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Resumo

Abreu, Everton Sozo de. Efeito do frio na brotacdo e niveis de prolina em
macieiras e uso de indutores na quebra de dorméncia em pereira. 2019. 61f.
Tese (Doutorado) — Programa de Pés-Graduagdo em Agronomia. Universidade
Federal de Pelotas, Pelotas.

O cultivo de frutiferas de clima temperado representa um importante seguimento do
agronegocio brasileiro, porém diversos obstaculos devem ser superados para
promover o desenvolvimento deste setor. Um dos principais entraves para estas
culturas esta relacionado as condi¢cdes de inverno ameno encontradas no Brasil,
onde a falta de frio hibernal pode acarretar diversos disturbios as plantas,
prejudicando o desenvolvimento, e consequentemente a produtividade e qualidade.
Desse modo o presente estudo teve como objetivo estudar aspectos relacionados a
brotacdo de plantas frutiferas de clima temperado e o aminoéacido prolina como
marcador da superacdo da dorméncia. Para tal foram realizados trés estudos. No
primeiro capitulo foi abordado a brotacdo para formacdo de mudas de macieiras
‘Eva’ e ‘Maxi Gala’, submetidas a 260, 596 e 932 horas de frio. Foi observado que o
maior acumulo de horas de frio ocasionou diminuicdo no tempo para brotacdo e
maior brotacdo em um padréo acropetal, enquanto baixo acumulo de horas de frio
ocasionou brotacdo esparsa em macieiras ‘Gala’. O segundo capitulo foi composto
de dois experimentos com o objetivo de avaliar os niveis do aminoacido prolina em
gemas dormentes de macieiras ‘Eva’ e ‘Gala’. No primeiro experimento foi
determinada a prolina em gemas de ramos submetidos a frio artificial para avaliar os
niveis deste aminoacido durante a dorméncia. A prolina reduziu a niveis baixos ap6s
serem submetidos a frio e, apds o cessamento deste, houve aumento nos niveis de
prolina momentos antes da brotacdo. No segundo experimento foi avaliado os niveis
de prolina em gemas de mudas de macieira ap0s estas serem submetidas a regimes
térmicos contrastantes. Quando submetidas a 260 horas de frio, os niveis de prolina
permanecerem inalterados em ambas cultivares. Quando submetidas a 596 e 932
horas de frio, os niveis de prolina aumentaram proximo ao momento da brotacéo.
Assim, o aminoacido prolina pode ser um marcador do final da dorméncia em gemas
de macieira. O terceiro capitulo avaliou a brotacdo e o tempo médio de brotacédo de
estacas de pereira ‘Hosui’ tratadas com os indutores de brotagdo cianamida
hidrogenada, 6leo mineral, cianamida hidrogenada com 6leo mineral e Erger
submetidas a diferentes regimes térmicos. Os indutores de brotacdo diminuiram o
tempo para brotacdo e aumentaram a porcentagem de brotacdo, sendo a cianamida
hidrogenada e cianamida hidrogenada com o6leo mineral mais efetivo para
superacao da dorméncia. Os resultados obtidos permitem concluir que as condi¢des
ambientais podem interferir na brotagdo e formacgao de plantas de macieira e pereira
bem como técnicas para mitigar os efeitos da falta de frio devem ser utilizados, como
0 uso de cultivares com baixo requerimento em frio e indutores de brotacgao.

Palavras-chave: Malus domestica; Pyrus spp; falta de frio; formacdo de mudas;
dorméncia.



Abstract

Abreu, Everton Sozo de. Effect of chilling on budbreak and proline levels in
apple trees and use of budbreak promoters in pear trees. 2019. 61f. Thesis
(Doctorate degree) — Post-Graduate Program in Agronomy. Federal University of
Pelotas, Pelotas.

The cultivation of temperate fruits crops represents an important section of the
Brazilian agribusiness, but several obstacles must be overcome to promote the
development of this sector. One of the main obstacles for these crops is related to
the mild winter conditions found in Brazil, where the lack of winter chilling can cause
several disturbances to the trees, harming the development, and consequently, yield
and quality of these orchards. Thus, this work aimed to study aspects related to the
budbreak of temperate fruit trees. Three studies were carried out. In the first chapter,
budbreak for formation of 'Eva’' and ' Maxi Gala' apple nursery trees was approached
when they were submitted to 260, 596 and 932 chilling hours. Higher accumulation of
chilling hours caused a decrease in the time for budbreak, greater budbreak in an
acrotony pattern, while low accumulation of chilling hours caused sparse budbreak in
'‘Gala' trees. The second chapter was composed of two experiments with the
objective of evaluating amino acid proline levels in apple dormant buds of 'Eva’ and
‘Gala’ cultivars. In the first experiment, proline was determined in buds of branches
subjected to artificial chilling to evaluate the levels of this amino acid during
dormancy. Proline reduced to low levels after being subjected to cold and, after its
cessation, there was an increase in proline levels just moment before budbreak. In
the second experiment, proline levels in apple tree buds were evaluated after being
subjected to contrasting thermal regimes. When subjected to 260 chilling hours,
proline levels remained unchanged in both cultivars. When submitted to 596 and 932
chilling hours, proline levels increased close to budbreak. Thus, amino acid proline
may be a marker of dormancy in dormant buds. The third chapter evaluated the
budbreak and the average budbreak time of 'Hosui' pear cuttings treated with
budbreak promoters hydrogen cyanamide, mineral oil, hydrogen cyanamide with
mineral oil and Erger submitted to different thermal regimes. Budbreak promoters
decreased budbreak time and increased budbreak rate with hydrogen cyanamide
and hydrogen cyanamide with mineral oil being more effective in overcoming
dormancy. Results obtained allow to conclude that the environmental conditions can
interfere in apple and pear tree architecture and techniques to mitigate the effects of
the lack of chilling should be used, such as the use of cultivars with low chilling
requirement and budbreak promoters.

Keywords: Malus domestica; Pyrus spp; lack of chilling; nursery trees formation;
dormancy.
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1. Introducéo Geral

O Brasil é 3° maior produtor mundial de frutas, onde no ano de 2017 foram
produzidas aproximadamente 43,5 milhdes de toneladas destes produtos (KIST et
al., 2018). Apenas uma pequena parte desta producéo diz respeito a fruticultura de
clima temperado (FACHINELLO et al.,, 2011), porém esta representa uma fatia
consideravel do valor das exportacfes efetuadas pelo pais, sendo de grande
importancia para a balanca comercial brasileira (ABRAFRUTAS, 2018).

No mundo, a macieira (Malus domestica Borkh.) € a principal frutifera de clima
temperado cultivada, com uma produgcédo mundial de 83 milhdes de toneladas em
uma éarea de 4,9 milhdes de hectares no ano de 2017 (FAOSTAT, 2019). No Brasil,
assim como em nivel mundial, essa cultura representa a principal frutifera de clima
temperado, sendo o 11° maior produtor deste fruto no ano de 2017, com uma
producédo de 1,3 milhdes de toneladas em uma area de 33 mil hectares (FAOSTAT,
2019).

Por outro lado, a cultura da pereira (Pyrus spp), apesar da consideravel
producdo mundial (24 milhdes de toneladas), sua producédo no Brasil € insipiente,
abastecendo apenas 10% do consumo interno com uma produgdo de 22 mil
toneladas em 1,3 mil hectares (FAOSTAT, 2019). Desse modo, grande parte da fruta
€ importada, demandando um gasto de 143 milhdes de ddélares no ano de 2016
(FAOSTAT, 2019).

A pomicultura brasileira se concentra principalmente nos estados de Santa
Catarina e Rio Grande do Sul, os quais produziram 638 mil e 578 mil toneladas de
maca respectivamente no ano de 2017 (IBGE, 2019). A cultura da macieira no Brasil
€ bastante recente, tendo seu inicio na década de 1970 (PETRI et al.,, 2011).
Atualmente, nos pomares brasileiros, ha predominancia das cultivares dos grupos

‘Gala’ e ‘Fuji’, sendo os clones de coloracdo vermelha intensa os mais utilizados
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(PETRI et al., 2011). Desse modo, a pomicultura brasileira é realizada com cultivares
de médio/alto requerimento em frio hibernal para superacdo da dorméncia, as quais
nao sao totalmente adaptadas ao inverno ameno do sul do Brasil (POMMER e
BARBOSA, 2009).

O cultivo de frutiferas de clima temperado necessita de condigBes climaticas
ideais para o pleno desenvolvimento das plantas (RETAMALES, 2011). Para o
cultivo das principais cultivares de macieira utilizadas no Brasil, € ideal que haja o
minimo de 900 horas de frio abaixo de 7,2°C para que haja a superacdo da
dorméncia (MATZENAUER et al., 2005; MATZENAUER et al., 2007). Porém, no
estado do Rio Grande do Sul, existem duas regides preferenciais ao cultivo da
macieira, as quais se caracterizam por apresentarem entre 400 a 600 horas de frio e
necessidade de superacédo de dorméncia artificial, e marginais a estas, regides onde
o cultivo da macieira seria tolerado com o uso de cultivares de baixo requerimento
em frio (MALUF et al., 2011). O municipio de Vacaria, principal produtor deste fruto
no Estado, se enquadra neste grupo, o qual apresenta média de 657 horas de frio
abaixo de 7,2°C (CARDOSO et al., 2012), enquanto a segunda regiao preferencial
esta localizada na serra do sudeste do Rio Grande do Sul. A regido do municipio de
Pelotas, segundo Maluf et al. (2011), apesar do reduzido nimero de horas de frio,
pode ter o cultivo da macieira tolerado, onde o municipio de Capdo do Leéo
apresenta em média 307 horas de frio abaixo de 7,2°C (EMBRAPA, 2019). Desse
modo, apesar do potencial produtivo destas regides, a falta de frio hibernal pode
modificar a dinamica da dorméncia, diminuindo a intensidade da brotacdo das
plantas conforme a regiao de cultivo, ano e cultivar (PETRI e LEITE, 2004).

A arquitetura das plantas é resultado do equilibrio entre fatores enddgenos e
exdgenos (BARTHELEMY e CARAGLIO, 2007), onde as condicbes ambientais
podem exercer grande influéncia (COOK; JACOBS, 1999). Desse modo a falta de
condicdes ambientais adequadas para o desenvolvimento de frutiferas de clima
temperado pode trazer inUmeras anomalias fisiologicas as plantas, tais como o
“erratismo” de brotacdo primaveril e impedimento da acrotonia, o que implica em
desordens na arquitetura das plantas e consequente diminuicdo do potencial
produtivo dos pomares (PETRI e LEITE, 2004; PETRI et al., 2006; COOK, 2010;
MAGUYLO et al. 2012; SCHMITZ et al., 2014).

As temperaturas durante o periodo hibernal tém grande efeito na distribuicédo

das ramificagbes ao longo do eixo principal, onde plantas que tiveram suas
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necessidades de frio completamente satisfeitas tendem a ter uma brotac&o acropeta,
o qual é de grande importancia para a formacéo da arquitetura (COOK et al., 1998),
enquanto plantas com déficit de frio hibernal tendem a ter suas brotacbes
concentradas na parte inferior do ramo principal (SCHMITZ et al., 2014). Desse
modo, além de interferir temporalmente na brotagdo (GUEDON; LEGAVE, 2008;
VITASSE et al.,, 2011), regimes térmicos também podem influenciar fortemente a
arquitetura das plantas, interferindo na formacdo das mudas (COOK et al., 1998;
SCHMITZ et al., 2014; SCHMITZ et al., 2015).

