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Resumo

MESSCHMIDT, Aline Alves. Respostas fisiologicas induzidas por estresse
hidrico e infeccdo por Meloidogyne javanica (Treub) Chitwood em
portaenxertos de Prunus spp. 2013. 64f. Dissertacdo (Mestrado) — Programa de

Pés-graduacdo em Fisiologia Vegetal. Universidade Federal de Pelotas.

O Rio Grande do Sul possui a maior area de producdo de péssego do Brasil, porém
sua produtividade ainda € baixa quando comparado com outros estados. Um dos
problemas relacionados a baixa produtividade sdo os solos com problemas de
drenagem e baixa capacidade de armazenar agua, principalmente na regido
produtora de Pelotas, assim como a presenca de nematoides causadores de galhas
nas raizes (Meloidogyne spp.), cujos danos tém grande importancia em virtude da
acado nociva sobre o sistema radicular, afetando a absorcdo e a translocagcao de
dgua e nutrientes. Esses estresses podem causar alteracfes fisioldégicas nas
plantas, comprometendo a qualidade dos frutos e a produtividade dos pomares. O
objetivo do presente trabalho foi avaliar os efeitos destes fatores de estresse nos
portaenxertos de pessegueiro cv. Capdeboscq, Flordaguard e ameixeira cv.
Mirabolano 29-C. O trabalho foi dividido em dois experimentos. No primeiro, avaliou-
se as trocas gasosas e atividade antioxidante de portaenxertos do género Prunus
submetidos aos seguintes tratamentos de estresse: a) alagamento do solo, por oito
dias b) seca, por oito dias e c) controle, com irrigacdo conforme necessidade das
plantas. Apds o periodo de estresse, as plantas retornaram as condi¢cdes normais de
regime hidrico. O portaenxerto Mirabolano 29-C demonstrou ser mais suscetivel ao
déficit hidrico do que ao alagamento, quando comparado as duas cultivares de
pessegueiro avaliadas. Por outro lado, nas cvs. Flordaguard e Capdeboscq
ocorreram maiores danos quando as plantas foram submetidas ao alagamento,
verificado por meio da maior taxa de peroxidacao lipidica, em relacdo as plantas
controle destas cultivares. No segundo experimento, avaliaram-se os efeitos da
inoculacdo de Meloidogyne javanica sobre o fator de reproducéo (FR) e das trocas

gasosas. Aos 150 dias ap6s a inoculacdo, as plantas das cvs. Capdeboscq,



Flordaguard e Mirabolano 29-C mostraram-se suscetiveis (FR=1,77), resistentes e
imunes, respectivamente. Em relacdo as trocas gasosas, apenas as plantas
inoculadas da cv. Capdeboscq apresentaram maiores valores de condutancia
estomatica, concentracdo intracelular de CO, e de transpiracdo, e uma menor
eficiéncia no uso da agua. Para os demais genoétipos ndo houve efeitos significativos

nas variaveis analisadas.

Palavras-chave: Pessegueiro, Trocas gasosas, Sistema Enzimatico Antioxidante,

Alagamento, Déficit hidrico, Nematoides das Galhas.



Abstract
MESSCHMIDT, Aline Alves. Physiological responses induced by water stress
and infection by Meloidogyne javanica (Treub) Chitwood on rootstocks of
Prunus spp. 2013. 64p. Dissertation (Master) — Post Graduation Program in Plant
Physiology. Universidade Federal de Pelotas, RS, Brazil

The Rio Grande do Sul has the largest peach producing area of the country, but its
productivity is still low when compared with other Brazil's states. One of the problems
related to low productivity are soils with poor drainage and low water storage
capacity, mainly in the producing region of Pelotas, as well as the presence of root-
knot nematodes (Meloidogyne spp.) on the orchards, whose damages have great
importance because the novice action on the root system, affecting the nutrient and
water absorption and translocation. These stresses can cause physiological changes
in plants affecting fruit quality and productivity of orchards. The objective of this study
was to evaluate the effects of these stresses on peach plants of rootstock cv.
Capdeboscq, Flordaguard and plum rootstock cv. Mirabolano 29-C. The study was
divided into two experiments. At first, we evaluated gas exchange and antioxidant
enzymes activity of Prunus rootstocks submitted to the following stresses treatments:
a) Waterlogging, for eight days; b) drought for eight days; and c) control, with regular
plant watering. After the stresses period, plants returned to normal water regime. The
Mirabolano 29-C rootstock shown to be more susceptible to drought than
waterlogging, compared to the two peach rootstocks evaluated. On the other hand,
Flordaguard and Capdeboscg shown more damages when the plants were subjected
to waterlogging, verified by the higher rate of lipid peroxidation in relation to the
control plants of these cultivars. The second experiment evaluated the effects of M.
javanica plant-inoculation on the reproduction factor (RF) and gas exchange. 150
days after inoculation, the plants of cvs. Capdeboscq, Flordaguard, and Mirabolano
C-29 were susceptible (FR = 1.77), resistant, and immune, respectively. In relation to
gas exchange, only the inoculated plants of cv. Capdeboscq showed higher stomatal

conductance, internal CO, concentration and transpiration, and reduced efficiency in



water use. For other genotypes there were no significant effects on the variables
analyzed.

Keywords: Peach, Gas Exchange, Antioxidant Enzyme System, waterlogging,

drought , root-knot nematodes.
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1 INTRODUCAO GERAL

O pessegueiro Prunus persica (L). Batsch pertence a familia Rosaceae,
subfamilia Prunoideae, género Prunus e subgénero Amygdalus; € uma das espécies
frutiferas de clima temperado que mais tem sido pesquisada e adaptada as
condicbes de clima subtropical. S&o conhecidas trés variedades botanicas,
variedade vulgaris que inclui a maioria das cultivares de valor econdmico de
péssego, podendo apresentar polpa branca ou amarela, ser mais ou menos fibroso,
servindo para conserva, consumo in natura ou dupla finalidade; variedade
nucipersica que produz frutas com epiderme glabra e geralmente muito colorida, séo
as chamadas nectarinas; e a variedade platicarpa que produz frutos de forma
achatada, sem ponta, conhecidos por péssegos chatos (ZANETTE & BIASI, 2004).

Entre os principais produtores mundiais de péssego estdo a China, a Italia, os
Estados Unidos e a Espanha. Na América do sul destacam-se o Chile, a Argentina e
o Brasil. (FAO, 2012).

O pessegueiro é uma das principais frutiferas cultivadas na regido Sul e
Sudeste do Brasil, sendo especialmente de grande importancia econémica para o
Rio Grande do Sul (FACHINELLO et al., 2011), que é o principal produtor brasileiro,
com aproximadamente 14.679 hectares cultivados e uma producdo de 129 mil
toneladas em 2011, representando 58% da producao nacional (IBGE, 2013).

Apesar de ser o principal produtor brasileiro, a produtividade média no RS
ainda é considerada baixa, principalmente devido a falta qualidade genética e
sanitaria do material propagativo, producdo de mudas de baixa qualidade, falta de
portaenxertos adequados as diferentes condi¢cdes edafocliméticas de cultivo e com
resisténcia a fitopatbgenos do sistema radicular. Outro problema enfrentado
mundialmente pelos agricultores é o efeito dos fendmenos climaticos fazendo com
gque em determinadas regibes ocorra a distribuicdo irregular de chuvas
(HOLMGREN, 2001).

A regido sul do Rio Grande do Sul, principal zona produtora de péssegos do
estado, se caracteriza por apresentar extensas areas de solos hidromérficos com
horizontes pouco permeaveis, pouco profundos e com problemas de drenagem
(CUNHA & SILVEIRA, 1996). Além disso, apresenta alta precipitacdo pluviométrica
média anual, acima de 1.500 mm, como pode ser visualizado na Figura 1, nem

sempre bem distribuidas ao longo do ano, podendo ocasionar estresse hidrico por
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alagamento em periodos criticos para a cultura, como € o caso da fase de
florescimento, devido ao excesso de chuvas (FACHINELLO et al., 2003).
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Figura 1: Precipitacdo mensal (colunas) e acumulada (linhas) no periodo de 2008 a
2013, na regido de Pelotas. Fonte: Estacdo Agroclimatoldgica de Pelotas — Convénio
EMBRAPA/UFPEL.

Na fase de pré-colheita e colheita dos frutos, entre os meses de novembro e
janeiro, € comum o déficit hidrico (MARTINAZZO et al., 2013), afetando a qualidade
e a produtividade dos pomares. Com isso, problemas de estresse hidrico séo
comuns em pomares de pessegueiro no Rio Grande do Sul, pois sdo poucos 0s
produtores que utilizam sistema de irrigacdo nos periodos de estiagem, e a
ocorréncia de pluviosidade intensa em alguns periodos do ano pode dificultar a
drenagem do solo causando estresse nas plantas por excesso de agua no solo.

Dependendo do tempo que a planta € submetida ao déficit hidrico podem
ocorrer varias alteragcdes morfologicas e fisiolégicas. Embora a reducdo na taxa de
perda de &gua possa representar uma vantagem imediata para prevenir a
desidratacdo do tecido, também pode restringir a difusdo de CO, para o interior da
folha, levando a uma reducdo no metabolismo do carbono (TEZARA et al., 1999).

Por outro lado, o alagamento gera a formacao de um ambiente hipdxico, que
pode provocar distirbios metabdlicos na planta (BAILEY-SERRES & VOESENEK,
2008), como a rapida reducdo da funcionalidade do sistema transportador de
elétrons e do ciclo de Krebs nos tecidos das raizes. Isso inibe a produgéo de ATP,
havendo uma diminuicdo no suprimento de energia para 0 crescimento e 0
desenvolvimento geral da planta (LIAO & LIN, 1995).



Além dos estresses de origem abibtica que podem alterar o metabolismo das
plantas e comprometer a produtividade das mesmas, estresses bidticos também
contribuem significativamente para reduzir a produtividade. Em nivel mundial e no
Brasil, os nematoides do género Meloidogyne spp. estdo entre as principais pragas
que atacam o sistema radicular de um grande numero de culturas destinadas a
producdo de alimentos, incluindo a cultura do pessegueiro e outras espécies
frutiferas de clima temperado, causando prejuizos (RASEIRA & QUEZADA, 2003;
STRAJNAR et al.,, 2012). De acordo com Rossi et al. (2002), uma das principais
pragas de solo que afetam plantas frutiferas é o nematéide de galhas (Meloidogyne
spp.) e o nematdide anelado (Mesocriconema spp.). Os danos causados por
nematodides tem grande importancia em virtude da acdo nociva sobre o sistema
radicular, afetando a absorcéo e a translocacéo de nutrientes e a fisiologia da planta.
Segundo Gomes (2003), esses patdgenos predispdem a planta a outras doencas,
atuando como transmissores de outros patdgenos.

No pessegueiro, essas pragas sao limitantes a producéo, causando grandes
perdas econémicas. Podem levar a morte do pomar em caso de infestacao intensa,
pois agem de uma forma predatéria na raiz das plantas, e estabelecem sitios de
alimentacdo permanente (FRAGOSO et al., 2003). Além disso, no Brasil ndo ha
nematicida registrado para a cultura do pessegueiro (MACHADO, 2011). O controle
quimico dos fitonematodides através do uso de nematicidas € antiecondmico e
antiecolégico, uma vez que o custo pode chegar a trés vezes a soma dos gastos
com controle de outras pragas e além de ser pouco eficiente, pode causar sérios
problemas ambientais e a satde humana (MACHADO, 2011).

