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RESUMO GERAL

HENZ, Thiago Augusto Atividade da enzima Catalase durante a fase de
repouso hibernal em pereiras cultivadas na regido Sul do Brasil. 2019. 64
f. Dissertacdo (Mestrado em Agronomia - Programa de PéOs-Graduacdo em
Agronomia, Faculdade de Agronomia Eliseu Maciel (FAEM), Universidade
Federal de Pelotas, Pelotas.

O principal problema da expanséo € a questdo da adaptacao dessa frutifera em
condi¢cdes de inverno ameno. Onde o principal problema é a questdo da
adaptacao dessa frutifera em condic6es de inverno ameno. Com base nisso é
fundamental o estudo que vise compreender a dindmica da dorméncia, com
intuito de selecionar cultivares que melhor se adaptem as condicfes de inverno
ameno encontradas no Brasil, assim como seu comportamento fisioldgico
gquando ndo houver o requerimento em numero de horas de frio atendido.
Portanto, objetivou-se estudar a enzima Catalase e relacionar seu
comportamento com a dindmica de trés cultivares (Século XX, Shinseiki e
Santa Maria), cultivadas em Pelotas, RS, visando uma melhor adaptacdo da
cultura. . No periodo de maio a setembro/2017 foram realizadas coletas de
segmentos de plantas adultas com x anos, contendo de duas a quatro gemas.
Posteriormente esse material vegetal foi levado para o Laboratério de
Bioquimica da UFPel, onde foram realizadas extracbes e quantificacdo da
enzima Catalase.O delineamento experimental utilizado foi em blocos
inteiramente casualidos, com trés cultivares e cinco épocas de coleta, com trés
repeticdes, sendo cada repeticdo constituida de trés plantas.

Concluiu-se que existe claramente influéncia do fator genético na atividade da
Catalase entre as cultivares testadas e que frequentes oscilagbes de
temperatura, caracteristicas do estado do Rio Grande do Sul, sdo o motivo pelo
qual as gemas de pera ndo entram em dorméncia profunda durante o inverno.
O desenvolvimento do presente trabalho permitiu compreender que em
condicbes de variabilidade no tempo, o ingresso das gemas ao estadio de
dorméncia varia com a cultivar, constituindo informacdo importante para a
tomada de decisbes na selecéo das cultivares.

Palavras-chave: pera; enzimas; repouso hibernal; metabolismo; dorméncia



ABSTRACT

HENZ, Thiago Augusto Activity of the Catalase enzyme during a hibernal
rest period in pear trees cultivated in southern Brazil. 2019. 64 p. Thesis
(Master's in Agronomy) — Graduate Program in Agronomy, Faculty of Agronomy
Eliseu Maciel (FAEM), Federal University of Pelotas, Pelotas

The main problem of expansion is the question of adapting this fruit in mild
winter conditions. Where the main problem is the question of adapting this fruit
in mild winter conditions. Based on this, it is fundamental to study the dynamics
of dormancy, in order to select cultivars that best adapt to the mild winter
conditions found in Brazil, as well as their physiological behavior when there is
no requirement in the number of cold hours served . The aim of this study was
to study the enzyme Catalase and to relate its behavior to the dynamics of three
cultivars (20th century, Shinseiki and Santa Maria) cultivated in Pelotas, RS,
aiming at a better adaptation of the culture. . In the period from May to
September / 2017 collections of segments of adult plants with x years were
carried out, containing from two to four buds. Later this plant material was taken
to the Biochemistry Laboratory of UFPel, where extractions and quantification of
the enzyme Catalase were carried out. The experimental design was
completely randomized blocks, with three cultivars and five collection seasons,
with three replicates, each replicate consisting of three floors.

It was concluded that there is a clear influence of the genetic factor on the
activity of Catalase among the cultivars tested and that frequent temperature
fluctuations, characteristic of the state of Rio Grande do Sul, are the reason why
the pear buds do not fall into deep dormancy during the Winter. The
development of the present work allowed to understand that in conditions of
variability in the time, the entrance of the gems to the dormancy stage varies
with the cultivar, being important information for the decision making in the
selection of the cultivars.

Key-words: pear; enzymes winter rest; metabolism;numbness
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INTRODUCAO GERAL

A fruticultura € um segmento muito importante na agricultura brasileira,
diversas frutas sdo cultivadas em todos os estados, com grande importancia
econdmica e social, pois se estima que mais de cinco milhdes de pessoas
trabalhem de forma direta e indireta no setor (FACHINELLO et al., 2011). No
Brasil predominam regides tropicais, e por consequéncia a fruticultura tropical,
porém existe espaco para a fruticultura de clima temperado, sendo que em
2011 o pais possuia mais de 150000 ha de pomares com espécies frutiferas de
clima temperado (FACHINELLO et al., 2011).

As espécies frutiferas de clima temperado apresentam habito
caducifélio, tendo apenas um unico surto de crescimento anual, apresentando
resisténcia a baixas temperaturas, adaptam-se de melhor forma em regifes
com temperatura média anual entre 5°C e 15°C para o crescimento e
desenvolvimento. Essas frutiferas também possuem a necessidade de acumulo
de numero de horas frio abaixo de 7,2°C para superacdo do estadio de
dorméncia (FACHINELLO et al. 2008).

A pereira (Pyrus communis L.), cultivada ha muitos anos, pertence a
familia botanica Rosaceae, que compreende mais de vinte espécies, todas da
Europa e da Asia (OLIVEIRA et al., 2017). O Brasil € 0 46° maior produtor
mundial de peras, tendo uma producdo anual de apenas 22.078 t. Essa
producdo ndo atende ao consumo interno brasileiro, tornando a pera a fruta
mais importada do pais (OLIVEIRA et al., 2017). A alta demanda por peras no
Brasil representa uma oportunidade promissora para os produtores brasileiros
(OLIVEIRA et al., 2017).