Temperatura e disponibilidade de agua sao importantes fatores para o
desenvolvimento de espécies frutiferas de clima temperado (ANDREINI et al., 2012).
A agua constitui a maior parte dos tecidos das plantas e tem papel direto com a
retomada de crescimento apés o periodo de dorméncia, pois promove a hidrélise de
substancias de reservas e a atividade de enzimas (De FAY et al., 2000). Desse
modo, o contetdo de agua pode ser considerado um dos indicadores da atividade
metabolica das gemas (MARAFON et al., 2011), além de ser um bom marcador do
potencial de brotagdo, mesmo antes do inicio desta (LEITE et al., 2006).

A prolina € um aminoacido relatado como de grande importancia para plantas
em condi¢cdes de estresse hidrico (FUMIS; PEDRAS, 2002; LIMA et al.,, 2004;
MARIN et al., 2005). Além disso, a prolina tem relacdo com a resposta aos mais
variados tipos de estresses como salinizacdo, altas e baixas temperaturas,
toxicidade por metais pesados, infeccdo de patdgenos, anaerobiose, deficiéncia
nutricional, poluicdo atmosférica e radiacéo ultravioleta (HARE; CRESS, 1997), onde
através da regulacdo osmotica, este aminoacido teria funcéo protetiva aos tecidos
vegetais (LIU; ZHU, 1997). Entre as funcdes da prolina podemos citar a
osmoregulagdo, estabilizagdo estrutural de membranas e como um estoque de
carbono, nitrogénio e energia (KISHOR et al.,, 2005). Alguns autores citam um
possivel papel da prolina na superacdo da dorméncia em frutiferas de clima
temperado (BEN MOHAMED et al., 2010), enquanto outros trabalhos citam aumento
nos niveis deste aminoacido em plantas tratadas com indutores de brotacao (SEIF
EL-YAZAL; RADY, 2013; SEIF EL-YAZAL et al., 2014). Assim, a prolina pode
desempenhar papel como um marcador do potencial de brotacdo em plantas de
clima temperado.

Dentre as alternativas para superar as limitacbes impostas devido as

condicbes ambientais, se destaca em um primeiro momento o uso de cultivares com
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baixo requerimento em frio e adaptadas as condicbes da regido (POMMER;
BARBOSA, 2009). Em condicbes de inverno ameno, também ¢é de grande
importancia o uso de indutores de brotacdo, os quais tem por funcdo substituir
parcialmente as horas de frio necessarias para a superagado da dorméncia (PETRI et
al., 2008). Dentre estas substancias se destaca a cianamida hidrogenada, sendo
esta comercializada sob o nome comercial Dormex® (MOHAMED, 2008), a qual
pode ser utilizada conjuntamente com 6leo mineral, acarretando melhoria de
resultados e diminuicdo de gastos (HAWERROTH et al., 2009; MARCHI et al.,
2017). Outra substancia utilizada para esta finalidade é comercializada sob a marca
comercial Erger®, o qual € um composto nitrogenado que demostra bons resultados
para a superacao da dorméncia (HAWERROTH et al., 2010). Desse modo, estas
substancias representam importante ferramenta para o adequado manejo e
desenvolvimento das culturas frutiferas nas condigbes ambientais de nosso pais.

A partir destas informacoes, este trabalho teve por objetivo geral estudar
fatores ligados a dorméncia que podem interferir na formacao e desenvolvimento de
culturas frutiferas de clima temperado em regides de inverno ameno. Os objetivos
especificos foram: 1) Analisar a brotacdo de plantas de macieiras das cultivares Eva
e Gala em diferentes regimes térmicos; 2) Estudar o aminoacido prolina em gemas
de plantas dormentes e analisar a potencialidade deste ser um marcador do fim da
dorméncia em plantas frutiferas temperadas; 3) Estudar a eficiéncia de indutores de

brotacdo em pereiras da cultivar ‘Hosui’ conforme o acumulo de horas de frio.



2. Capitulo | — Brotagdo de mudas de macieira com diferentes requerimentos

em frio hibernal em regimes térmicos contrastantes

2.1. Introducéao

A macieira € uma frutifera de clima temperado que tem seu desenvolvimento
altamente influenciado pelas condicGes climaticas das regides de cultivo (PETRI,
2006). Durante o inverno, plantas de macieira necessitam ser submetidas a
condicbes de temperatura baixas que induzam estas a entrar em dorméncia e
posteriormente a superar a mesma, sendo isto um fator de grande importancia para
o pleno desenvolvimento desta cultura (PETRI et al., 2006).

A arquitetura de plantas de macieira depende de diversos fatores enddgenos
e exdgenos, sendo as condigcbes ambientais de grande influéncia (COOK; JACOBS,
1999). Um padrao de brotacdo acropetal desempenha grande importancia na
formacéo da arquitetura destas plantas (COOK et al., 1998), sendo este determinado
pela interacdo da paradorméncia e endodorméncia (COOK et al., 1998; FAUST et
al., 1995). Condicdes climaticas onde ndo ha acumulo suficiente de horas de frio
podem impedir o desenvolvimento da acrotonia, resultando na tendéncia de um
padrdo de brotag&o basipeto (SCHMITZ et al., 2015a).

A falta de frio durante o periodo hibernal pode trazer diversas anomalias a
macieira, como brotacdo reduzida e irregular e falta de compatibilidade de floracéo
entre cultivares e polinizadoras (PETRI; LEITE, 2004; PETRI et al., 2006; COOK,
2010; MAGUYLO et al.,, 2012; SCHMITZ et al.,, 2014), fatores que podem ter
interferéncia negativa para a produtividade e longevidade dos pomares. Desse
modo, medidas para mitigar os efeitos da falta de frio devem ser tomadas quando a

macieira é cultivada em regides de clima ameno, entre estas se destacam o uso de
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cultivares de baixo requerimento em frio (POMMER; BARBOSA, 2009) e a aplicagéo
de indutores de brotacdo (MOHAMED, 2008; PETRI et al., 2008).

Atualmente, ha a expectativa que devido mudancas climaticas, ocorra uma
reducéo na disponibilidade de horas de frio durante o periodo hibernal nas principais
zonas produtoras de macd (CAMPOY et al.,, 2011). Este cenéario pode causar
mudancas no ciclo de dorméncia das plantas de clima temperado, podendo afetar a
fenologia em geral das plantas (FEEHAN et al., 2009), acarretando em
consequéncias negativas as mais variadas culturas (GUEDON; LEGAVE, 2008;
ORLANDI et al.,, 2010; PEREZ-LOPEZ et al., 2008). As zonas pomicultoras
brasileiras estdo situadas em condi¢cdes de inverno ameno, desse modo, este
contexto pode agravar problemas presentes nos pomares, podendo diminuir a area
onde é possivel o cultivo desta frutifera.

Diversos trabalhos tém analisado o efeito da falta de frio e seus impactos em
espécies frutiferas de clima temperado, sendo que os padrdes de temperatura
exercem grande influéncia no padrdo de brotacdo de culturas frutiferas de clima
temperado (MALAGI et al., 2015). Desse modo, visando contribuir com informagdes
sobre o assunto, este estudo teve por objetivo avaliar a brotagcdo de mudas de
macieira classificadas como de baixo e médio requerimento em frio, submetidas a

simulacao de diferentes condi¢des de frio hibernal.

2.2. Materiais e métodos

Local e material vegetal

O experimento foi realizado em Capao do Leado, Rio Grande do Sul, Brasil,
nas dependéncias da Universidade Federal de Pelotas, no periodo de junho a
dezembro de 2016. As cultivares de macieira utilizadas foram Eva e Maxi Gala, as
quais possuem requerimento de 350 e 750 horas de frio abaixo de 7,2°C
respectivamente. Mudas de vareta destas cultivares enxertadas sobre porta-enxerto
Marubakaido com inter-enxerto de M.9 com 20cm, provenientes de viveiro certificado
e que haviam previamente acumulado 260 horas de frio a campo, foram plantadas
em vasos de 14 litros, com substrato composto de 3 partes de hiumus de serapilheira

de eucalipto com esterco bovino, 2 partes de cinza de casca de arroz, 1 parte de
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casca de arroz natural e 1 parte de areia média. As mudas foram conduzidas em
sistema de lider central e apds o plantio foram armazenadas em auséncia de luz,

temperatura de 12°C e umidade entre 90 e 95% até o inicio dos tratamentos de frio.

Tratamentos de frio

Durante o periodo de dorméncia, no més de junho, 15 mudas de cada
cultivar, as quais haviam acumulado 260 horas de frio a campo, foram separadas em
trés lotes, cada lote representou a simulacdo de uma condicdo de ambiente em
relacdo ao acumulo de horas de frio (HF). O lote 1 n&o recebeu frio suplementar,
sendo transferido diretamente para a casa de vegetacdo, onde permaneceu até o
final das avaliagdes. Os lotes 2 e 3 foram mantidos em camara fria a temperatura de
4°C durante periodos de 14 e 28 dias respectivamente, representando acumulo de
596 e 932 HF, respectivamente, depois desse periodo estas mudas foram mantidas

em casa de vegetacéao, até o final das avaliacdes.

Tempo Médio para brotacao

Apbés o periodo de acumulacdo de frio, foi realizada a avaliacdo do tempo
médio para brotacdo, em cada uma das gemas, onde a cada dois dias era verificada
se a gema havia brotado, situacdo a qual foi considerada quando a mesma
apresentava o estadio fenologico de ponta verde (C3) segundo escala fenoldgica
apresentada por Fleckinger (1948). No momento que foi constatado este estadio
fenoldgico, foi estimado o numero de dias para brotacdo apos o tratamento de frio.
Para a avaliacdo desta variavel, a planta foi dividida em duas porgdes: distal, que
compreende da primeira gema lateral a partir da gema apical até a 30°, e proximal,

gue compreende da 31° até o porta-enxerto.
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Tipologia da brotagéo

No final de outubro de 2016, cada gema da planta foi avaliada conforme o tipo
de brotacdo: proléptica (brotacdo vegetativa originada da gema), siléptica (brotacéo
vegetativa originada de tecidos adjacentes a gema), reprodutiva (brotacdo de gemas
mistas) e latente (auséncia de brotacdo). A partir destes dados, foi estimado a
brotacdo e o numero médio de cada tipo de gema conforme cada cultivar e
tratamento de frio, sendo que a andlise estatistica desta varidvel levou em conta

apenas o numero de gemas vegetativas prolépticas.

Topologia da brotacao

A partir da brotacdo de gemas prolépticas foi realizada uma analise
topoldgica, onde a planta foi dividida em por¢cées de 12 gemas, e em cada uma

destas porcdes foi estimada a brotacédo relativa de gemas prolépticas.

