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RESUMO

LERIN, Joviana, MSc.; Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro.
Fevereiro de 2016. Propriedades Hidraulicas em Bagas em Desenvolvimento de
Vitis labrusca L. cv. Niagara Rosada: Relacdo Entre Vitalidade do Mesocarpo e
Funcionalidade do Xilema. Orientador: Ricardo Enriqgue Bressan-Smith.

O xilema € o principal fornecedor de agua para bagas desde o aparecimento do
fruto até o inicio do amadurecimento. Deste ponto em diante, ocorre diminui¢éo
no influxo de 4gua, como resultado da reducdo do gradiente hidrostatico entre o
xilema do pedicelo e o xilema da baga. Neste trabalho, a variedade Niagara
Rosada (Vitis labrusca L.) foi utilizada como modelo de estudo com a expectativa
de entender as variacdes do fluxo da seiva do xilema durante o desenvolvimento
das bagas, e que uma provavel diminuicdo estaria associada a perda de
permeabilidade das membranas celulares e, consequentemente, da vitalidade das
células do mesocarpo. As bagas foram avaliadas semanalmente a partir dos dez
dias apés a antese (DAA) até 95 DAA (bagas p6s-maduras) e foram avaliadas em
termos de funcionalidade do xilema por meio de dois métodos de coloragdo, com
base na absorcéo de fucsina acida: a infusdo passiva e o sistema de capilaridade.
A ocorréncia de efluxo foi avaliada em bagas ligadas a planta-mée, utilizando um
sistema de coloragdo do xilema por infuséo reversa. Além disso, a vitalidade das
células do mesocarpo foi observada pelo uso de um corante fluorescente (FDA).
Os resultados das analises de vitalidade celular do mesocarpo e funcionalidade
do xilema comprovaram que, tanto influxo quanto efluxo de agua, via xilema,

Vi



cessaram no inicio do amadurecimento, no mesmo periodo em que a taxa de
perda de vitalidade celular no mesocarpo foi intensificada. As mudancgas
fisiologicas avaliadas aconteceram no inicio do amadurecimento para a variedade
Niagara Rosada, levando as bagas ao isolamento hidraulico dos vasos xilematico.
A paralisacao do fluxo de agua via xilema, durante o amadurecimento, favoreceu
a manutencdo de caracteristicas fisicas das bagas, como a conservagéo do
tamanho, mesmo quando essas atingiram elevada taxa de perda de vitalidade

celular.

Palavras-chave: uva, amadurecimento, morte celular, fluxo vascular.
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ABSTRACT

LERIN, Joviana, MSc.; Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro.
February 2016.Hydraulic Properties in Developing Berries of Vitis labrusca L. cv.
Niagara Rosada: Relationship Between Mesocarp Vitality and XylemFunctionality.
Adviser: Ricardo Enrigue Bressan-Smith.

Xylem is the main water supplier for berriesfrom the appearance of the fruit until
the beginning of ripening. Thereafter, it occurs a decrease in the water inflowas a
result of the reductionin the hydrostatic gradient between the pedicel xylem and
the berry xylem. In this study, the Niagara Rosada (Vitis labrusca L.) variety was
used as a model with the expectation to understand the changes in the xylem sap
flow during the development of berries and whether a probable decrease is
associated with loss of permeability of cell membranes, and consequently the loss
of vitality in the mesocarp cells.The berries were collected weekly from 10 DAA
(days after anthesis) to 95 DAA (post-repined stage) and evaluated for xylem
functionality using two staining methods based on the acid fucsin absorption:
passive infusion and simple wicking system. Backflow was evaluated in berries
attached to the vine using axylem staining system by reverse infusion).
Furthermore, the vitality of mesocarpcells was observedby using a fluorescent
dying (FDA). The analyzes of mesocarp cell vitality and xylem functionality showed
thatboth water inflow and backflow via xylem ceased at the beginning of ripening,
at the same period in which the loss rate of cellular vitality in the mesocarp was
intensified.The physiological changes evaluated occurred at the beginning of

ripening for the Niagara Rosadavariety, leading the berries to the hydraulic

viii



isolation of xylem vessels.The standstill of the water flow via xylemduring
ripeninghasfavored the maintenance of physical characteristics of theberry,such
as size conservation, even when the berries reached elevated loss rates of cellular

vitality.

Keywords: grape, ripening, cell death, vascular flow.



1. INTRODUCAO

O fluxo de &gua atravées dos tecidos vasculares tem importante
contribuicdo para o crescimento e desenvolvimento das bagas de uva (Bondada
et al., 2005), devido ao aumento no turgor e expansao celular (Thomas et al.,
2006; Matthews et al., 2009). Estudos indicam que a dinamica do fornecimento de
agua varia com o periodo de desenvolvimento da baga, sendo o xilema o principal
fornecedor desde o aparecimento do fruto até o amadurecimento, periodo
denominado veraison, em que se iniciam alteracbes no acumulo de acucares,
variacbes em niveis hormonais, aumento na deformabilidade da baga, mudanca
na coloracdo da casca e em componentes do sabor da baga (Coombe e
McCarthy, 2000; Ribéreau-Gayon et al., 2003; Castellarin et al., 2011). Em bagas
pdos-veraison, 0 crescimento e o amadurecimento parecem ficar dependentes do
influxo de 4gua via floema (Tyerman et al., 2004).