Dada a importancia do tema, o melhoramento e a caracterizacdo de
portaenxertos tolerantes ao estresse hidrico e comprovadamente resistentes a
patégenos do solo, a exemplo dos nematéides das galhas, trar4 contribuicbes a
persicultura, notadamente nos setores de producdo de mudas, aumento da
produtividade nos pomares e dos rendimentos financeiros, reducdo do custo de
producdo e menor impacto ao ambiente.

A utilizagéo de porta-enxertos resistentes é a forma mais efetiva e econdmica
para evitar danos por nematoides fitoparasitas em frutiferas de caroco e pode ser
especialmente importante no estabelecimento inicial e na vida produtiva do pomar,

em areas com historico de ocorréncia destes patdogenos (SALESSES et al., 1998).



Dentre os materiais de interesse para este tipo de estudo encontra-se o
portaenxerto da cultivar Flordaguard, que € oriunda do cruzamento da sexta geracao
descente de Chico 11 x P. davidiana (Carr) C- 26712, desenvolvido na Universidade
da Flérida, EUA (SHERMAN et al.,1991). E um portaenxerto com baixa exigéncia em
frio, suas folhas sédo avermelhadas, sendo essa caracteristica transmitida a todos os
descendentes. Os carogos apresentam uma Unica semente e a germinacao é
proxima a 100%. Além disso, apresenta resisténcia a M. javanica e M. incognita,
racas 1 e 3 (PEREIRA & MAYER, 2005).

Outra cultivar de interesse € Capdebosq, originaria do Programa de
Melhoramento de Pessegueiro da Embrapa Clima Temperado, tendo sido obtida por
polinizagao livre de um cruzamento entre ‘Lake City’ e uma selecéo local chamada
‘Intermediario’. E altamente produtiva, os frutos sdo do tipo conserva e as sementes
apresentam elevada porcentagem de germinacdo. Como portaenxerto, confere
rapido desenvolvimento aos enxertos no viveiro e necessita de pouco esladroamento
antes da enxertia, uma vez que ha pouca ramificagcdo nos primeiros 20cm préximos
ao solo. E adaptada a regiées com cerca de 300 horas de frio (SACHS et al., 1974).

Entre as ameixeiras, um genotipo promissor para esse tipo de estudo é
Mirabolano 29-C (Prunus cerasifera Ehrh), uma cultivar desenvolvida nos EUA
(PENNATI, 2005). Pertence ao grupo das ameixeiras diploides, € de crescimento
rapido e apresenta porte alto, podendo ser cultivada para producdo de frutos ou
como planta ornamental, entretanto € mais utilizada como portaenxerto para
pessegueiro e ameixeira (CASTRO & MAYER, 2009).

Considerando a relevancia da cultura do pessegueiro na regiao Sul do Brasil,
tornam-se importantes as pesquisas voltadas a identificacdo de caracteristicas
fisiolégicas que possam diferenciar e caracterizar cultivares utilizadas
comercialmente sob efeito de estresse, 0 que pode auxiliar na selecdo de novos
gendtipos.

Diante disso, no presente trabalho, se buscou caracterizar algumas respostas
fisiolégicas relacionadas a trocas gasosas, atividade de enzimas antioxidantes e
fator de reacdes, dos portaenxertos de Prunus cv. Capdeboscq, Flordaguard e
Mirabolano 29-C, quando submetidos a condicdes de estresse hidrico e de
inoculacdo com Meloidogyne javanica (Treub) Chitwood.



CAPITULO 1

Trocas gasosas e atividade antioxidante de portaenxertos de Prunus

spp. submetidos ao estresse hidrico

INTRODUCAO

O pessegueiro [Prunus persica (L.) Batsch] € a principal frutifera de caroco
cultivada no Brasil. O principal produtor € o estado do Rio Grande do Sul, com
aproximadamente 14.679 hectares cultivados e uma producdo de aproximadamente
222 mil toneladas, representando 58% da producéo nacional (IBGE, 2013). Embora
a cultura apresente grande importancia no Rio Grande do Sul, a produtividade média
dos pomares do Estado ainda é baixa (8,8 ton ha™) devido a fatores limitantes
relacionados as praticas de manejo, incidéncia de pragas, doencas e 0 ndo uso de
portaenxertos adaptados as condi¢cdes edafoclimaticas das diferentes zonas de
producdo (SHMITZ et al., 2012).

A regido sul do Rio Grande do Sul, principal zona produtora de péssegos do
estado, se caracterizada por apresentar extensas areas de solos hidromérficos com
horizontes impermeaveis, pouco profundos e com problemas de drenagem (CUNHA
& SILVEIRA, 1996). Além disso, apresenta alta precipitacdo pluviométrica média
anual, acima de 1500 mm, nem sempre bem distribuidas ao longo do ano, podendo
ocasionar estresse hidrico por alagamento em periodos criticos para a cultura, como
€ 0 caso da fase de florescimento, devido ao excesso de chuvas (FACHINELLO et
al., 2003). Ja na fase que antecede a maturacdo dos frutos, entre os meses de
novembro de janeiro, € comum o déficit hidrico (MARTINAZZO et al., 2013),
afetando a qualidade das frutas e a produtividade dos pomares. Com isso,
problemas de estresse hidrico sdo comuns em pomares de pessegueiro no Rio
Grande do Sul, pois sé&o poucos os produtores que utilizam sistema de irrigagao nos
periodos de estiagem, e a ocorréncia de pluviosidade intensa em alguns periodos do
ano pode dificultar a drenagem do solo causando estresse nas plantas.

Condicdes de seca e alagamento afetam o metabolismo das plantas de
pessegueiro, alterando diversos parametros relacionados a fotossintese

(MARTINAZZO et al., 2013), producao de energia, sintese e transporte de moléculas



e ions, diminuindo a producdo e a longevidade das plantas, e em situacdes de
estresse prolongado pode levar a morte das mesmas (MASIA et al., 1999).

O metabolismo fotossintético € muito sensivel a disponibilidade de agua,
decrescendo em solos secos ou encharcados (PALLARDY, 2008), devido aos
efeitos prejudiciais sobre os componentes bioquimicos, celulares ou mesmo por
alteracdes na taxa de difusdo de CO, para o sitio de carboxilagdo (FLEXAS, 2008).
A inibicdo da fotossintese em plantas sob estresse hidrico, em curto prazo, se da,
principalmente, pela menor taxa de absorcdo de CO,, devido ao fechamento dos
estbmatos, enquanto que em longo prazo, a inibicdo ndo estomatica da fotossintese
€@ muito importante e pode envolver diminuicAo na atividade de enzimas
responsaveis pela carboxilacdo, na capacidade para transferéncia de elétrons e no
teor de clorofila (HINCKLEY et al.,1991).

O déficit hidrico pode causar varias alteracbes no metabolismo vegetal,
dependendo do tempo de estresse que a planta é submetida. Embora a reducéo na
taxa de perda de agua possa representar uma vantagem imediata para prevenir a
desidratacdo do tecido, também pode restringir a difusdo de CO, para dentro da
folha causado pelo fechamento estomatico, levando a uma redug¢éo no metabolismo
do carbono (TEZARA et al.,, 1999). Assim, 0 monitoramento das trocas gasosas
possibilita auxiliar na compreensao dos mecanismos que regulam a entrada de CO,
e a perda de agua pelas folhas, permitindo a adocdo de estratégias de manejo ou
uso de gendtipos que permitam reduzir os efeitos prejudiciais do estresse (ENNAHLI
& EARL, 2005).

Diferentemente da disponibilidade e difusdo de O, e CO, a que as folhas
estdo expostas na atmosforera, por sua vez, as raizes obtém oxigénio para a
respiracdo aerébica diretamente do espaco gasoso no solo (VOESENEK et al.,
2006). Entretanto, sob alagamento, a difusdo de gases na solu¢cdo do solo é
dificultada, formando-se um ambiente hipoxico, que pode provocar distlrbios
metabdlicos na planta (BAILEY-SERRES & VOESENEK, 2008), como a rapida
reducdo da funcionalidade do sistema transportador de elétrons e do ciclo de Krebs
dos tecidos das raizes. Isso inibe a produgéo de ATP e o0 consequente suprimento
de energia para o crescimento e o desenvolvimento geral da planta (LIAU & LIN,
1995).
Condicbes de estresse hidrico, por déficit de agua ou alagamento do solo,

podem induzir o aumento na formacgéo de espécies reativas de oxigénio (EROS) e,



quando o equilibrio da sua formacdo e detoxificagdo ndo pode ser mantido, a
ocorréncia do estresse oxidativo pode interferir na manutencdo da homeostase
celular, por lesionar seriamente varios componentes celulares, dentre eles, lipidios,
proteinas, carboidratos e acidos nucleicos (SMIRNOFF, 2000). Dentre as principais
EROs que causam danos celulares, destacam-se o radical superdoxido (O;), o
peréxido de hidrogénio (H.0,), o O, singleto (*O,) e o radical hidroxila (OH") (APEL &
HIRT, 2004; NEILL et al., 2002).

Para sobreviver as condicbes de estresse a que frequentemente sao
impostas pelo ambiente, as plantas desenvolveram sistemas de remocé&o das EROs,
realizado por meio do sistema antioxidante enzimatico, destacando-se superoxido
dismutase (SOD), a ascorbato peroxidase (APX) e a catalase (CAT), e ndo enzima
tico, principalmente pelo ciclo ascorbato-glutationa (APEL & HIRT, 2004; SIMAO,
2010). A SOD é considerada peca chave neste processo, pois tem como fungédo néao
s6 a conversao do radical O,", mas também a capacidade de controlar outras EROs,
sendo encontrada principalmente nas mitocéndrias e cloroplastos (GARCIA, 2012;
MAIA et al., 2012).

A alteracdo dos mecanismos antioxidantes estd4 correlacionada com a
capacidade de defesa a diferentes estresses. Sob condi¢bes de alagamento, foram
observadas alteracfes na capacidade fotossintética e na atividade das enzimas
antioxidantes em plantas Prunus sp. (DICHIO et al., 2004; AMADOR et al., 2012;
MARTINAZZO et al., 2013), Solanum licopersicum cv. Micro-Tom (DELIAS et al.,
2012), Sesbania virgata (ALVES et al.,, 2013). Em condi¢cdes de déficit hidrico,
também foram registradas importantes alteracdes no metabolismo fotossintético e
antioxidante de plantas hibridas de Prunus (SOFO et al.,, 2005), Vigna ungiculata
(D’ARCY-LAMETA et al.,, 2006), Coffea arabica (DEUNER et al., 2011), Malus
domestica (LIU et al., 2012).

Considerando que o estresse hidrico é frequente em pomares de
pessegueiro na regido Sul do RS, onde a produtividade € baixa em relacdo a média
nacional, uma das estratégias para melhorar a produtividade das culturas é a
compreensao dos processos fisioldgicos, bioquimicos e genéticos que séo alterados
por esses tipos de estresses (MARTINAZZO et al., 2013).

A existéncia de variabilidade genética para tolerancia de plantas de Prunus a
estresses hidricos foi identificada por Bianchi et al. (2004), Xiloyannis et al. (2007);
Amador et al. (2012); Pistelli et al. (2012); Martinazzo et al. (2013). Sendo assim,



estudar e conhecer a resposta de diferentes genétipos a estas condi¢cdes de
estresse é importante para auxiliar na caracterizacao e identificacdo de plantas mais
tolerantes, bem como na selecdo de portaenxertos mais tolerantes ao estresse
hidrico.