Analise estatistica

Os dados de cada cultivar foram analisados separadamente. Em todas as
variaveis foi considerado o fator tratamento de frio, com trés niveis, sendo que para
a variavel nimero médio de gemas laterais foi considerado apenas este fator. Para
as variaveis tempo medio para brotacdo e brotacdo relativa de gemas prolépticas
também foi considerado o fator posicdo no ramo, onde estes apresentavam 2 e 6
niveis respectivamente. Foi realizada ANOVA e quando detectada diferenca
significativa entre os fatores foram realizados testes de Tukey a 5% de probabilidade
de erro. Todas as analises estatisticas foram realizadas utilizando o software

estatistico R Core Team (2017) com o pacote 'ExpDes’ (Ferreira et al., 2014).
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2.3. Resultados e discusséao

Na tabela 1 sdo apresentados os dados referentes ao tempo médio para
brotacdo (TMB) em cada uma das cultivares, por¢cdo do ramo e tratamentos de frio.
Observa-se que houve diferenca significativa entre os fatores tratamento de frio e
porcdo da planta. A cultivar Eva ndo apresentou diferenca significativa entre os
tratamentos de frio na porcéo distal, porém na porcao proximal, o tratamento com
932 HF apresentou brotacdo antecipada quando comparada com o tratamento com
260 HF, e o tratamento com 596 HF nao diferiu dos demais. Nesta cultivar, a por¢cao
distal apresentou brotacdo antecipada em relacdo a porcdo proximal em todos os
tratamentos. Em ‘Gala’, nao houve diferencga significativa entre as duas porgdes da
planta. O tratamento de 932 HF apresentou brotacédo antecipada quando comparada
aos demais tratamentos em ambas porc¢des da planta.

Tabela 1 — Tempo médio para brotacdo de gemas (dias) apés o tratamento de frio de
macieiras ‘Eva’ e ‘Gala’ submetidas a diferentes condi¢gdes de frio para superagdo da

dorméncia.
Eva Gala
Distal Proximal Distal Proximal
260 HF 25,72 Aa 40,57 Bb 78,32 Ab 76,54 Ac
596 HF 21,45 Aa 38,01 Bab 71,60 Ab 66,68 Ab
932 HF 22,26 Aa 30,28 Ba 48,77 Aa 53,94 Aa
Média 29,71 A 65,97 B
CV (%) 19,84 6,73
p 0,0001 0,0001

Médias seguidas da mesma letra mailscula na linha, e médias seguidas da mesma letra
minUscula na coluna, nao diferem significativamente pelo teste Tukey a 5% de probabilidade
de erro.

Os regimes térmicos influenciam o tempo para brotacdo. Estes resultados
foram mais evidentes na cultivar Gala, enquanto na cultivar Eva somente na porcéo
proximal do ramo houve diferencas para esta variavel. Estes resultados se devem
possivelmente a maior necessidade de frio para superacdo da dorméncia na cultivar
Gala e para a porcao proximal do ramo (EREZ, 2000), sendo que estes dados
indicam que estas plantas, quando nestas condicbes climaticas, ainda se

encontravam na fase de endodorméncia (EL YAACOUBI et al., 2016).



19

Assim, devido a menor exigéncia em frio na cultivar Eva, as plantas desta
cultivar mesmo nao tendo todo o seu requisito de horas de frio satisfeito na condicéao
do primeiro tratamento de frio, demostraram baixo tempo médio para brotacdo nas
gemas distais. Enquanto na cultivar Gala, foram observados maiores valores de
TMB nos dois tratamentos com menor acumulo de frio, diminuindo no tratamento
com maior acumulo de frio, demostrando uma brotacdo tardia quando ndo ha
acumulo de frio suficiente, sendo este resultado esperado em regides de inverno
ameno (CAMPOY et al., 2011).

No momento da avaliagdo do tipo de gemas, podemos observar que para
estas cultivares de macieira, a maior parte das gemas se encontravam latentes em
todos os tratamentos de frio, porém em menor proporcdo nos tratamentos onde
houve maior acumulo de HF (Figura 1). Os tratamentos apresentaram baixa
incidéncia de gemas silépticas, onde na cultivar Eva submetida a 596 HF houve
média de 3,6 gemas deste tipo de brotagao, enquanto em ‘Gala’ submetida a 932 HF
nao houve brotacdes nesta categoria. Foi observada a ocorréncia de gemas mistas
somente em plantas de ‘Eva’ submetidas a 932 HF, a qual ainda assim, foi inferior a
uma por planta (Figura 1).

A proporcao de gemas prolépticas vegetativas mostrou diferenca conforme os
tratamentos de frio. Na cultivar Eva, as plantas submetidas a 260 HF apresentaram
apenas 13,6% de gemas deste tipo, e ao serem submetidas a 932 HF, esta
proporcdo aumentou para 31%, enquanto as plantas do tratamento intermediario
nao apresentaram diferenca significativa das demais (Figura 1). Em ‘Gala’, as
plantas submetidas a 260 e 596 HF apresentaram 10,2 e 11% de gemas prolépticas,
enquanto o tratamento com 932 HF apresentou resultados superiores, 0s quais

chegaram a 17,1% de brotacao deste tipo de gemas (Figura 1).
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Figura 1 — Numero médio de gemas laterais de diferentes tipos em macieiras ‘Eva’ e ‘Gala’
submetidas a diferentes condi¢des de frio para superacdo da dorméncia.

Médias seguidas da mesma letra minldscula dentro da cultivar ndo diferem significativamente pelo
teste Tukey a 5% de probabilidade de erro para a variavel nimero médio de gemas prolépticas.

Para a brotacdo, foram consideradas as gemas vegetativas prolépticas,
devido estas serem quase a totalidade das gemas vegetativas e possuirem maior
impacto para a formacdo do dossel de plantas jovens (SCHMITZ et al., 2014), e a
guase inexisténcia de gemas floriferas nas condicdes deste estudo. Apesar de
macieiras ‘Eva’ terem apresentado pouca ou nenhuma diferenca no tempo de
brotacdo, houve diferenca significativa para a brotacdo de gemas prolépticas.
Podemos observar que conforme as plantas foram submetidas a um maior nimero
de horas de frio, houve aumento na brotagéo para esta cultivar, corroborando com
outros trabalhos (MALAGI et al., 2015; SCHMITZ et al., 2015b). A cultivar Eva,
apesar do seu baixo requerimento em frio, em condicdes de inverno ameno
necessita da aplicacdo de indutores de brotacdo para atingir niveis ideais de
brotacdo (ROBERTO et al.,, 2006; ABREU et al., 2018), fato que pode ter relagcéao
com este resultado.

Para macieiras ‘Gala’, somente foi possivel observar resposta no aumento da
brotacdo a partir do acumulo de 932 HF, sendo este ainda discreto. Gemas laterais
vegetativas necessitam de uma maior quantidade de horas de frio quando
comparadas a gemas apicais mistas (EREZ, 2000), assim, junto com a maior
necessidade de frio desta cultivar, baixos niveis de brotacdo de gemas prolépticas

em plantas jovens é um resultado esperado nas condicbes do experimento. Em
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trabalhos anteriores, apesar de terem sido realizados nas principais regides
produtoras, onde ha um numero elevado de horas de frio, ainda foi necessario o uso
de indutores de brotacdo para se atingir elevados niveis deste parametro
(HAWERROTH et al., 2009).

A anadlise topoldégica de brotagdo apresentou resultados significativamente
distintos conforme porcdo da planta e tratamento de frio (Figura 2). Para ‘Eva’,
guando a 260 HF, as gemas 1-12, 25-36 e 13-24 apresentaram brotacao de 40, 22 e
15% das gemas respectivamente, as quais foram significativamente diferentes entre
si. Enquanto as porc¢des 37-48, 49,60 e 61,72 apresentaram valores de 0 a 3%, o0s
guais nao apresentaram diferencas significativas (Figura 2). No tratamento de 596
HF apenas as porcdes 49-60 e 61-72 ndo apresentaram diferencas significativas
entre si, 3 e 0% respectivamente, os quais foram os menores valores. As porgdes 1-
12, 13-24, 25-36 e 37-48 apresentaram os valores de 58, 35, 27 e 12%
respectivamente. No tratamento com maior acumulo de horas de frio, as por¢cdes 1-
12 e 13-24 apresentaram brotacdo de 67 e 63% das gemas respectivamente, as
guais ndo apresentaram diferencas significativas. As por¢cdes 25-36 e 37-38
apresentaram valores decrescentes, 35 e 17% respectivamente, e por fim as
porcdes 49-60 e 61-72 com 2 e 0% n&o apresentaram diferencas significativas
(Figura 2).
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Figura 2 — Brotagéo relativa de gemas prolépticas em diferentes por¢gdes do ramo de macieiras ‘Eva’
(A,BeC)e ‘Gala’ (D, E e F) submetidas a 260 (A e D), 596 (B e E) e 932 (C e F) horas de frio para
superacado da dorméncia.

Médias seguidas da mesma letra mailscula entre graficos na horizontal, e médias seguidas da
mesma letra mindscula dentro do gréafico na vertical, ndo diferem significativamente pelo teste Tukey
a 5% de probabilidade de erro.

Quanto aos resultados entre os diferentes tratamentos, as plantas submetidas
a condicéo de 932 HF apresentaram resultados superiores em todas as por¢cdes da
planta, ndo diferindo nas trés por¢cbes proximais das plantas do tratamento de 592
HF e das duas porg0des inferiores do tratamento de 260 HF. O tratamento de 596 HF
apresentou valores intermediarios nas trés por¢oes distais, sendo que na porcao 25-
36, ndo houve diferenca em relacédo ao tratamento de 260 HF. O tratamento de 260
HF apresentou os menores valores nas porcoes 1-12 e 13-24 em relagcdo aos
demais tratamentos (Figura 2).

Na cultivar Gala, quando as plantas foram submetidas a 260 HF, a porcao 1-
12 apresentou a maior brotacdo (20%), seguida da porcdo 37-48 com 12%, a qual

ndo diferiu das porgBes 13-24, 49-60 e 61-72, sendo que estas também néo



23

diferiram da porgcédo 25-36. No tratamento de 596 HF, a porcdo 37-48 apresentou
maiores indices de brotacdo (22%), seguida pelas por¢cdes 25-36 e 49-60 com
valores de 15 e 17% respectivamente, enquanto as porcbes 1-12 e 13-24
apresentaram brotacgéo relativa baixa (7% em ambas), e a por¢ao 61-72 apresentou
0 menor valor observado. Por fim, no tratamento que recebeu 932 HF, o maior valor
observado foi na porcdo 1-12 (36%), seguida das porcbes 49-60 e 61-72 que
apresentaram os valores de 19 e 17%, os quais nao diferiram das porcdes 13-24 e
25-36, ambas com 14%, valor que também né&o diferiu da porcdo 37-48, menor valor
para este tratamento (Figura 2).

Quando comparamos entre os diferentes tratamentos, o tratamento de 932
HF apresentou os melhores resultados em todas as porcdes com excecao da 37-48,
nao diferindo nas porgdes 25-36 e 49-60. Enquanto isso o tratamento de 596 HF
apresentou o melhor resultado na porcéo 37-48 e os piores resultados na por¢cao 1-
12 e 61-72, e no tratamento de 260 HF foram observados valores inferiores aos
demais tratamentos nas porcbes 13-24, 37-48, 49-60 e 25-36, sendo que nesta
ultima, ndo houve diferenca significativa com o tratamento de 596 HF (Figura 2).