A mudanca no fornecimento de agua apoOs o veraison, de xilema para
floema,tem sido detectada por técnicas de absorcdo de corantes e absorcdo de
calcio pelos vasos xilematicos da baga, sugerindo que havia perda de
funcionalidade do xilema devido a formacédo de barreiras fisicas nos vasos, como
impregnacao por tilose ou dano estrutural. Essa foi a primeira evidéncia para
explicar o isolamento hidraulico, que pode acontecer em escala celular, em que
células do mesocarpo podem ser isoladas do apoplasto circundante ou do tecido
xilemético, e em escala do 6rgdo, em que os vasos do xilema do fruto se tornam
isolados do xilema da planta mae (During et al., 1987; Findlay et al., 1987; Lang e
During, 1991; Creasy et al., 1993; Coombe e McCarthy, 2000, Rogiers et al.,
2000; Tyerman et al., 2004).



Entretanto, a interrupgdo fisica foi contestada a partir de avaliacdes da
condutancia hidraulica do xilema, com o auxilio de sonda de pressdo, mostrando
um progressivo aumento da resisténcia a entrada de agua na baga ao longo do
desenvolvimento e ndo simplesmente a interrupcao fisica do xilema (Tyerman et
al., 2004; Choat et al., 2009). Qualitativamente, Bondada et al., (2005) também
confirmou a existéncia de condutancia hidraulica em bagas pds-veraison, a partir
da movimentacdo de corante, quando foi fornecida uma forca de conducao
suficiente para manter o fluxo, via xilema, para dentro da baga. Isso confirmou a
hip6tese de redugdo do gradiente hidrostatico entre o xilema do pedicelo e o do
mesocarpo da baga (Bondada et al., 2005), mesmo com existéncia de um
potencial osmotico fortemente negativo no apoplasto do mesocarpo de bagas
pés-veraison (Tyerman et al., 2004).

Adicionalmente, Lang e During (1991) sugeriram a perda de
compartimentacdo das células do mesocarpo como uma parte normal do
desenvolvimento da baga. Isso explicaria a perda generalizada do contetdo
celular para o apoplasto, levando a perda da viabilidade celular, da firmeza e da
presséo de parede da célula. A tens&o nos vasos xileméaticos do pedicelo sé pode
ser equilibrada pelo potencial osmético negativo das células do mesocarpo se
estas permanecerem com permeabilidade seletiva (Tilorook e Tyerman, 2008).
Com isso, a tensdo formada seria suficiente para gerar o influxo de agua da
planta-mée para a baga, via xilema (Tyerman et al., 2004; Bondada et al., 2005).
Dentro desse contexto, é interessante verificar a funcionalidade do xilema e sua
relacdo com a vitalidade das células do mesocarpo, mais precisamente sobre a
atividade das membranas celulares do mesocarpo das bagas.

A perda de vitalidade das células do mesocarpo tem sido relatada, no final
do amadurecimento, quando as bagas alcancam o peso maximo (Lang e Diring,
1991; Dreier et al., 1998; Sadras e McCarthy, 2007). Em bagas pdés-veraison de
Syrah e Chardonnay, a morte celular atingiu cerca de 30% e 50% da area do
mesocarpo, respectivamente (Fuentes et al., 2010). Em bagas de Syrah, houve
ainda mudanca no fluxo de &gua, via xilema, para fora de bagas, fenbmeno
denominado backflow ou efluxo. Tilorook e Tyerman (2009) demonstraram que,
para essa variedade, o efluxo pode ocorrer até 118 dias apés a antese e é

intensificado justamente quando se inicia a perda de vitalidade das células do



mesocarpo, portanto, estes fatores ocorrendo ao mesmo tempo seriam
responsaveis pela rapida perda de peso e murcha das bagas a partir do veraison.

Diante do exposto, torna-se essencial a compreensao sobre o declinio do
fluxo de agua, via xilema, ao longo do desenvolvimento das bagas e as diferencas
varietais que podem ter influéncia em tais alteragbes. A variedade Niagara
Rosada (Vitis labrusca L.) parece apresentar uma predisposicdo a ocorréncia de
perda de vitalidade das células do mesocarpo a partir do veraison, percebida
fisicamente pela mudanca da consisténcia da polpa que se torna mais tenra e
pouco crocante. A ocorréncia de perda da permeabilidade das membranas
celulares pode ter como consequéncia mudancas nas propriedades fisiol6gicas
das bagas, por exemplo, no fluxo de agua da planta-mée para a baga e vice-
versa.

Este trabalho tem como objetivo compreender se a mudanca na tensao
do xilema entre baga e planta-méae, que ocasiona alteracao no influxo e efluxo de
agua via xilema, esta associada a perda da permeabilidade das membranas e,
consequentemente, da vitalidade das células do mesocarpo, durante a fase de

amadurecimento da baga.



2. HIPOTESE

A alteracdo no gradiente de pressdo do xilema, que tem influéncia na
mudanca de influxo e efluxo de 4gua durante o amadurecimento das bagas, esta
associada a perda da permeabilidade das membranas e, consequentemente, da

vitalidade das células do mesocarpo durante a fase de amadurecimento da baga.



3. OBJETIVO

3.1. Objetivo Geral

Este trabalho tem como objetivo compreender se a mudanca na tensao
do xilema entre baga e planta-méae, que ocasiona alteracdo no influxo e efluxo de
agua via xilema, esta associada a perda da permeabilidade das membranas e,
consequentemente,da vitalidade das células do mesocarpo, durante a fase de
amadurecimento da baga.

3.2. Objetivos Especificos

- Comprovar a diminuicédo do fluxo de agua via xilema, durante o amadurecimento
das bagas.

- Mostrar que ha aumento da perda de permeabilidade das membranas celulares
e, consequentemente, perda de vitalidade das células do mesocarpo durante o
amadurecimento das bagas.

- Compreender se tais alteracbes em nivel celular podem explicar a mudanga no

influxo e efluxo de agua na baga durante o amadurecimento.



