entre 26/jun e 03/set para cv.

Packham’s Triumph cultivada em Sao Joaquim/SC, enquanto que em Vacaria/RS as

gemas apresentaram queda no CA de 30% para o mesmo periodo (Fig. 6A). Apesar

dos valores de CA no conjunto gema+base serem semelhantes no inicio do

experimento (23/mai), a ultima coleta (3/set) o WC foi de 50,8% superior em Sao

Joaquim em relagéo a Vacaria/RS.
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Figura 6: Conteludo de agua na base+gema (A, B) e no lenho (C, D), durante o

periodo de maio a setembro de 2008 em S&o Joaquim/SC (e) e Vacaria/RS (o), nas
cvs. Packham’s (A, C) e Housui (B, D). Médias = EP (n=3).
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O CA nas gemas da cv. Housui apresentou uma dinamica semelhante entre
os locais de cultivos, porém apresentando CA mais elevados do que a cv.
Packham’s Triumph (Fig 6A e 6B). No lenho este parametro foi semelhante em
ambos locais nas duas cultivares utilizadas. Foi observado que o WC no lenho da
cv. Packham’s Triumph de S&o Joaquim/SC atingiu o apice de acumulo 21 dias
antes de Vacaria/RS, que ocorreu em 26/jul (Fig. 6C). Em ambas condi¢cdes
climaticas avaliadas, o conteudo de agua nos tecidos do lenho da cultivar Housui

nao apresentou diferencas expressivas ao longo do periodo hibernal (Fig. 6D).

4 DISCUSSAO

Os principais eventos neste experimento ocorreram no més de julho, periodo
que coincidiu com a ocorréncia das altas temperaturas (Fig. 2) e com o final da
endodorméncia (Fig. 3) nas duas cultivares e em ambos locais, com excecao da cv.
Housui em Vacaria/RS. O aumento no TMB observado em 26/jul em Vacaria/RS na
cv. Housui estaria relacionada com as flutuacdes térmicas daquele periodo, ou seja,
temperaturas maximas acima de 20C durante o més de julho. De acordo com Saure
(1985) e Honjo et al. (2002), a ocorréncia destes dias quentes durante a dorméncia
da pereira japonesa, acima de 25T, pode retardar a brotagcdo mais do que as
oscilacbes das temperaturas ao longo do inverno. Herter (1992) descreve que o0
retorno de frio intermitente logo apés um periodo longo de temperaturas altas
ocasiona aumento na profundidade da dorméncia. Baseado nesta informacgéo
observou-se que para a cv. Housui, isto procedeu de forma clara (Fig. 2B) em 26/jul
para plantas cultivadas em Vacaria/RS. No caso da cv. Packham’s Triumph as
elevadas temperaturas ocorridas em Vacaria/RS parecem néo ter influenciado o

progresso da dorméncia. Entretanto, o menor acumulo de frio ocorrido em
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Vacaria/RS demonstrou que o TMB € superior quando comparado as plantas
cultivadas em Sao Joaquim/SC (HERTER et al., 1992). Carvalho (2001), trabalhando
com macieiras, também observou que a baixa ocorréncia em frio natural contribuiu
para o estabelecimento de uma dorméncia profunda.

Rakngan et al. (1996), descrevem que geralmente, o amido € o carboidrato
de reserva mais abundante em plantas de pereira durante o periodo de crescimento
vegetativo, que € hidrolisado a glicose apds e durante o inverno, como forma de
protecdo ao frio (COTTIGNIES, 1983). Eles também relataram as tendéncias de que
0s AST e amido seguem um padrao inverso, sugerindo uma interconversao, ou seja,
guando o crescimento é reiniciado. Esta inversdo também foi observada por Sauter
et al. (1988a; 1988b), que relata que a conversado do amido em AST foi induzida nas
células de armazenamento do parénquima do xilema, em ramos isolados de alamo
(Populus sp.) submetidos a baixa temperatura. No entanto, apds a superacdo da
endodorméncia, as gemas se tornariam drenos metabdlicos preferenciais,
aumentando a importacdo de acucares, por meio de transporte ativo, 0s quais sao
metabolizados para o fornecimento de energia e a biossintese de precursores
carbdnicos durante a fase de inducéo a brotagcdo (MARQUAT et al., 1999).

A retomada do crescimento coincidiu com a queda dos AST (Fig. 4) em
ambos tecidos, cultivares e locais de cultivo, indicando que houve consumo dos AST
nesta fase. Em contrapartida, nesta mesma data ocorreu um aumento no acumulo
de amido no lenho, fortalecendo a hip6tese de Beck e Ziegler (1989), que afirmou
que as concentracdes de amido e de TSS obedecem um padrao inverso durante a
dorméncia. Esta interconversdo pode ser observado neste estudo, como foi
observado por Yamamoto (2010) com pereira cv. Housui e Carvalho (2001) com

macieira. A ndo degradagdo do amido e o aumento nos ramos neste trabalho apoés
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05/jul seria provocada pela falta de frio durante o inverno, a reconversao dos AST
(LEITE et al., 2006) e/ou devido ao aumento na demanda de carbono para a
manutencdo da respiracdo basal e da atividade metabdlica das gemas (MARAFON
et al., 2011).

O aumento na concentracdo dos AST nas gemas pode estar associado com
a diminuicdo dos conteudos de acUcares e amido nos tecidos de reserva, para a
sustentacdo dos processos de floracdo e brotacdo, conforme observado por
Bonhomme et al. (2005), ocorreu neste experimento até 05/jul (Fig. 4 e 5). Leite
(2004) verificaram que em ramos de pessegueiro mantidos sob condi¢des naturais,
com satisfacdo plena do requerimento em frio, apresentaram aumento nos
conteudos de hexoses e amido nas gemas, ocorrendo o contrario sob plantas
privadas de frio hibernal.

Honjo et al. (2002), ao colocar plantas de pereiras japonesas sob condi¢cdes
de acumulo de 1000 HF e seguido de 7 dias de forcagem em temperaturas
superiores a 20T, os AST (glicose e frutose) dimin uiram, porém houve um aumento
expressivo no conteudo de amido. Isso também explica os aumentos expressivos de
amido apds 05/jul no ramos tanto da cv. Packham’s Triumph como da cv. Housui.

Os eventos ocorridos a partir de 5/jul também coincidem com as principais
mudancgas no CA, cujas gemas apresentaram os teores mais elevados nos dias que
antecederam a superacdo da dorméncia (brotacdo). A translocacdo da agua das
gemas para o lenho observado em 5/jul na cv. Housui pode estar associado com
hipotese de que isto ocorreu com finalidade da preservagdo da regido meristematica
(EREZ et al., 1998; CARVALHO, 2001).

Na cv. Packham’s Triumph, o aumento do CA ocorrido em 26/jul pode ser

explicado pelo aumento do TSS no periodo anterior na gema e com retomada do
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crescimento. Nos vasos do xilema pode ter havido aumento do potencial osmaético
da seiva, gerando uma pressdo interna que permite o restabelecimento da
condutividade hidraulica dos vasos, conforme observado por Cottignies (1990) e
Gévaudant et al. (2001).