A partir da analise topoldgica, podemos observar que em ‘Eva’, a brotagao se
concentrou principalmente nas porcgdes distais da planta, reduzindo conforme se
aproxima do porta-enxerto, sendo estes resultados observados nas trés condi¢cdes
de frio, diferindo apenas a porcentagem de brotacéo, fato que pode ter relagdo com
a acdo de dominancia apical juntamente com o baixo requerimento de frio das
gemas situadas na porcao mais terminal dos ramos, que podem suprimir o efeito do
frio sobre as demais gemas laterais (NAOR et al., 2003) acarretando na brotacéo
concentrada nesta regido da planta. Estes resultados corroboram com os obtidos por
Schmitz et al. (2015b), onde plantas de ‘Eva’ apresentaram brotagdo concentrada na
porcao terminal dos ramos em condi¢cdes de inverno ameno. Enquanto em ‘Gala’, o
menor nimero de horas frio proporcionou brotagdes esparsas ao longo do ramo,
condicOes intermediarias de frio proporcionaram brotacdo levemente superior nas
porcoes inferiores da planta e o maior niumero de horas de frio proporcionou
brotacéo distribuida ao longo do ramo com uma maior tendéncia na porcao apical da
planta. Este comportamento em ambas cultivares, se deve principalmente a menor
necessidade de horas de frio das gemas situadas nas porgOes distais da planta
(EREZ, 2000).
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Estes resultados estdo de acordo com os obtidos por trabalhos anteriores,
onde plantas de macieira que foram submetidas a condicfes ideais apresentaram
brotacdo acropetal, enquanto plantas em condicbes de inverno ameno,
apresentaram brotacdo basipeta (COOK et al., 1998; SCHMITZ et al., 2015a).
Segundo Cook e Jacobs (1999), a macieira quando exposta a condi¢cfes 6timas de
frio para entrada e superacdo da endodorméncia, apresenta tendéncia de acrotonia
na brotacdo de gemas laterais, sendo isto resultante da interacdo entre a
paradorméncia e endodorméncia (FAUST et al., 1997). Enquanto isso, em locais
onde ndo ha o acumulo de horas de frio ideal, o baixo requerimento em frio das
gemas apicais, leva a uma brotacdo precoce desta, inibindo a brotacdo de gemas
laterais superiores através da paradorméncia (COOK, 2010) levando a um padréo
de brotacdo basipeto e irregular, prejudicando a formag¢do da arquitetura destas
plantas em condicbes de inverno ameno (COOK et al., 1998; COOK; JACOBS
1999).

2.4. Conclusodes

Na cultivar Eva h&a pouca influéncia das condic6es de frio na variavel tempo
médio para brotagdo, enquanto na cultivar Gala, as condigdes com maior acumulo
de horas de frio diminuiram o tempo médio para brotacgéo.

Nas condigcbes onde h& maior acumulo de horas de frio, as mudas das
cultivares Eva e Gala apresentam maior brotacdo de gemas prolépticas. Na cultivar
Eva, essa brotacdo se concentra principalmente na porcdo apical da planta,
enquanto na cultivar Gala, a brotacdo de gemas prolépticas demostra um padrao

uniforme, porém com baixos indices.



3. Capitulo Il = Niveis de prolina em gemas dormentes e seu potencial

como marcador da dorméncia em macieiras

3.1. Introducéo

A cultura da macieira e outras frutiferas de clima temperado quando
cultivadas em regibes de inverno ameno, devido a falta de horas de frio,
tendem a exibir varias anomalias e desordens fisiologicas (MAGUYLO et al.,
2012; PETRI; LEITE, 2004; SCHMITZ et al., 2014) as quais podem limitar o
potencial produtivo. Horas de frio durante o inverno estdo diretamente
relacionadas a arquitetura de plantas, controlando a entrada e posteriormente a
superacao da dorméncia em gemas de plantas (HEIDE; PRESTRUD, 2005).
Arora et al. (2003) cita diversos mecanismos que podem estar relacionados a
superacdo da dorméncia, entre eles estd a regulacdo hidrica, onde as
conexdes vasculares podem estar intimamente ligadas ao processo de
retomada de crescimento. Lauri et al. (2008) sugerem que a habilidade de
brotacdo de uma gema é controlada por sua conexao hidraulica com o ramo,
onde com a superacdo da dorméncia, a gema se conecta ao xilema da planta,
portanto, com um aumento no teor de agua neste tecido apls esta fase
(SCHMITZ et al., 2015a).

A &gua é um fator de grande importancia para o desenvolvimento de
espécies frutiferas (ANDREINI et al., 2012). Ela é constituinte da maior parte
dos tecidos vegetais e tem um papel direto na retomada do crescimento apos a
dorméncia, pois promove a hidrolise de substancias de reserva e a atividade de
enzimas (de FAY et al., 2000). Desse modo, o contelido de agua pode ser
considerado um bom indicador da atividade metabdlica de tecidos vegetais
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(MARAFON et al.,, 2011), e pode ser um bom marcador do potencial de
brotac@o antes mesmo de seu inicio (LEITE et al., 2006).

A prolina € um amino acido relacionado a mecanismos de tolerancia a
varios tipos de estresses abioticos em tecidos vegetais (WANG et al., 2007),
tendo um importante papel na manutencdo da homeostase nestes tecidos
(KISHOR; SREENIVASALU, 2014). A funcdo da prolina esta ligada a
osmoregulacéo, estabilizacdo estrutural de membranas e como um estoque de
carbono, nitrogénio e energia (KISHOR et al.,, 2005), fatores que séo
responsaveis pela protecado dos tecidos vegetais durante condi¢cdes adversas.
O potencial hidrico em tecidos vegetais é altamente influenciado pelo ajuste
osmotico (JONGDEE et al., 2002), sendo a prolina um dos principais amino
acidos livre relacionados ao ajuste osmoético das células vegetais (JAMIL et al.,
2015). Estudos anteriores relataram baixos niveis de prolina em gemas de
plantas frutiferas durante o periodo de dorméncia profunda, com subsequente
aumento no acumulo deste aminoacido no periodo apdés a superacao da
dorméncia (SEIF EL-YAZAL et al., 2014).

O acumulo de horas de frio durante o inverno, além do efeito temporal,
tem grande efeito espacial na brotacdo da macieira, onde plantas submetidas a
horas de frio suficientes tendem a apresentar brotacdo acrotdnica. Nesse caso,
a porcéo distal dos ramos da planta tende a brotar mais cedo e mais
homogeneamente em relacdo a porcao proximal (SCHMITZ et al., 2015b).
Quando o acumulo de frio ndo € suficiente, a brotacdo € basipeta, ocorrendo
de forma moderada na porcao proximal da planta (SCHMITZ et al., 2015b).
Desse modo, é importante isolar essas duas por¢des da planta quando se
pretende avaliar o potencial de brotamento de macieiras.

Desse modo, o objetivo deste trabalho foi avaliar a quantidade do
aminoécido prolina livre presente em gemas de macieira nas porcoes distal e
proximal e variaveis relacionadas a brotacdo de duas cultivares com a
finalidade de inferir se este aminoacido pode ser marcador do potencial de
brotacdo nas cultivares estudadas. Para isso foram realizados dois
experimentos, onde o primeiro utilizou estacas de gema Unica (estacas de no-
isolado) e o segundo utilizou mudas de um ano de idade para simular os niveis

de prolina durante a dorméncia em diferentes condi¢des de frio.
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3.2. Experimento 1

3.2.1. Material e métodos

Local e material vegetal

O experimento foi realizado no municipio de Capéo do Ledo, Rio Grande
do Sul, Brasil, nas dependéncias da Universidade Federal de Pelotas, no
periodo de marco a maio de 2016. Ramos de macieiras ‘Eva’ e ‘Royal Gala’, as
quais possuem requerimento de 350 e 750 horas de frio, respectivamente,
foram coletados em pomar comercial situado no municipio de Antdnio Prado no
final do més de marco de 2016. Os ramos foram acondicionados enrolados em
papel umedecido e dentro de sacos plasticos, sendo posteriormente
transportados para as dependéncias do LabAgro, laboratério de fruticultura de
clima temperado da Universidade Federal de Pelotas.

Tratamentos de frio

Os ramos de cada cultivar foram separados em seis lotes, sendo que o
primeiro lote foi analisado para as variaveis estudadas no dia posterior a coleta
e cinco destes foram armazenados em camara fria a temperatura de 4°C para
acumulacéo de frio. A cada 10 dias foi realizada a retirada de um destes lotes
de ramos da camara fria para avaliagao resultando na simulagcéo de 0, 240,
480, 720 e 960 horas de frio, sendo que para esta Ultima situagdo, dois destes

lotes permaneceram na camara fria.

Brotacdo e Tempo médio para brotacéo

Apos retirada da camara fria, cada lote foi separado em duas partes. A

partir de uma destas parte, os ramos foram divididos em por¢do proximal e

distal e entdo foram cortados em estacas de gema unica de aproximadamente
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4 cm. 40 estacas de cada porcdo, de ambas cultivares em cada tratamento de
frio foram colocadas em bandejas com espuma fendlica Umida e entdo
armazenadas em camara de crescimento a temperatura de 21°C e fotoperiodo
de 14 horas.

A cada dois dias foi realizada avaliacdo para verificar a brotacdo das
estacas, a qual foi considerada quando a gema apresentou o estadio de ponta
verde (C3) segundo escala fenol6gica apresentada por Fleckinger (1948). A
partir disto foi possivel estimar o Tempo Médio para Brotacdo (TMB) em dias e

a Brotacdo relativa de gemas.

Extracao e quantificacao de prolina

A partir da segunda metade de cada lote foi realizada a avalicdo da
guantidade de prolina presente nos tecidos vegetais das gemas. Para esta
avaliacdo, além das simulacdes de frio de 0, 240, 480, 720 e 960, um segundo
lote que permaneceu na camara fria até o acamulo de 960 HF, foi submetido a
camara de crescimento a temperatura de 21°C e fotoperiodo de 14 horas
durante 10 dias. Os ramos foram separados em porcao distal e proximal, para
entdo serem coletadas as gemas, as quais foram armazenadas em ultra
freezer até a avaliacao.

A prolina foi determinada por espectrometria pelo método de Bates et al.
(1973) e modificada por Bezerra Neto e Barreto (2011). Amostras com 0,250 g
de gemas foram maceradas em cadinho, seguida da adicdo de 3 mL de &cido
sulfossalicilico a 3% em homogeneizador. O extrato obtido foi centrifugado por
10 minutos a 2.000g. Apoés a centrifugacédo, em cada tubo de ensaio rosqueavel
foi adicionado 1,0 mL do sobrenadante; 2,0 mL de ninhidrina &cida (30mL de
acido acético glacial e 20mL de acido fosférico 6M em agitador); 2,0 mL de
acido acético glacial e 2,0 mL de agua destilada. Em seguida os tubos foram
tampados e colocados em banho-maria, por uma hora a 90°C e,
posteriormente, transferidos para banho de gelo. ApGs esse procedimento,
foram acrescentados 4,0 mL de tolueno e agitados vigorosamente, por 20
segundos, para a separacdo das fases. O sobrenadante foi aspirado da fase
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aguosa, para ser feita a leitura em espectrofotbmetro no comprimento de onda
de 520 nm. A concentragdo de prolina foi determinada usando-se a curva
padrdo, preparada com concentracdes conhecidas de prolina: 0; 0,10; 0,25;
0,50;1,1,50e 2mg L.