Em relacdo as condi¢bes climéticas para o cultivo da pereira, estas sdo
pouco atendidas nas regides produtoras do Pais, tornando-se entraves
importantes, pois dificultam o cultivo de cultivares de qualidade elevada e
favorecem a producgéao de frutos de baixa qualidade. A pereira, por ser uma
frutifera tipica de clima temperado, possui um alto requerimento de horas de
frio para o seu melhor desenvolvimento e frutificacdo. De acordo com Penteado
(1986), ela exige no periodo de inverno horas de frio para entrar em repouso

hibernal e um periodo vegetativo, com dias quentes e claros, considerando-se
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adequados os locais com climas frescos e temperaturas médias anuais de
20°C. Segundo Campo-Dall'Orto et al. (1996), nas principais regides
produtoras do mundo ela é cultivada sob invernos bem rigorosos, embora
possa ser plantada em regides de clima bem mais ameno; nesse caso,
conforme Ribeiro et al.1991, ela pode apresentar problemas de adaptacdo
climatica, tais como: brotacéo e floradas deficientes, floragdo muito prolongada,
baixa formacédo de 6rgdos de frutificagdo e baixo “pegamento” dos frutos. Tais
fatores fazem com que, a produtividade e a qualidade dos frutos sejam baixas.

Camelatto et al. (2000), por outro lado, afirmam que a flutuacdo da
temperatura em periodos sucessivos durante o inverno ndo é causa do
abortamento de gemas florais e que o nimero de horas de frio durante o
inverno ndo € o unico fator causador do fendmeno. Para eles o problema esta
relacionado a fatores que causam estresse as plantas durante a diferenciacao
e o desenvolvimento das gemas florais. Outras hipéteses estéo relacionadas
com a nutricdo da planta e desequilibrios no periodo vegetativo (FAORO,
2001).

Outros fatores apontados como causadores de insucesso e entraves
para a expansao da cultura da pereira sdo: indefinicdo e pouco conhecimento
em relacdo as cultivares adaptada as diferentes regides potencialmente
produtoras (SIMONETTO; GRELLMANN, 1999); suscetibilidade as doencas
(NAKASU; LEITE, 1992); deficiéncia de tecnologias de manejo (BECKER,
2004; TREVISAN et al., 2005); consideragao por parte de alguns produtores do
Sul do Brasil que a pera e a maca sao frutas concorrentes entre si pelo mesmo
mercado; falta de crédito e de politicas de apoio ao investimento de longo
prazo, com caréncia de pelo menos cinco anos, pois a pereira demora cerca de
4 a 5 anos para entrar em producédo comercial; falta de mudas/porta-enxertos
em quantidade e livres de virus para venda com preco acessivel; e falta de
investimentos em pesquisa na cultura e de assisténcia técnica (FAORO, 2001).

A utilizacdo das espécies Pyrus calleryana e Pyrus betulaefolia como
porta-enxertos, por apresentarem grande rusticidade, constitui uma qualidade
desejavel frente a ambientes adversos, tais como éareas Umidas e mal
drenadas, temperaturas elevadas, pragas e doencas do solo (MAEDA et al.,

1997) e proporcionarem maior produtividade as pereiras enxertadas
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(BARBOSA et al., 1994). Porém outro problema da cultura € que estes porta-
enxertos imprimem grande vigor a planta, dificultando a realizacdo de tratos
culturais importantes, como poda, raleio de frutos, tratamentos fitossanitarios e
colheita, e proporcionam pomares desuniformes e tardios para entrarem em
producdo. Além disso, a pereira apresenta problemas de incompatibilidade com
determinados porta-enxertos de outros géneros e espécies. Segundo Leite et
al. (2001), a incompatibilidade é variavel, dependendo da copa e do porta-
enxerto, sendo bastante severa entre a pereira japonesa e o marmeleiro, fato
gue pode, inclusive, levar a morte da copa.

A pereira tem como o seu centro de origem trés regifes: a China, a Asia
Central e o Oriente Médio. A partir destes centros de origem obtiveram-se dois
grupos gerais desta espécie: orientais, nativas do leste e nordeste da Asia e
ocidentais, nativas da Europa e noroeste da Asia (INGELS et al., 2007). Esta
frutifera de clima temperado pertence a ordem Rosales, familia Rosacea e
género Pyrus. As pereiras denominadas europeias sdo da espécie Pyrus
communis, as asiaticas da espécie, Pyrus pyrolifolia e as siberianas, Pyrus
ussuriensis — esta Ultima utilizada no cruzamento interespecifico para producéo
de cultivares de peras hibridas.

Sendo a planta de pereira, uma espécie lenhosa e com origem de
regides de clima temperado, surge a importancia de se conhecer 0S seus
mecanismos internos de inducao e superacdo nestes periodos de adversidade
climética.

A dorméncia em espécies frutiferas de clima temperado € uma fase do
desenvolvimento que permite as plantas sobreviverem a condi¢des
desfavoraveis como as baixas temperaturas e redugéo do fotoperiodo durante
o inverno (CASTRO et al., 2012). A atividade fisiologica durante a dorméncia,
que ndo é paralisada totalmente, afeta o subsequente desenvolvimento
potencial e o crescimento (CAMPQY et al., 2011).

Em meados do século XX, Chouard (1956) classificou as diferentes
causas de inibicdo do crescimento observadas em espécies lenhosas de clima
temperado, definindo os seguintes grupos: quiescéncia, inibicdo correlativa e

dorméncia. Posteriormente, estes mecanismos foram definidos como
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dorméncia imposta, pré-dorméncia e dorméncia verdadeira (SAURE, 1985),
dentre muitos outros sinGnimos.

Lang et al. (1987) propuseram uma classificagdo que € a mais utilizada
atualmente, na qual se agrupam os diferentes sinbnimos e dividiu-se a
dorméncia em trés fases: ecodorméncia (ocorre normalmente no final do
inverno e € imposta por condigbes ambientais desfavoraveis ao crescimento);
paradorméncia (é a influéncia causada por diferentes 6rgdos ou estruturas da
planta); e endodorméncia (controlada endogenamente pelo 6rgdo ou estrutura
afetada). Esse ultimo estadio, também conhecido como dorméncia profunda ou
de inverno, é considerado a dorméncia genuina, que caracteriza plantas
lenhosas em zonas temperadas, e tem sido alvo de inimeros estudos, 0s quais
tém mostrado a sua enorme complexidade (CAMPOY et al., 2011).