Diante disso, o objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito do estresse por
déficit hidrico e alagamento sobre a taxa de assimilagdo de CO,, condutancia
estomatica e atividade de enzimas do sistema antioxidante em portaenxertos de

Prunus spp.

MATERIAL E METODOS

Portaenxertos de pessegueiro [Prunus persica (L.) Batsch] das cultivares
Capdeboscq, Flordaguard e de ameixeira (Prunus cerasifera Erhr) cv. Mirabolano
29-C foram obtidas através de propagacao vegetativa pelo método de enraizamento
de estacas herbaceas. Apés completarem oito meses de idade, as plantas foram
transplantadas para vasos de polietiieno com capacidade de 10L, contendo como
substrato solo de pomar + Plantmax® na proporcédo 1:1 (v/v).

As plantas foram mantidas em casa de vegetacdo com controle da
temperatura (22°C e 30°C), e irrigadas periodicamente. Dois meses ap0s o
transplantio, as plantas foram submetidas aos seguintes tratamentos: a) alagamento
do sistema radicular, por meio da manutengao de uma lamina d’agua de 5 cm acima
do nivel do solo; b) estresse por déficit hidrico, que consistiu na suspensdo da
irrigacao e c) plantas irrigadas diariamente (controle). Plantas dos tratamentos “a” e
“b” foram mantidas sob as respectivas condi¢cdes de estresse por oito dias, apods,
foram submetidas as condi¢cées normais de irrigacdo, por trés dias (caracterizando o
periodo de recuperacéo).

Durante o periodo de estresse e de recuperacdo avaliou-se parametros
relacionados as trocas gasosas, atividade de enzimas do sistema antioxidante,

producao de peroxido de hidrogénio e peroxidacgao lipidica.

Trocas gasosas

As avaliacdes das trocas gasosas foram realizadas no 1°, 3° e 8° dia de
estresse, e no 1° e 3° dias de recuperacao, entre as 9:00 e 11:00hs, utilizando-se
um analisador portatil a infravermelho de CO, (modelo LI-6400XT LI-COR, Inc.,

Lincoln, NE, USA). As leituras foram realizadas em duas folhas por planta (folhas



jovens completamente expandidas). A concentracdo de CO, na camara foi ajustada
para 380 mol mol™ e densidade de fluxo de fétons de 1.200 pmol m™? s, utilizando-
se a fonte luminosa LI-COR 6400-02, acoplada a camara de medida (modelo LlI-
6400XT LI-COR, Inc., Lincoln, NE, USA LI-COR 6400-11). As variaveis utilizadas

-2

foram: taxa assimilatéria liquida de CO, (A, pmol CO, m? s™) e condutancia

estomatica (gs, mol H,O m? s™).

Atividade de enzimas antioxidantes

Para as analises da atividade de enzimas do sistema antioxidante foram
coletadas folhas das plantas controle e dos tratamentos de alagamento e déficit
hidrico, no 4° e no 8° dias de estresse.

Para a extracdo das enzimas antioxidantes, 200 mg de tecido foliar foram
macerados em N, liquido e homogeneizado em tamp&o de extragdo, composto por
fosfato de potassio 100 mM, pH 7,8, EDTA 0,1 mM e acido ascorbico 10 mM. Apés
centrifugacdo a 13.000 g por 20 minutos, a 4°C, o sobrenadante foi coletado e
dessalinizado em Coluna Sephadex G-25 (PD-10). O eluato foi utilizado para as
andlises enziméticas da superéxido dismutase (SOD, EC 1.15.1.1), catalase (CAT,
EC 1.11.1.6) e ascorbato peroxidase (APX, EC 1.11.1.11) (BIEMELT et al., 1998) e a
quantificacdo das proteinas pelo método de Bradford (1976).

A atividade da SOD foi avaliada pela capacidade da enzima em inibir a
fotorreducédo do azul de nitrotetrazolio (NBT) (GIANNOPOLITIS & RIES, 1977), em
um meio de incubacdo composto por fosfato de potassio 50 mM, pH 7,8, metionina
14 mM, EDTA 0,1 uM, NBT 75 uM e riboflavina 2 uM. As amostras e o controle
contendo o meio de reacao foram iluminados com uma lampada de 20W, por sete
minutos, enquanto que o branco foi mantido no escuro. As leituras foram realizadas
a 560 nm e o calculo da atividade da enzima com a seguinte equacédo: % de inibicao
= (Asgp amostra com extrato enzimatico — Asgo controle sem enzima)/(Asgo controle
sem enzima). Uma unidade da SOD corresponde a quantidade de enzima capaz de
inibir em 50% a fotorreducdo do NBT nas condicbes do ensaio, e 0 resultado
expresso em U mg™proteina.

A atividade da CAT foi quantificada pelo decréscimo na absorbancia a 240
nm, em um tampéao de incubacdo contendo fosfato de potassio 200 mM, pH 7,0 e
H.O, 12,5 mM, incubado a 28°C, em que foi monitorado o consumo do peroxido de
hidrogénio (HAVIR & MCHALE, 1987), sendo o resultado expresso em pmol H,0,
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min™® mg proteina®. A atividade da APX foi realizada segundo Nakano & Asada
(1981), utilizando-se tampéo fosfato de potassio 50 mM, pH 7,0, acido ascorbico 0,5
mM e H,0O, 0,1 mM, monitorando-se a taxa de oxidacdo do ascorbato a 290 nm e o

resultado expresso em pmol ASA min™ mg proteina™ .

Avaliagdes bioquimicas

A peroxidacao lipidica foi determinada por meio da quantificacdo de
espécies reativas ao acido tiobarbitlrico, conforme descrito por Buege & Aust
(1978). Duzentos miligramas de tecido foliar foram macerados em N, liquido
acrescido de 20% de PVP (m/v), homogeneizados em &cido tricloroacético (TCA)
0,1% (m/v), e centrifugado a 10.000 g, por 10 minutos. Aliquotas do sobrenadante
foram adicionados ao meio de reacdo (0,5% (m/v) de acido tiobarbittrico (TBA) e
10% (m/v) de TCA), incubando-se, em seguida, a 95°C, por 30 minutos. A reacao foi
paralisada por resfriamento rapido em gelo e as leituras foram determinadas em
espectrofotometro, a 535 nm e 600 nm. O TBA forma complexos de cor
avermelhada, com aldeidos de baixa massa molecular, como o malondialdeido
(MDA), produto secundario do processo de peroxidacdo. A concentracdo do
complexo MDA/TBA foi calculada pela seguinte equacao: [MDA] = (Asss — Asoo)/(§.b),
em que: ¢ (coeficiente de extingdo = 1,56 x 10° cm™); b (comprimento ético = 1). A
peroxidacao foi expressa em nmol de MDA g de massa fresca.

Para a quantificacdo de peréxido de hidrogénio, 200mg de tecido foliar foram
macerados em N, liquido, homogeneizados em 5 mL de TCA e centrifugados a
12.000 g por 15 min, a 4°C. O H,0, foi determinado medindo-se a absorbéncia a 390
nm em um meio de reacdo contendo tampao fosfato de potassio 100 mM, pH 7,0,
500 uL do extrato e 1 mL de iodeto de potassio (VELIKOVA et al.,, 2000). Os

resultados foram expressos em pmol H,O, g de massa fresca™.

Delineamento experimental

Para as avaliacbes de trocas gasosas, 0 experimento foi conduzido em
delineamento inteiramente casualizado em esquema fatorial 3 x 5, sendo trés
condi¢bes hidricas (controle, alagamento e déficit hidrico) e cinco avaliagbes (1°, 3°,
8°, 9% e 11° dias). Para atividade antioxidante, utilizou-se esquema fatorial 3 x 2, com

3 condi¢gbes hidricas e duas avaliacbes (4° e 8° dias). Foi realizada analise de
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variancia, e as médias comparadas pelo Teste Tukey (p<0,05). Cada tratamento foi
composto por trés repeticdes, cada uma representada por uma planta.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Trocas gasosas

Na figura 1, sdo apresentados os parametros de trocas gasosas obtidos das
plantas de portaenxerto de Prunus spp., em ambas condicdes de estresse, e
posterior recuperagao.

A taxa assimilatéria liquida de CO, (A) e a condutancia estomatica (gs) das
plantas da cv. Capdeboscq apresentaram reducédo dos valores apds 24 horas, para
ambas condicdes de estresse, permanecendo com valores proximos a zero até o
final do periodo de oito dias (Figura 1A e 1B). Para os dados de gs € possivel
observar que, no primeiro dia de estresse, as plantas alagadas apresentaram
valores semelhantes ao controle, porém sob déficit hidrico os valores de gs foram
67% menores em relacdo ao controle. Apos trés dias verificou-se o fechamento dos
estbmatos, em ambos os estresses, e 0 murchamento das folhas, a partir do sexto
dia de alagamento. Nos dias referentes a recuperacédo, os valores de A e gs, foram
menores quando comparados ao controle. Contudo, a taxa assimilatoria liquida de
plantas mantidas sob déficit hidrico apresentaram valores 34% maiores em relagcéao
as plantas sob alagamento.

A reducdo na taxa assimilatéria liquida também foi observada para plantas
da cv. Flordaguard, sendo esta reducdo de 70% e 85% em relagcdo ao controle,
respectivamente aos trés e oito dias apos inicio do estresse por alagamento (Figura
1C). O déficit hidrico causou reducédo de 43% aos oito dias de estresse, quando
comparado aos valores das plantas controle. Quando submetidas a recuperacao, a
taxa assimilatoria liquida das plantas anteriormente expostas ao déficit hidrico
alcancou valores similares ao controle trés dias apds a reposi¢do da agua no solo,
resposta ndo observada nas plantas submetidas ao alagamento.

A condutancia estomética da cv. Flordaguard também diminuiu em ambos os
estresses (FIGURA 1D). Verificou-se o completo fechamento dos estdbmatos nas
plantas alagadas, inclusive no periodo de recuperacdo. Além disso, a partir do
segundo dia de estresse foi observado inicio do murchamento das folhas, tornando-
se mais intenso com o avancgo do estresse. Por outro lado, nas plantas submetidas

ao déficit hidrico registrou-se diminuicdo em gs até o oitavo dia, em propor¢cdes
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menores quando comparado ao alagamento. Porém no terceiro dia de recuperagéo

a gs voltou a ficar com valores préximos ao do tratamento controle (Figura 1D).
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Figura 1: Taxa fotossintética liquida (A) e condutancia estomatica (gs) de plantas de
portaenxertos de pessegueiro cv. Capdeboscq (A e B) e Flordaguard (C e D) e de
ameixeira cv. Mirabolano 29-C (E e F) cultivadas sob diferentes condi¢Ges hidricas,
durante oito dias, e recuperadas por trés dias. As barras indicam o erro padrao da
média de trés repeticoes.

Plantas da cv. Mirabolano 29-C sob condicbes de déficit hidrico
apresentaram valores de A e gs, 47% e 84% respectivamente, menores do que as
plantas controle, no primeiro dia de avaliacdo, atingindo valores préximos a zero no
oitavo dia (Figura 1E e 1F). Quando submetidas ao alagamento, as plantas desta
cultivar apresentaram taxas de A e gs Similares ao controle até o terceiro dia, porém
diminuindo a partir deste periodo, atingido valores proximos a zero somente no

oitavo. Assim, mesmo sob alagamento, as plantas desta cultivar mantiveram valores
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de condutancia estomatica semelhantes ao controle, até o terceiro dia de
tratamento.