A hipotese de que o conteudo de agua nos tecidos possa ser utilizado como
um marcador do progresso da dorméncia parece ser valida para cv. Packham’s
Triumph, pois os resultados demonstraram que na retomada do crescimento
observou-se aumento expressivo do CA em gemas para plantas cultivas em S&o

Joaquim/SC, dando-se inicio a brotacao.

5 CONCLUSAO

O aumento do contetudo de agua na base da gema + gema na cv. Packham’s
Triumph parece ser um elemento de validacdo da hipotese de que a agua seja um
marcador do progresso da dorméncia, sendo ela um marcador da retomada do
crescimento, desde que ndo haja grandes flutuagbes térmicas (temperaturas
elevadas). Entretanto, esta hipotese ndo pdde ser verificada na cv. Housui. A agua
demonstra ter uma forte ligacdo no progresso da dorméncia e na dindmica de
carboidratos mais clara para cv. Packham’s Triumph do que na cv. Housui. Altas
temperaturas durante a dorméncia alteram a dindmica de 4gua na cv. Packham’s
Triumph, quando cultivadas em locais com acumulo de horas de frio contrastantes e
a ocorréncia de frio influencia o deslocamento da agua na gema. Temperaturas
maximas intermitentes acima de 20C seguidas de frio intenso restabelecem a

dorméncia e retardam a brotacdo na cv. Housui.
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CAPITULO 2

RELACAO ENTRE O FECHAMENTO ESTOMATICO E A INDUCAO A
CAVITACAO SOB ESTRESSE HIDRICO EM FRUTIFERAS LENHOS AS

RESUMO - As plantas lenhosas adotam diferentes estratégias do consumo da agua
em funcéo do déficit hidrico. O objetivo deste trabalho foi investigar estratégias, em
duas espécies (macieira e nogueira), submetidas a trés niveis de déficit hidrico no
solo [= 0% (severo), = 50% (moderado) e = 75% (fraco)] em comparacdo a
transpiracdo controle. O fluxo de seiva ao nivel do tronco foi monitorado diariamente
através do meétodo de balanco de calor, juntamente com a umidade do solo
utiizando uma sonda TDR. Medidas diarias da condutancia estomatica (gs) e
potencial hidrico minimo do xilema (Wmin) foram realizadas durante horario zenital do
sol. Foram determinadas as curvas de vulnerabilidade a cavitacdo através da
porcentagem da perda da condutividade hidraulica. O fechamento estomatico
demonstrou ser um importante parametro na prevencao a cavitacdo xilemiana em
nogueiras e macieiras submetidas a déficit hidrico no solo, visto que coincidiu com a
inducéo da cavitagdo primordial (P12). Esta situagéo impediu o desenvolvimento de
tensbes abaixo do Pj;,. No entanto, sob regime de secas severas a macieira
manteve o0s estbmatos parcialmente abertos, indicando maior tolerancia desta
espécie a seca quando comparado a nogueira.

Palavras-chaves : Malus domestica Borkh. Juglans regia L. Embolia. Transpiracéo.
Estdomato.

RELATIONSHIP BETWEEN STOMATAL CLOSURE AND THE INDUC TION
CAVITATION UNDER WATER STRESS IN FRUIT WOODY

ABSTRACT : It is suggested that woody plants adopt different strategies to use water
before the drought. The aim of this study was to investigate these strategies in two
species (apple and walnut), subjected to three levels of soil water deficit [= 0% (high),
= 50% (mediun) and = 75% (low)] in comparison to control transpiration. The sap flow
at the stem was monitored daily by the method of heat balance, along with soil
moisture by using a TDR probe. Daily measurements of stomatal conductance (gs)
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and minimum xylem water potential (Wmin) were performed during time Zenith of the
sun. Vulnerability curves for cavitations by the loss of hydraulic conductivity were
determined. Stomatal closure demonstrated to be an important parameter for
preventing cavitations in the xylem in both walnut and apple trees subjected to soll
water deficit, which coincided with induction of primary cavitation (P12). This situation
prevented development of xylem tensions below P;,. However, even under severe
drought conditions, the stomata remained partially opened in apple trees, indicating a
higher level of tolerance in this specie when compared to walnut trees.
KEYWORDS: Malus domestica Borkh. Juglans regia L. Embolism. Transpiration.
Stomata.
1 INTRODUCAO

O déficit hidrico € causa freqlente de estresse nas plantas (KRAMER e
BOYER, 1995). Durante a estacao de crescimento, a seiva circula sob tensdo nas
plantas. Assim, as colunas de agua formadas por este transporte podem ser
interrompidas quando a tensdo aumenta durante o estresse hidrico, ocorrendo entao
a cavitacdo e, consequentemente, a embolizacdo, caracterizada pelos vasos
completamente tomados de ar (ZIMMERMANN, 1983).

Aparentemente, plantas lenhosas sdo muito diferentes entre si sob o ponto de
vista hidraulico e adotam acdes contrastantes em resposta ao déficit hidrico e
respondem a este estresse fechando os estdmatos. Este fechamento reduz a
transpiracéo das folhas e impede o desenvolvimento de déficits excessivos de agua
em seus tecidos (COCHARD et al., 2002) através de uma série de adaptacdes
morfologicas, anatémicas e fisioldégicas que controlam a perda de agua e melhora a
absorcdo (ENNAJEH et al., 2008). No entanto, a desvantagem do fechamento dos
estbmatos para as plantas € a reducdo dos ganhos de carbono que prejudicam o
seu crescimento (SCHULZE et al.,, 1987). Portanto, o conhecimento sobre as
respostas das plantas a seca e a sua base de mecanismos tém relevancia para os

estudos de adaptacdo sob diferentes condicfes climaticas e de programas de

melhoramento genético.
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Zimmermann (1983) descreve que alta taxa de transpiracdo induz intensa
abertura estomatica, o que € uma consequéncia da necessidade da planta em
manter as trocas gasosas nas folhas para a realizacdo da fotossintese. Entretanto,
para manter um equilibrio favoravel da agua na planta, um fluxo eficiente no xilema é
necessario para substituir sua perda nas folhas.

A abertura estomatica € regulada por repostas fisiologicas, as quais estédo
envolvidas na mecéanica do movimento estomatico (ZEIGER et al., 1987). Essas
repostas podem ser vistas como uma indicacdo dos diferentes mecanismos de
controle da respiracdo das plantas lenhosas. Ladjal et al. (2004) descrevem que a
sincronizacdo do fechamento estomatico e perda da condutividade hidraulica
durante a seca € um aspecto adicional a ser considerado em tal mecanismo.

Diversos estudos tém demonstrado que o potencial hidrico da planta induz o
fechamento estomatico e evita a cavitacao no xilema em algumas espécies lenhosas
(SPERRY e SALIENDRA, 1994; BRODRIBB e HILL, 2000; LEMOINE et al., 2002;
ENNAJEH et al., 2008). Sendo assim, o fechamento dos estdmatos esta diretamente
correlacionado a perda de condutividade hidraulica na planta (COCHARD, 2002;
BRODRIBB et al., 2003; NARDINI et al., 2001).

