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INTRODUCAO

As peroxidases (GPX) séo glicoproteinas que, em situacdes de estresse, podem atuar em um
processo de lignificacdo, promovendo a ligacdo entre monolignois parcialmente oxidados, num
processo de enrijecimento de parede celular que retarda o parasitismo fangico (CAVALCANTI et
al., 2007). As polifenoloxidases (PPO) de plantas atuam de modo complementar a formacdo de
lignina, pois participam da sintese de melaninas a partir de o- e p- difendis, que sdo oxidados a
quinonas que, por sua vez, se ligam espontaneamente (ALAGAR et al, 2010). E conhecido que a
célula da videira, quando ameacada por parasitismo, investe energia na sintese de compostos
fenolicos antimicrobianos chamados por fitoalexinas, notadamente o resveratrol e derivados
(viniferinas), e antocianinas (LIMA et al, 2012). Nas areas de producdo da uva da regido da Serra
Gaucha, equipamentos empregando a tecnologia TPC (Thermal Pest Control), que promove um
fluxo de ar quente (60 a 120° C) na copa das plantas, tém sido usados nos Gltimos anos para o
controle de doenca da videira, principalmente o mildio. Considera-se a hipdtese de que um dos
mecanismos bioldgicos para a reducdo de lesdes esteja associado ao enrijecimento de parede celular
promovido pelo fluxo de ar quente. O estudo teve como objetivo monitorar enzimas relacionadas a
sintese de lignina (GPX) e melanina (PPO), e polimeros derivados do &cido tioglicélico, a partir da
imposicdo de um fluxo de ar quente, em duas temperaturas (60 e 120° C), em plantas de videira

Cabernet Sauvignon (Vitis vinifera L.) e Bord6 (V. labrusca).

MATERIAL E METODOS

Plantas das variedades Cabernet Sauvignon (CS) e Bordd, em condicOes de casa de
vegetacdo (Embrapa Uva e Vinho, lat.: 29,1° S, lon.: 51,5° O) cultivadas em sacos plasticos com
substrato 2:0,5:1 areia/argila/lhumus, 45 dias ap6s rebrota, foram submetidas a dois tratamentos
térmicos. Cada tratamento consistiu na aplicacdo de um fluxo (500 L min™) de ar quente por 0,5 s,
em Unica aplicacdo, simulando o fluxo que é expelido pelo equipamento TPC a uma temperatura de
60° C e 120° C. O grupo controle (Ctrl) permaneceu com as folhas expostas a temperatura ambiente
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(aproximadamente 25° C) resultando em 3 tratamentos, ou seja, dois com tratamento térmico e um
sem. De cada tratamento foram realizadas coletas de folhas para extracdo de proteinas sollveis
totais, as 12, 24, 48 e 72 horas ap0s tratamento (HAT), em trés repeti¢Bes por tratamento e tempo de
coleta, perfazendo um esquema fatorial 2 x 3 x 4, dispostos em delineamento inteiramente
casualizado. Ap0s a coleta, as amostras foram acondicionadas e resfriadas em nitrogénio liquido. A
extracdo de proteinas soluveis totais foi realizada por maceragéo do tecido fresco em tampao fosfato
de potassio (PBS) (100 mM, pH 8.0, 1 mM de PMSF, 2% PVP e NaCl 1 M), em uma relagdo 1:5
m/v. O extrato filtrado foi centrifugado por 13 min. a 4° C a 12600 x g e o sobrenadante recolhido.
A dosagem de proteinas sollveis seguiu 0 método de Bradford (1976), em aliquotas e dilui¢bes
adequadas para a curva padrdo de albumina sérica bovina (BSA). A determinacédo da atividade de
GPX seguiu metodologia de Urbanek et al. (1991), com modificacdes. A mistura de reacdo conteve
guaiacol 60 mM e H,0O, 30 mM, com diluigdes, tempo de reacdo e aliquotas para cada cultivar
ajustadas para maximizar a catélise enzimética, com leitura em DO (densidade 6ptica) 480 nm. Para
determinacéo da atividade de PPO, usou-se procedimento andlogo ao utilizado para GPX, por meio
da adicédo de pirocatecol (50 mM) na mistura de reacdo, e leitura DO 410 nm (GAUILLARD et al.,
1993). Para os ensaios, uma unidade de atividade (UA) foi definida como a alteracdo de uma
unidade DO, por miligrama de proteina, por minuto. Para quantificacdo de lignina, aliquotas de 0,2
mg de tecido foliar fresco foram homogeneizadas e incubadas com acetona PA 85% por 48 h,
centrifugado a 7500 x g por 15 min. O precipitado foi seco e incubado com 5 mL de &cido
tioglicolico em HCI 2 N durante 4 h. Apds procedimento de lavagens e centrifugacdes, a
absorbancia a 280 nm foi medida e valores convertidos em curva padrdo de alkali-2-hidroxipropil
éter (MONTIES, 1989). Variaveis estudadas foram analisadas por ANOVA e as variancias