Anélise estatistica

Os dados foram analisados considerando os efeitos dos fatores porcéo
do ramo e acumulo de horas de frio na resposta ao TMB, brotagéo relativa e
niveis de prolina através de uma ANOVA para cada cultivar. Regressdes
polinomiais foram realizadas para determinar o efeito do acumulo de frio nas
variaveis amostradas. Todas as analises estatisticas foram realizadas
utiizando o programa estatistico R (R Core Team, 2017) com o0 pacote
'ExpDes' (FERREIRA et al., 2014).

3.2.2. Resultados e discusséao

A partir dos resultados obtidos, houve interacdo significativa para as
variaveis brotacao, tempo médio para brotacdo e quantidade de prolina para as
cultivares Eva e Gala.

Podemos observar que para a variavel Tempo Médio para Brotacdo
(TMB) houve tendéncia de redugédo conforme maior acimulo de horas de frio
para ambas cultivares e por¢cdes do ramo (Figura 1). Na cultivar Eva, quando
submetidas a 0 HF, a brotacdo ocorreu apés 20,6 e 19,3 dias para as por¢coes
de ramo distal e proximal respectivamente, enquanto que com o acumulo de
960 HF, estes valores foram de 14,6 e 15,6 dias para as porc¢des de ramo distal
e proximal respectivamente. Para as condi¢cdes de 240, 480 e 720, os valores
para TMB obtidos foram intermediarios as condi¢cdes anteriores. Nesta cultivar
nao houve diferenca significativa entre as diferentes por¢cdes do ramo (Figura
1).
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A cultivar Gala apresentou resultado semelhante a cultivar Eva, porém a
porgcédo proximal apresentou valores de TMB inferiores a porcdo distal. Nesta
cultivar, com o acumulo de 0 HF, o TMB foi de 25,5 e 20,9 dias para as por¢cées
distal e proximal respectivamente, enquanto com o acumulo de 960 HF, os
valores de TMB foram de 14,7 e 13,3 dias para as porcdes distal e proximal

respectivamente (Figura 1).
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Figura 1 — Tempo médio de brotacdo para brotacdo de estacas de uma gema de macieira das
cultivares Eva (A) e Gala (B) submetidas a diferentes tratamentos de horas de frio.

A partir dos resultados obtidos, podemos observar uma tendéncia na
reducdo do TMB em ambas cultivares conforme h& aumento de horas de frio,
sendo esta reducdo mais acentuada em ‘Gala’ (Figura 1). Trabalhos anteriores
mostram que estas cultivares tendem a uma reducdo no TMB conforme ha
maior acumulo de frio, porém ‘Eva’, no geral apresenta baixos valores de TMB
durante todo o periodo de dorméncia (MALAGI et al., 2015). Esse fato pode ter
sido ocasionado devido a baixa profundidade de dorméncia das gemas dessa
cultivar (MALAGI et al., 2015). Para a cultivar Gala, estudos mostram que 0s
maiores valores de TMB coincidem com o periodo de maior profundidade de
dorméncia quando em condi¢des de clima ameno, porém sobre condicbes de
forcagem de frio, os valores de TMB se mantiveram praticamente constantes
(CARVALHO; ZANETTE, 2004).

Quanto a brotacédo relativa de gemas, ambas cultivares apresentaram

altas taxas quando nao havia nenhum acumulo de horas de frio, diminuindo
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apos a aplicacao de frio e voltando a aumentar quando houve o maior acimulo
de horas de frio (Figura 2). Em ‘Eva’, tanto a porcéo distal quanto a proximal
apresentaram valores entre 0,7 e 0,95. Para a cultivar Gala, os valores
observados ficaram entre 0,75 e 0,95 para a por¢ao distal, enquanto a porcéo

proximal apresentou os valores entre 0,675 e 0,875 (Figura 2).
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Figura 2 — Brotacdao relativa de estacas de uma gema de macieira das cultivares Eva (A) e Gala
(B) submetidas a diferentes tratamentos de horas de frio.

Em testes de estacas, a brotacdo pode ndo ser um marcador ideal para
a profundidade de dorméncia devido a inexisténcia da interagcdo de dominancia
exercida pela gema apical (MALAGI et al., 2015), porém neste trabalho houve
reducdo na brotacdo nas condi¢cdes com acumulo de 240 e 480 horas de frio,
gue juntamente com o TMB, mostra uma profundidade de dorméncia maior no
periodo.

Os niveis de prolina livre nos tecidos vegetais das gemas apresentaram
valores semelhantes para ambas cultivares e por¢cdes do ramo, onde houve
niveis elevados no periodo que antecede o frio, diminuindo durante o periodo
em que os tecidos foram submetidos a condi¢cdes de baixa temperatura, e
aumentando apos cessado o frio e submetidos a um periodo de forcagem de

brotacao (Figura 3).
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Figura 3 — Niveis de prolina livre, expressa em mmol g de massa fresca (MF) presente nos
tecidos de gemas de macieiras das cultivares Eva (A) e Gala (B) submetidas a diferentes
tratamentos de horas de frio.

Na cultivar Eva, quando ndo havia sido acumuladas horas de frio, os
niveis de prolina ficaram em torno de 0,13 mmol g de massa fresca (MF) para
as porcdes proximal e distal, porém quando submetidas ao frio e durante todo o
tempo de baixas temperaturas, esses niveis cairam para valores entre 0,09 e
0,1 mmol g* MF. Ap6s 10 dias em condicdes ideais para o inicio de brotacéao,
os niveis de prolina subiram para 0,19 e 0,17 mmol g MF nas porcdes distal e
proximal respectivamente (Figura 3).

Em macieiras Gala, os niveis de prolina foram de 0,14 e 0,08 mmol g*
MF nas porcdes distal e proximal respectivamente. Durante o periodo de frio, a
porcao distal apresentou valores entre 0,09 e 0,11 mmol g* MF e na porcéo
proximal estes valores ficaram entre 0,07 e 0,09 mmol g* MF. Apds aclimulo
de frio e periodo de forcagem de brotagéo, estes valores subiram para valores
de 0,16 e 0,18 mmol g* MF para as por¢Ges distal e proximal respectivamente
(Figura 3).

Durante o processo de indugcdo e superacdo da dorméncia, ocorrem
diversas alteragcbes nos componentes quimicos dos tecidos vegetais,
principalmente nas gemas. Além de alterac6es nos hormdnios vegetais (QIN et
al., 2009), os quais tem papel fundamental no controle deste processo, ocorrem
também alteracdes em compostos nitrogenados como aminoéacidos (SEIF EL-
YAZAL; RADY, 2012).
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A prolina tem sido relacionada como resposta a diversos estresses
abidticos (HARE; CRESS, 1997), entre estes, esta o estresse causado pelo frio
(YAISH, 2015). Segundo Seif El-Yazal e Rady (2012), a prolina se apresenta
em altos niveis no periodo de inicio da dorméncia, com reducdo durante a
endodorméncia e aumento no periodo que antecede a superacdo da
dorméncia. Neste caso a prolina estaria relacionada a mecanismos de
resisténcia ao frio e ao congelamento (GRIFFITH; YAISH, 2004).

Alguns trabalhos mostram que a aplicacdo de indutores de brotacéo
aumenta a concentracao de prolina em gemas de macieira, ocorrendo um pico
deste aminoacido logo antes da brotagdo (BEN MOHAMED et al., 2011; SEIF
EL-YAZAL; RADY, 2013; SEIF EL-YAZAL et al.,, 2014). Neste trabalho foi
possivel observar niveis elevados de prolina no periodo anterior a entrada de
dorméncia e apos, durante todo o periodo de frio, os niveis foram baixos. Apds
periodo de frio e forcagem de brotacdo houve um aumento significativo nos
niveis de prolina, sendo isto observado de 6 a 8 dias antes da brotacgéo.

A prolina tem importante papel para manutencdo da razéo
NADP+/NADPH na via das pentoses fosfato (HARE; CRESS, 1997), sendo
estd o principal meio de suprir energia em tecidos que nao realizam
fotossintese, assim, este aminoacido desempenha funcdo de reserva de
energia para o desenvolvimento de novos tecidos (KISHOR; SREENIVASALU,
2014). Desse modo, o acumulo de prolina em gemas de macieira pouco antes
da brotacédo é esperado devido o aporte energético deste aminoacido para se

iniciar o processo de brotagao.

3.3. Experimento 2
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3.3.1. Material e métodos

Local e material vegetal

O experimento foi conduzido no Laboratério de Fruticultura de Clima
Temperado da Universidade Federal de Pelotas, no municipio de Capao do
Ledo, Rio Grande do Sul, Brasil. A regidao apresenta inverno ameno
caracteristico da regido Sul do Brasil, com uma média de 320 horas de frio
abaixo de 7,2°C durante o periodo hibernal.

Em junho de 2016, mudas de macieira ‘Eva’ e ‘Maxi Gala’, com um ano
de idade e enxertadas sobre o inter-enxerto ‘M.9’ de 20 cm e porta-enxerto
‘Marubakaido’ provenientes de viveiros certificados foram plantadas em sacos
de polietileno preto de 7 litros contendo 1/6 de areia, 1/6 de casca de arroz, 2/6
de cinza de casca de arroz e 2/6 de serapilheira de eucalipto e solo. As
macieiras 'Eva’ e 'Gala’ tém necessidade de 400 e 750 horas de frio <7,2°C
(HF) respectivamente (HAUAGGE; TSUNETA, 1999; FIORAVANCO et al.,
2010).

Tratamentos de frio

Durante o periodo de dorméncia, em junho, essas macieiras foram
separadas em trés lotes para receber diferentes tratamentos de frio (Tabela 1).
Um desses lotes permaneceu em casa de vegetacdo, acumulando 260 horas
de frio <7,2°C, enquanto os outros dois lotes foram acondicionados em camara
de refrigeracdo a 4°C para acumulo de horas de frio. Apés 14 e 28 dias, 0
segundo e terceiro lotes foram retirados da camara de resfriamento, totalizando
um acumulo de 596 e 932 HF <7,2°C, respectivamente, resultando em trés
condi¢cdes de tratamento de frio (Tabela 1). Apds esse periodo, as plantas
permaneceram em casa de vegetacdo até as coletas para quantificacbes dos

niveis de prolina e brotacao.

Tabela 1 - Acimulo de horas de frio abaixo de 7,2 °C, dia de instalagdo do tratamento (DIT), dia
da avaliacao final (DAF), primeira coleta para determinacéo de prolina (PCDP) e avaliacdo da
brotacéo (AB) dos respectivos tratamentos.
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Tratamento Horas de frio DIT DAF PCDP AB
1 260 - - 08-Jul 21-Dez
2 596 21-Jul 05-Jul 08-Jul 21-Dez
3 932 21-Jul 19-Jul 22-Jul 21-Dez

Quantificacéo de prolina

Trés dias apos o término do periodo de acumulacao de horas de frio, foi
realizada a primeira determinacéo de prolina de gemas em cada tratamento e,
em seguida, em intervalos semanais (7 dias) até o 31° dia. Para isso, trés
repeticbes, ou seja, plantas, foram usadas em cada cultivar e em cada
tratamento. As plantas foram cortadas logo acima do inter-enxerto, divididas
nas porgdes proximal e distal, onde, para analise de prolina, uma amostra
homogénea de gemas foi coletada em cada por¢cdo do ramo. Foram
consideradas quarenta gemas a partir do porta-enxerto e trinta gemas a partir
do &pice de cada planta como por¢des proximal e distal, respectivamente.