Durante o periodo de recuperacdo do déficit hidrico da cv. Mirabolano 29-C
a A e gs aumentaram, chegando a valores semelhantes aos registrados no inicio do
experimento, porém menores que as plantas controle e alagadas, sendo que nestas
dltimas houve um pequeno incremento de A e gs, cujos valores ndo diferiram aos
das plantas controle.

Com base nos resultados obtidos, verifica-se que os efeitos do estresse
hidrico sobre as plantas séo variados e depende principalmente da intensidade e da
tolerancia do gendtipo. De acordo com Brunini & Cardoso (1998), a reducdo na
condutancia estomatica determinada pelo estresse hidrico, afeta uma série de
interacOes planta-ambiente, uma vez que os estdmatos controlam o fluxo de vapor
d’agua e, indiretamente, o balango de energia entre o vegetal e o ambiente. Embora
a reducdo na perda de agua possa representar uma vantagem imediata para
prevenir a desidratacdo do tecido, esta, no entanto, pode afetar diretamente o
balanco de calor sensivel sobre o vegetal e a absorcéo de CO..

A condutancia estomatica € um dos principais fatores que regulam o
processo fotossintético nas plantas (PIMENTEL, 2004; CASTRO et al., 2005), e é
controlada pela turgidez das células-guarda, que regulam a abertura ou fechamento
dos estbmatos (RODRIGUES et al., 2011). Com isso, a reduc¢éo do status hidrico da
planta sob estresse hidrico promove diminuices significativas na taxa fotossintética
liguida e na producdo de energia para a planta (SOFO et al., 2005, AMADOR et al.,
2012).

Para as plantas da cv. Mirabolano 29-C, sob as condi¢cdes de alagamento do
presente trabalho, verificou-se que a reducdo de A ocorreu somente no oitavo dia,
porém as plantas apresentaram valores de gs muito similares aos registrados por
Martinazzo et al. (2013) , também aos oito dias de estresse. Por outro lado, nas
plantas mantidas sob déficit hidrico, a queda ocorreu ja no primeiro dia de avaliacéo,
tanto para a A quanto para gs.

Reducéo na taxa fotossintética em dois portaenxertos de ameixeira (P.2175
e P.2980) sob alagamento também foi observada por Dichio et al. (2004), porém,
aos 24 dias de estresse, sendo que ambos voltaram a mostrar valores semelhantes
ao controle no periodo de recuperacdo. Os mesmos autores citam que todas as

plantas hibridas de cruzamentos de pessegueiro x damasqueiro morreram quando
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alagadas pelo mesmo periodo, sendo um indicativo que gendtipos de P. persica sédo
mais suscetiveis ao alagamento do que gendtipos de P. cerasifera.

Amador et al. (2012) estudaram a influéncia do alagamento em plantas de
ameixeira P. cerasifera (P.2175 e P.2980) e hibridos de pessegueiro x damasqueiro,
e observaram o mesmo comportamento de Mirabolano 29-C registrados no presente
experimento. Os autores indicam que os gendétipos P.2175 e P.2980, registraram
uma reducao linear de gs até sete dias de alagamento, voltando a ficar com valores
semelhantes ao controle apds sete e 16 dias de recuperacao, respectivamente. Nos
hibridos de pessegueiro x damasqueiro, a queda de gs foi bem mais acentuada,
atingindo valores muito préximos a zero, no entanto, apos 23 dias de recuperagao 0s
valores de gs voltaram a ficar semelhantes ao controle. Esse aumento nos valores de
gs durante a recuperacéo também foram observados no presente ensaio.

Sofo et al. (2005) verificaram reducdo na taxa fotossintética liquida aos dois
dias apo6s o inicio de déficit hidrico, atingindo valores 70% e 85% menores que 0
controle, aos 23 e 70 dias ap0s o inicio do estresse, respectivamente, em todos 0s
gendtipos hibridos de Prunus testados. A partir desse periodo, até o 70° dia, os
valores de A mantiveram-se praticamente inalterados. No periodo de recuperacéo,
os valores da taxa fotossintética aumentaram, ficando semelhantes ao controle apés
14 dias. Cabe ressaltar que hd uma grande diferenca no tempo de avaliacao pelo
fato das plantas utilizadas nos trabalhos citados acima estarem no campo, enquanto
gue no presente trabalho as plantas encontravam-se em vasos, onde as condi¢des
sao diferenciadas, e a disponibilidade de espaco e solo é limitada.

Pistelli et al. (2012), em trabalho realizado com alagamento de plantas de
portaenxerto de Prunus Mr.S.2/5 e seus clones (S.1 e S.4), que divergem quanto a
tolerancia ao alagamento, verificaram que apds seis dias de exposicdo ao
encharcamento, as plantas do clone S.1 foram severamente danificadas, mostrando
murcha e forte epinastia das folhas, fato também observado neste trabalho.

Em dias quentes com radiacdo solar intensa, mesmo havendo agua
disponivel no solo, a quantidade de agua transpirada pelas folhas € superior a
quantidade absorvida pelas raizes e transportada pelo xilema, causando assim um
estresse hidrico temporéario, fechando os estématos, reduzindo a entrada de CO; na
folha e consequentemente, a fotossintese (MARENCO & LOPES, 2007). Esse efeito
possivelmente estd associado a resposta observada nas plantas controle da cv.

Mirabolano 29-C, que no ultimo dia de recuperagcdo apresentaram uma queda
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brusca nos valores de gs das plantas controle, atingindo valores 67% menores que
na avaliacdo anterior. Essa queda deve-se ao fechamento dos estomatos, e
provavelmente tenha sido influenciada pela alta temperatura, que no dia da ultima
avaliacdo chegou a 37°C, enquanto que na anterior foi 25°C. Além disso, segundo
Flexas & Medrano (2002), em plantas submetidas ao déficit hidrico, pode ocorrer
reducdo da taxa fotossintética devido a limitagdo estomatica ao influxo de COa,
danos ao aparato fotoquimico da fotossintese, reducdo na sintese de ATP, e
diminuicao na atividade da Rubisco ou em sua taxa de regeneracéo.

Varios estudos mostram que sob estresse leve, um ligeiro declinio na
condutancia estomatica pode ter efeito protetor, permitindo a planta melhorar a
eficiéncia do uso da agua (CHAVES et al., 2009). Neste trabalho, houve decréscimo
significativo na condutancia estomatica em todos os genotipos avaliados, em ambos
estresses, fato também observado por Almeida et al. (2003), em eucalipto, durante a

estacao seca, resultando em um controle estomatico eficiente sobre a transpiragéo.

Atividade antioxidante e Avaliacdes bioquimicas

A variacdo na atividade das enzimas antioxidantes faz parte das respostas
das plantas ao estresse bidtico e abidtico, estando envolvidas nos processos que
permitem aumentar a sobrevivéncia durante o crescimento inicial, frente as
mudancas ambientais (DELIAS, 2013). Entre as varias enzimas envolvidas na
eliminacdo das EROs, a SOD pode ser considerada uma enzima chave, sendo,
geralmente, a primeira linha de defesa ao estresse oxidativo (ASADA, 1999,
ZANANDREA et al., 2010; AMADOR et al., 2012).

Neste trabalho, verificou-se que houve interacao significativa entre os fatores
tempo e estresse hidrico (alagamento e déficit hidrico) para todas as enzimas
avaliadas em todas as cultivares, com excecado da SOD na cv. Flordaguard, onde
nao houve diferenca entre os fatores.

Para a cv. Capdeboscq, ndo houve diferenca na atividade da SOD nas
plantas submetidas ao déficit hidrico por oito dias, quando comparadas ao controle
(Figura 2A). Entretanto, a atividade dessa enzima diminuiu nas plantas alagadas
pelo mesmo periodo. A atividade da CAT néo alterou nessa cultivar, nas plantas sob
déficit hidrico, enquanto que nas alagadas a atividade foi 2,5 e 2,2 vezes maior que
no controle, aos quatro e oito dias, respectivamente (Figura 2B), enquanto que a

atividade da APX foi 35% e 6,7% maior que o controle aos quatro e oito dias de
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restricdo hidrica, respectivamente, e nas plantas sob alagamento a atividade desta

enzima foi 93% e 29% maior, no mesmo periodo de avaliacédo (Figura 2C).
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Figura 2: Atividade das enzimas antioxidantes em plantas de portaenxertos de
pessegueiro cv. Capdeboscq (A, B e C) e Flordaguard (D, E e F) e de ameixeira cv.
Mirabolano 29-C (G, H e ) cultivadas sob diferentes condi¢des hidricas, durante oito
dias. SOD: Superoxido dismutase, CAT: Catalase, APX: Ascorbato peroxidase.
Letras minusculas diferentes, em cada grafico indicam diferencas significativas entre
as condicBes hidricas, e letras mailsculas, entre as épocas de avaliagcao, pelo teste

de Tukey (a=0.05). As barras indicam o erro padrdao da média de trés repeticdes.

Em relacdo a cv. Flordaguard, ndo houve diferencas entre os tratamentos
controle e déficit hidrico para a atividade das enzimas SOD, CAT e APX (Figura 2D-
F). A atividade da SOD nas plantas alagadas também n&o sofreu alteracdo, quando
comparada ao controle, no entanto, a atividade da CAT foi 67% maior que o
controle, aos oito dias de alagamento (Figura 2E), e a atividade da APX foi 8,6 % e
63% maior nas plantas alagadas por quatro e oito dias, respectivamente.

Ao analisar os resultados da cv. Mirabolano 29-C, observou-se, de maneira

geral, um aumento na atividade das trés enzimas estudadas, em ambos tratamentos,
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quando comparadas ao controle (Figura 2G-I). Para as plantas submetidas ao déficit
hidrico, verificou-se que a atividade da SOD néo alterou, enquanto que a da CAT foi
69% e 29% maior que o controle, aos quatro e oito dias, respectivamente. O
alagamento também induziu um aumento na atividade dessa enzima, com indices
84% maiores aos quatro dias e 109%, aos oito dias.

A baixa atividade da SOD nas cv. Capdeboscq e Flordaguard, em ambos
estresses, e em Mirabolano 29-C sob déficit hidrico pode indicar uma baixa
producdo de O,* e alta producéo das demais EROs, justificando a alta atividade da
CAT e APX, enzimas responsaveis pelo catabolismo do H,O,. Por outro lado, a cv.
Mirabolano 29-C submetida ao alagamento provavelmente apresentou aumento
significativo na producdo de 0O,*, o que justificaria o aumento observado na
atividade da SOD.

Ha muitos estudos mostrando que sob condi¢cdes de alagamento as plantas
podem desencadear a producdo e acumulo de espécies reativas de O, (PASTORI &
FOYER, 2002; BOAMFA et al., 2005), as quais causam muitos danos as membranas
e estimulam processos peroxidativos de lipidios (ALONSO et al., 1997). Aumentos
nas concentracbes de H,O, e MDA como indicador de peroxidacdo de lipidios, sdo
indicativos de estresse oxidativo (MITTLER, 2002; ALVES et al., 2013).