4. REVISAO DE LITERATURA

4.1. Aspectos gerais da morfologia e fisiologia da videira

O provével centro de origem da videira é a atual Groenlandia, a difusao
da videira em centros de refagio, durante a era glacial, resultou em adaptaces
que determinaram o surgimento de variagcbes entre as milhares de espécies
existentes (Camargo, 1998). O género Vitis, pertencente a familia das Vitaceae, é
composto por mais de 70 espécies, entre elas estdo Vitis vinifera, Vitis labrusca,
Vitis riparia e Vitis rupestris. Dentro de tantas espécies destacam-se aquelas para
0 consumo “in natura” e elaboracdo de vinhos, sucos, entre outros, como Vitis
vinifera e Vitis labrusca. A primeira é originada na Eurasia, na regido
compreendida entre os Mares Negro e Caspio, ao Sul do Caucaso, e a segunda
na América do Norte (Hardie, 2000; Miolo e Miele, 2003; lland et al., 2011).

A videira é considerada uma planta de clima temperado, embora
apresente adaptabilidade a variadas condi¢cfes climaticas. As fruteiras de clima
temperado caracterizam-se pela queda das folhas no final do ciclo reprodutivo e
entrada em dorméncia, como consequéncia de temperaturas mais frias
decorrentes do inverno. Nas regibes de clima tropical, onde o inverno ndo é
rigoroso ou tem curta duracéo, a videira ndo entra em dorméncia, favorecendo a
producdo de fotoassimilados e o seu crescimento (Galet, 1983; Hidalgo, 2002;
Ledo e Da Silva, 2003).

A dorméncia é o periodo de repouso natural de um vegetal, influenciado

pelas condicbes ambientais, em que o metabolismo e o crescimento das plantas



sdo diminuidos ou paralisados até o retorno de condic¢des climéticas favoraveis ao
seu desenvolvimento. ApGs o repouso hibernal inicia-se uma sucesséo de fases
que caracterizam o0 seu desenvolvimento vegetativo, sendo que o
desenvolvimento de novas brotacfes € influenciado pelo clima do ano anterior,
tendo interferéncia nas frutificagbes seguintes (Lang et al., 1987; Giovannini,
1999; Petri et al., 2006; lland et al., 2011).

A videira € uma planta trepadeira, lenhosa de porte arbustivo (Mullins et
al.,1992) perene e de folhas deciduas (Pommer, 2003). As folhas
fotossinteticamente ativas e mais proximas do cacho sédo as que fornecem a
maior parte dos aclcares necessarios para o desenvolvimento da baga, assim
como, para o crescimento e metabolismo da videira de maneira geral (Candolfifi-
Vasconcellos et al., 1994; Jackson, 2008; lland et al., 2011).

Em regides de clima temperado, com a chegada do inverno e a
consequente queda das folhas, as gemas ficam em estado de dorméncia, assim,
0S ramos maduros armazenam uma grande quantidade de carboidratos, que
servirhA como fonte de energia para o crescimento das proximas brotacdes,
quando houver condi¢des climéticas propicias para o seu desenvolvimento (lland
et al., 2011).

A videira € caracterizada por possuir um complexo de gemas axilares,
formada por gema lateral ou “gema pronta” e gema latente ou composta (Mullins
et al., 1992; Pommer, 2003). A gema lateral desenvolve-se no mesmo ciclo de
sua formagdo, ndo entram em dorméncia e raramente apresentam
inflorescéncias. A gema composta ou latente é constituida por uma gema primaria
central e duas gemas secundarias menores, sendo que cada componente pode
apresentar primordios foliares e primérdios de inflorescéncia ou de gavinha
(Morrison, 1991).

A inflorescéncia € chamada de panicula e sua estrutura tem forma
piramidal (Pratt, 1971; Martin et al., 2009). No geral, as variedades de videira
cultivadas possuem flores hermafroditas, ou seja, possuem estame e pistilo na
mesma flor, podendo ocorrer autofecundacédo (Oberle, 1938), porém a fertilizacao
cruzada também pode ocorrer quando o polen de uma videira é transferido para a
parte fémea de outra e a fertilizacdo acontece (Hardie, 2000; lland et al., 2011).

O cacho é composto por pedunculo, raquis, pedicelo e flores que quando

fertilizadas se tornardo bagas (Figura 1). A sua estrutura, comprimento, largura e



peso podem variar, dependendo da variedade e das praticas de manejo (lland et
al., 2011).
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Figura 1. Estrutura do cacho. Fonte: Adaptado de lland et al. (2011).

A uva é um fruto do tipo baga simples carnosa, reunida em cachos,
constituida basicamente por casca, polpa e sementes (Figura 2). Seus tecidos
sao subdivididos em porcéo externa, que consiste em tecidos entre a hipoderme e
0s vasos periféricos e a parte interna formada de vasos periféricos e axiais. A
porcao basal de vasos periféricos e axiais proxima ao pedicelo é conhecida como
brush ou pincel, por onde sdo fornecidos aguas e solutos para a baga (Ribéreau-
Gayonet al., 2003; Jackson, 2008).
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Figura 2. Esquema anatbmico da baga de uva. Fonte: Adaptado de Kennedy (2002).

Na porcao celular, o vacuolo de células da polpa e da casca € o
responsavel por armazenar grande parte da agua e componentes quimicos
(acucares, compostos fendlicos, acidos e substancias aromaticas). A 4gua e 0s
compostos soluveis sdo fornecidos a baga pelos feixes vasculares xilema e
floema (Matile, 1978; Coombe e Bishop, 1980; lland et al., 2011).