Considerando apenas 0s componentes climaticos, 0os requerimentos
para superacdo de cada um dos estadios da dorméncia poderiam ser
sintetizados como sendo: reducao da temperatura e fotoperiodo, que resulta na
senescéncia das folhas (um dos 6rgdos que causam a inibicdo correlativa),
servindo para a passagem da paradorméncia para a endodorméncia; acumulo
de baixas temperaturas e encurtamento do fotoperiodo para a superacdo da
endodorméncia; a elevacdo da temperatura e o prolongamento do fotoperiodo
resultam na superacdo da ecodorméncia, proporcionando a retomada do
crescimento com a floracdo e brotacdo (LANG et al., 1987; DENNIS, 1994;
FAUST et al.,, 1997; CITADIN et al.,, 2001; ARORA et al., 2003;; HEIDE;
PRESTRUD, 2005;).

A dorméncia em espécies perenes de clima temperado tem sido
bastante estudada em termos fisiolégicos ha algum tempo. Entretanto, os
componentes moleculares e genéticos das vias de sinalizacdo que regulam a
dorméncia e a floragdo passaram a ser estudados muito recentemente
(PEREIRA, et al., 2012). A interagdo entre os demais componentes bidticos e
abidticos afetara no metabolismo (energia, ciclo do carbono, balango hidrico,
nutrientes, etc), provocando alteragbes no desenvolvimento e sobrevivéncia
das plantas (CHMURA et al., 2011). Além disso, a insuficiéncia no acumulo de

frio, que é associada a condicbes de inverno ameno, resulta em padrdes
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anormais de brotacdo, floracdo e desenvolvimento de espécies frutiferas de
clima temperado (MAUGET; RAGEAU, 1988).

Um maior entendimento dos processos fisiologicos e bioquimicos
envolvidos na dorméncia das gemas de pereira permitird ajudar no
entendimento da dorméncia de gemas da espécie nas regides insuficiéncia de
horas de frio e contribuir com a tomada de decisdo quanto aos tratos culturais,
de forma a permitir o maximo potencial produtivo, e também fomentar futuras
pesquisas.

Durante a dorméncia, assim como em outros processos fisiolégicos
vegetais, ocorre a modulacdo espacial e temporal da atividade de inUmeros
sistemas enzimaticos, havendo reducdo da atividade de algumas enzimas e
aumento da atividade de outras (BUCHANAN et al., 2000).

Wang et al. (1991a) estudaram as mudancas na atividade enzimatica,
durante a dorméncia e a superagao da dorméncia induzida por Thidiazuron, em
gemas laterais de macieira. As enzimas pesquisadas fazem de rotas
metabdlicas como a via das pentoses fosfato [glicose-6-fosphate
desidrogenase (G6PDH) e 6-fosfate gliconato desidrogenase (6PGDH)], ciclo
de Krebs [isocitrato desidrogenase (ICDH)] e via glicolitica [piruvate quinase
(PK) e gliceraldeido-3-fosfate desidrogenase (GAPDH)]. Durante a dorméncia
das gemas, a atividade das enzimas da via glicolitica e do ciclo de Krebs foi
baixa, quando comparadas com sua atividade em gemas que ndo estavam em
dorméncia.

A atividade destas enzimas aumentou ap0s a superacao da dorméncia,
tendo seu pico oito dias apds o tratamento com Thidiazuron (logo antes do
estadio de expansao rapida), decrescendo a partir deste momento. Em
contrapartida, a atividade das enzimas relacionadas a via das pentoses fosfato
foi mais alta nas gemas em dorméncia do que nas ndo dormentes,
decrescendo logo a seguir. Estes dados corroboram com a informagéo de que
a atividade enzimatica sofre varia¢gées durante a dorméncia.

A producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) € uma resposta
comum em condi¢cdes de estresses abioticos, incluindo as baixas temperaturas.
Esta é caracterizada pelo acumulo de moléculas téxicas como O,*, H,O, e

OH™ nos tecidos, as quais sdo capazes de causar danos as membranas
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celulares e a certas macromoléculas. Os vegetais possuem varias estratégias
antioxidantes, por exemplo, enzimas de limpeza de ROS como a superoido
dismutase (SOD), diferentes peroxidases (PODs), catalase (Cat), e glutationa
redutase (GR) (BUCHANAN et. al., 2000; HUSSAIN et al., 2011).

Wang e Faust (1992) estudaram a atividade da enzima acido ascorbico
oxidase (AAO) em gemas de macieira durante a superacdo da dorméncia
induzida por Thidiazuron. Nas gemas em estado de dorméncia a atividade da
AAO foi reduzida, quando comparada a gemas tratadas e que retomaram o
crescimento. Estes dados mostram que um aumento na atividade da AAO
comec¢a no momento da transicdo metabdlica entre a dorméncia e a superacao
da dorméncia, indicando mudancgas importantes do metabolismo oxidativo
vegetal frente a estes processos fisioldgicos.

Pesquisas realizadas posteriormente confirmaram a ocorréncia de
mudancgas importantes nos sistemas antioxidantes associados ao processo de
superacdo da dorméncia em gemas de macieira (WANG; FAUST, 1994). Os
resultados obtidos indicaram que a superacdo da dorméncia induzida por frio e
aguecimento € associada com a retirada de radicais livres (ROS) através da
ativacdo dos sistemas antioxidantes de retirada de peroxidos.

De fato, Fuchigami e Nee (1987) ja haviam especulado que glutationa
estaria envolvida na superacdo da dorméncia em espécies lenhosas de clima
temperado. Adicionalmente, Wang et al. (1991b) e Siller-Cepeda et al. (1992)
obtiveram resultados que vao ao encontro desta afirmacdo. Estes concluiram
que o aumento de glutationa reduzida (GSH) durante a fase de acumulo de frio
estaria associado a superacdo da dorméncia em gemas de pessegueiro, e
agueles, relataram um aumento nos niveis de ascorbato, glutationa total e na
atividade de enzimas correlacionadas ao ciclo ascorbato-glutationa (ascorbato
peroxidase, desidroascorbato redutase, glutationa redutase, superoxido
dismutase, redutase de radicais livres do ascorbato) em gemas de macieira.