Com base na teoria da relacdo entre o fechamento estomético e perda da
condutividade hidraulica em fungédo do potencial hidrico da planta, o objetivo deste
estudo foi investigar a adaptacéo e a resisténcia a seca em duas espécies frutiferas
de grande importancia econdmica, a macieira e a nhogueira, sendo elas diferentes do
ponto de vista hidraulico em relacdo a necessidade de 4gua em face de trés ciclos

de déficit hidrico no solo.
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2 MATERIAL E METODOS

Local e material vegetal do experimento

A pesquisa foi realizada em Clermont-Ferrand, Franca (45°77'N, 3°14’E), no
laboratorio integrado fisica e fisiologia de arvores frutiferas e florestais (PIAF),
durante o ciclo vegetativo de 2009 no hemisfério norte.

Seis plantas de macieira (Malus domestica Borkh.), cv. Fuji sobre porta-
enxerto M9, com trés anos de idade foram transplantadas para vasos de 35 L e seis
plantas de nogueira (Juglans regia L.), cv. Franquette sobre porta-enxerto selvagem,
de trés anos de idade para vasos de 80 L. Os vasos foram preenchidos com uma
mistura de substrato arenoso (66% de solo virgem arenoso e 34% de turfa) e
protegidos com um filme plastico branco para impedir a precipitacéo, a evaporagao e
0 agquecimento solar.

As plantas foram cultivadas durante os meses de julho e agosto em condi¢des
climatolégicas naturais no INRA-PIAF, UMR#547 em Clermont-Ferrand na Franca
(45°77'N, 3°14’E). Durante o experimento foi mensur ada a radiacao
fotossinteticamente ativa (PAR) usando um sensor LI-190SA (LiCor Inc., NE, USA) a
1 m de altura. Trés sensores de temperatura foram instalados a sombra. As médias

para ambos os parametros foram calculadas para um intervalo de 10 minutos.

Regime hidrico

No inicio do experimento todos os substratos contidos nos vasos foram
colocados na capacidade de campo. Apds este procedimento, as plantas foram
submetidas a quatro tratamentos distintos, sendo eles: tratamento controle |,

correspondente a trés plantas de cada espécie irrigadas diariamente por sistema de
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gotejamento, e outro denominado de tratamento seco , que correspondendo a trés
plantas de cada espécie, que foram irrigadas sob trés niveis de déficit diferentes no
solo, sendo um fraco (= 75% transpiracdo controle), um moderado (= 50%
transpiracéo controle) e um severo (= 0% da transpiracéo controle).

Para o tratamento seco, a irrigacdo era encerrada nas primeiras horas da
manha, dando-se inicio ao nivel desejado de déficit hidrico no solo. Apds as plantas
atingirem = 75%; = 50% ou = 0% da transpiracao controle, reiniciava a irrigacao até o
momento em que estas apresentavam transpiracdo semelhante ao tratamento
controle, monitorada pelo fluxo de seiva no tronco diariamente.

ApoOs a instalacdo dos regimes hidricos as seguintes variaveis abaixo foram

analisadas durante o experimento, correspondente de 27/julho a 24/agosto.

Umidade do solo

A umidade do solo foi mensurada com uma sonda TDR MiniTrase (Soil
Moisture Equipment Corp., Santa Barbara, CA) diariamente durante o experimento
as 14h, numa profundidade de 15 cm, distante 25 cm do tronco e em trés pontos

distintos de cada vaso.

Estimativa da &rea foliar

Durante o experimento, semanalmente, foi realizado a contagem de namero
de folhas por arvore de cada espécie. Ao fim do experimento foram coletadas 50
folhas ao acaso de cada arvore e determinou-se a &rea foliar utilizando um medidor
de é&rea foliar de bancada modelo (Li-Cor 3100C , Lincoln, Nebraska, USA). A

estimativa da area foliar de cada espécie foi realizado através do produto da média
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da area foliar de uma folha e da média do numero total de folhas durante o

experimento.

Fluxo de seiva

Para cada planta a transpiracao foi estimada a partir de medic¢des diarias do
fluxo da seiva no interior do tronco, por meio da técnica do balanco de calor de
Valancogne e Nasr (1993).

Na Fig. 1 é apresentado o método indicando as medidas térmicas (watts). O
principio do método consiste na aplicacdo de um pequeno fluxo constante de calor
(W) no segmento do tronco através de uma jaqueta térmica. Foi quantificado o calor
nos fluxos condutivos axias (Qc e Qb), assim como os radiais (Ql) e na variacdo de
armazenamento (Qa) segundo o volume do segmento de tronco que foi aquecido. A
dissipacéo do calor pela seiva (Qs) é calculado como termo residual do balanco de

calor com o fluxo volumétrico da seiva, (ROJAS, 2003).
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Figura 1: Esquema do principio do método de balanco de calor e do sensor para
determinacao de fluxo de seiva, Qi: Fluxo lateral, Qa: Variacdo de armazenamento,
Qb e Qc: Fluxo condutivos axiais e Qs: Dissipacao do calor pela seiva. Adaptado de

Rojas (2003).

Os dados provenientes de cada planta foram coletados usando um datalogger
(DL2 model: Deta-T Devices, Cambridge, UK), sendo que todas as medi¢cdes foram
feitas a cada 30 segundos e média a cada 10 minutos.
Potencial hidrico e trocas gasosas

O potencial hidrico minimo do xilema (Wmin) foi mensurado usando uma
camara de presséo tipo Scholander (SCHOLANDER et al., 1965). Trés folhas por
planta foram removidas para obter o Wyi,. Estas medidas foram obtidas entre 12h e
14.00h. As pressotes do xilema foram estimadas pela medida do potencial hidrico de
folnas cobertas com papel aluminio e fechadas com saco plastico 6h antes

(TURNER, 1981; WEI et al., 1999).
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Ao mesmo tempo, foi mensurada a condutancia estomatica (gs), com um
pordbmetro portatil (Li-Cor 1600, Lincoln, Nebraska, USA). As medidas de
condutancia estomatica foram obtidas de trés folhas expostas ao sol completamente
expandidas selecionadas ao acaso.

Apés, as curvas da condutancia estomatica das folhas vs potencial hidrico do
xilema foram sobrepostas nas curvas de vulnerabilidade a cavitacdo, representadas
pela porcentagem perda de condutividade hidraulica (PLC) das macieiras e

nogueiras.

Embolia do xilema e curvas de vulnerabilidade

Cinco ramos de cada macieira expostos ao sol e na altura mediana da planta
foram coletados para determinagcédo das curvas de vulnerabilidades (CV). Os ramos
foram acondicionados em sacos plasticos pretos durante o transporte até ao
Laboratério de Agua do INRA-PIAF (Lab’Eau). Cada ramo foi reduzido a 37 cm de
comprimento e tiveram suas extremidades cortadas com laminas de corte preciso,
com objetivo de manter os vasos do xilema abertos em ambas as extremidades.