De acordo com os padrdes botanicos, a estrutura da baga (pericarpo)
estd dividida em exocarpo (exterior), mesocarpo (parte média) e endocarpo
(interior da baga) (Jackson, 2008). O mesocarpo da uva € composto basicamente
de aclcares, que representa, aproximadamente, 80% do seu peso seco, cations,
aminoacidos e compostos fendlicos (Coombe, 1976; Ribéreau-Gayon et al., 2003;
Castellarin et al., 2011).

A casca é formada por trés camadas distintas: a cuticula - camada mais
exterior, recoberta por uma capa de cera denominada pruina; a epiderme -
camada intermediaria que pode conter uma ou duas camadas de células e; a
hipoderme - camada interna, formada por duas camadas de células diferenciadas,
sendo uma superficial e outra mais profunda. Com a funcéo de protecéo, a casca
apresenta grande importancia para a baga por atuar como uma barreira

hidrofébica contra danos mecénicos, desidratacdes, infeccdes fungicas e radiacdo
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UV. Além disso, nela estdo contidos, aproximadamente, 30% dos compostos
fenodlicos totais, entre eles &cidos benzoico e cindmico, flavonoides e taninos.
(Martin, 1964, Lecas e Brillouet, 1994; Ribéreau-Gayon et al., 2003).

A evolucdo do desenvolvimento do pericarpo das bagas, ao longo do
tempo, foi uma adaptacdo necessaria para aumentar a capacidade de dispersédo
das sementes (lland et al., 2011). As sementes constituem, no maximo, 6% do
total do peso fresco da uva, nela encontra-se o embrido e € onde esta contida a
maior parte dos compostos fendlicos da baga, aproximadamente 60% do total
(Chira et al., 2009).

Segundo Hardie (2000), o desenvolvimento da baga pode ser descrito
em dois ciclos, baseados no desenvolvimento das sementes: o primeiro de
protecdo e o segundo de preparacao para a dispersédo das sementes. O primeiro
ciclo ocorre durante a frutificacdo até o inicio do amadurecimento, quando a baga
acumula varios componentes, como acido malico, 4cido tartarico e taninos, que
protegem a baga e previnem a dispersao das sementes antes de estarem viaveis.
No segundo ciclo (fase de amadurecimento da baga), ocorrem altera¢cdes como, a
diminuicdo dos niveis de acido malico, acido tartarico e taninos, mudanca da
coloracdo da casca e acumulo de agucares, entre outras mudancas, que tornam a
baga atrativa para passaros e outros agentes que auxiliam na dispersdo das
sementes, quando estas se tornam maduras e viaveis, podendo germinar e

formar uma plantula, quando em contato com o solo.

4.2. Crescimento e desenvolvimento da baga

A uva é considerada um fruto ndo-climatérico, ou seja, sua maturacéo nao
depende do horménio etileno, por isso, ela necessita estar ligada a planta-mae
até a sua completa maturagdo, para atingir as caracteristicas desejaveis para
consumo (Coombe e Hale, 1973; Chaves e Melo-Faria, 2006; Bapat et al., 2010).

O desenvolvimento das bagas é caracterizado por um crescimento em
volume acompanhado pela evolugdo das suas caracteristicas fisicas e quimicas
(Reynolds et al., 1986). Seu padrao de crescimento evolui de acordo com uma
curva sigmoidal dupla (Coombe, 1976), definidas por duas fases: primeira de
formacédo e a segunda de amadurecimento (Figura 3), e essas duas fases estédo
divididas em quatro etapas de crescimento: 1°: crescimento pré-veraison, 2°:

crescimento lento ou sem crescimento, 3°: crescimento pdés-veraison e 4°:
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encolhimento apés o amadurecimento (Coombe, 1995; Coombe e lland, 2004;
lland et al., 2011).

- Desenvolvimento da baga >

Fase 1 ; Fase 2
«_ Formacao =L Amadurecimento
da baga da baga .

v\ Murcha

Crescimento
pds-veraison

Peso fresco da baga (g)

\

Crescimento
pré-veraison

Pegamento Veraison | Maturag&o I

- Tempo >

Figura 3. Curva de crescimento sigmoidal dupla em bagas de uva. Fonte: Adaptado de
lland et al. (2011).

A primeira fase de crescimento (formacéo da baga) € marcada pelo inicio
do desenvolvimento da baga (apdés o estadio de pegamento dos frutos) e tem
como principal caracteristica o predominio da divisdo e multiplicacdo celular.
Durante essa fase, a taxa de divisdo celular € positivamente relacionada com a
taxa de desenvolvimento das sementes e 0 numero de sementes esta
correlacionado com a concentracdo dos horménios de crescimento, citocinina e
giberelina.

Além disso, nessa fase, as bagas séo verdes e duras,com uma intensa
atividade metabolica percebida pela elevada taxa respiratoria, ha também,

acumulo de acidos, fendlicos e cations, sendo que, alguns podem atingir o seu
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méaximo acumulado até o inicio do amadurecimento. Nessa fase, com duracéo de
cinco a sete semanas, a agua e nutrientes séo fornecidos tanto via xilema quanto
via floema e também pode ocorrer transpiracdo atraves de estdbmatos existentes
na casca da baga (Findlay et al., 1987; Lang e Thorpe, 1989; Greenspan et al.,
1994; Dreier et al., 2000; Ribéreau-Gayon et al., 2003; Rogiers et al., 2004, lland
et al., 2011).