No presente estudo, verificou-se que para a peroxidacao lipidica houve
apenas diferenca significativa em relacdo a condicéo hidrica (Figura 3). Para as cv.
Capdebosq e Flordaguard ocorreu um aumento da peroxidacao lipidica nas plantas
submetidas ao alagamento (68 pumol g*MF e 81 pmol g*MF, respectivamente),
enquanto que sob déficit hidrico os valores mantiveram-se semelhantes ao controle
(45 pmol g*MF e 60 umol g*MF, respectivamente). Na cv. Mirabolano 29-C, os
valores de peroxidacéo lipidica foram 23% e 13% maiores no alagamento e na seca,

respectivamente, em relagéo ao tratamento controle.
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Figura 3: Peroxidacdo lipidica em plantas de portaenxertos de pessegueiro cv.
Capdeboscq (A) e Flordaguard (B) e de ameixeira cv. Mirabolano 29-C (C) cultivadas
sob diferentes condic¢des hidricas, durante oito dias. Letras minusculas diferentes no
grafico indicam diferencas significativas entre as condi¢cdes hidricas pelo teste de

Tukey (0=0.05). As barras indicam o erro padrdo da média de trés repeticoes.

Houve aumento significativo no teor de H,;O, nas folhas das cv.

Capdesboscq e Mirabolano 29-C, em ambos  estresses hidricos, quando
comparados ao controle (Figura 4A e 4C). Plantas de Capdeboscq submetidas ao
déficit hidrico e ao alagamento apresentaram valores 104% e 92% maiores que 0
controle, respectivamente, enquanto que em Mirabolano 29-C essa diferenca foi de
73% e 91%, respectivamente. A cv. Flordaguard ndo apresentou diferencas entre 0s

tratamentos (Figura 4B).
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Figura 4: Peroxido de hidrogénio em plantas de portaenxertos de pessegueiro cv.
Capdeboscq (A) e Flordaguard (B) e de ameixeira cv. Mirabolano 29-C (C) cultivadas
sob diferentes condic¢des hidricas, durante oito dias. Letras minusculas diferentes no
grafico indicam diferencas significativas entre as condi¢des hidricas pelo teste de

Tukey (0=0.05). As barras indicam o erro padrdo da média de trés repeticoes.

Sofo et al. (2005) observaram que em hibridos interespecificos de Prunus a

atividade da APX foi maior que o controle aos 23 dias de déficit hidrico, diminuindo
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gradativamente até 70 dias, quando atingiu valores semelhantes ao controle. Por
outro lado, os niveis de H,O, apresentaram aumento continuo durante todo o
periodo de estresse. Esses dados sdo similares aos obtidos para as cultivares
Capdeboscq e Mirabolano 29-C, que apresentaram aumento da atividade da APX,
aos quatro dias sob déficit hidrico, com concomitante aumento na producéo de H,0,.
Amador et al. (2012) também verificaram alteragbes na atividade de enzimas
antioxidantes, em plantas de Prunus cv Felinem e sele¢édo de Mirabolano (P.2175 )
sob alagamento por 24h, no entanto, a atividade das enzimas foi maior no genotipo
sensivel (Felinem) em relacdo ao tolerante ao alagamento (Mirabolano P.2175, que
€ uma selecdo com caracteristicas muito similares ao Mirabolano 29-C utilizado no
presente trabalho).

Reacdes formadoras de EROs estédo envolvidas no metabolismo normal das
plantas, como fotossintese, respiracdo e fotorrespiracdo, assim como processos
induzidos durante estresses abidticos. Em condi¢cdes normais de crescimento, a
producdo de EROs é baixa (240 pM s* O," e 0,5 pM H.0, no cloroplasto,
respectivamente). Entretanto, diante de diversos tipos de estresse, quando a
homeostase celular é rompida, ocorre aumento da producéo (240-720 pM s* O, e 5-
15 uM H,0,, respectivamente, no cloroplasto) (POLLE, 2001; MITTLER, 2002).

Uma sutil alteragcdo na homeostase leva a uma alteracdo na expresséo de
genes codificantes de proteinas antioxidantes e de proteinas envolvidas na cascata
de fosforilagcdo, através da ativacdo de MAPK (proteinas quinases ativadas por
mitdgenos) (KUVTUN et al., 2000; NEILL et al., 2002). Verificou-se que estresses
que induzem a formacdo de 'O, agem sobre aproximadamente 5% do total do
genoma de Arabidopsis, no entanto, a expressdo destes genes nao é afetada da
mesma forma quando ocorre elevacdo dos niveis de O,/H,0,, entretanto para Laloi
et al. (2007), n&o se conhece exatamente se essas vias operam separadamente ou
interagem entre si, mas parece haver antagonismo entre H,O, e 'O, no que se
refere as respostas a estresses abioticos, e uma interacdo cruzada entre as EROs
parece ser essencial no controle dos ajustes antioxidantes, quando em situagao de
estresse.

Um declinio na atividade da SOD durante o final do periodo de alagamento,
verificado nos portaenxertos de pessegueiro Flordaguard e Capdeboscq, também foi
descrito em raizes de plantas de citros (ARBONA et al., 2008, HOSSAIN et al., 2009)
e de Sesbania virgata (ALVES et al.,, 2013), evidenciando que o padrdao de
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expressdo para SOD foi similar para 0 mesmo tipo de estresse, embora o tipo de
tecido estudado tenha sido diferente.

De acordo com Zhang & Kirkham (1996), a capacidade de manutencédo da
atividade da SOD, da CAT e da APX, em niveis elevados, sob condi¢cdes de estresse
ambiental, é essencial para a o equilibrio entre a formacéo e a remoc¢éo do H,O, do
ambiente intracelular. Mittler (2002) sugeriu que altos niveis de H,O, podem causar
danos as membranas, pois ele pode acelerar a reacao de Haber-Weis, resultando na
formacéao do radical hidroxila e em peroxidacéo lipidica.

A localizacao subcelular e as propriedades bioquimicas distintas das enzimas
antioxidantes, suas inducdes diferenciais, associado a presenca de mecanismos
nao-enzimaticos resultam em um sistema antioxidante versatil e flexivel, capaz de
controlar o acimulo de EROs (VRANOVA et al., 2002). A Constante de Michaelis-
Menten (Km) das enzimas envolvidas no sistema de defesa é outro fator que pode
influenciar na capacidade de controle do metabolismo de EROS durante condi¢des
de estresse.

O Km da CAT varia de 2,4 a 225 mM, enquanto que o da APX é de 0,6 a 1,0
mM. O baixo Km na reagéo da APX reflete uma maior afinidade desta enzima ao
H.O, (SINGH et al., 2008). Isso foi observado na cv. Capdeboscq submetida ao
déficit hidrico, mostrando que h& uma maior afinidade da enzima APX pelo H,0,,
pois um pequeno aumento na quantidade de H,O, produzido pelas células das
plantas sob estresse foi suficiente para ativar esta enzima, o que ndo ocorreu com a
CAT.

O H,0, em baixas concentracfes, atua como uma molécula sinalizadora,
desencadeando varios processos relacionados a estresses, enquanto que em
concentracdes elevadas pode levar a morte celular programada (GILL & TUTEJA,
2010). Por isso o acumulo de H,O, pode causar a peroxidacdo de membranas
celulares, prejudicando a sua funcdo e integridade, com danos, frequentemente
irreversiveis, para o funcionamento da célula (DEUNER et al., 2011).

Para espécies do género Prunus spp. e outras arvores frutiferas, embora
tenham sido encontradas diferengas no desempenho fisiolégico (ARBONA et al.,
2009), ndo ha adaptacdes anatbmicas como ocorre em plantas de locais com
alagamento intermitente (VARTAPETIAN et al., 2003, DEUNER et al., 2007,
ZANANDREA et al., 2010). Logo apés a transferéncia para um ambiente com baixa

disponibilidade de O,, as células limitam processos que sao altamente energéticos e
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alteram o metabolismo de aerdbico para anaerdbico para geracdo de ATP. De
acordo com alguns pesquisadores, as plantas somente conseguem sobreviver a
hipoxia/anoxia caso consigam manter a producao de ATP e a reciclagem do poder
redutor, fazendo associacdo dessa adaptacdo metabdlica a aumentos na taxa de
fermentacdo (DREW, 1997; ATKINSON et al., 2008). Os resultados apresentados no
presente trabalho indicam uma ativacéo do sistema antioxidante por diferentes graus
de estresses, seja por alagamento ou por déficit hidrico. No entanto, sabe-se que,
em muitas espécies, o principal dano causado por estresse hipoxico ocorre durante
a re-oxigenacgdo dos tecidos (BLOKHINA et al., 2003), porém, ndo foram realizadas
no presente trabalho as analises enzimaticas no periodo de recuperacao.

Observou-se que, de maneira geral, plantas de pessegueiro submetidas ao
déficit hidrico ndo apresentaram aumento expressivo na atividade das enzimas do
sistema antioxidante e, apesar de haver um maior acumulo de H,O, nas células,
este ndo foi tdo expressivo a ponto de causar um aumento na peroxidagcdo dos
lipidios das membranas celulares. Entretanto, nas plantas de pessegueiro
submetidas ao alagamento, houve um aumento da atividade dessas enzimas,
porém, esse aumento ndo foi suficiente para eliminar o excesso de H,0, formado, o
que provavelmente foi o responsavel pelo incremento na peroxidacgdo lipidica. Esses
resultados foram semelhantes aos registrados na cv. Mirabolano 29-C que,
submetida ao déficit hidrico e ao alagamento, conseguiu ativar o0 sistema
antioxidante, aumentando a atividade das enzimas analisadas. Porém houve uma
alta producdo de H,O,, o que ocasionou 0 aumento na peroxidacado lipidica,
observada em ambos tratamentos.

Na analise conjunta dos dados bioquimicos, enzimaticos e dos parametros
associados a fotossintese (A e (s), € possivel verificar que os genoétipos de
pessegueiro, avaliados no presente trabalho, apresentam resposta mais tardia ao
déficit hidrico, ou seja, sdo mais tolerantes a este estresse, em relacdo a ameixeira
cv. Mirabolano 29-C, enquanto que sob condi¢do de hipoxia ocorre uma resposta
inversa. Tais resultados demonstram a existéncia de variabilidade entre genétipos de
Prunus spp. para tais condi¢des de estresse, que podem ser utilizadas para auxiliar
no manejo dos pomares e no melhoramento genético de portaenxertos mais

tolerantes ao déficit hidrico.
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CONCLUSAO

Nas cultivares Flordaguard e Capdeboscq ocorrem maiores danos celulares,
guando estes se encontram sob condi¢cdes de estresse por alagamento.

O portaenxerto cv. Mirabolano 29-C tolera o alagamento do sistema radicular
por periodos mais prolongados do que 0s genétipos de pessegueiro.

Os portaenxertos de pessegueiro Flordaguar e Capdeboscq sdo mais

tolerantes ao déficit hidrico do que Mirabolano 29-C.
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CAPITULO 2

Reacao de portaenxertos de Prunus spp. inoculados com Meloidogyne
javanica e seus efeitos sobre as trocas gasosas

INTRODUCAO

Em nivel mundial e no Brasil, os nematoides do género Meloidogyne spp.
estdo entre as principais pragas que atacam o sistema radicular de um grande
namero de culturas destinadas a producdo de alimentos, incluindo a cultura do
pessegueiro e outras espécies frutiferas de clima temperado, causando prejuizos
consideraveis (RASEIRA & QUEZADA, 2003; STRAJINAR et al., 2012).

Em pomares de pessegueiro no Rio Grande do Sul, Carneiro et al. (1993)
verificaram que as espécies do nematdide das galhas com maior frequéncia no
sistema radicular das plantas foram M. javanica (Treub) Chitwood e M. incognita
(Kofoid e White) Chitwood.