A embolia do xilema foi quantificada mesurando a porcentagem de perda de
condutividade hidraulica (PLC) de cada ramo com valores do potencial hidrico do
xilema (Wy;) induzidos, a qual causa bloqueios da seiva com bolhas de ar no xilema
(SPERRY et al., 1988). O valor obtido para a PLC é uma estimativa indireta do
percentual da cavitagdo nos vasos do xilema (COCHARD et al, 2000). A
vulnerabilidade a embolia do xilema das macieiras foi avaliada utilizando a técnica
CAVITRON (COCHARD, 2002; COCHARD et al., 2005).

A técnica consiste em submeter os ramos com 37 cm sob diversas pressdes

negativas geradas gradativamente através da forca centrifuga imposta no centro do
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ramo com o uso de um rotor. Apds a alocacdo do ramo no rotor, suas extremidades
foram imersas em agua desgaseificada durante a centrifugacdo gerando entdo, a
vazao desta agua de uma extremidade para outra com uma determinada velocidade,

a qual depende da rotacao (pressao) aplicada. A PLC foi entdo calculada como:

K ) (1)

Kmax

PLC=100 x (1—

onde, PLC = porcentagem de perda da condutividade hidraulica; K = condutividade
hidraulica e Knax = condutividade hidraulica maxima (inicial).

As CV para macieiras foram ajustadas usando a seguinte funcdo sigmoide
(PAMMENTER e VANDER WILLIGEN, 1998):
100 2)

T&)))

PLC=
1+ e( 25

onde, PLC = porcentagem de perda da condutividade hidraulica; e = 0,5; S =
inclinacdo da reta (slope); P = presséo do xilema; Psp = pressao que provaca 50% de
PLC.
A CV para nogueira foi obtida dos dados publicados por Cochard et al. (2002),
dispensando a geracéo de dados para realizacdo das curvas para este experimento.
A porcentagem de perda da condutividade hidraulica em 12% foi calculada

como.

50 (3)
P12= Pso - =

onde P, = 12% de perda condutividade hidraulica; Psp = 50% de perda de

condutividade hidraulica e S = inclinacdo da curva obtida (slope).
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Delineamento estatistico
O efeito da seca sobre as variaveis medidas foi determinado através da

analise de variancia (ANOVA) para blocos inteiramente casualizados.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Umidade do Solo

A Fig. 2 mostra a evolucdo da umidade do solo durante os trés ciclos de
déficit hidrico aos quais as plantas foram submetidas. Observa-se que o consumo de
agua no solo pelas macieiras durante o periodo de déficit hidrico ocorreu de forma
controlada e gradativa. O contrario ocorre nas nogueiras, que no terceiro dia apos o
inicio do estresse severo, revelou valores de umidade no solo préximos aos do
altimo dia de estresse do ciclo. Isto ndo pode ser atribuido a diferenca de area foliar
das plantas, pois as macieiras apresentaram média de area foliar total de 1,72mz2 e
as nogueiras de 4,20m2. A diferenca de area foliar entre as plantas de 59% foi
compensada com a diferenca de volume entre os vasos de cultivo de 56%.
Consequentemente, esta diferenca disponibilizou maior conteido de agua no solo
para as nogueiras, onde também pode ser observado nas Fig. 3 e 4, que 0s picos
diarios de transpiracdo, que ocorrem entre as 12:00 e 14:00h, sdo semelhantes no

dia 6/ago, por exemplo, atingindo valores préximos a 4,5 cm>.mn™.
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Figura 2: Evolucdo da umidade do solo durante os trés ciclos de déficit hidrico

implementados em vasos com macieiras e nogueiras.

As macieiras que foram submetidas a um déficit hidrico severo no solo,
consumiram agua até um dia antes do retorno da irrigacdo. Em contrapartida, as
nogueiras praticamente cessaram o consumo de agua quatro dias antes do retorno
da irrigacdo. Esta rapida absorcédo de agua pelas nogueiras pode estar ligada com a
capacidade de absorcdo de agua pelas raizes (KRAMER e BOYER, 1995), bem
como, com a abertura estomatica nas folhas, visto que ambas espécies estavam nas
mesmas condi¢cdes de cultivo e disponibilidade de agua no solo. Baseado nisto, a
macieira conduziu uma estratégia mais segura de absorcdo da agua no solo

evitando sua desidratacao severa.

Fluxo de seiva
As figuras 3 e 4 apresentam fluxo de seiva diario no tronco representado pela

transpiracdo (cm>.mn™) das plantas, e a taxa de radiacdo fotossinteticamente ativa,
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durante os trés ciclos de seca submetidos, baixo (=75%), moderado (=50%) e severo

(=0%).
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Figura 3: Fluxo de seiva diario de macieiras submetidas a trés ciclos diferentes de

déficit hidrico no solo (—) e sem déficit hidrico no solo ().
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Figura 4: Fluxo de seiva diario de nogueiras submetidas a trés ciclos diferentes de

déficit hidrico no solo (—) e sem déficit hidrico no solo (—).

fotossinteticamente ativa maxima diaria (—). RH: Reidratacgéo.

Radiacgao

Observa-se que a transpiracdo do tratamento controle de ambas as espécies

tiveram uma evolugdo muito similar a radiacdo fotossinteticamente ativa, que
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segundo Reichardt e Timm (2004), este € o parametro principal da demanda de
agua na planta. O estresse hidrico induzido por cortes se desenvolve mais
rapidamente do que em condi¢Bes naturais (LEMOINE et al., 2002), portanto, esta
afirmacéo tem que ser tomada em conta para a interpretacdo dos resultados.

Na Fig. 3 nota-se que as macieiras mesmo sob o ciclo de estresse severo
mantém uma taxa minima de transpiracdo. Em contrapartida, as nogueiras (Fig. 4)
revelam uma transpiracdo muito proxima ao zero. No entanto, o0 comportamento das
plantas durante a reidratacdo, ou seja, ap0s 0 estresse, revela que as nogueiras
atingem niveis de transpiracdo muito semelhantes ao tratamento controle em menos
de 48 horas apoOs estresse, enquanto as macieiras parecem nao obter mais 0s
mesmos indices da transpiracdo do tratamento controle. Talvez isto seja um
mecanismo de adaptacdo das macieiras durante o estresse, pois se pode observar
na Fig. 5, que elas mantém os estdbmatos abertos até proximo a tensdes no xilema
de -5 Mpa.

A transpiragdo das macieiras possivelmente foram menos afetadas durante
um ciclo de estresse baixo, mesmo depois de um ciclo de estresse severo. Pois se
observa que a transpiracdo nestas plantas esta proxima da transpiracdo controle.
Logo as nogueiras apresentam uma queda abrupta da transpiracdo nas 48 horas
precedente, bem como durante os outros dois ciclos de estresse.