Entre a primeira e a segunda fase, ocorre uma rapida etapa, com duracao
de oito até no maximol5 dias, onde crescimento da baga é lento ou inexistente,
sendo que esse periodo representa a conclusdo da primeira fase, quando ocorre
a lignificacdo do endocarpo (endurecimento do carogo) e crescimento do
endosperma. O final da fase de formacdo da baga coincide com o inicio do
amadurecimento, que € marcada, principalmente, pela alteracdo da cor da casca.
Na segunda fase (fase de amadurecimento), a expanséo celular recomeca no
mesocarpo e a baga continua a aumentar de tamanho até alcancar seu peso
maximo. Essa fase € marcada, também, por grande atividade bioquimica que
alteram aroma, sabor e textura da baga (Greenspan et al., 1994; Coombe e
McCarthy, 2000; Matthews et al., 2009; lland et al., 2011).

O inicio do amadurecimento das bagas ocorre entre o final da primeira e
inicio da segunda fase de crescimento, denominado Veraison, que significa o
inicio de mudancas fisiol6gicas fundamentais e culmina com o amadurecimento
da baga. Essa expressao € usada para definir o grande nimero de alteracdes que
ocorre a partir da segunda fase de desenvolvimento, como mudang¢a na cor da
casca, causada pela diminuicdo da clorofila e acumulo de antocianinas,
amolecimento da baga, acumulo de acucares, declinio da acidez, mudanca em
nivel hormonal, aumento no volume da baga, entre outros (Coombe, 1992;
McCarthy e Coombe, 1999; Coombe e McCarthy, 2000; Ribéreau-Gayon et al.,
2003; Jackson, 2008; Castellarin et al., 2011; lland et al., 2011).

Tais mudancgas contribuem para o completo amadurecimento da uva,
podendo estar inter-relacionadas, porém, sem que acontegam ao mesmo tempo.
O amolecimento das bagas, por exemplo, ocorre no inicio da segunda fase de
crescimento, varias semanas antes do amadurecimento e possivelmente precede
a retomada da expanséao celular (Coombe, 1976).

Também é notado um decréscimo do turgor antes de ocorrer o acumulo

de acucares e antocianinas (Thomas et al., 2008; Matthews et al., 2009). A volta
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da expansdo celular, no inicio da segunda fase de desenvolvimento do fruto é
seguida pelo acumulo de solutos e 4gua e esta contribui para o0 aumento de peso
das bagas, ao mesmo tempo, grande quantidade de outros componentes solluveis
se acumulam na baga (Coombe, 1976; Ribéreau-Gayon et al., 2003).

Os acucares, importados via floema, por rota simplastica até o veraison e
apoplastica durante o amadurecimento (Zhang et al., 2006), sdo rapidamente
metabolizados durante o desenvolvimento da baga, porém, com o inicio do
amadurecimento algumas modificacdes metabdlicas ocorrem permitindo que
esses agucares acumulem.

Entre essas modificacdes, a diminuicdo da atividade respiratéria € um dos
responsaveis pelo maior acimulo de acgucares na baga nesse periodo, uma vez
que, antes do veraison existe uma grande intensidade respiratoria, na qual a
polpa e as sementes sdo 0s principais sitios respiratdrios ativos, jA& ap0s o
veraison, a atividade respiratoria € menos intensa e fica restrita a casca da baga
(Coombe, 1976; Ribéreau-Gayon et al., 2003; Zhang et al., 2006; lland et al.,
2011).

A diminuicdo do teor dos hormonios de crescimento, como a auxina e o
aumento de &cido abscisico e etileno, assim como, o aumento de reguladores de
crescimento, como 0s brassinosteroides, parece estimular o processo de
amadurecimento das bagas e, ao mesmo tempo, implicam na inibicdo da
atividade de algumas enzimas como € o0 caso da sacarose fosfato sintase e da
sacarose sintetase, que estdo ligadas ao acumulo de acucares no vacuolo das
células da baga (Symons et al., 2006; Antolin et al., 2008; Béttcher et al., 2010;
lland et al., 2011).

Os acucares sao transportados a partir das folhas, na forma de sacarose,
gue depois € hidrolisada na baga, assim, o0s principais agucares acumulados na
polpa séo a glicose e a frutose, sendo a frutose o agucar encontrado em maior
guantidade na baga (Ribéreau-Gayon et al., 2003).

Enquanto componentes como 0s agucares, além de alcodis, flavonoides,
fenadis, proteinas e vitaminas sdo acumulados durante o amadurecimento, alguns
acidos param de ser produzidos, como € o caso do tartarico que € um produto
secundario do metabolismo dos acUcares, outros sdo degradados para a
producdo de energia, como ocorre com o acido malico que é armazenado no

vacuolo celular a partir da degradacdo de acucares, para ser utilizado durante o
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amadurecimento, quando ocorre a inibicdo da via glicolitica. Esses dois acidos
representam 90% da quantidade total de acidos na baga, onde séo
predominantemente produzidos, tendo grande participacdo na acidez do mosto,
que é um importante componente na elaboracdo de vinhos (Ribéreau-Gayon et
al., 2003; Castellarin et al., 2011; lland et al., 2011).

O acontecimento de tais mudancgas no metabolismo da baga € estudado
ha muito tempo e parece ser um processo coordenado para levar ao seu
completo amadurecimento, porém, outros fatores vém ganhando importancia
neste contexto a fim de caracterizaro amadurecimento em diferentes espécies e
variedades. Entre esses fatores de grande relevancia que ocorrem durante o
amadurecimento, destacam-se a perda da vitalidade celular (Lang e Thorpe,
1989; Krasnow et al., 2008; Tilborook e Tyerman, 2008; Fuentes et al., 2010) e
mudancas nas relacdes hidricas (fluxo via xilema e floema) entre planta mée e
fruto, e entre células e tecidos (Greenspan et al.,1996; Rogiers et al., 2001; Bruce,
2003; Tyerman et al., 2004; Bondada et al., 2005).