Somado a outros fatores como 0 ndo uso de portaenxertos com garantias de
identidade genética e resistentes a este patdégeno, a variabilidade das condicbes
edafocliméticas e problemas no manejo dos pomares, a incidéncia destas espécies
de nematdides também contribui para a reducdo da produtividade média dos
pomares de pessegueiro (HOFFMANN et al., 2003), principalmente no Rio Grande
do Sul, que é o principal estado produtor do Brasil, com aproximadamente 129 mil
toneladas colhidas em 2012, porém com uma produtividade média de apenas 8,8
ton ha™ (IBGE, 2013).

Plantas de pessegueiro atacadas por Meloidogyne spp. apresentam galhas
nas raizes, que também estdo associadas a morte dos meristemas dessas raizes,
paralisacdo do crescimento, depauperamento e declinio lento, deficiéncia nutricional
da planta, diminuicdo do tamanho das folhas e frutos, reducdo da produtividade, e
em casos de infestacdo intensa, pode levar a planta a morte (ROSSI et al., 2002;
BALDWIN et al., 2004).

Esses patdgenos sdo endoparasitas sedentarios que formam uma interacao
muito complexa com a planta hospedeira; formando sitios de alimentagcéo
permanentes (FRAGOSO et al., 1997), além de atuar como transmissores de outros
patogenos, predispondo a planta a outras doencas (GOMES, 2003). A sua alta
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capacidade de reproducdo e o parasitismo obrigatério desviam uma propor¢cao
significativa dos fotossintatos do hospedeiro (MCCLURE, 1977), causando efeitos
diretos, como interrupcdo do sistema vascular, alterando a translocacdo de agua e
solutos para a parte aérea da planta. Também influencia indiretamente os
mecanismos ligados ao aparato fotossintético e outros processos fisioldégicos, como
transpiracdo e condutancia estomatica, que, por sua vez, afetam o total de energia
disponivel para a planta e a particdo de assimilados em folhas, caules e raizes.

O controle quimico dos fitonematodides, através do uso de nematicidas é
antieconémico e antiecolégico, uma vez que o custo pode chegar a trés vezes a
soma dos gastos com controle de outras pragas, além de ser pouco eficiente.
Somado a isso, no Brasil, ndo ha nematicida registrado para a cultura do
pessegueiro (MACHADO, 2011).

Dada a importancia da cultura do pessegueiro no Rio Grande do Sul, a
alternativa mais viavel para contornar tal problema é o uso de portaenxertos
resistentes a este patdgeno. Portaenxertos sao principalmente selecionados com a
finalidade de proporcionar precocidade na producao, uniformizar o vigor das plantas
e aumentar a producdo e qualidade dos frutos. Existem diferentes portaenxertos
usados para Prunus em outros paises, porém cada um tem determinado conjunto de
vantagens e limitacBes para a adaptacdo a diferentes regides geograficas (JUNIOR
et al., 2008, HERNANDEZ et al., 2010). No Brasil, mais especificamente no Rio
Grande do sul, considerando a importancia da cultura do pessegueiro para a regiao,
0os estudos sobre portaenxertos ainda s&o incipientes (GALARCA et al., 2012),
especialmente quando se trata de avaliacdo das alteracdes fisioldégicas e dos danos
causados por pragas do solo.

Os sintomas observados nas raizes sugerem que as plantas infectadas sao
fisiologicamente anormais, apresentando alteracbes no funcionamento de varios
processos biolégicos, que levam a perdas na produtividade das culturas. No entanto,
se por um lado os danos causados por Meloidogyne a cultura do pessegueiro tem
sido bastante relatados (FACHINELLO et al., 2000, LU et al.; 2000, CLAVERIE et
al.,, 2011, PAULA et al., 2011a), ha escassez de informagdes no sentido de elucidar
a interferéncia e o impacto do parasitismo nos processos fotossintéticos desta

cultura, que possam explicar a ocorréncia de danos.



25

Diante do exposto, o0 objetivo deste trabalho foi avaliar se portaenxertos de
Prunus spp. inoculados com Meloidogyne javanica apresentam variacao no nivel de

resisténcia e nos padrbes de trocas gasosas.

MATERIAL E METODOS

Plantas de portaenxertos pessegueiro [Prunus persica (L.) Batsch] das
cultivares Capdeboscq, Flordaguard e de ameixeira (Prunus cerasifera Erhr) cv.
Mirabolano 29-C foram obtidas através de propagacao vegetativa pelo método de
enraizamento de estacas herbaceas. Apdés completarem oito meses de idade, as
plantas foram transplantadas para vasos de polietileno com capacidade de 10L,
contendo como substrato combinacdo de solo de pomar + substrato comercial
(Plantmax®) na proporcdo 1:1 (v/v). Apds a mistura, o substrato foi esterilizado por
autoclavagem e ficou quatro meses depositado em caixa para posterior uso no
plantio. As plantas foram mantidas em casa de vegetagdo com controle da
temperatura (25°C * 4°C), e irrigadas manualmente conforme a necessidade.

Aos 30 dias apds o transplante, as plantas foram submetidas aos seguintes
tratamentos: Controle (sem inoculagédo) e Inoculadas com nematdide Meloidogyne
javanica (Treub) Chitwood. A inoculacdo das plantas consistiu na adicdo de 10 mL
de suspensao contendo 10.000 ovos+J2, proveniente de populagdo pura. A fim de
comprovar a eficiéncia do inoculo, plantas de tomateiro cv. Santa Cruz também
foram inoculadas e consideradas como testemunhas suscetiveis.

ApoOs 60 dias decorridos da data de inoculacao, iniciou-se a andlise de
parametros associados a fotossintese das plantas, com avaliagdes a cada 30 dias,
até os 150 dias, quando se realizou o desplante do material para analise do sistema
radicular por meio da contagem do namero de galhas, presenca de ovos e calculo o

fator de reproducéo.

Trocas gasosas

As avaliagcbes das trocas gasosas foram iniciadas aos dois meses aos a
inoculagao, totalizando quatro avaliagbes (60, 90, 120 e 150 dias). As leituras foram
realizadas em duas folhas por planta, totalizando seis folhas por tratamento. As
medidas foram realizadas entre as 9:00 e 11:00h, com concentracdo de CO;, na

camara de 380 mol mol™ e densidade de fluxo de fétons de 1.200 pmol m? s*,
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utilizando-se a fonte luminosa LI-COR 6400-02, acoplada a camara de medida
(modelo LI-6400XT LI-COR, Inc., Lincoln, NE, USA LI-COR 6400-11). As variaveis
avaliadas foram: taxa fotossintética liquida de CO, (A, pmol CO, m? s-Y),
condutancia estomatica (gs, mol H,O m? s, concentrac&o interna de CO, (Ci, umol
CO, mol™), taxa transpiratéria (E, mmol H,O m? s™). Também foi calculada a
eficiéncia de carboxilagdo (A/Ci) (umol CO, m?s™ Pa™) e eficiéncia do uso da 4gua
(A/E) (EUA).

Fator de Reproducao

Seis meses apoOs a inoculacdo (150 dias), as raizes de cada planta foram
separadas da parte aérea, lavadas para a retirada do solo e avaliadas quanto ao
indice de galhas (IG), segundo a metodologia descrita por Taylor e Sasser (1978).
Logo apds, procedeu-se a extrusdo dos ovos do nematdide das galhas das raizes
segundo metodologia descrita por Hussey & Barker (1973), para quantificacédo e
determinacdo do Fator de Reproducado (FR), sendo FR=populacédo final/populacéo
inicial (OOSTENBRINK, 1966). Realizou-se a coleta das raizes das plantas dos
portaenxertos que foram avaliadas quanto ao numero de galhas e numero de
ovos+juvenis por sistema radicular de cada planta. A avaliagdo das plantas de
tomateiro foi realizada aos 90 dias da instalacdo do experimento em funcéo do ciclo
da cultura ser mais curto. A reacdo das plantas foi estimada a partir do Fator de
Reproducao, considerando-se imune quando o FR=0, resistentes com FR<1,00, e
suscetiveis quando o FR>1,00 (OOSTENBRINK, 1966), associado a presenca e
auséncia de galhas.

Anédlises estatisticas

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado em
esquema fatorial (3x2x4), sendo trés genoétipos (Capdeboscq, Flordaguard e
Mirabolano 29-C), inoculacdo (com e sem inoculacdo com nematdide) e quatro
épocas de avaliagdo (60, 90, 120 e 150 dias), para os parametros associados a
fotossintese (trocas gasosas), enquanto que para a analise do FR, esquema fatorial
foi 3x2, pois constou de uma unica época de avaliacdo ao final de experimento.
Cada tratamento foi composto de quatro repeticdes, sendo cada parcela constituida
por uma planta. Os dados experimentais foram submetidos a analise de variancia

por meio do teste F, e as médias comparadas pelo teste de Tukey, com 5% de
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probabilidade de erro, utilizando o programa WinStat 2.0 (MACHADO &
CONCEICAO, 2005).

RESULTADOS E DISCUSSAO

As plantas de tomateiro cv. Santa Cruz foram avaliadas 90 dias apos a
inoculacdo com M. javanica, em virtude do ciclo da cultura ser mais curto, tendo-se
verificado a formacdo de um grande numero de galhas nas raizes (4.476) e
presenca de ovos (1.588.670 ovos), atingindo um fator de reproducdo de 159,
comprovando a viabilidade do inoculo (Tabela 1). Mudancas anatémicas nas raizes,
como o desenvolvimento de células gigantes e formacdo de galhas, conforme
observado nas plantas de tomateiro (Figura 1A), sdo 0s principais sintomas de
nematéides formadores de galhas em plantas suscetiveis, que invadem as raizes na
zona de alongamento e, em seguida, migram para o cilindro vascular, onde eles
estabelecem locais de alimentacédo (ABAD et al., 2003).

Em relacdo aos portaenxertos de pessegueiro, registrou-se uma meédia trés
galhas por sistema radicular na cv. Flordaguard (Figura 1C), porém, ndo foram
encontrados ovos nas galhas e, com isso, ndo houve reprodugéo, FR=0 (Tabela 1).
Por outro lado, na cv. Capdeboscq foram encontradas 763 galhas e 17.670 ovos
(Tabela 1), com um fator de reproducdo do nematdide de 1,77, comprovando a
suscetibilidade da cultivar. Resultados semelhantes a este ensaio foram obtidos por
Fachinello et al. (2000), frente as espécies M. incognita e M. javanica, onde foram
registradas 49 galhas por grama de raiz, confirmando a susceptibilidade da cv.
Capdeboscq a estas espécies.

Capdeboscg € uma antiga cultivar copa de pessegueiro lancada devido as
caracteristicas produtivas e de industrializacdo dos frutos. Foi bastante utilizada
como portaenxerto no passado, devido a sua boa adaptacdo climatica, satisfatoria
porcentagem de germinacdo das sementesmas e, especialmente, devido a grande
disponibilidade nas industrias conserveiras, porém é suscetivel a nematéides das
galhas, conforme verificado neste trabalho (Figura 1B) e também verificado por
Paula et al. (2011 a), porém tem sido utilizado em cruzamentos dirigidos para
transmitir baixa exigéncia em frio, na sele¢cdo de novos portaenxertos.