A ocorréncia de valores de fluxo na falta de iluminagéo é justificavel, pois
representa a fase de dinamica hidrica diaria na qual a planta se recupera da perda
diurna de agua (KRAMER e BOYER, 1995), em conseqiéncia da maior transpiracao
em relagdo a absorcdo nesse periodo. Desse modo, os tecidos do caule e ramos,

além das folhas, recuperam sua turgescéncia. Essa dindmica explica as variacdes
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micromorfométricas em escala diaria, uma das quais é 0 processo de

contracao/expansao radial dos ramos e caules (ROJAS, 2003).

Vulnerabilidade a cavitacdo e o fechamento estomati  co
Para investigar o papel que os estdmatos podem ter na limitacdo da cavitacéo

no xilema, foram plotados os dados de gs e as CV em fungéo do Wy (Fig. 5).

100 OO T T T T T T T T 0,5
Macieiras | o pLC Nogueiras
90 A gs Seco
80 A gs Controle 40,4
70 —
60 <40,3 %
© ~oo
S Pg,=-1.70
O 50 % E
o
o 4 102 E
%)
30 ©
20 10,1
P, =-1.09
10 .
O 1 1 1 1 1 1 * 1 O

Potencial hidrico do xilema, MPa Potencial hidrico do xilema, MPa
Figura 5: Condutancia estomatica (gs) vs potencial hidrico do xilema sobreposta nas
Curvas de vulnerabilidade representadas pela porcentagem de perda da
condutividade (PLC) em macieiras e nogueiras. Os valores de PLC da nogueira sé&o
estimados dos dados publicados por Cochard et al. (2002). Barras Verticais = = EP

(n=5) para PLC e (n=3) para gs

A vulnerabilidade dos tecidos condutores a cavitacdo é um dos parametros
chaves para o funcionamento hidrico (SPERRY et al., 1988). As CV a cavitacao
mostram que as macieiras sdo menos vulneraveis a cavitacdo no xilema. Entretanto,

as nogueiras sdo mais suscetiveis ao fendbmeno da cavitagdo. Isto pode ser
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constatado pelo ponto de 50% de perda de condutividade (Pso), que foi de -3,60 Mpa
para macieiras e de -1,70 Mpa para nogueiras. As curvas mostram que com tensées
proximas -3,0 Mpa, as nogueiras perdem 100% da condutancia hidraulica, enquanto
em macieiras se quer atingiram o Pso. Outra forma de avaliar o desempenho das
espécies na suscetibilidade a cavitacdo € a determinacdo da inclinacdo das CV
(slope), que para as macieiras foi de 29,79 e de 81,87 para nogueiras. Quanto mais
proximo a zero (0) a inclinacdo mais resistentes a seca é a espécie e quanto mais
proximo aos 100 mais suscetiveis as espécies sao a cavitacao.

Rood et al. (2000) descrevem que a cavitacdo é uma séria ameaca para as
plantas, prejudicando o xilema e perdendo a capacidade condutora da seiva,
podendo eventualmente levar a folha a dessecacdo e a morte do ramo.
Normalmente, quando as funcfes transpiratorias estomaticas foliares excedem a
absorcdo de agua na planta pela raiz, os estdbmatos fecham-se para manter o
equilibrio hidrico. Este equilibrio é essencial para o desenvolvimento da maior parte
dos processos fisiolégicos e metabdlicos da planta, como as trocas gasosas e
consequentemente a assimilacao fotossintética do CO, (ZEIGER et al., 1987).

Observa-se que para ambas espécies 0s estdmatos estavam quase fechados
antes da formacdo de embolia danosa (PLC <10%), sugerindo que estdbmatos
participam do controle da embolia no xilema. Resultados similar foi revelado em
seringueiras (SANGSING et al., 2004). Varios mecanismos podem estar implicados
para explicar este comportamento, entre os quais a funcdo estomatica. Os
estbmatos sdo os locais principais de perda d’agua na planta e seu funcionamento é
determinante para a gestado deste recurso (COCHARD et al.,, 2002) e certamente
correlagcbes entre o fechamento e a cavitacdo existem (CRUIZIAT et al.,, 2002;

COCHARD et al., 2005).
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Baseado nesta teoria, a cavitacdo do xilema que, neste estudo, foi uma
caracteristica relacionada com o fechamento dos estématos, presume-se que seja
uma caracteristica fisioldgica crucial associada a um fechamento estomatico durante
o estresse hidrico. Para este experimento, nas duas espécies a intensidade de
déficit hidrico que induz o fechamento dos estdmatos coincide com a de inducéo da
cavitagcdo primordial (P12). Contudo, este ponto de interseccdo esta mais tardio na
espécie menos vulneravel a embolia, sendo o Pi, de -1,92 MPa para macieira e
-1,09 MPa para nogueira. Pode-se afirmar que um severo déficit hidrico para
nogueira € toleravel para macieira. Nota-se que até para um potencial hidrico no
xilema de -1,92 MPa, a macieira preserva seus estdmatos abertos para que haja as
trocas gasosas, conseqientemente atividade fotossintética e a manutencao do seu
sistema condutor xilema funcional.

As propriedades estruturais e funcionais do sistema condutor podem ser
determinantes na explicacdo desta relacdo. A contribuicdo deste comportamento
hidraulico pode ser uma melhoria de eficiéncia de utilizagdo da agua em macieira,
espécie mais resistente a seca e a cavitacdo. Ela absorve agua em nivel elevado de
déficit hidrico. Além disso, nesta espécie os estdmatos ndo se fecham a um
potencial hidrico do xilema de -5 MPa. Na verdade, as trocas gasosas e
conseqlentemente, a atividade fotossintética, mantém-se mesmo com um sistema

condutor semi-funcional.

4 CONCLUSAO
O fechamento estomatico demonstra ser importante pardmetro na prevencgao
a cavitacdo xilemiana em nogueiras e macieiras submetidas a déficit hidrico no solo,

visto que coincide com a de inducdo da cavitacdo primordial (P12), impedindo o
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desenvolvimento de tensdes abaixo do P;,. No entanto, mesmo em regimes de
secas severas a macieira mantém os estdmatos parcialmente abertos, indicando se

caracterizar, comparativamente, a uma espécie tolerante.
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The reliability of a double-ended pressure sleeve technique was evaluated on
three woody angiosperm species with contrasting maximum vessel lengths.
Vulnerability curves (VCs) were constructed by varying sample length and the
size of the pressure sleeves. VCs were compared against curves obtained with
reference techniques. For the two diffuse-porous species, Betula pendula and
Prunus persica, VCs built with shoot segments shorter than maximum vessel
length strongly overestimated species vulnerability. Furthermore, increasing
the size of the pressure sleeve also tended to lead to overestimated VCs. For
the ring-porous species Quercus robur, the technique strongly overestimated
vulnerability to embolism, whatever the sample length or chamber tested. In
conclusion, the double-ended pressure sleeve technique only gives reliable
VCs on diffuse-porous angiosperms with short pressure sleeves, only when

segments are longer than maximum vessel length.