A perda da vitalidade das células do mesocarpo é caracterizada pela
perda da capacidade seletiva da membrana, ocorrendo de forma acentuada em
algumas variedades, quando estas atingem o0 peso maximo e pode estar
intimamente ligada as mudancas no fluxo hidrico da baga (Lang e Thorpe, 1989;
Krasnow et al., 2008; Tilbrook e Tyerman, 2008, 2009; Fuentes et al., 2010).

As mudancas nas relagdes hidricas, como a diminuicdo do influxo via
xilema e, posteriormente, do floema para o fruto e a possibilidade de existéncia de
um fluxo reverso (da baga para a planta-mée), podem levar a consequente perda
de peso e volume no final da fase de amadurecimento, evento conhecido como
encolhimento da baga (McCarthy e Coombe, 1999; Tyerman et al., 2004,
Bondada et al., 2005; Tilbrook e Tyerman, 2009; Fuentes et al., 2010; Iland et al.,
2011; Bonada et al., 2013). Assim, tais assuntos tém ganhado destaque na busca

do entendimento das mudancas que levam ao amadurecimento da baga.

4.4. RelagOes hidricas e desenvolvimento da baga

As relagcbes hidricas tém um papel determinante no crescimento e
composicao das bagas, sendo responsavel por 80% do seu peso fresco em pos-
veraison (Lang e Thorpe, 1989). Excesso de chuvas ou irrigagdo proximas a

colheita pode aumentar o seu tamanho, pela absor¢do de &gua acima do



15

necesséario, causando, assim, a diluicho de solutos (aguUcares, &acidos,
antocianinas e etc.) ou até mesmo rachadura, quando o volume da baga excede a
capacidade de elasticidade da casca, prejudicando a qualidade do fruto
(Greenspan et al.,1996; Keller et al., 2006; Becker e Knoche 2012a, 2012b). No
entanto, o déficit hidrico também pode comprometer o nimero e peso das bagas.
Durante a primeira fase de crescimento (até 40 dias apOs o florescimento), o
efeito da limitacdo de agua na videira promove maior variacao hidrica diaria na
planta, podendo afetar o tamanho dos frutos, que € mais sensivel na primeira fase
de crescimento do que na segunda fase (Perez Peia, 2004).

A taxa de crescimento da baga, de maneira geral, € menor de dia do que
a noite e ao longo do desenvolvimento, a taxa de variacdo diurna € menor depois
do veraison do que antes dele (Matthews et al., 2009). Essa taxa de importacéo
de agua é definida como a diferenca entre a taxa de ganho ou perda de agua
através dos feixes vasculares e a taxa de perda de agua por transpiragdo. No
entanto, mesmo que pequena, a ocorréncia de expansao e contracao diurnas em
bagas pés-veraison continuam existindo, indicando que a baga ainda permanece
hidraulicamente conectada aos feixes vasculares da planta-mée (Greer e Rogiers,
2009).

A agua necesséria para o desenvolvimento da uva pode ser proveniente
do influxo tanto pelos vasos do xilema quanto do floema. Enquanto que a seiva
via xilema € a principal fonte de agua para as bagas antes do veraison, o floema
torna-se a principal fonte de agua apdés veraison (Coombe e McCarthy, 2000).
Esta afirmacéo pode explicar porque os efeitos prejudiciais causados por estresse
hidrico durante a primeira fase de crescimento sdo maiores do que na segunda
fase, visto que, a partir do veraison ocorre um aumento na resisténcia hidraulica
pelos vasos periféricos do xilema que promove a reducédo do abastecimento de
agua e nutrientes minerais para as bagas (Perez Pefia, 2004).

Outras caracteristicas relacionadas as propriedades hidricas das bagas
também ficam evidentes, como a relacdo positiva entre firmeza e turgor celular
durante ou proximo ao veraison, que pode ser observada em frutos como tomate
(Mignani et al., 1995), maca (Tong et al.,1999) e uva (Thomas et al., 2006, 2008),
em que uma perda de turgor celular é evidenciada quando as bagas tornam-se
amolecidas (Wada et al., 2008). A perda de 4gua que causa 0 amolecimento em

bagas pode ocorrer pela transpiracéo ou pelo xilema, em um fendmeno conhecido
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como efluxo (backflow), no entanto, a real contribuicdo desses dois fatores no
volume e na composicdo da baga ainda é dificil de estimar e, além disso, existem
evidéncias de que a contribuicdo de agua, seja ela via xilema ou floema, varia de
acordo com a espécie, variedade e com o seu desenvolvimento (Greenspan et al.,
1994).

O xilema serve como uma rota simples e de baixa resisténcia a agua,
formado de traqueides e elementos de vaso. As células condutoras de agua nao
possuem membranas ou organelas, formando apenas paredes celulares
lignificadas e grossas, com aparéncia de tubos ocos através dos quais a agua
pode fluir com resisténcia relativamente baixa (Coombe e Bishop, 1980;Tyree e
Sperry, 1989; Chatelet et al., 2008). Em frutos como bagas de uvas, 0s vasos
xileméticos formam uma rede de distribuicdo de agua que se inicia na regido
conhecida como brush, porcdo basal de vasos periféricos e axiais proximas ao
pedicelo (Jackson, 2008).

A seiva do xilema é uma solucdo aquosa de ions inorganicos e alguns
metabolitos organicos provenientes da raiz e é a principal fonte de agua para as
bagas durante a sua primeira fase de crescimento (Coombe e McCarthy, 2000). A
partir dai, o influxo de agua via xilema diminui gradualmente enquanto que o
influxo através do floema aumenta (Greenspan et al., 1996).