Estes dados sugerem que o término da dorméncia e a inducdo da
superacdo da dorméncia podem requerer a retirada de anions superoxido e de
peréxidos nos tecidos de gemas. Honty et al. (2008) também observaram
modificacdes da atividade das enzimas peroxidase (POD) e polifenol oxidase

(PPO) durante a dorméncia de gemas em pereira.
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Entretanto, em condi¢bes de inverno ameno, poucos estudos tém sido
conduzidos para desvendar a modulagdo da atividade enzimatica durante a
dorméncia em espécies frutiferas de clima temperado. A insuficiéncia de frio,
associada com o inverno ameno, resulta em um comportamento anormal de
desenvolvimento e superacdo da dorméncia nestas espécies (MAUGET;
RAGEAU, 1988), sendo reconhecida como o principal fator do abortamento
floral em pereiras no Brasil (PETRI et al., 2002; PETRI ; HERTER, 2002) e na
Nova Zelandia (KLINAC; GEDDES, 1995; DO OH; KLINAC, 2003).

O abortamento de gemas floriferas € um dos principais fatores que
limitam a producdo comercial de pereira na regido Sul do Brasil, sendo
resultante primordialmente, do acumulo insuficiente de frio durante o periodo
de dorméncia. Com o0 objetivo de investigar os mecanismos adaptativos de
espécies frutiferas de clima temperado em condicbes de inverno ameno,
Marafon et al. (2011) relacionaram o efeito da falta de frio durante o periodo de
dorméncia e a mobilizagdo de carboidratos em pereiras japonesas.

Neste estudo foram comparadas as concentracdes de acuUcares
sollveis totais e acgUcares redutores, assim como a atividade das enzimas
invertase acida da parede celular (CWAI) e sacarose-fosfato sintase, em ramos
lenhosos e gemas floriferas, submetidos a condi¢des de frio durante o periodo
de dorméncia. Com o estudo, emitiram a hipétese de que a mobilizacdo do
amido e os fluxos de carboidratos para as gemas sao impedidos em condicGes
de inverno amenao.

Pelo exposto, verifica-se a necessidade de desenvolver e aprofundar
pesquisas acerca dos componentes dos sistemas antioxidantes (atividade de
enzimas relacionadas ao metabolismo oxidativo e niveis de metabdlitos nédo
enzimaticos como glutationa e ascorbato), durante a dorméncia em frutiferas
de clima temperado, como a pereira, especialmente em situacdo de inverno

ameno, no contexto do aquecimento global.
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CAPITULO |

Atividade da enzima catalase durante a fase de repouso hibernal em
pereiras cultivadas na regido Sul do Brasil

1. Introducéo

Os maiores produtores mundiais de pera sdo a China 17300751 ton.ano’

! Estados Unidos 795557 tonano™. O Brasil estd em 46° no ranking mundial,
sendo a fruta que o pais mais importa, apresentando grande demanda e pouca
oferta no mercado nacional (OLIVEIRA et al., 2017).
Existem varios fatores que contribuem para a baixa producdo de peras no
Brasil, destacando a falta de cultivares bem adaptadas as condi¢8es climaticas,
acumulo insuficiente de frio durante o periodo de repouso hibernal (FAORO;
ORTH, 2010). O acumulo de frio insuficiente é devido a cultura néo ficar
exposta por um tempo suficiente a temperaturas abaixo de 7,2 °C conforme o
requerimento de cada cultivar (OLIVEIRA et al., 2017). A producéo de peras no
Brasil € predominante justamente nos estados do Sul, regido onde ocorre maior
periodo de frio hibernal, onde os maiores produtores sdo Rio Grande do Sul
com 10926 ton.ano™, Santa Catarina 5427 ton.ano™ e Parana 1899 ton.ano™
(IBGE, 2016; OLIVEIRA et al., 2017).

O periodo de repouso hibernal que as frutiferas de clima temperado
requerem € conhecido como dorméncia (HAWERROTH et al., 2010). Esse
mecanismo € resultante da interacdo entre fatores ambientais e o metabolismo
da planta, sendo esse fenbmeno uma fase de desenvolvimento de ocorréncia
anual (HAWERROTH et al., 2010). A dorméncia pode ser divida em trés fases,
paradorméncia (inibicdo correlativa), endodorméncia e ecodorméncia (LANG et
al., 1987; HAWERROTH et al., 2010).

A evolucdo das fases da dorméncia durante o periodo de repouso
hibernal pode ser avaliada de varias maneiras, uma técnica bastante usual em
nivel de pesquisa é o acompanhamento por meio do metabolismo de
carboidratos (CARVALHO; ZANETTE, 2004). O do metabolismo de
carboidratos nédo estruturais durante o periodo da dorméncia pode indicar de
maneira indireta sua evolucdo, pois estes estdo diretamente ligados a

processos fisiolégicos que indicam a saida da dorméncia (CARVALHO;
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ZANETTE, 2004). Outra maneira de analisar a evolucdo da dorméncia durante
o periodo de repouso hibernal € por meio de estudos da atividade de enzimas,
método que mostrou-se eficiente em estudos conduzidos por Wegrzyn et al.
(2000) com macieiras e CITADIN et al. (2009) em nogueiras.

A relevancia de saber identificar a exigéncia em frio de uma cultivar e do
frio disponivel em cada regido tem aumentado frente aos cenarios futuros de
mudanca climatica global. Quando o frio é insuficiente pode causar a ma
brotacdo das gemas, comprometendo tanto a producdo, com frutos
desuniformes e de baixa qualidade, quanto a distribuicdo dos ramos na planta
(ATKINSON et al., 2013; JONES et al., 2013).

Ao decorrer do processo de dorméncia as gemas baixam seus teores de
agua e concentram solutos como acucares, sais e proteinas para diminuir a
formacdo de cristais de gelo e reduzir seu potencial hidrico evitando assim,
danos causados pela perda de agua para o apoplasto (KASUGA et al., 2007).