A prolina foi determinada por espectrometria pelo método de Bates et al.
(1973) e modificada por Bezerra Neto e Barreto (2011). Amostras com 0,250 g
de gemas foram maceradas em cadinho, seguida da adicdo de 3 mL de acido
sulfossalicilico a 3% em homogeneizador. O extrato obtido foi centrifugado por
10 minutos a 2.000 g. Apdés a centrifugacdo, em cada tubo de ensaio
rosqueavel foi adicionado 1,0mL do sobrenadante; 2,0mL de ninhidrina &cida
(30mL de acido acético glacial e 20mL de acido fosférico 6M em agitador);
2,0mL de acido acético glacial e 2,0mL de agua destilada. Em seguida os tubos
foram tampados e colocados em banho-maria, por uma hora a 90°C e,
posteriormente, transferidos para banho de gelo. ApGs esse procedimento,
foram acrescentados 4,0mL de tolueno e agitados vigorosamente, por 20
segundos, para a separacdo das fases. O sobrenadante foi aspirado da fase
aguosa, para ser feita a leitura em espectrofotbmetro no comprimento de onda
de 520nm. A concentracdo de prolina foi determinada usando-se a curva
padrédo, preparada com concentracdes conhecidas de prolina: 0; 0,10; 0,25;
0,50; 1, 1,50 e 2mg L.
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Brotacao

Apoés o periodo de acumulo de frio, cinco plantas de cada cultivar em
cada tratamento permaneceram na casa de vegetacao para avaliar a brotacéo
em cada condi¢c&o de horas de frio. Em dezembro, 5 meses apoés o inicio das
avaliacdes, foram contadas as gemas laterais brotadas e, em seguida, foi
estimada a porcentagem de brotacédo, que consistiu no numero total de gemas
brotadas em relacdo aos brotos totais nas porgdes distal e proximal das plantas

conforme o tratamento de frio.

Analise estatistica

Os dados foram analisados considerando os efeitos dos fatores porcéo
ao longo do ramo e acumulo de horas de frio na resposta a brotacdo através de
uma ANOVA (teste F) para cada cultivar. A porcentagem de brotagdo foi
transformada pelo arco seno [raiz quadrada (n + 1)] antes da analise e quando
interagdes significativas foram encontradas, as médias foram submetidas ao
teste de Tukey para separar os niveis de tratamentos (P <0,05). Regressodes
polinomiais foram realizadas para determinar o efeito do acumulo de frio e
tempo de amostragem nos niveis de prolina. Todas as analises estatisticas
foram realizadas utilizando o programa estatistico R (R Core Team, 2017) com
o pacote 'ExpDes' (FERREIRA et al., 2014).

3.3.2. Resultados e discusséao
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Os resultados da determinagao do teor de prolina livre e da porcentagem
de brotacdo para cada tratamento de frio, cultivar e porcdo da planta sao
apresentados na figura 4 e na tabela 2.

A quantidade de prolina livre presente nas gemas de macieira variou de
acordo com as cultivares e o numero de horas de frio a que estas plantas foram
submetidas (Figura 4).

Em macieiras 'Eva’, os niveis de prolina foram maiores nas gemas da
porcao distal do que na porcéo proximal (Figura 4A, C e E). Quando as plantas
receberam apenas 260 HF, a prolina permaneceu estavel desde o inicio até o
final das avaliagbes (Figura 4A). Com o acumulo de 596 e 932 HF, ocorreu
inicialmente uma reducdo nos niveis de prolina nas porcdes distal e proximal,
até aproximadamente 15 dias, onde a partir disto houve um aumento
significativo até o 31° dia apos o término do periodo de acumulo de frio, o que
foi mais pronunciado no tratamento, onde houve o acumulo de 932 HF (Figura
4C e E).

Nas macieiras 'Gala’, os niveis de prolina nas gemas de ambas as
porcdes foram semelhantes, com os da porcdo proximal moderadamente
superior a porcao distal (Figura 4B, D e F). Com o acumulo de 260 HF, como
nas macieiras 'Eva’, a prolina permaneceu estavel, com discreto aumento na
porcdo proximal da planta aos 31 dias apds o acumulo de frio (Figura 4B). Em
plantas submetidas a 596 e 932 horas de frio, a prolina aumentou tanto nas
porcdes distal e proximal da planta aos 31 dias apds o acumulo de frio, sendo

este aumento maior quando as plantas receberam 932 HF (Figura 4D e F).



0,40
0,35

0,30 ~

0,25
0,20
0,15
0,10
0,05
0,00
0,40
0,35
0,30
0,25
0,20
0,15

Prolina mmol g ' MF

0,10
0,05
0,00
0,40
0,35
0,30
0,25
0,20
0,15
0,10
0,05
0,00

38

A

— y=0,0062x + 0,1881
R2=0,2777 p =0,3215

—--y=0,0113x + 0,104
R?=0,8031 p = 0,0009

B — v=00005x + 0,0987
R2 = 05200 p = 0,8215

-y =0,0104x +0,0838
R? = 0,6597 p = 0,0024

}’/1/?"1/1
&k
io—x B
t —~§ 2
C — y=0,0213%2 - 0,1065x + 0,2853 D — y=00003x2 - 0,0448x +0,1375
R2=0,9673 p = 0,0003 R2=0,9841 p =0,0001

——--y =0,01x2 - 0,0456x + 0,1605
R®=0,8704 p = 0,0004

-y =0,0093x2 - 0,0399x +0,1322
Rz =0,9241 p = 0,0001

E

— vy =0,0245:2 - 0,1203x + 0,2992
R = 0,953

-y =0,0127%2 - 0,0553x + 0,1671
R? = 0,9753

F — y=00071x - 0,028x +0,1204
R?=0,9301 p = 0,0001
-y =0,0114x2 - 0,0476x +0,1397
R*=0,884 p=0,0001

3 10 17 24

31

3 10 17 24 31

Dias apés acumulo de horas de frio

—&— Distal

---4-- Proximal

Figura 4 — Niveis de prolina livre, expressa em mmol g de massa fresca (MF) presente nos
tecidos de gemas de macieiras 'Eva’ (A, C e E) e 'Gala’ (B, D e F), nas porc¢des distal e
proximal de plantas, submetidas a 260 (A e B), 532 (C e D) e 960 horas de frio (E e F).

Em macieiras 'Eva’, a brotacéo foi superior na por¢ao distal em todos os

tratamentos, sendo que nesta porcdo a brotacdo aumentou proporcionalmente

ao aumento do numero de horas de frio. As taxas de brotacdo foram 30,34;
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48,96 e 64,14% para 260, 596 e 932 HF respectivamente (Tabela 2). Na
porgédo proximal, o tratamento de 260 HF, que foi de 8%, foi menor que os
demais tratamentos, que foram 18 e 19,33% para 596 e 932 HF,
respectivamente (Tabela 2).

Em 'Gala’, a brotac&o foi menor do que 'Eva’ (Tabela 2), e no tratamento
260 HF n&o houve diferenca na brotacdo entre as porgcdes proximal e distal
(Tabela 2). O tratamento com 596 HF apresentou aumento significativo apenas
na porcdo proximal, que obteve um indice de brotacdo de 14,86%, contra
10,28% quando submetido a 260 HF (Tabela 2). Quando as plantas foram
submetidas a 932 HF, a brotacao foi superior na porcéo distal, que apresentou
20,51%, e na porcao proximal, 15,24%, n&o diferindo em relagdo ao tratamento

anterior (Tabela 2).

Tabela 2 — Porcentagem de brotac&o nas porcdes distal e proximal de macieiras 'Eva’ e 'Gala’
submetidas a diferentes horas de frio.

Brotacéo (%)

Tratamentos de

frio Eva Gala
Distal Proximal Distal Proximal
260 HF 30,34 Ac 8,00 Bb 11,80 Ab 10,28 Ab
596 HF 46,90 Ab 18,01 Ba 11,79 Bb 14,86 Aa
932 HF 64,14 Aa 19,33 Ba 20,51 Aa 15,24 Ba
Média 31,12 A 14,08 B
p <0.0001 <0.0001
CV (%) 23,07 14,73

As médias seguidas da mesma letra mailscula na linha e médias seguidas da mesma letra
mindscula na coluna ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey a 5% da probabilidade
de erro.

A variacdo nos niveis de prolina e outros aminoacidos em gemas de
macieira tem sido relacionada a dorméncia e sua superac¢ao. Assim, de acordo
com Seif El-Yazal e Rady (2012), niveis elevados de prolina em gemas de
macieira podem ser observados no inicio do periodo de dorméncia, com uma
diminuicdo desse aminoacido até o momento de superacdo da dorméncia. A
partir deste momento, ocorre novamente um aumento nos niveis de prolina,

onde o0s niveis relativos mais altos de prolina nos tecidos vegetais serdo
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observados. O aumento dos niveis de aminoacidos na seiva das plantas apos
superar a dorméncia ocorre devido a remobilizacdo de nitrogénio na planta
(Millard et al., 1998), um fator que € de grande importancia para a superacao
da dorméncia (Millard et al., 2007), e que pode influenciar os niveis de prolina
na planta.

A partir dos resultados obtidos, podemos observar que macieiras
submetidas a 260 HF ainda estavam dormentes no final do periodo de
avaliacdo. A cultivar Eva necessita de cerca de 400 horas de frio para superar
a dorméncia (HAUAGGE; TSUNETA, 1999), portanto, quando submetidas a
596 HF, estas plantas haviam superado a dorméncia, o que pode ser
comprovado pelo aumento dos niveis de prolina e brotacdo. Quando
submetidas a uma maior quantidade de frio (932 HF), os niveis de prolina
foram semelhantes aos da condicdo anterior, mas a brotacdo foi maior nessa
condicdo. Nesta cultivar, pode-se observar que a porcdo distal da planta
apresentou maiores niveis de prolina e brotacdo, devido ao fato de que essa
porcdo tende a apresentar uma menor exigéncia de frio nessa condicdo
(SCHMITZ et al., 2015a).

A plantas da cultivar ‘Gala’, que possui maior necessidade de frio
(PETRI et al., 2011), quando submetidas a 596 HF ainda estavam dormentes,
porém houve um pequeno aumento nos niveis de prolina e a brotacdo
aumentou na porcdo proximal, resultado esperado devido a tendéncia brotagéo
basipeta quando ndo ha horas de frio suficiente para esta cultivar (SCHMITZ et
al., 2015b). No entanto, quando submetidos a 932 HF, ndo houve aumento
significativo dos niveis de prolina em relagéo ao tratamento anterior, mas houve
aumento de brotacdo na porcédo distal, resultado que nos mostra o inicio da
superacdo da dorméncia nessa cultivar. Esse resultado pode ter ocorrido
devido ao fato de as macieiras 'Gala’ apresentarem maior necessidade de
horas de calor ap0s a superagdo da dorméncia (PUTTI et al., 2000), o que
levaria essa cultivar a demorar mais a brotar (dados ndo mostrados), portanto,
seria esperado que 0 aumento nos niveis de prolina ocorresse mais tarde.