As evidéncias da diminuicdo de influxo de agua na baga pelo xilema
levam & formac&@o de um modelo de disfuncdo dos vasos xileméticos, encontrados
a partir de estudos baseados na absor¢cdo de corantes, onde um aparente
blogueio dos vasos periféricos e axiais de bagas pés-veraison de variedades
como Muscat Gordo Blanco, Riesling, Pinot noir, e Merlot foi observado, indicando
um padrao de absorcao de corante em bagas em veraison e pds-veraison que fica
restrito aos vasos axiais e regiao do brush, dependendo da variedade (Findlay et
al., 1987; Diring et al., 1987; Creasy et al., 1993).

Segundo Zhaosen et al. (2014), em avaliacdo anatdmica dos vasos
xileméticos de bagas da variedade Kyoho, as paredes dos vasos do xilema sdo
visiveis e intactas em bagas pré-veraison, porém, apos 0 veraison, as paredes
dos vasos do xilema externo das bagas tornam-se rompidas e invisiveis,
enguanto nos vasos centrais continuaram intactas.

No entanto, estudos com anelamento do pedicelo, avaliagdo de perda de

agua de bagas destacadas do cacho (Rogiers et al.,, 2001) e dados sobre
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absorcdo de célcio (Ca) (Rogiers et al., 2000) indicaram a existéncia do
movimento de agua pelos vasos de xilema intactos em bagas pés-veraison.

O Ca é um nutriente ndo moével nos vasos do floema, sendo assim, ele
esta fortemente ligado ao fluxo de agua e transpiratorio jA que seu transporte &
exclusivamente via xilema (Saure, 2005). JA o potassio (K) € um nutriente
essencial para a videira, que se move na planta tanto via xilema quanto via
floema, sendo um bom comparativo para observar a possivel mudanca no teor de
absorcdo do Ca, durante o desenvolvimento das bagas de uva (Mpelasoka et al.,
2003). Dessa forma, € esperado que ocorram mudancas na relacdo entre o
acumulo de Ca e Kna baga, visto que, a participacao do fluxo de agua via xilema
e floema também mudam com o desenvolvimento da baga (Rogiers et al., 2000).

Essa tese se comprovou para a variedade Chaunac em que, o acumulo
de Ca parou no inicio do amadurecimento das bagas, enquanto que, o acumulo
de K continuou até o amadurecimento completo (Hrazdina et al.,, 1984). Em
Cabernet Sauvignon o acumulo de Cando parou, mas diminuiu no inicio da
maturacdo, jA& o acumulo de K foi intensificado no veraison (Ollat e Gaudillere,
1996).

Para a variedade Syrah, Rogiers et al. (2000) encontraram resultados um
pouco diferentes, no qual, tanto Ca quanto K continuaram apresentando aumento
na concentracao a partir do veraison até o amadurecimento. Portanto, no caso da
Syrah é possivel afirmar que os vasos xilematicos permanecem funcionais
também em pos-veraison e da mesma forma, também os vasos do floema, visto
que, a relacdo de acumulo entre Cae K indicou um aumento ainda maior para o K
(Rogiers et al., 2000).

Para afirmar a existéncia de xilema funcional em bagas po6s-veraison,
Rogiers et al. (2001), por meio do uso de um tratamento que impede o
funcionamento do floema, comprovaram que bagas como pedicelo anelado
tiveram uma perda de peso acentuada logo apds o anelamento ter sido feito, mas
gue foi rapidamente estabilizado. Enquanto as bagas que foram completamente
removidas do cacho, mas deixadas no mesmo lugar a fim de permitir as mesmas
condi¢cOes de transpiracdo, mostraram uma perda de peso imediata e sustentada,
sem recuperacgao posterior.

Ainda utilizando o método do anelamento, Lang e Thorpe (1989)

identificaram a possibilidade da ocorréncia do fluxo de agua inverso via xilema,
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saindo da baga para a planta-mae, comprovando nao apenas existéncia de
influxo como de efluxo via xilema em bagas pos-veraison.

Outros trabalhos medindo quantitativamente a rota do xilema revelaram
gque o caminho permanece funcional. Com o0 uso de uma sonda de pressao,
avaliacbes da condutancia hidraulica foram capazes de determinar a ocorréncia
de um aumento na resisténcia a entrada de agua em baga pdés-veraison, que
pode variar em magnitude dependendo da variedade. Essa resisténcia parece ser
causada pela perda da forca de conducdo da agua (tensédo) no apoplasto da
baga, necessaria para fazer a agua se movimentar via xilema do pedicelo para a
baga (Tyerman et al., 2004; Bondada et al., 2005; Choat et al., 2009).

Durante a fase de amadurecimento, mesmo com o potencial osmaético
mais negativo das bagas e diminuicdo do influxo de &gua, para algumas
variedades, o xilema permanece funcional e esse fator pode aumentar a
possibilidade de ocorréncia de efluxo (Tilbrook e Tyerman, 2009). A Figura 4
apresenta as possiveis variacdes hidraulicas que ocorrem na baga durante todo o
seu desenvolvimento. De maneira geral, acredita-se que tanto o xilema quanto o
floema sejam fornecedores de &gua para a baga durante a primeira fase de
crescimento até o veraison, quando a presenca de estématos na casca, favorece
a perda de agua por transpiracdo. Com o amadurecimento da baga, o xilema e
posteriormente o floema, podem diminuir e até cessar o fornecimento de agua,
podendo levar a baga a ter perda excessiva de agua por efluxo (Tyerman et al.,
2004; lland et al., 2011).