Os processos fisiolégicos da endodorméncia compreendem fatores
como balanco hormonal (STAFSTROM, 2000; ZHENG et al., 2015),
metabolismo de proteinas e carboidratos (TAMURA et al., 1998; MARQUAT et
al., 1999; RADY; EL-YAZAL, 2013), atividade respiratéria (TREJO-MARTINEZ
et al., 2009), teor de agua (MARAFON et al., 2011; SCHMITZ et al., 2015) e
metabolismo antioxidativo (NIR et al., 1986; PEREZ; LIRA, 2005).

O ultimo momento da dorméncia é chamado de ecodorméncia, quando a
gema apresenta aumento da capacidade de brotagcéo, no entanto as condicbes
ambientais desfavoraveis, tais como déficit hidrico e frio, impedem a brotacdo
(LANG et al.,, 1987). Quando as condi¢cbes ambientais sdo favoraveis ao
crescimento ocorre a brotacdo das gemas (COOKE et al., 2012).

Cada espécie e cultivar podem apresentar diferentes dinamicas de
dorméncia e respostas ao frio, sendo, portanto a fisiologia da dorméncia de
frutiferas de clima temperado ainda pouco compreendida e (FAUST et al.,
1997; HORVATH et al., 2003).

Quando ocorre insuficiéncia de horas de frio, pode ser inviavel o cultivo
de espécies de clima temperado, porque o baixo indice e a heterogeneidade da
brotacdo das gemas diminuem a produtividade e a qualidade dos frutos
(FAUST et al., 1997; ATKINSON et al., 2013; JONES et al., 2013).
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Nir et al. (1986) e Ozden et al. (2009) avaliaram a dinamica da catalase
em videira e seu efeito na dorméncia de gemas, onde em condi¢des de clima
temperado a catalase apresentou sua maxima atividade no outono e menor
atividade no inverno, devido a diminuicdo da temperatura. O fornecimento de
frio artificial também induziu a diminuicdo da atividade da catalase. A mesma
resposta foi encontrada em cultivares de damasqueiro por Bartolini et al., 2006
e Viti et al., 2012.

Em gemas dormentes de plantas lenhosas sdo encontrados compostos
fendlicos como naringenina, floridzina, &cido cafeico e quercitrina que
raramente estdo livres nas células, visto que encontram-se ligados a
glicosideos . Dentre estes compostos, a maioria possui atividade biologica
conhecida como estrutural, e de defesa contra estresse oxidativo, também
pode promover protecdo contra patdégenos e fitoalexinas (VAUGHN; DUKE,
1984; CODIGNOLA et al., 1988; ZAHRA et al., 2009).

Situacbes de estresse, como baixas temperaturas, que diminuem a
atividade das enzimas Superoxido Dismutase (SOD), (CAT e APX) e
antioxidantes como compostos fendlicos, resultam no aumento da
concentracdo de EROs e da peroxidacdo lipidica (QUEIROZ et al., 1998;
LOPES et al., 2005).

Diante do exposto, acredita-se que ao analisar a atividade enzimatica
em gemas de pereira durante o periodo do repouso hibernal, permitira
compreender a dindmica da dorméncia em diferentes cultivares de pereira de
interesse comercial, visando a adaptacédo da cultura em condi¢cfes de inverno
ameno. Com base nessas informacgfes o0 presente estudo teve o propoésito de
estudar a enzima Catalase (CAT- EC 1.11.1.6) e relacionar seu comportamento
com a dinamica de trés cultivares de pereira cultivadas na regido de
Pelotas,RS.
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2. Material e métodos

O experimento foi conduzido no periodo de maio a setembro/2017 em
intervalos de aproximadamente 30 dias, com segmentos de ramos contendo de
duas a quatro gemas provenientes de plantas adultas de trés cultivares, sendo
duas do grupo das pereiras japonesas (Pyrus pyrifolia) Shinseiki, Século XX e
uma do grupo das europeias (Pyrus communis) Santa Maria cultivadas no
pomar do Centro Agropecuario da Palma, da Universidade Federal de Pelotas
(UFPel (31°48’ latitude S; 52°30° longitude O; 13 m altitude). O pomar né&o
irrigado , implantado em 2001, com espagamento de 3,0 m entre linhas e 2,0 m
entre plantas, foi mantido sob manejo e tratos -culturais tradicionais
recomendados para a cultura.

As coletas foram realizadas em gemas floriferas. Para tanto, em trés
plantas selecionadas aleatoriamente das trés cultivares foram realizadas
coletas a cada més (cinco coletas), desde a senescéncia das folhas até a
brotacéo.

Os dados meteorologicos foram obtidos a partir da Estacdo
Agroclimatolégica do Capédo do Ledo, RS (Embrapa/ETB - Campus da UFPel),
com o qual foi possivel determinar o acimulo de horas de frio de acordo com
as Figuras de 1 a 5.

A determinacdo da atividade de enzimas de sistemas antioxidantes
vegetais (Wang & Faust, 1994) foi realizada para verificar se e de que forma as
mesmas sdo afetadas pelas condicbes de inverno ameno, durante o0s

processos de inducéo e superacao da dorméncia, em pereira.

Foram coletadas duas gemas por planta, em 15 plantas, no periodo de
maio a setembro (cinco coletas). As gemas imediatamente apos serem
coletadas ficaram acondicionadas em nitrogénio liquido e mantidas em
ultrafreezer a aproximadamente -86 °C até o momento da realizacdo das

extracdes e quantificagbes das atividades enzimaticas.

2.1. Anélise estatistica
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Para a avaliacdo das atividades enzimaticas: delineamento em blocos ao

acaso,com trés repeticbes, sendo os individuos das cultivares, as unidades

experimentais.

Os dados serdo submetidos a andlise de variancia, comparando-se as

meédias dos tratamentos pelo teste de Tukey (P<0,05).
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Figura 4. Temperaturas minimas e maximas coletadas na estacao

experimental Terras Baixas EMBRAPA, no periodo de 25 a 31 de agosto de

2017.
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Logo ap6s a coleta das gemas , estas foram acondicionadas em
garrafas térmicas contendo nitrogénio liquido e imediatamente levadas para o
Laboratorio de Fisiologia de Plantas Frutiferas no prédio Fachinello, onde foram
mantidas em uma temperatura de aproximadamente -80° C até o momento da
realizacdo da analise da atividade enzimatica (extracbes e quantificacdo), que
foi realizada no Laboratério de Bioquimica da UFPel.