Na cv. Mirabolano 29-C ndo foram encontradas galhas nem ovos (Tabela 1),

confirmando que esta cultivar € imune a M. javanica. Segundo Claverie et al. (2011)
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a cv. Mirabolano (P. cerasifera) possui o gene Ma que confere total espectro de
resisténcia a varias espécies de nematdides das galhas, o que justifica o resultado
do presente trabalho. Entretanto, para alguns portaenxertos de ameixeira e
pessegueiro essa imunidade néo é verificada para todas as espécies de nematéides,
a exemplo do observado para a cv. Flordaguard, que no presente trabalho registrou-
se a presenca de galhas, porém sem reproducdo. Paula et al. (2011b) verificaram
que para M. incognita, esta cultivar foi considerada imune, pois ndo apresentou
galhas nem a presenca de ovos+juvenis, demonstrando que a interacao
gendtipo/patdogeno é complexa, existindo a necessidade de testes especificos para

cada situacao.

Tabela 1: Resposta das cultivares Flordaguard, Capdeboscq e Mirabolano 29-
C, a partir da inoculacdo de 10.000 ovos+J2 de Meloidogyne javanica, apos seis
meses de inoculacdo. UFPel, 2013.

NUmero médio Numero médio Reacéao**
. Fator de
Genatipo de galhas por de ovos por .
Reproducéo
planta planta
Tomateiro 4.476 1.588.670 159,0 S
Flordaguard 3b 0Ob 0,0 R
Capdeboscq 763 a 17.670 a 1,77 S
Mirabolano 29C Ob Ob 0,0 I
*Médias seguidas pelas mesmas letras na coluna néo diferem entre si pelo teste de Duncan, a 5% de
probablilidade de erro.** S = Suscetivel, R = Resistente, | = Imune

Varios trabalhos confirmam a uniformidade da resisténcia de Flordaguard
para M. javanica e M. incognita, (LU, 2000; NYCZEPIR, 2008; PAULA, 2012)
mantendo essa caracteristica por mais de 10 anos no campo (SHERMAN, 1991).
Por esse motivo, esta cultivar vem sendo testada no Brasil, sendo a sua resisténcia
a Meloidogyne spp., herdada da cv. ‘Okinawa’ (PAULA, 2011a). Este é um potencial
portaenxerto a ser utilizado nos programas de melhoramento genético e uma
alternativa para uso na implantacdo de pomares em areas infestadas por este
patogeno (PAULA et al., 2011b).

A andlise morfologica do sistema radicular € um indicativo da densidade do
inoculo do nematdide e do efeito sobre alguns processos fisioldgicos da planta, pois

segundo Strajnar (2012), embora o indice de galhas na raiz ndo considera o impacto
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da infestacdo de nematdides nas raizes mais finas, estas sdo fundamentais para a
absorcdo de &gua e necessérias para 0s processos fisiolégicos e bioquimicos
normais nas plantas.

E sabido que a presenca desses patdégenos no sistema radicular das plantas,
além de diminuir a producdo, apresenta-se como um risco de entrada de novas
infecgdes de frutas de caro¢co (FACHINELLO, 2000).

Figura 1 - Raizes de pessegueiro das cultivares de Tomateiro Santa Cruz (A),
Capdeboscq (B), Flordaguard (C) e Mirabolano 29-C (D), inoculadas com 10.000
ovos+J2 de M. javanica. UFPel, 2013.

Foi encontrado fator de reproducéo de 1,77 para a cv. Capdeboscq, resultado
semelhante ao observado por Carneiro et al. (1998), onde o FR foi 2,65, confirmando
a suscetibilidade desse portaenxerto a M. javanica. Segundo Ledbetter (2009), a
resisténcia aos fitonematoides, para ambos 0s géneros e espécies de Prunus, €
especifica. Entretanto, para que uma planta seja considerada suscetivel a
nematoéides, ndo basta haver formacéo de galhas, é necessario também a formacao

de ovos no interior dessas galhas. Varios trabalhos estabelecem que inumeras
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plantas apresentam resisténcia a este patdogeno, ou seja, ocorre a formacdo de
galhas, porém sem danos para o hospedeiro, sem formacéo de ovos (BAIDA et al.,
2011; MARCHESE et al., 2010; ROSA et al., 2013; SANTOS & GOMES, 2011).

Em locais infestados pelo nematdéide das galhas, os portaenxertos Mirabolano
29-C, Okinawa, Nemared e Nemaguard sao cultivares que apresentam boa
resisténcia para a maioria das espécies Meloidogyne associadas ao pessegueiro
(GOMES, 2005). Avaliando plantas do portaenxerto Mirabolano P. 2175, Lecouls et
al. (1999) identificaram quatro marcadores RADP associados ao gene Mal, que
foram convertidos em marcadores SCARS (Sequence Characterized Amplied
Region) e foram eficientes na selecéo precoce para resisténcia a Meloidogyne spp..
Embora apresenta uma das fontes de resisténcia mais duraveis aos nematéides das
galhas, Mirabolano 29C néo tem sido utilizado no Brasil como portaenxerto de
pessegueiro devido a incompatibilidade de enxertia, porém pode ser uma alternativa

interessante como portaenxerto em pomares de ameixeira japonesa.

Trocas gasosas

Na cv. Capdeboscq registrou-se reducdo na taxa assimilatoria liquida do CO,
(A) somente aos 150 dias ap6s o inicio do experimento, tanto nas plantas inoculadas
quanto nas nao inoculadas (Figura 2A), sendo, em média, 49% menor que a
avaliacao realizada aos 120 dias.

Nas plantas da cv. Flordaguard inoculadas com nematdide houve queda
gradual na A ao longo do experimento, ficando mais acentuada na ultima avaliacéo,
onde a média ficou 35% menor que a avaliacdo aos 120 dias, ndo havendo
diferenca entre os tratamentos em cada época de avaliacdo (Figura 2B). Na cv.
Mirabolano 29-C houve diferenca entre os tratamentos na primeira avaliacéo,
realizada aos 60 dias, onde as plantas inoculadas apresentaram A de 13,67 pmol
CO, m?s?, sendo 10% menor que nas plantas controle. Ao longo das avaliacées
essa taxa decresceu gradualmente nas plantas desta cultivar, chegando a 6,98 umol
CO, m?s™ aos 150 dias, ndo havendo diferenca entre tratamentos nesta época de
avaliacdo (Figura 2C). Em ambas cultivares verificou-se uma queda nos valores de A
na ultima época de avaliagdo para ambas cultivares e tratamentos, que
possivelmente esta associada a menor incidéncia luminosa registrada no final do
periodo do experimento (més de maio), além de ter havido bastante nebulosidade

nos dias que antecederam as leituras de trocas gasosas. Além disso, nessa época
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do ano as folhas do pessegueiro jA estavam em processo de senescéncia,
apresentando amarelecimento e queda das folhas, o que também justifica os
resultados obtidos.

Em relacdo a condutancia estomatica (gs), houve queda brusca em todas as
cultivares estudadas, a partir dos 60 dias até o final do ensaio. Aos 60 dias apés o
inicio do experimento, na cv. Capdeboscq, as plantas inoculadas apresentaram
condutancia estomatica de 0,46 mol H,O m?s™, sendo 52% maior que as plantas
controle (Figura 2D). Entretanto, ao longo do periodo de avaliacdo esses valores
diminuiram, em ambos tratamentos, chegando muito proximo de zero na avaliagdo
aos 150 dias, sendo que nas plantas inoculadas os valores ficaram 70% maiores
gue nas plantas sem a presenca do nematdide. Resultados semelhantes foram
observados por Tahery (2012), onde a condutancia estomatica de plantas de hibisco

infectadas com nematéides foi maior do que nas plantas controle.
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Figura 2: Taxa fotossintética liquida de CO, (A), condutancia estomatica (gs) e
concentracéo interna de CO, (Ci) em plantas de portaenxertos de pessegueiro cv.
Capdeboscq (A, D e G), Flordaguard (B, E e H) e ameixeira cv. Mirabolano 29-C (C,
F e I) inoculadas e ndo inoculadas com M. javanica. As barras representam o erro
padrdao da média de trés repeticdes. UFPel, 2013.
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Para a cv. Flordaguard, embora tenha ocorrido uma queda significativa da gs
dos 60 para os 90 dias, ndo registrou-se diferencas significativas dentro de cada
época, independente da inoculacdo, até os 120 dias ap0s o inicio do experimento.
Porém, aos 150 dias, as plantas controle apresentavam gs 54,5% maior que as
plantas inoculadas (Figura 2E). Na cv. Mirabolano 29C, aos 60 dias apo0s a
inoculacdo, a gs foi semelhante em ambos tratamentos. Aos 90 e 120 dias as
plantas inoculadas apresentaram gs maior que o controle (Figura 2F). Essa resposta
pode ser uma estratégia de resisténcia lancada pela planta para poder minimizar os
efeitos causados pelos nematdides.

Na cv. Capdeboscq, a concentragdo interna de carbono nas plantas
inoculadas foi maior que nas plantas controle em todas as avaliacdes (Figura 2G).
Aos 60 dias, quando foi realizada a primeira avaliacdo, a diferenca entre os
tratamentos era de apenas 10%, intensificando-se até o final do ensaio, aos 150
dias, quando essa diferenca chegou a 69%. Para a cv. Flordaguard, a Ci das plantas
de ambos tratamentos diminuiu até 120 dias ap6s o inicio do experimento, porém
sem efeitos significativos entre os tratamentos em todas as avalia¢des (Figura 1H).
Esse mesmo comportamento foi observado para a Ci da cv. Mirabolano 29-C (Figura
21).

Verificou-se uma diminuicdo da taxa transpiratéria ao longo das avaliaces,
em todas as cultivares estudadas, sendo que entre os meses de fevereiro e marco,
gue corresponderam a segunda e terceira avaliacfes, houve uma queda brusca nos
valores desta variavel, que pode ser em funcdo da alta temperatura que ocorreu
nesse periodo, onde as médias registradas foram de 32°C, o que fez com que
houvesse um maior fechamento estomatico (Figura 3 A-C). Cabe ressaltar que na
cv. Capdeboscq, as plantas inoculadas apresentaram taxa transpiratoria 39% maior
que o controle, aos 60 dias ap6s a inoculacdo, permanecendo maior até a Ultima
avaliacdo, aos 150 dias, cujo valor chegou a 1,71 mol H,O m?s™, sendo 55% maior
qgue o controle (Figura 3A).

Nas cvs. Flordaguard (Figura 3B) e cv. Mirabolano (Figura 3C), embora tenha
se registrado uma diminuicdo na taxa transpiratoria entre as avaliacdes, os valores
nao diferiram entre as plantas inoculadas e controle, em cada época de avaliacao.

O Acido Abscisico (ABA) atua como uma molécula de sinalizagdo envolvida
na resposta das plantas ao estresse, podendo regular o movimento estomatico,

alterando a gs e E. Sabe-se que o ABA é sintetizado no apice das raizes e o
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transporte de longa distancia ocorre através do xilema para as células-guarda das
folhas, fazendo parte do mecanismo de transmissdo de um sinal quimico sobre o
estado da agua do solo (SCHACHTMAN & GOODGER, 2008). Neste ensaio, a
gueda na taxa transpiratéria provavelmente esteja ligada ao fato de o estresse
aumentar a producédo de ABA no sistema radicular, e este sinal ser transmitido para
a parte aérea, causando fechamento estomatico, diminuindo a gs e E e,
consequentemente, a taxa fotossintética. No caso da cv. Capdeboscq, o estresse
também pode ter aumentado a producdo de ABA, mas por ser uma cultivar
suscetivel, o desenvolvimento de nematdides no sistema radicular pode ter levado
ao comprometimento da produgéo e transporte desse hormoénio para o dossel da
planta, causando respostas menos intensas sobre a transpiracdo, fazendo com que
a gs e a Ci permanecessem com maiores valores, porém diminuindo a eficiéncia do
uso da agua nessas plantas.