submetidas a testes F, a 5% de significancia.

RESULTADOS E DISCUSSAO

As atividades das enzimas GPX nas plantas da variedade CS submetidas ao fluxo de ar
quente de 120° C foram menores do que em plantas submetidas a 60° C, as quais mantiveram o
mesmo nivel do controle, durante o intervalo 12-72 HAT (Figura 1). De modo contrario, na cv.
Bordo, os niveis de atividade da GPX entre 12-72 HAT nos tratamentos 60° C e 120° C, foram
aumentados, em relacdo ao controle, sendo que em 120° C o aumento foi maior entre 12-48 HAT.
Considerando atividades das enzimas PPO na cv. CS, no intervalo estudado, plantas expostas a 60°
C e 120° C mostraram aumento significativo em relacdo ao controle. Na cultivar Bordd, aumentos
nas atividades de PPO foram ainda mais evidentes, com magnitudes proporcionais aos niveis de
temperatura do fluxo de calor aplicado sobre as folhas (Figura 1). Tanto na cv. CS quanto na cv.
Bord6 foi observado uma queda intrigante na concentracdo de fendis hidrossoltveis no periodo 12-

72 HAT, tanto nas plantas tratadas (ainda mais proeminente na cv. CS), quanto no grupo controle.
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Figura 1 - Atividades das enzimas peroxidases (GPX), polifenoloxidases (PPO) e fenois
hidrossolGveis totais em folhas de videira cvs. Cabernet Sauvignon e Bordd. Fluxo de ar quente, 60°
C (-1-), 120° C (-A-) e plantas controle 25° C (Ctrl,-O-). Barras de erros indicam desvio-padrao da
média. Asteriscos indicam diferencas significativas entre valores, em funcdo da temperatura, em
cada tempo, de acordo com o teste F ao nivel de significancia de 5%.
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Figura 2 - Teores de lignina em folhas de videira, CS e Bordd, 72 HAT, em niveis de temperatura
do fluxo de calor 25, 60 e 120° C. Barras de erros indicam desvio-padrdo. Ndo ha diferencas

significativas entre as médias, de acordo com o teste F (P < 0.05).
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Com relacdo aos teores de polimeros detectados pelo ensaio do &cido tioglicolico (lignina),
houve uma resposta ndo significativa de aumento nas plantas de CS submetidas aos dois niveis de
fluxo térmico, com relacdo ao controle 72 HAT (Figura 2). Plantas cv. Bordd expostas ao
tratamento de 120° C mostraram um indicio de actimulo de lignina, com relagéo ao grupo controle e
as plantas de 60° C. No entanto, em ambas as cultivares, diferencas significativas ndo foram
encontradas, em 72 HAT (Figura 2).

CONCLUSOES
Nas cultivares CS e Bordd, dois niveis de fluxo de ar quente sobre folhas de videira
promoveram sensivel reducdo nas atividades de peroxidases (a 120° C) e aumento nas atividades de
PPO em ambas as cultivares, em 12-72 HAT. Até 72 HAT, néo se evidencia acumulo de derivados

de tioglicdélico (lignina, melanina) em folhas de ambas as cultivares.
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