O delineamento experimental utilizado foi em blocos casualizados, com
trés cultivares (Shinseiki, Século XX e Santa Maria) e cinco épocas de coleta
(maio, junho, julho, agosto e setembro) , com trés repeticbes e quinze gemas
por parcela.

Para a obtencgdo dos extratos enzimaticos, foram macerados 0,13 g das
gemas de cada cultivar em almofariz com nitrogénio liquido (anexo E). As
gemas maceradas foram transferidas para tubos Falcon previamente
resfriados, onde foram adicionados 2 mL de tampé&o fosfato de potassio 50 mM
(pH 7,0) a aproximadamente 4°C, contendo 0,1 mM EDTA e 1% (p/p) de PVP
(polivinilpirrolidona). A solucéo foi transferida para Ependorf de 2 mL e mantida
em caixas de isopor com gelo em escamas até a centrifugacdo (anexo E). O
homogenato foi centrifugado a 5.000 rpm durante 30 minutos a 4°C, sendo o
sobrenadante obtido, coletado e considerado como extrato enzimético, o qual
foi armazenado em freezer a -20°C para posterior determinacdo da atividade
enzimatica conforme metodologia de KAR; MISHRA, 1976.

Os dados foram submetidos a analise da variancia pelo teste F e,
quando significativos, submetidos a comparacdo entre médias, pelo teste de
Duncan, a 5% de significancia. O programa estatistico utilizado foi o WinStat,
versao 2.0 (Machado & Conceigéo, 2003).

Avaliou-se a atividade da seguinte enzima: Catalase (CAT- EC 1.11.1.6).

3. Resultados

Na Tabelal, sdo apresentados os resultados da atividade enzimatica da
Catalase para cada uma das trés cultivares, correspondente a cada uma das
datas de coleta. Foi feita a andlise da atividade da enzima Catalase nas gemas

das plantas de pereira.
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Tabela 1. Atividade enzimatica da catalase em gemas de trés cultivares de
pereiras Santa Maria, Século XX e Shinseiki durante o periodo de avaliacdo de
maio a setembro de 2017. Pelotas, 2019.

pmol H202 oxid/gMF/min

Cultivar Maio Junho Julho Agosto Setembro

Santa 0,08 0,27 0,06 + 015 + 0.21

Maria 001 € o008 "2 go1 BC go1 APC ggs Al

Século 0,28 0,26 025 + 015 + 0,29

XX 016 " oo0s o112 A g11 A2 g AR
013 0,06 0,10 + 015 + 0,07

Shinseiki 003 Aa 003 Ba 0.06 ABa 0.06 Aa 0,06 Ba

Letras mailsculas distintas na coluna indicam diferenca significativa entre as cultivares
numa mesma data de coleta, letras minisculas na linha indicam diferenca significativa entre as

diferentes datas de coleta numa mesma cultivar.

Letras mindsculas distintas na coluna e mailusculas na linha, para cada
variavel, diferem entre si, pelo teste de Duncan, a 5% de significancia.A
atividade da enzima Catalase na cultivar Santa Maria apresentou um aumento
em sua atividade, onde inicia em maio, com maior atividade até meados de
junho, na sequéncia, entretanto esse comportamento muda e sofre uma queda
abrupta até onde se observa sua mais baixa atividade no final da segunda
quinzena de julho. Logo ap6s, o comportamento da enzima mostra sua
atividade aumentando novamente até fim do més de setembro (Figura 6).

Porém na cultivar Século XX, a atividade da enzima Catalase foi distinta,
pois, nota-se uma descendéncia que se inicia no més de maio quando no més
de julho ocorre uma queda mais acentuada indo até meados do més de agosto.
Logo apés o declinio, a atividade aumenta significativamente até o fim do més

decorrente.
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Figura 6. Atividade enzimética da catalase em gemas de trés cultivares de
pereiras Santa Maria, Século XX e Shinseiki durante o periodo de avaliagdo de
maio a setembro de 2017. Pelotas, 2019.

A cultivar Shinseiki foi, dentre as cultivares analisadas, a que apresentou
a atividade da enzima Catalase mais baixa, e mostrando menor atividade no
més junho, depois més de, e no més de julho aumentando a atividade até
chegar ao seu maximo valor em agosto, seguindo com uma queda até o fim do
més de setembro.

Nas Figuras 7 e 8 sédo apresentados os resultados da variabilidade da
temperatura minima e maxima e o total de precipitacdo acumulada no periodo
de cinco dias antecedentes a data de coleta.

Em relagdo as temperaturas méaximas, observou-se no més de maio
uma temperatura média de 21°C, e em seguida, um aumento constante até
atingir seu pico nos dias entre 24 e 28 de agosto com temperaturas que
atingiram até 33,2°C. Em seguida foi evidenciada a queda da temperatura
maxima até o final de més de setembro com 22,68°C (Tabela 2).

Tratando-se das temperaturas minimas, observou-se no més de maio

valores em torno dos 15° C, logo ap0s, no més seguinte, uma leve queda que
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ficou em torno dos 13°C. Em julho a temperatura média minima ficou em
14,58°C. No més de agosto também néo alterou muito ficando em 15,56°C. E
em setembro a temperatura minima média foi de 15,26°C.

A precipitacdo acumulada durante o periodo de cinco dias antecedentes
a data de coleta foi muito distinta para os diferentes momentos de retirada das
gemas das plantas de pereira. No més de maio a precipitacdo foi de 11,2
milimetros. Em junho, foi 0 més que mais choveu, com acumulo precipitado de
38,4. Nos meses seguintes observou-se 0,8 milimetros em julho, zero

milimetros em agosto e 8,4 em setembro.

Tabela 2. Dados de temperatura média minima e maxima, precipitacdo

acumulada, e atividade da enzima Catalase.