Segundo Yaish (2015), varios estresses abioticos podem levar ao
acumulo de prolina nas folhas e raizes das plantas, dentre elas o estresse
causado pelo frio. Esse comportamento estaria diretamente relacionado aos
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mecanismos de resisténcia ao frio e ao congelamento (GRIFFITH; YAISH,
2004). Outros estudos indicam que a prolina desempenha um papel na reserva
energética, sendo um substrato para manutencdo da razdo NADP+/NADPH,
através da via oxidativa das pentoses fosfatas (OPPP) (KISHOR;
SREENIVASALU, 2014), fornecendo energia para a divisdo de células jovens,
com grande importancia na retomada do crescimento vegetativo. A partir disso,
pode-se inferir que as horas de frio a que cada planta é submetida durante o
periodo de inverno e sdo necessarias para superar a dorméncia, levam ao
acumulo de prolina nos tecidos da planta, uma reagc&o que a principio teria uma
funcdo protetora, e apdés a superacdo da dorméncia, teria uma funcao
energética para o desenvolvimento de novos tecidos vegetais.

Pode-se observar que os maiores niveis de prolina no periodo final de
avaliacao coincidiram com as maiores taxas de brotacdo nas condicfes em que
houve maior acimulo de horas de frio. Trabalhos anteriores mostraram que 0s
indutores de brotagcdo aumentam os niveis de prolina e aceleram a brotacao de
macieiras, e esse aumento pode ser devido ao fato de que este aminoacido é
um subproduto da via das pentoses-fosfato (SEIF EL-YAZAL; RADY, 2013;
SEIF EL-YAZAL et al.,, 2014). Assim, aumentos progressivos nos niveis de
prolina podem indicar a superagao da dorméncia das gemas dessas plantas.

Segundo Yoshiba et al. (1997), a biossintese de prolina depende
principalmente de dois genes, sendo que a expressao desses genes pode
depender do estado hidrico dos tecidos. O primeiro gene tem sua expressao
controlada pela condicdo de desidratacdo, o que resultaria em aumento na
biossintese desse aminoacido. Segundo, ao atingir altos niveis de umidade nos
tecidos, a expressdo de outro gene levaria a degradacdo da prolina,
controlando o potencial osmotico dos tecidos. Assim, ao receber o estimulo
para superar a dorméncia, a combinacéo de condi¢cdes de alto metabolismo e
desidratacédo levaria a um aumento na biossintese de prolina com consequente

reidratacdo desses tecidos.
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3.4. Conclusodes

A partir dos resultados obtidos, observa-se que com o acumulo de 260
horas de frio, os niveis de prolina permanecem inalterados durante o periodo
de avaliacdo para as cultivares Eva e Gala. Com o acumulo de 532 e 960 horas
de frio h4 uma reducdo nos niveis de prolina apds 17 dias do inicio das
avaliacdes seguido de um grande aumento, atingindo altos valores. Este
resultado é mais evidente na cultivar Eva em relacdo a cultivar Gala.

Na cultivar Eva os niveis de prolina sdo maiores na porcao distal em
relacdo a porcdo proximal, enquanto na cultivar Gala ndo ha diferencas entre
as por¢oes estudadas.

A brotacdo aumenta conforme os maiores acumulos de horas de frio na
cultivar Eva, sendo a brotacdo maior na porcéo distal. Para a cultivar Gala, ha
aumento de brotacdo somente com o acumulo de 932 horas de frio, sendo esta

inferior a cultivar Eva.



4. Capitulo lll — Indutores de brotacdo em diferentes condi¢c6es de acumulo de

frio em pereiras ‘Hosui’

4.1. Introducao

A pereira € uma cultura de grande importancia no mundo com uma producao
de 27,3 milhdes de toneladas (FAOSTAT, 2018), mas seu cultivo é insignificante no
Brasil, onde, dessa fruta consumida, em torno 90% € importada e apenas 10%
produzida internamente (FAOSTAT, 2018). O Rio Grande do Sul é o principal
produtor de pera no Brasil (MUNIZ et al., 2012). Uma das principais razdes para a
baixa producédo sdo as condi¢gbes climaticas do pais, que se caracterizam pelo baixo
namero de horas de frio durante o periodo de inverno; fato que leva a uma reduzida
brotacdo das plantas, causando baixo rendimento (FAORO; ORTH, 2010). A cultivar
'Hosui' requer aproximadamente 800 horas de frio para superar a dorméncia
(FAORO, 2001). Assim, as regidbes produtoras do Rio Grande do Sul nao
apresentam horas de frio suficientes para proporcionar a quebra de dorméncia
adequada na cultura (MATZENAUER et al., 2005) e, consequentemente, afetando o
desenvolvimento (KRETZSCHMAR et al., 2011).

Para superar este problema e possibilitar a producdo de frutos de clima
temperado em regides de inverno ameno, uma das principais alternativas é o uso de
indutores de brotacdo (CITADIN et al.,, 2006); produtos que, quando aplicados na
planta durante a dorméncia, causam rea¢cdes na gema, levando a sua brotacédo. No
entanto, vérios fatores podem interferir na sua eficacia, e deve-se levar em conta
gue os indutores de brotacdo podem apresentar resultados diferentes, dependendo
da dose e do tempo de aplicacdo (BRIGHENTI, 2012). Outro fator que pode ter

grande influéncia na eficacia dos indutores de brotacdo € a quantidade de horas de
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frio que essas plantas foram submetidas antes da aplicagao dos produtos (ZANOL et
al., 2010).

O principal indutor de brotacdo utilizado é a cianamida hidrogenada, cujo
nome comercial € Dormex® (MOHAMED, 2008), podendo ser utilizado em conjunto
com Oleo mineral, que tem a func¢éo de diminuir a dose de cianamida hidrogenada,
otimizando a brotacdo e reduzindo custos (HAWERROTH et al., 2009). Estudos
anteriores mostraram que esses produtos podem ser aplicados para superar a
dorméncia em pereiras asiaticas (PETRI; HERTER, 2002; OLIVEIRA et al., 2008).
Em macieiras, a cianamida hidrogenada é amplamente utilizada para superar a
dorméncia (PETRI et al., 2011), apresentando varios resultados positivos, como
aumento de brotacédo e sincronizacao de floragcdo com a cultivar polinizadora; fatores
gue levam a aumento na produtividade do pomar (HAWERROTH et al., 2009;
ABREU et al., 2018).

Devido a alta toxicidade da cianamida hidrogenada (HARO, 2009), novos
produtos para superacédo de dorméncia tém sido procurados, e entre eles podemos
citar o produto Erger®, que é um composto a base de nitrogénio e usado
conjuntamente com o nitrato de célcio (PETRI et al.,, 2008). Estudos anteriores
mostraram que Erger pode apresentar resultados semelhantes aos da cianamida
hidrogenada quanto a brotacdo em plantas frutiferas de clima temperado
(HAWERROTH et al., 2010).

Devido aos poucos dados sobre os indutores de brotacdo na cultura da
pereira para condi¢cdes de inverno ameno do sul do Brasil, este estudo tem como
objetivo avaliar a eficiéncia de indutores de brotacdo em pereiras em diferentes

situacdes de acumulo de horas de frio.

4.2. Material e métodos

O experimento foi realizado utilizando-se material vegetal proveniente de um
pomar experimental de pereiras 'Hosui' da Universidade Federal de Pelotas,
localizado no municipio de Capao do Ledo, Rio Grande do Sul (31°52'S, 52°21'0, alt
13m) coletado na safra 2016/2017. Segundo a classificacdo de Koppen-Geiger, 0
clima da regido estudada é Cfa, subtropical mido com as seguintes médias anuais:

precipitagdo pluviométrica de 1.367mm, temperatura média de 17,8°C, umidade
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relativa de 80,7% e 238 horas de frio abaixo de 7,2°C. Dados fornecidos pela
estacdo meteorologica da Embrapa Clima Temperado estacdo Terras Baixas
(EMBRAPA, 2018). Ramos foram coletados em julho de 2017, quando as plantas
haviam acumulado 103 horas de frio (£ 7,2°C). Apos a coleta, os ramos foram
embrulhados em papel Umido, separados em seis porc¢des e transportados para o
laboratorio da Embrapa Clima Temperado, onde foram armazenadas em camara fria
a 4 = 1°C para acumular horas de frio.

Logo apos a coleta e a cada seis dias, uma porgéo de ramos foi removida da
camara fria para montagem do experimento, o que resultou em seis diferentes
tratamentos de frio de acordo com o0 tempo que 0S ramos permaneceram na camara
fria: 103 HF (0 dias), 247 HF (6 dias), 391 HF (12 dias), 535 HF (18 dias), 679 HF
(24 dias) e 823 HF (30 dias). Ap6s o periodo de acumulacao de frio, os ramos de
cada porgcao foram cortados em 200 estacas, de aproximadamente 4 cm, onde
apenas a gema intermediaria foi mantida e as demais retiradas. Em seguida, nestas
estacas foi realizada a aplicacdo de parafina na ponta superior para evitar a
desidratacdo, sendo posteriormente acondicionadas em bandejas plasticas (50cm x
35cm x 10cm) com espuma fendlica umedecida, previamente lavada.

Em seguida, foram aplicados os seguintes tratamentos com indutores de
brotacdo: controle (agua), cianamida hidrogenada 1% (CH), cianamida hidrogenada
1% + 6leo mineral 5% (CH + OM), 6leo mineral 5% O (M) e Erger® 5% + nitrato de
calcio 5% (Erger). Assim, 40 estacas em cada tratamento de frio recebeu o
tratamento de cada indutor de brotagdo, onde a aplicagcdo foi realizada
individualmente com o auxilio de um pincel até que as gemas fossem
completamente umedecidas, simulando uma aplicacdo de escoamento superficial.
Em seguida, foram armazenadas em camara de crescimento a 21°C, umidade
relativa do ar a 75% e fotoperiodo de 16 horas até a brotacao.

As avaliacdes foram realizadas a cada dois dias, onde o dia da brotagéo foi
determinado, o qual foi considerado quando observado o estadio de ponta verde,
porém sem as folhas abertas. A partir disso, foi possivel determinar as variaveis
porcentagem de brotacédo e tempo médio de brotacao.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com quatro
repeticOes de 10 estacas cada, e o esquema de tratamento foi bifatorial, com seis
tratamentos de frio e cinco tratamentos com indutores de brotacdo. Os resultados

para porcentagem de brotacdo e tempo meédio de brotacdo foram submetidos a
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analise de variancia e, quando significativos, foram comparados pela analise de

Tukey a 5% de probabilidade de erro.

4.3. Resultados e discussao

A partir dos resultados obtidos, houve diferencas significativas nas diferentes
condi¢cdes de horas de frio e nos tratamentos com indutores de brotagdo, assim
como a interacdo entre essas duas variaveis foi significativa.

Para o percentual de brotacdo, houve baixos niveis com o acumulo de 103 e
247 HF (42,5 a 55,0% e 50,0 a 57,5%, respectivamente), e ndo houve diferencas
significativas entre os indutores de brotacdo (Tabela 1). Com a aplicacdo dos
tratamentos de CH e CH + OM com 391 HF, houve os maiores niveis de brotacdo
(75% para ambos os tratamentos), atingindo, nestes casos, hiveis ideais para o
desenvolvimento da cultura. Enquanto com 535 e 679 HF, os melhores percentuais
foram observados por esses tratamentos (CH e CH + OM), mas sem diferir com o
controle. A partir do 823 CH, o tratamento testemunha apresentou altos niveis de
brotacdo, sendo estes iguais ou superiores aos tratamentos dos indutores de
brotacdo (Tabela 1).