A eficiéncia do uso da &gua (EUA), ou seja, a relacdo entre taxa de
assimilacdo de CO; e transpiracdo, aumentou na cv. Capdeboscg com o passar do
tempo, porém os valores de EUA nas plantas inoculadas foram sempre menores em
cada época, em relacdo ao controle (Figura 3D). Aos 60 dias apdés o inicio do
experimento, a EUA era de 1,15 e 1,66 para plantas inoculadas e controle,
respectivamente, enquanto que na ultima avaliacdo esses valores chegaram a 4,0 e
6,0, respectivamente. Na primeira avaliacdo, a EUA das plantas sem a presenca do
nematoide era 39% maior que as inoculadas, e aos 120 e 150 dias, a diferenca foi
de 18% e 33,6%, respectivamente.

Nas cultivares Flordaguard e Mirabolano 29-C foi observado um
comportamento semelhante, onde houve aumento da EUA até 120 dias de
avaliacdo, ressaltando que, nessas cultivares, esse aumento foi semelhante em
ambos tratamentos (Figura 3E e 3F).

A eficiéncia de Carboxilacdo, que estima a relacéo entre taxa de assimilacao
de CO, e concentragdo interna de carbono, aumentou na cv. Capdeboscq até 120
dias ap0s o inicio do experimento, onde os valores foram 37,5% maior nas plantas
controle, com valores de 0,08 e 0,06 pmol CO, m™s Pa, enquanto que aos 60 dias
esses valores foram 0,04 umol CO, m?s™ Pa™ em ambos tratamentos (Figura 3G).
Na cv. Flordaguard, ndo houve diferenca na eficiéncia de carboxilagdo entre as
plantas controle e as inoculadas, fato também observado para Mirabolano 29-C

(Figura 3H e 3I). Em todas as cultivares estudadas houve queda acentuada na
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dltima avaliacdo, tanto para plantas controle quanto inoculadas com M. javanica,
possivelmente associada a senescéncia, pois ja havia iniciado a queda de folhas.

Diversos trabalhos relatam que a formacéao de galhas pela infestagcdo com M.
incognita ou M. javanica, prejudicou o fornecimento de dgua para o dossel da planta,
causando aumento na resisténcia ao fluxo de agua e reducdo na absorcdo em
plantas de tomateiro (DORHOUT et al., 1991) e tabaco (RAHI et al., 1988), onde as
plantas inoculadas absorveram menos agua do solo, em comparacdo com plantas
nao inoculadas, mesmo em solo com agua préximo da capacidade de campo. Além
disso, Jaleel et al. (2008, 2009) verificaram alteracbes no padrédo de absorcao de
ions, translocacado e niveis de nutrientes, bem como na composicado de pigmentos,
niveis de carboidratos, alteracdo na fotossintese, respiracdo e reguladores de
crescimento no dossel das plantas infestadas.

A condutancia estomatica regula a concentracdo de CO, e a quantidade de
vapor de agua. Sabe-se que as trocas gasosas nas plantas sdo controladas pela
abertura dos estdmatos, que por sua vez pode ser regulada pelo nivel de CO;, nos
espacos intercelulares (BUNCE, 1997). O esgotamento do CO, intercelular pela
fotossintese leva a um aumento da condutancia estomética, enquanto que o declinio
no CO, intercelular, juntamente com as condi¢cdes favoraveis para a fotossintese
esta associado com um aumento na taxa de assimilacdo liquida. Uma vez que a
condutancia estomatica aumenta com a diminuicdo intercelular de CO,, a
assimilacdo pode controlar a condutancia através de mudancas no CO; intercelular
(TAHERY, 2012a). Em plantas de hibisco infectadas por nematoéides, a diminuicdo
na concentragao de CO; intercelular foi consistente com o aumento na condutancia
estomética (TAHERY, 2012b). Quando ocorre esse aumento na condutancia
estomatica nas plantas infestadas por nematdéides, a taxa de transpiracdo da folha
aumenta, diminuindo a eficiéncia do uso da agua nessas plantas (MOUSSEAU &
SAUGIER, 1992). No presente trabalho, tais efeitos foram claramente observados
nas plantas da cv. Capdeboscq infestadas por M. javanica.

A maior taxa fotossintética, registrada aos 60 dias, nas plantas da cv.
Capdeboscq inoculadas com nematoides, possivelmente esta associado ao aumento
de algum dreno metabodlico nas plantas infectadas. Em plantas de algodoeiro
inoculados com nematdides, Abrdo & Mazzafera (2001) constataram que a cultivar
sensivel aumentou a taxa fotossintética, havendo mudanca no padrdo de

distribuicdo de fotoassimilados, que foram direcionados mais intensamente para as
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raizes. A variedade IAC-20, entretanto, tida como moderadamente resistente,
apresentou grande incremento da fotossintese, superior a ‘Acala’, ndo tendo,
contudo, alterada a matéria seca de raizes. Segundo Mclaughlin & Shriner (1978),
esse aumento poderia estar relacionado ao maior gasto energético da planta no
desencadeamento dos mecanismos de resisténcia. Outra hipotese foi sugerida por
Strajnar et al. (2012), na qual o aumento da taxa fotossintética serviria para enviar 0s
fotossintatos ao sistema radicular para alimentacdo do nematoide.

Baseado nesse pressuposto, Melakeberhan et al. (1990) investigaram se
cultivares resistentes e suscetiveis poderiam consumir sua energia diferentemente,
seja para defender-se contra a infeccdo e reproducdo do nematoide, seja para
reparar os danos causados pela infeccdo. Assim, esses autores conduziram ensaios
nos quais notaram que a energia consumida por nematdéides representou grande
parte da energia consumida pela planta, tanto na cultivar tolerante como na
suscetivel. Embora tendo observado maior dano na cultivar suscetivel, os resultados
obtidos levaram os autores a concluir que também existe gasto consideravel de
energia na cultivar tolerante, em consequéncia do processo de defesa e reparo.

O fechamento estomatico ajuda a manter o elevado teor de agua nas folhas,
porém, resulta na reducao da atividade fotossintética e transpiracdo (TEZARA et al.,
2002). Contudo, h& referéncias de que, sob estresse leve, um ligeiro declinio na
condutancia estomatica pode ter efeito protetor, permitindo a planta economizar e
melhorar a eficiéncia do uso da agua (CHAVES et al., 2009). De acordo com Tahery
(2012a), em trabalho realizado com hibisco sob efeito de M. incognita, foi verificado
que a eficiéncia do uso da agua das plantas aos 30, 60 e 90 dias apés o inicio do
estresse aumentou com a presenca do nematoide. O aumento da eficiéncia do uso
da agua indicou que a assimilacdo foi menos inibida do que a transpiracao,
explicando que a limitagdo das trocas gasosas foi devido ao fechamento dos
estOmatos.

Mudancas na gs dependem de fatores hidraulicos das células estomaticas
(conteudo de agua, potencial hidrico e presséo de turgor), incluindo o transporte de
agua atraves das membranas além de processos metabdlicos (por exemplo, 0s
relacionados ao ABA) (LAWLOR & TEZARA, 2009). Isso foi observado nas plantas
das trés cultivares estudadas neste ensaio, inclusive as inoculadas com nematoide

das cultivares Flordaguard e Mirabolano 29-C.
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Por outro lado, as plantas inoculadas da cv. Capdeboscq mantiveram uma
condutancia estomatica maior que as plantas controle durante todas as avaliacdes, o
gue permitiu maior taxa transpiratoria e, consequentemente, menor eficiéncia no uso
da agua. Essa resposta esta relacionada ao fato de que Capdeboscq ser suscetivel
e estar com o sistema radicular das plantas infestado por M. javanica (Tabela 1), o
gue causa diversas alteragdes, como reducéo no crescimento da planta, diminuigao
do alongamento celular devido a menor quantidade de agua nos tecidos e menor
assimilacdo de agua e nutrientes pelas raizes Tahery (2012a). Santos (2012)
também observou restricdo do surgimento de novas folhas, senescéncia foliar,
murcha, e influéncia no acumulo de matéria seca.

A concentracdo interna de CO, (Ci) no mesofilo foliar é reduzida pelo
fechamento estoméatico, com consequente diminuicdo na taxa de assimilacdo de
diéxido de carbono (JADOSKI et al., 2005). A reducédo da assimilagdo de CO; foi
caracterizada pela diminuicdo na eficiéncia de carboxilacdo nesse mesmo periodo
por todas as cultivares. A reducado de poder redutor e moléculas transportadoras de

energia pode ser uma das explicacdes para a queda de tais parametros.
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Figura 3: Taxa transpiratoria (E), eficiéncia do uso da agua (EUA) e eficiéncia de
carboxilacdo (EC) em plantas de portaenxertos de pessegueiro cv. Capdeboscq (A,D
e G), Flordaguard (B, E e H) e ameixeira cv. Mirabolano (C, F e I) inoculadas e nao
inoculadas com nematoide. As barras representam o erro padrdo da média de trés
repeticoes.

O decréscimo na producdo do pessegueiro decorrente do parasitismo de M.
javanica deve-se, em parte, ao fato de ser uma cultura perene, propiciando
condicdes para o aumento da populacdo do nematoide na area de plantio com o
passar dos anos, permitindo a esse patdgeno alcancar altos niveis populacionais em
todas as fases fenoldgicas. Quando ha irregularidade na precipitacdo, fato comum
na regiao de plantio de pessegueiros na regido sul do RS, podem ocorrer alteragbes
nas relacbes hidricas e na absorcdo de nutrientes pela planta. Essas alteracdes
podem ser mais agravantes se o sistema radicular das plantas estiver parasitado por
nematoides.

Baseado no exposto, verifica-se que esta pesquisa fornece uma nova
perspectiva e informacfes fisiologicas de plantas de Prunus em resposta a
nematoides, que poderéo ser utilizadas na selecdo de portaenxertos resistentes a

este parasita das raizes. No entanto, sdo necessarios estudos também a campo,
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onde ha grande variagcdo de outros fatores que interagem com propriedades
fisiologicas da planta, os quais poderdo auxiliar a entender ainda mais a respeito da

interacdo pessegueiro-nematoide.

CONCLUSOES

As cultivares Capdeboscq, Flordaguard e Mirabolano 29-C sdo suscetiveis,
resistentes e imunes, respectivamente, a M. javanica

N&o houve alteracdo nas trocas gasosas nas cv. Flordaguard e Mirabolano
29-C por efeito da inoculacéo das plantas com M. javanica.

A reducéo da atividade fotossintética esta relacionada com a diminuicdo da
eficiéncia de carboxilacdo, mesmo que as condi¢cdes impostas pelo estresse nao

afetem a concentracao interna de gas carbénico.
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CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados obtidos no presente trabalho confirmam que a pesquisa e o
desenvolvimento de novas ferramentas que avaliem as respostas fisiologicas em
portaenxertos sdo de extrema importancia para a cultura do pessegueiro,
possibilitando resultados que poderdo ser empregados no melhoramento genético
da cultura.

Os estudos fisioldgicos envolvendo nematdides sdo escassos na literatura
brasileira. Dessa forma, o conhecimento sobre as variagdes nas trocas gasosas
influenciadas por estresses bidticos e abibticos fornecem informacdes que podem
ser empregadas na avaliacdo de portaenxertos, auxiliando processos de selecéo de
novos genotipos.

As informagdes geradas no presente trabalho podem auxiliar em estudos

futuros de comportamento fisiolégico e melhoramento genético de Prunus.
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