T.min T.max  Precip. SM SXX SK

24-28/05 14,8 20,72 11,2 0,08 0,28 0,13
26-30/06 12,8 21,8 38,4 0,27 0,26 0,06
24-28/07 14,5 23 0,8 0,06 0,25 0,1
24-28/08 15,5 26,8 0 0,15 0,15 0,15
23-27/09 15,3 22,68 8,4 0,21 0,29 0,07
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Figura 7. Temperatura média minima e maxima durante o periodo de cinco
dias antecedente a data de coleta.
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Figura 8. Precipitacdo acumulada durante o periodo de cinco dias

antecedentes a data de coleta.

As Figuras 9, 10 e 11 apresentam a atividade da enzima Catalase nas

cultivares de pereira Santa Maria, Século XX e Shinseiki.
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Figura 9. Atividade da enzima Catalase na cultivar europeia Santa Maria.
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Figura 10. Atividade da enzima Catalase na cultivar asiatica Século XX
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Figura 11. Atividade da enzima Catalase na cultivar asiatica Shinseiki

4. Discussao

A atividade da Catalase apresenta dinamica diferente para cada uma
das cultivares como é apresentado na Figura 6, sendo que a cultivar Santa
Maria foi a que apresentou a maior variacdo em relacdo ao consumo de
Peréxido de Hidrogénio (H202), devido as oscilacdes de temperatura durante o
periodo de coleta das gemas. A amplitude térmica foi um dos fatores que
contribuiram para que a atividade enzimética nesta cultivar fosse elevada em
determinados momentos.

Entretanto, na cultivar Século XX, a atividade da Catalase apresentou
maior atividade devido a resposta em relacdo as temperaturas minimas e
producdo de Peroxido de Hidrogénio (H202). Nao obstante, quando a
temperatura aumentou no més de agosto a atividade enzimatica foi a mais
baixa.

A cultivar Shinseiki foi, dentre as cultivares estudadas, a que apresentou
menor atividade durante o periodo de observacdes, como mostra a Figura 11.

Um dos fatores que influenciaram em sua baixa atividade enzimatica foi a
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temperatura minima. A atividade da Catalase apresentou relacdo com a

temperatura como mostram as Figuras 6 e 7.

De acordo com a Tabela 3, as correlagbes com interacdo mais

significativas sdo observadas na cultivar Século XX, onde a variavel amplitude

térmica e temperatura maxima foram a de maior relevancia em relacdo a

atividade da enzima Catalase.

Tabela 3- Quadro de analise (correlacdo de Pearson)

Santa Maria

Século XX

Shinseiki

Temperatura
meédia
Temperatura
minima
Temperatura
maxima
Precipitacao

Evaporacao
Radiacé&o solar
Amplitude

térmica
Horas de frio

-0,128560612"
-0,663240013**
0,255383505™
-0,213611722"
0,621969021**
0,545193166**
0,583093113**

-0,37566921*

-0,574154854**
-0,115682579"
-0,796007437***
0,494098092*
-0,334872002*
-0,413135347*
-0,723551352***

-0,316128589*

0,592161891**
0,615118196**
0,32198029*
0,162531246"
-0,219001045"
-0,093487162"
0,007877875"™

0,04202259"

ns — interacdo nao significativa

*- interacao fraca

**- interagdo significativa moderada

*** _ interagdo significativa forte

Entretanto, na cultivar Shinseiki, a variavel que se

significativa, com interacdo moderada, foi a temperatura minima.

mostrou mais
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Para a cultivar Santa Maria as varaveis que interferiram de maneira
moderada foram: temperatura minima, evaporacao, radiacdo solar e amplitude
térmica.

Existe claramente influéncia do fator genético na atividade da Catalase
entre as cultivares testadas, sendo que s6 na cultivar europeia ‘Santa Maria’
existiram diferencas significativas entre as datas de avaliacdo para esse
pardmetro. Nesta cultivar, observa-se certa relacdo da atividade enzimatica
com o comportamento das temperaturas, assim no més de Julho, a
combinacdo de temperaturas minimas baixas e o maior acumulo destas em
comparacao aos outros meses, ocasionou menor producdo de peréxido de
hidrogénio (H202) evidenciado pela baixa atividade da Catalase.

Sabe-se que a producdo de (H202) nas células de dérgdos nao
fotossintéticos, como € o caso das gemas, esta diretamente relacionado com a
respiracdo celular na mitocondria (CERNY et al., 2018) e que durante a
dorméncia profunda a taxa de respiracdo celular € de baixa a nula
(MCPHERSON et al., 1997), sendo esta, reativada pela acdo de hormonios
indutores de crescimento, desencadeando processos metabdlicos que
culminam no crescimento ativo, na brotacdo (VOXEUR; HOFTE, 2016;
MANGANO et al, 2017). Assim, podemos deduzir que nos momentos de baixa
atividade da Catalase as gemas encontravam-se em repouso ou dormentes.

Por outro lado, Heide e Prestrud (2004) perceberam que temperaturas
inferiores a 12°C permitiram o ingresso de gemas de Pyrus communis ao
estado de dorméncia profunda. Porém nas nossas condi¢des experimentais
normalmente ha flutuagdo constante nas temperaturas, fazendo com que as
gemas das plantas avaliadas ndo entrassem em dorméncia profunda, fato
evidenciado pela presenca de brotos verdes durante o inverno. Além disso, o
abortamento floral tem sido reportado por diversos autores (HERTER et al.,
1994; DE ARRUDA; CAMELATO, 1999; TREVISAN, 2005) no RS, confirmando
a incapacidade destas cultivares de permanecerem em estado dormente sob
condic¢des de inverno ameno, num lugar de transi¢éo climéatica.

Como mencionado anteriormente, o comportamento do nivel de
atividade enzimatica da Catalase foi diferente para cada cultivar, isto devido as

enzimas estarem governadas por genes (ERSHADI et al., 2016), que
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determinam a intensidade de dorméncia de cada cultivar. Desta maneira, foi
observado que a susceptibilidade as mudancas de temperatura para cada
cultivar, foi maior naquelas com menor requerimento de horas de frio. Neste
sentido, a ‘Santa Maria’, devido ao seu menor requerimento (500 hf aprox.)
(PASA et al., 2015) foi a mais susceptivel, seguido pela ‘Shinseiki’ com 550 hf
(FAORO, 2001) e por ultimo a ‘Século XX’ que, com requerimento de frio de
800 horas (TAMURA et al., 1992), permaneceu com maior atividade enzimatica
durante todo o periodo de avaliacao.