Introduction

In plants, sap is transported under large negative pres-
sures in specialized conduits that form the xylem tissue.
Water is a metastable liquid when its pressure is negative
but it can suddenly change to a more stable gaseous
phase by cavitation. Cavitation provokes embolism,
which means it breaks the integrity of the water columns
in the xylem pipes and consequently impairs the mech-
anisms enabling sap to ascend from soil to leaves.
Cavitation has major physiological consequences as it
can eventually lead to shoot or tree mortality by desic-
cation (Brodribb and Cochard 2009), prompting a major
research push over the last three decades attempting to
characterize and understand xylem hydraulics in trees.
These efforts have not yet turned toward herbaceous
plants (Martre et al. 2000, 2001).

Abbreviation — VCs, vulnerability curves.

TThese authors have contributed equally to this work.
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The very peculiar physical state of water in the
xylem makes cavitation extremely difficult to observe
and quantify. Many different techniques have been pro-
posed for constructing xylem vulnerability curves (VCs).
These techniques differ by the way cavitation is induced
(air dehydration, air pressurization, centrifugation, etc.)
and measured (direct observation, loss of conductance,
acoustic emission, etc.). Some techniques are presumed
reliable (e.g. the air dehydration and declining conduc-
tivity technique of Sperry etal. 1988) whereas many
others have proven to be flawed. For instance, Canny
(1997) observed the content of frozen xylem vessels
under a cryo-SEM and suggested that xylem conduits
were extremely vulnerable to cavitation. However,
Cochard et al. (2000) showed that the technique was
flawed by cavitation build-up during sample prepara-
tion, and that the vessels were actually far more resistant
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to cavitation. More recently, Li et al. (2008) used a cen-
trifuge technique to measure cavitation resistance in ring-
porous species and found extremely vulnerable xylem
conduits, but Cochard etal. (2010) and Choat et al.
(2010) have since provided experimental evidence for
bias in these centrifuge techniques which greatly over-
estimate the vulnerability of species with long vessels.

The good agreement between the centrifuge and air-
injection techniques has been used as an argument to
demonstrate the reliability of both techniques (Li et al.
2008). However, it is equally possible that both tech-
niques are vitiated by the same artefact. The objective
of our study was to provide a more extensive test of
the reliability of the double-ended pressure sleeve tech-
nique (Cochard et al. 1992a, Salleo et al. 1992, Sperry
and Saliendra 1994). We tested the hypothesis that sam-
ple vulnerability was biased by the presence of vessels
cut open inside the pressure sleeve. Therefore, we ana-
lyzed VCs obtained with pressure sleeves of different
sizes on stem samples of different lengths for three tree
species presenting contrasting vessel lengths.

Materials and methods
Plant material

Experiments were conducted on different tree species
from the INRA-Crouél campus in Clermont-Ferrand
(central France). Three species with contrasting maxi-
mum vessel lengths were selected for this study. The
air infiltration technique (Ewers and Fisher 1989) was
used to measure maximum vessel lengths (L, m). Oak
(Quercus robur L.), a ring-porous species, had very
long vessels (L = 1.34 m, sb = 0.38, n = 6), while birch
(Betula pendula Roth), a diffuse-porous species, had very
short vessels (L = 0.16 m, so = 0.04, n = 6) and peach
(Prunus persica (L.) Batsch) offered vessels with interme-
diate length (L = 0.42 m, sp = 5.8, n = 6). Shoots longer
than maximum vessel length were cut in the morning
and brought to the laboratory where they were analyzed
later the same day. Experiments were conducted on
non-ramified terminal shoots less than 3 years old.

Vulnerability curves

The VCs were determined using the double-ended pres-
sure sleeve method according to Cochard et al. (1992a)
and Sperry and Saliendra (1994). The principle of the
technique is to clamp a special pressure chamber on a
branch segment, increase the air pressure in the cham-
ber and measure the effect on branch conductance.
Cochard et al. (1992a) demonstrated that for Populus
and Salix, the dependence of xylem conductance on
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positive air pressure was similar to the dependence of
xylem conductance on negative sap pressure. For the
purpose of this study, we constructed three pressure
sleeves of different lengths. The sleeves were made with
2.5-cm diameter steel tubes. Compression fittings were
placed at both tube ends and rubber corks were used
to seal the sleeves. The portion of the shoot segment in
contact with compressed air inside the chambers was
respectively 3.5, 17 and 27.5 cm.

Following Cochard et al. (1992a), hydraulic conduc-
tance of the sample was measured by connecting one
sample end to vertical plastic tubing filled with a filtered
solution (0.2 um) of 20 mM KCI and 1 mM CaCl, in
ultrapure water. The water pressure, P, in the tube was
adjusted to 6 kPa. The plastic tube was large enough
(2 cm diameter) to allow the air bubbles coming out
of the cut end to escape freely during pressurization.
This system enabled continuous measurement of water
flux, F, through the branch segment while the air pres-
sure inside the chamber was gradually increased. Water
flow through the sample was measured gravimetrically
by collecting the effluent from the distal end in a pre-
weighed cotton collector enclosed in a plastic tube over
1-min intervals. Sample conductance, K, was calculated
as: K = F/P. Before being inserted in the pressure cham-
ber, samples were first flushed with the same solution for
30 min at 0.15 MPa to remove any embolism that may
have formed during sample preparation. Preliminary
experiments with Betula (see the section on Results) indi-
cated that it was necessary to remove sample bark inside
the pressure sleeve to induce embolism in the stem.

The VCs were constructed as follows. First, air pressure
in the chamber was increased to 0.1 MPa and maximum
sample conductance, Kmnax, was measured. Then, the
pressure in the chamber was increased in 0.5 MPa steps,
and sample conductance, K, was determined at steady
state at each step. The loss of hydraulic conductance,
PLC, at each pressure was calculated as:

PLC = 100(Kmax — K)/Kmax

Test experiments

To analyze the effect of sample length on VCs obtained
using this double-ended pressure sleeve method, we
constructed VCs with 17.5-, 27.5- and 37.5-cm long
samples for each species. For Prunus and Quercus, we
also ran a test with the 3.5-cm long pressure chamber
using shoots longer than their maximum vessel length,
i.e. 57.5 cm for Prunus and 150 cm for Quercus.

To analyze the effect of pressure chamber length, we
measured 37.5-cm long shoots of all three species in all
three different pressure chambers. For each experiment,
we averaged the results of three to five replicates.
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Fig. 1. Effect of bark removal on Betula xylem VCs obtained with the
double-ended pressure sleeve technique. The wood should be in direct
contact with compressed air in the chamber before embolism can be
induced. Vertical bars = =+ se.

Reference VCs

Reference VCs using the bench-drying technique (Sperry
et al. 1988) have previously been published for Quercus
(Cochard et al. 1992b), Betula (Cochard et al. 2005) and
Prunus (Cochard et al. 2010). The reference curves for
Betula and Prunus were constructed with the same plant
material as that used in this study.

Results

Increasing air pressure in the pressure sleeve decreased
stem conductance in all species and all treatments. How-
ever, embolism could only be induced after previously
removing bark from inside the chamber (Fig. 1).