Tabela 1 — Porcentagem de brotacdo de pereiras 'Hosui' submetidas a diferentes periodos de frio e
indutores de brotacéo.

Horas de frio Controle CH CH+ OM OoM Erger Média
103 HF 52,5 Ab 42,5 Ac 55,0 Ab 45,0 Aa 50,0 Aab 49,0
247 HF 55,0 Ab 55,0 Ac 55,0 Ab 50,0Aa 57,5 Aa 54,5
391 HF 65,0 Bab 75,0 Aa 75,0 Aa 50,0 Cb 40,0 Cb 61,0
535 HF 75,0 Aa 72,5 Aab 75,0 Aa 55,0Bab 45,0 Bab 64,5
679 HF 67,5 Aab 57,5 Abc 65,0 Aab 55,0 Bc 25,0 Bc 54,0
823 HF 75,0 Aa 50,0BCc 60,0ABab 40,0 Ca 35,0 Cbc 52,0
Média 65,0 58,8 64,2 49,2 42,1

CV (%) 19,39

p <0,0001

Médias seguidas da mesma letra maidscula na linha e mindscula na coluna néao diferem pelo teste de
Tukey a 5% (p<0,05). HF = horas de frio; Controle = 4gua; HC = cianamida hidrogenada 1%; CH +
OM = cianamida hidrogenada 1% + oleo mineral 5%; OM = 6leo mineral 5%; Erger = Erger® 5% +
nitrato de célcio 5%.
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Durante a safra 2017/2018, apenas 132 horas de frio (<7,2°C) foram
registradas no municipio de Capao do Leé&o, de acordo com dados fornecidos pelo
Laboratorio de Agrometeorologia da Embrapa Clima Temperado (EMBRAPA, 2018).
Em plantas de mirtilo, a maior ou menor quantidade de horas de frio acumuladas
teve um efeito sobre a efichcia do indutor de brotagdo cianamida hidrogenada
(ARIAS et al.,, 2010). Assim, estes resultados evidenciaram a necessidade de
indutores de brotacéo para a cultura da pereira nas condi¢cdes climaticas das zonas
de producao brasileiras. Isso se deve a brotacdo que apresentou niveis satisfatorios
sem o uso destes produtos apenas a partir do acumulo de 535 HF. Esses resultados
corroboram com os obtidos por Carvalho et al. (2014), onde as pereiras 'Hosui'
apresentaram niveis satisfatorios de brotacéo a partir da acumulacéo de 300 HF na
safra de 2008.

Estudos anteriores mostraram que a cianamida hidrogenada, o 6leo mineral e
a combinacdo destes, tém efeitos benéficos sobre a brotacdo de pereiras asiaticas
guando cultivadas em regides de inverno ameno (PETRI; HERTER, 2002; OLIVEIRA
et al., 2008). Embora o tratamento controle tenha altas taxas de brotac¢éo, o uso do
de cianamida hidrogenada e a combinacdo com 6leo mineral reforcaram a brotacéo
gquando as plantas acumularam uma quantidade baixa de horas de frio. A cianamida
hidrogenada, em regides de clima quente, desempenha importante papel na
viabilizacdo da producédo de frutos de clima temperado, ndo s6 aumentando a
brotacdo, mas também melhorando a produtividade e qualidade dos frutos (ZANOL
et al., 2010).

O tempo médio de brotacdo foi inversamente proporcional a quantidade de
horas de frio acumuladas e, em geral, os tratamentos brotaram antes do controle
(Tabela 2). Com o acumulo de 391 HF, o tratamento com cianamida hidrogenada
apresentou o0 menor valor desta variavel quando comparado aos demais
tratamentos. Com 823 HF acumulados, os tratamentos com CH, CH + OM e Erger
nao diferiram significativamente, enquanto o controle teve os maiores valores e 0

tratamento com OM néao diferiu dos demais.
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Tabela 2 — Tempo médio de brotacédo (dias ap0s a aplicacdo dos tratamentos) de pereiras 'Hosui'
submetidas a diferentes periodos de frio e indutores de brotacao.

Horas de frio Controle CH CH+OM oM Erger Média
103 HF 40,83 Bc 37,25 Ab 37,88 ABc 37,27 Ad 39,06 ABc 38,46
247 HF 40,00 Ac 37,00 Ab 37,50 Ac 36,77 Ad 38,81 Ac 38,02
391 HF 35,79 Bb 27,50 Aa 33,91 Bb 35,24 Bed 31,14 Bb 32,72
535 HF 33,14Cab 27,38 Aa 29,05 ABa 31,83BCab 30,21 ABCh 30,32
679 HF 33,14 Cab 25,98 Aa 30,38 Ba 32,60 Cbc 24,67 Aa 29,35
823 HF 31,36 Ba 25,92 Aa 28,37 ABa 28,75 ABa 26,90 Aa 28,26
Média 35,71 31,84 32,85 33,74 31,8

CV (%) 7,12

p <0,0001

Médias seguidas da mesma letra mailscula na linha e minascula na coluna néo diferem pelo teste de
Tukey a 5% (p<0,05). HF = horas de frio; Controle = agua; HC = cianamida hidrogenada 1%; CH +
OM = cianamida hidrogenada 1% + 6leo mineral 5%; OM = 6leo mineral 5%; Erger = Erger® 5% +
nitrato de célcio 5%.

A quantidade de horas de frio acumuladas durante o periodo de inverno afeta
diretamente o tempo médio de brotacdo em pereiras (HERTER et al., 2001).
Resultados anteriores mostram que a aplicagdo de cianamida hidrogenada em
pereiras pode ndo aumentar a brotacdo final, mas ainda assim, diminui o tempo
médio de brotacdo (CHABCHOUB et al., 2010), fator de grande importancia para a
homogeneidade da producéo e sincronizacao da floracao entre cultivares produtivas
e polinizadoras.

As estacas tratadas com Erger apresentaram alta incidéncia de contaminacao
fungica (dados n&o apresentados), fato que pode ter influenciado negativamente os
resultados obtidos com este produto. Assim, este trabalho pode nao representar o

resultado de campo esperado ao utilizar este produto.

4.4. Conclusodes

O uso de indutores de brotagcdo em pereiras 'Hosui' aumenta a taxa de
brotacdo e diminui o tempo médio de brotacdo quando estas plantas foram
submetidas a poucas horas de frio durante o periodo hibernal, sendo os melhores
resultados obtidos pelo uso da cianamida hidrogenada e sua combinagdo com 6leo

mineral.
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Em situacbes em que hd um acumulo de quantidade de horas de frio
suficiente para a brotacdo ocorrer, os indutores de brotacdo utilizados demostram
resultados semelhantes a testemunha, porém diminuem o tempo médio de brotacéo

em pereiras ‘Hosui’.
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5. Consideracdes finais

A fruticultura de clima temperado é um importante setor do agronegocio
brasileiro, e tem um grande potencial para desenvolver-se cada vez mais em nosso
pais. Porém, para tal, diversos obstaculos devem ser superados, para aumentar a
produtividade dos pomares e a qualidade dos frutos. Dessa forma é imprescindivel o
investimento em pesquisas para aperfeicoar o manejo das culturas nos diferentes
cenarios de producéo e transferir novos conhecimentos para os agricultores.

O planejamento adequado é considerado um ponto chave para o sucesso de
um pomar. Desse modo é de suma importancia a escolha da cultivar que melhor se
adapte as condicbes ambientais da regido em questdo, além de um porta-enxerto
gue seja adequado para as condi¢cdes edafoclimaticas a que esta sujeito. Outro fator
importante € 0 uso das praticas culturais adequadas para cada cultura e cultivar no
momento ideal, desde a adubacdo, poda, tratamentos fitossanitarios, quebra da
dorméncia entre outros. Desse modo, este trabalho abordou alguns desses pontos,
visando trazer mais informacdes e esclarecimentos para a fruticultura.

No primeiro capitulo podemos observar os efeitos que a escolha da cultivar
podem trazer para o desenvolvimento das plantas de um pomar. Plantas com alto
requerimento em frio para superacao da dorméncia quando cultivadas em condicdes
de inverno ameno tendem a ter dificuldades para a formacédo do dossel da planta
nos primeiros anos apoés o plantio, situacdo que ira resultar em atraso para inicio da
producdo, além da baixa produtividade. Assim uma alternativa para a producédo de
macds em regibes de inverno ameno é a utilizacdo de cultivares com baixo
requerimento em frio, as quais foram desenvolvidas para serem adaptadas a estas
condicbes, demostrando bom potencial produtivo mesmo nestas condi¢cdes
adversas.

A avaliacdo do estado de dorméncia de plantas frutiferas tem papel
importante no manejo dessas culturas. Porém, a dorméncia de plantas frutiferas é
um processo de alta complexidade dependente de diversos fatores intrinsecos e
extrinsecos a planta e que ainda nao foi completamente elucidado. Desse modo, o
segundo capitulo estudou o aminoacido prolina e seu comportamento em gemas de
plantas dormentes, onde foi possivel observar que os niveis deste aminoacido
apresentam tendéncia de aumento alguns dias antes da brotacdo das gemas em

plantas que foram expostas a condi¢cdes de frio ideais para o desenvolvimento da
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cultivar em questdo. Assim, estes resultados além de demostrar que este
aminoéacido esta relacionado ao processo de superacao da dorméncia, também que
a mesma pode ser utilizada como um marcador da dorméncia de gemas.

Este trabalho tinha inicialmente o intuito de estudar juntamente com a prolina,
0 potencial osmético de gemas de macieira como um marcador da dorméncia.
Apesar de haver sido coletado material para tal analise, devido problemas no
armazenamento deste material, ndo foi possivel realizar esta analise. Assim, para
trabalhos futuros, o potencial osmoético e niveis de prolina em gemas dormentes
podem constituir um estudo com grande potencial na busca por conhecimentos
relacionados a dorméncia de plantas frutiferas de clima temperado.

O uso de indutores de brotacdo é uma das principais praticas culturais que
possibilitam o cultivo de frutiferas temperadas em regides de inverno ameno, sendo
gue mesmo cultivares de baixo requerimento em frio em algumas condi¢cdes
necessitam destes produtos para ter uma brotacao ideal.

Assim, o terceiro capitulo avaliou diferentes indutores de brotacdo em
pereiras ‘Hosui’. Os melhores resultados foram obtidos com a cianamida
hidrogenada e a combinacdo desta com 6leo mineral. O produto Erger®, apesar de
apresentar bons resultados em outros trabalhos, neste estudo demostrou potencial
inferior para induzir a brotacdo, porém este resultado pode ter sido causado devido a
alta incidéncia de infec¢des fangicas nas estacas tratadas com este produto, fato
gue pode ter ocorrido devido a alta umidade da camara de crescimento onde as
estacas ficaram armazenadas.

Desse modo, este trabalho conclui que as condi¢cdes de inverno ameno a qual
estamos sujeitos podem ter grande interferéncia na formacéo de plantas frutiferas de
clima temperado, podendo prejudicar a produtividade e a qualidade de nossos
pomares. Por isso, € de grande importancia o uso de cultivares que irdo se adaptar
as condi¢Oes edafoclimaticas da regido e o emprego dos tratos culturais ideais, bem

como o aprofundamento de estudos relacionados ao mecanismo da dorméncia.
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