Contudo, podemos sugerir a taxa de atividade da Catalase como um
indicador indireto da capacidade da cultivar para entrar em estadio dormente

sob influéncia das baixas temperaturas.

5. Conclusoes

A partir da dindmica da determinacdo da Catalase é possivel concluir
que cada uma das trés cultivares apresenta um padrdo enzimatico diferente
durante a fase de repouso hibernal, indicando que tanto o carater genético
como ambiental tem importante influéncia na adaptacao de cada uma delas.

No final da fase de repouso, em setembro, a atividade da Catalase
discrimina claramente cada uma das cultivares a capacidade para a brotacao.
No caso da cultivar Século XX por tratar-se de uma cultivar do tipo Spur a partir
do padrédo enzimatico, é a que tem melhores condi¢Bes para brotar na regidao

onde foi desenvolvido o experimento.
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CONSIDERACOES FINAIS

O desenvolvimento do presente trabalho permitiu compreender que em
condicbes de variabilidade no tempo, o ingresso das gemas ao estado de
dorméncia varia com a cultivar, constituindo informacdo importante para a
tomada de decisbes na sele¢éo das cultivares.

Os valores elevados de desvio padrao em alguns dados sugerem que a
amostragem das gemas deva ser feita com maior seletividade, considerando o
tamanho destas.

Sugere-se a andlise de carboidratos e andlise nutricional antes do
repouso hibernal e ao inicio da brotacéo, a fim de identificar o consumo neste
periodo.

Recomenda-se ainda, outros ensaios com as demais enzimas
antioxidantes como a, Ascorbato Peroxidase (APX), e da Superéxido Oxidase
(SOD), no intuito de conhecer melhor o comportamento destas enzimas com a

perspectiva de mudancas climéaticas.

E de fundamental importancia que trabalhos semelhantes sejam
realizados em regides onde a necessidade de horas de frio € contemplada.

Enfim, o trabalho cumpriu com o propdsito de utilizar um protocolo onde
foi possivel extrair e quantificar a enzima Catalase em gemas de pereira em

regido de inverno ameno.
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Anexo B. Individuos da cultivar Shinseiki. Arquivo pessoal.



Anexo D: Coleta das gemas. Garrafas térmicas com nitrogénio liquido. Arquivo pessoal
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Anexo E: Maceracao para obtencgdo do extrato enzimatico. Arquivo pessoal.
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Anexo F: Temperaturas maximas (Temp Max), temperaturas minimas diarias (Temp
min) (oC), Horas de sol, Umidade Relativa (U.R.) média (%) e Precipitacdo (mm)
durante o periodo de condugdo do experimento (20 de maio a 30 de setembro de 2017).

Data T med Tmin Tmax  Precipitagdo Evaporagdo Ri‘gllzgao
25- maio 20,8 18,2 22,1 88,6 0,7 85
26- maio 17,3 154 21,9 15,4 0,6 85
27- maio 15,4 12,4 17,8 0 2 84
28-maio | (1) 17,4 16 18,8 2,6 0,1 84
29- maio 15,3 141 18 2,3 0,3 10
30- maio 14 12,2 18 0 1 121
31- maio 13,8 11 18,2 0 15 82
24 -junho 19,3 16,4 28,2 0 1,8 250
25- junho 17,4 11,2 28 0 2,7 258
26- junho 17,3 12 26,5 0 2,4 203
27- junho 19,3 12,5 28 0 3 247
28- junho 16,2 14,2 20,4 1,3 1,1 90
29- junho 15 13,8 15,8 33,3 2,3 78
30- junho | (2) 13,8 11,4 18,4 3,8 3,6 273
25- julho 16,7 13,8 19,4 0,3 0,4 90
26- julho 18,3 16,6 21,6 0 0,8 98
27- julho 16,1 15 19,4 0 1,2 141
28- julho | (3) 18 14,8 26,4 0 4,3 202
29- julho 18,4 12 27,2 0 2,2 200
30- julho 19,5 11,2 29,6 0 2,8 272
31- julho 17,3 14,6 22,4 0 1,6 135
25- agosto 21,6 12,2 33,2 0 6,3 365
26- agosto 20,4 16,2 26,8 0 3,5 309
27- agosto 18,6 16,6 22,8 0 2,3 208
28-agosto | (4) 19.1 16,6 22 0 1,6 215
29- agosto 20,6 17,4 25,6 0 2,2 170
30- agosto 15,2 11,6 23,4 0 3,7 240
31- agosto 14,7 10 19,4 0 4.4 370
24- setem 16,5 9,8 20,6 0,2 3,9 373
25- setem 20,7 17,3 25,6 0 4 351
26- setem 20,6 18,8 25,1 0 5,4 258
27-setem| (5) 17,8 16,1 22,3 18,4 1,9 146



28- setem 16,8 15 20,4 0,6 6,4
29- setem 16,8 14,4 19,6 1,6 0,4
30- setem 18,7 15,8 21,6 14,6 0,7
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372
148
197

(1) Primeira, (2) segunda, (3) terceira, (4) quarta e (5) quinta data de coleta para analise

Estacdo Experimental Terras Baixas (ETB) - Capdo do Ledo

Semana
1 2 3 4 5 Més Média histérica
Maio [o] [o][o][o] [5 ] | 22 |
Junho [o][o][a] [o] 29 | 82 |
Julho [0] [o][0] 69 | 120 |
Agosto [6] [o] 29 | 68 |
Setembro II' E' E’ El E' 0 | 29 |
Acumuladonoano | 132 | | 321 |

M periodo: 1984-2010
@ periodo: 1954-2010
®) periodo: 2006-2010

Anexo G: Horas de acimulo de frio no ano de 2017
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Anexo H: Temperaturas médias e horas de acumulo de frio por més no ano de 2017.