Segment length influenced the shape of VCs, but the
results contrasted strongly across species (Fig. 2). For
Betula, a short-vessel species, the results were simi-
lar across treatments and in good agreement with the
reference VC for this species. In contrast, for Prunus
and Quercus, segments appeared less vulnerable at
increasingly high lengths. For Prunus, VCs obtained with
samples longer than maximum vessel length were in
agreement with the reference VC, whereas for Quercus,
the curves established with the longest segments (1.5 m)
still strongly overestimated xylem vulnerability.

Length of the pressure chamber also influenced the
shape of the VCs (Fig. 3). Again, the effects were small
in Betula but more substantial in species with longer
vessels, where increasing the length of the pressure
chamber decreased sample vulnerability. For Prunus,
VCs constructed with the shortest chamber were in close
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Fig. 2. Effects of sample length on xylem VCs obtained with the double-
ended pressure sleeve technique (white symbols) for three woody species
(different panels). The length of the pressure sleeve was constant
(3.5 cm). VCs obtained with a reference technique are shown with
closed symbols. Vertical bars = = st.

agreement with the reference VC. For Quercus, even
the shortest chamber strongly overestimated the xylem
vulnerability of this species.

Discussion

The reliability of the techniques for measuring xylem
vulnerability to cavitation has been the subject of much
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Fig. 3. Effects of pressure sleeve length on xylem VCs obtained with the
double-ended pressure sleeve technique (white symbols) for three woody
species (different panels). Sample length was constant across species
and treatments (37.5 cm). VCs obtained with a reference technique are
shown with closed symbols. Vertical bars = =+ se.

debate. A critical aspect in this discussion is to identify a
reference methodology, i.e. a method capable of produc-
ing VCs similar to the dependence of xylem embolism
on xylem pressure measured in situ and in planta. Such
‘native’ curves have been obtained rarely (Bréda et al.
1993, Cochard et al. 1996, Tyree et al. 1992) because
of obvious experimental constraints. Dehydrating cut
branches on a bench instead of working with whole
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plants in situ considerably speeds up the construction
of VCs. It has been experimentally demonstrated that
this procedure does not alter the reliability of the curves
(Bréda etal. 1993, Cochard etal. 1996, Tyree etal.
1992), which also suggests that the faster rate at which
plants are dehydrated ex situ has little impact on the
cavitation process. Therefore, we can assume the bench-
drying method to be reliable. However, this technique
remains laborious and time consuming, which explains
why other methodologies have been developed.

The double-ended pressure sleeve technique offers
an attractive alternative as it enables VCs to be con-
structed quickly and with limited plant material, and has
consequently become a routine technique for cavitation
studies in many laboratories worldwide. In a recent lit-
erature survey, we estimated that one in four of all the
VCs published to date were constructed based on this
technique (Choat et al., unpublished data). Our study
suggests that this technique has strong limitations and
should probably be used more cautiously.

Methodological difficulties associated with air-
injection techniques have already been reported in the
past. For instance, Sperry and Saliendra (1994) rec-
ommended notching the xylem inside the chamber to
provoke embolism in Betula. Our results on Betula con-
firm that the xylem has to be directly exposed to the
pressurized air inside the chamber before cavitation can
be induced. We did not test here whether different ways
of exposing xylem conduits had an impact on VCs. This
finding suggests that bark can form a relatively air-tight
barrier isolating xylem conduits from air in the pressure
chamber. In this situation, the air pressure at the contact
with the xylem vessels equilibrates with the pressure in
the chamber, with the result that the VCs are biased. The
bark isolation problem appears to be specific to this pres-
sure sleeve technique. Indeed, with bench dehydration
or centrifugation techniques, the air pressure inside the
xylem is at equilibrium with the atmospheric pressure,
whatever the negative pressure in the xylem lumens. We
do not know whether bark removal is an appropriate
procedure for other species. This is a first point of con-
cern that should be more carefully evaluated whenever
this technique is employed.

The second point highlighted in this study is the strong
influence of sample length and chamber length on VCs.
As a rule, the longer the sample and the shorter the
chamber, the closer the curves fit the reference VCs.
However, the patterns differed strongly across species,
and a dependence on xylem anatomy can be hypothe-
sized. Choat et al. (2010) recently reported that in Vitis,
a long-vessel species, VCs established on short segments
greatly overestimated xylem vulnerability. However,
working with segments as long as vessel length gave
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more reliable curves. Our data confirm this result, and
further demonstrate that maximum vessel length is a key
parameter for the reliability of the double-ended pressure
sleeve technique. For species having very short vessels,
like Betula, our curves were always in good agreement
with the reference VCs, whatever the chamber or sam-
ple length. In contrast, all the VCs obtained on Quercus
strongly overestimated the cavitation resistance of this
ring-porous species. For Prunus, which has intermediate
vessel length, the curves were only in agreement with
the reference VC when segments were longer than vessel
length, and only with the smallest chamber.

To account for the different effects of sample, chamber
and vessel lengths on VCs, we computed the following
index I:

| = (sample length — chamber length)/(vessel length)

Figure 4 shows how the ratios between sample P50
and reference P50 vary with I. The result of this
very simple computation suggests that when (sample
length — chamber length) is higher than maximum ves-
sel length, the P50 converges toward the reference P50
value. This condition was sufficient for Betula, Prunus
and Vitis, the species studied by Choat etal. (2010).
However, for Quercus, this condition was not satisfac-
tory as the P50 were still overestimated. This is possibly
because of an underestimation of vessel length for this
species, as the pressure chamber was mounted in the
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Fig. 4. Combined effect of sample length and pressure sleeve length
on xylem pressure provoking a 50% loss of conductance (P50). The
x-axis represents the ratio between sample length minus pressure sleeve
length and the maximum vessel length of the species. The y-axis is the
ratio between P50 and the P50 value of the reference curve for each
species. The values for Vitis are estimated from the data presented in
Choat et al. 2010. Vertical bars = = st.
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middle of the branch where vessels are probably much
longer than in the terminal part of the shoot (Cochard
and Tyree 1990). Clearly, VCs constructed with this
technique using samples shorter than maximum vessel
length can greatly overestimate species vulnerability to
cavitation. The same conclusion was recently reached
with an independent method base on centrifugal forces
(Cochard etal. 2010). Therefore, a good agreement
between the centrifugation and air-injection techniques
does not provide a sound cross-validation of each of
the two techniques. Further investigations are required
in order to understand why vessels cut open are also
experimentally more vulnerable to cavitation with the
double-ended pressure sleeve technique.

In conclusion, VCs constructed with the double-ended
pressure sleeve method can strongly overestimate xylem
cavitation when samples are shorter than the species’
maximum vessel length. The overestimation is further
exacerbated with long pressure sleeves. Within these
methodological restrictions, the double-ended pressure
sleeve technique can give reliable results for conifers
and diffuse-porous angiosperms but probably not with
most of the ring-porous angiosperms. The apparent very
high vulnerability of ring-porous species reported in
recent publications based on these techniques should be
reconsidered in light of the findings presented here and
in Cochard et al. (2010).
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CONSIDERACOES FINAIS

A éagua demonstrou ter um papel fundamental durante a dorméncia,
principalmente no periodo que antecede a brotacdo. As conclusdes realizadas para
cv. Packham’s pode ser estendida, talvez, para um comportamento generalizado das
pereiras européias. Dados (ndo publicados) para cv. Williams cultivadas nos
mesmos locais foram muito similares a cv. Packham’s.

Durante o experimento relacionado ao conteido de agua nos tecidos em
pereiras durante o ano 2008, observamos que apesar de funcional, a técnica
utilizada para determinacdo do conteudo de &gua pode sofrer alteracbes que
comprometeram a fidelidade dos dados, caso precaucdes ndo sejam tomadas. Ao
longo do ano de 2007 efetuamos diversos testes para determinacdo deste
parametro. Verificamos que o material vegetal deve ser coletado sempre no mesmo
horéario e de ramos protegidos do sol, ou seja, ramos localizados mais internamente
na copa. Ramos expostos ao sol podem ter desidratacdes severas que nao
condizem com o estado real da planta.

Outro fator a ser considerado, séo as precipitacées que ocorrem horas antes
ou durante a coleta. As determinagbes s&o alteradas, invalidando os dados

coletados. A solucdo para este problema utilizando esta metodologia esta em nao
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coletar o material e aguardar o tempo apropriado para coleta. Outra questao esta na
distancia do local do experimento até o local de processamento das amostras. Em
nosso caso verificamos que os ramos acondicionados em sacos plasticos pretos
imediatamente apés coleta e colocados em caixas de térmicas com gelo ndo alteram
os valores originais apés 11h de viagem.

O numero de amostras para determinacdes de acUcares através da
metodologia da utilizacdo da antrona deve ser bem elaborado, visto que a demanda
de material laboratorial e do tempo relativamente € grande. Apesar do custo baixo
das determinacdes, a utilizacdo do acido perclorico € regulamentado pelo exército
brasileiro, sendo que o laboratério de Fisiologia Vegetal da Embrapa Clima
Temperado tem autorizacdo de compra de somente 3 litros anuais. Caso 0
delineamento do experimento ndo prever esta situacdo e as amostras demandarem
um total superior a 3 litros, os dados ndo poderdo ser determinados com esta
metodologia.

Estudos com o conteddo de agua nos tecidos de angiospermas plantas
lenhosas durante a dorméncia iniciaram desde 1983, no entanto somente em 2007
foram publicados resultados através de tecnologias de ponta, através do uso da
ressonancia magnética. Tal tecnologia ainda determina a regido do tecido de maior
concentracdo de agua. Perspectivas para estes estudos poderdo serem feitas com
uso de metodologias mais precisas para determinacdo da conteudo de agua nos
tecidos.

O método de balanco de calor para determinagéo do fluxo de seiva € simples,
porém necessita de medidas de técnicas complexas. Se algum problema acontecer
em uma delas, a estimativa é invalidada. Dois problemas ocorreram durante o

periodo que antecedeu o experimento, o qual chamamos de periodo de adaptacéo
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das plantas e equipamentos. O primeiro diz respeito a ‘poluicdo eletromagnética’
proveniente da rodovia localizada a 100 m do experimento, onde solucionamos com
a instalacao de resistores de 0,5 ohm em cada cabo de dados antes da entrada no
datalogger. Neste experimento foram instalados sensores de determinacdo da
variacdo do diametro do caule, os quais 0os dados nao puderam ser aproveitados
devido a tal poluicéo.

A queda de energia na unidade também afetou a aparelhagem usada para
determinacao. Problemas de aterramento de cabos de energia ocorreram quando a
energia foi restabelecida. Estes problemas foram os grandes contratempos para se
pudesse iniciar o experimento, visto que, levou um determinado tempo para localizar
a razao dos problemas. Outro fator a ser considerado € o volume de dados que
serdo gerados. Neste experimento utilizamos 12 plantas, o que nos demandou um
datalloger com 64 canais. A coleta de dados realizadas a cada 24 horas gerava
1440 linhas x 64 colunas de dados no software utilizado. Durante o periodo do
experimento (27 julho a 24 agosto) gerou um total de 40320 linhas x 1792 colunas.
Apesar de a técnica ser eficiente, existem dados diarios que devem ser filtrados
manualmente. Devido ao volume de dados gerados, esta filtragem tornou-se muito
trabalhosa e dificil. Sendo assim, deixa-se a sugestao de ao delinear o experimento,
deve determinar o minimo de plantas a serem utilizadas na utilizagdo desta técnica.

No caso deste experimento em que utilizamos a determinacéo do fluxo de
seiva pelo método de balancgo de calor, o qual foi conduzido ao nivel de campo, sem
protecdes contra adversidades do tempo, sugerimos que as plantas alocadas em
vasos sejam fortemente fixadas em arames para que nao ocorra 0o tombamento
através do vento ou tempestades ou mesmo de animais silvestres ou domésticos.

Animais silvestres, como os roedores, entre eles coelhos e ratos, podem roer o0s
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cabos de leitura, ocasionando perda de dados, porém facilmente perceptiveis. Em
Nnosso experimento, apos detectarmos este problema, utilizamos uma cerca elétrica
de 0,5 m de altura em torno de todo o experimento.

No experimento que verificamos utilizamos a técnica de injecdo de ar em
ramos para determinacdo da vulnerabilidade a cavitagdo observamos que 0 uso
desta técnica, apesar de gerar dados lentamente, mostra-se segura e confiavel. O
equipamento relativamente € basico e de baixo custo, diferente das outras
metodologias. No entanto, é preciso varios ensaios e se utilizar de dados de outras
metodologias para determinar as curvas de vulnerabilidades.

Nesta técnica, € preciso aferir a massa de um tubo com algodao a cada um
minuto da agua coletada na extremidade do ramo. Logo, para espécies em que 0S
vasos do xilema séo largos, (ex. pessegueiro), esta afericdo pode ser substituida por
outras metodologias, como recuperar o ar que sai de umas das extremidades do
ramo, e direciona-lo para um tubo de vidro milimetrado em forma de ‘U’ semi cheio
com solugdo colorida (ex. azul, vermelho ou verde). Este direcionamento do ar ira
fazer com que a coluna de solucao no interior do tubo se desloque, tendo assim uma
medida de deslocamento a cada pressdo em que o ramo foi submetido, podendo
substituir os dados gerados pela massa do tubo.

A seguir listamos 0s principais pontos que merecem ser pesquisados para

esclarecer algumas das interrogagdes provenientes deste trabalho:

* Metodologias mais avancadas para estudos da dindmica da agua em plantas
lenhosas durante a dorméncia;
» Estudar a variabilidade genética intra e inter especificas das plantas lenhosas

referente a resisténcia a cavitacao;
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Identificar gendtipos de maior desempenho em face as restrigcdes hidricas;
Aprimorar o uso das técnicas para determinacdo de curvas de vulnerabilidade
a cavitacao para diversas espécies de plantas lenhosas, tanto angiospermas

guanto gimnospermas.
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