19

|_Pré-veraison |
» Floema

= Xilema

Veraison 1‘

Floema

PSS

L Pos-veraison J
- Floema
- -
e .
Xilema
_-aSEREEEE e AN |
’ ~ 1 -\\ !
A - \ Floema
["’—~ : ~/ %’
Yool = Xilema

Figura 4: Mudancgas no transporte de agua via xilema, floema e transpiragdo durante o
desenvolvimento de bagas. Fonte: Adaptado de Tilbrook e Tyerman (2006).

Estudos avaliando a absorcao de corante pela extremidade final da baga,
realizados por Tilbrook e Tyerman, (2009), revelaram uma diferenca entre
variedades para ocorréncia de efluxo, sendo que, tanto Syrah quanto Chardonnay
apresentaram tracos de corante a partir da parte distal (final) da baga, pedicelo,
raquis até o pedunculo em cachos pré-veraison expostos a um corante marcador
xilematico. Porém, isso ndo ocorreu para bagas pds-veraison de Chardonnay aos
97 DAA, quando nenhum trago de corante foi encontrado, sugerindo isolamento
do xilema da baga a partir da videira. Por outro lado, 101 DAA ainda foram
encontrados tracos de corante na raquis e no pedicelo de bagas de Syrah.

Ja para Thompson Seedless, o efluxo ndo foi aparente em nenhum
momento do desenvolvimento, porque a baga € capaz de gerar pressdes
apoplasticas negativas que podem equilibrar as pressées negativas do xilema na
videira (Tilbrook e Tyerman, 2008), uma vez que essa variedade continua

hidraulicamente conectada a planta-mae.
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Desta maneira, para a variedade Syrah, por exemplo, se o xilema nao
esta interrompido apds o veraison, é possivel que ocorra também efluxo de agua
durante esse periodo, se houver gradiente de pressédo necessario em tal direcao.
Assim, a ocorréncia de efluxo pode levar a perda excessiva de agua pela baga,
tendo como consequéncia uma perda de peso e volume acentuado préximo ao
ponto de colheita das bagas (Tyerman et al.,, 2004; Tilbrook e Tyerman, 2009;
Fuentes et al., 2010).

A porcentagem de perda de peso ou murcha da baga é diferente e
depende de cada variedade. Esse encolhimento é visto como resultado da
reducdo da entrada de agua pelos vasos condutores floema e xilema e pela perda
de agua por efluxo, bem como, por transpiracdo (Rogiers et al., 2004, 2006;
Tyerman et al., 2004; Keller et al., 2006; Tilorook e Tyerman, 2009; Fuentes et al.,
2010; lland et al., 2011).

Além da diminuicdo da entrada de &gua via xilema, que ocorre a partir do
veraison, dependendo da variedade, pouco antes do peso maximo ser alcancgado,
foi proposto que o fluxo de agua via floema para a baga também pode diminuir ou
até cessar, resultando em perda de agua por transpiracdo superior a entrada de
agua (Tyerman et al., 2004; Greer e Rogiers, 2009). Além disso, 0 excesso de
agua do floema pode sofrer uma espécie de reciclagem e ser conduzida, via
xilema, de volta para a planta-mée, estes fatores resultam na reducdo do peso
das bagas (Keller et al., 2006; Tilbrook e Tyerman, 2009).

A murcha das bagas no final do ciclo, préximo ao ponto de colheita, pode
ter significantes consequéncias na producéo total de um vinhedo, ndo apenas
pela perda de peso, que diminui produtividade, como também, pela deterioracédo
dos componentes de aroma que podem influenciar na qualidade e sabor de
vinhos e derivados produzidos a partir dessas uvas (Krasnow et al., 2008; Tilbrook
e Tyerman, 2008; lland et al., 2011).

Esses resultados levaram pesquisadores a incluir uma quarta etapa de
desenvolvimento das bagas de uva (Coombe e lland, 2004; lland et al., 2011), por
apresentar impactos sobre a concentracdo de acucares e desenvolvimento do
sabor (Coombe e McCarthy, 2000), concentracbes de nutrientes minerais das
bagas (Rogiers et al., 2000) e sobre a estimativa de rendimento final da cultura
para viticultores (McCarthy, 1999). O estagio de encolhimento das bagas pode ser

considerado a ultima etapa de desenvolvimento (Figura 3) dentro da fase de
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amadurecimento de bagas em algumas variedades de uva (lland et al., 2011). A
perda de peso difere para cada variedade, em Syrah, por exemplo, tem sido
correlacionada, também, com a perda de vitalidade de células do mesocarpo
(Fuentes et al., 2010).

A morte celular programada é um evento comum em tecidos vegetais
(Greenberg, 1996; Thomas et al., 2009). Em uvas, estudos mostram que a morte
celular programada ocorre em células do mesocarpo de bagas, na etapa final de
amadurecimento, podendo ter interferéncia nas caracteristicas sensoriais das
bagas e afetar as rela¢des hidricas entre baga e planta-méae, devido a perda da
competéncia osmotica da membrana celular (Lang e Diring, 1991; Krasnow et al.,
2008; Tilbrook e Tyerman, 2008; lland et al., 2011). A perda de integridade das
células torna o mesocarpo um compartimento sem divisbes, deixando a baga
mais parecida como um envoltério de 4gua e aglcares do que com um complexo
sistema de tecidos vegetal (Lang e Thorpe 1989; Krasnow et al. 2008).

O uso do corante FDA (Diacetato de Fluoresceina) tem sido util para
comprovar a mudanca na vitalidade celular do mesocarpo ao longo do
amadurecimento das bagas. O FDA é uma molécula ndo-polar, permeavel em
membranas celulares integras. Apos entrar na célula, o acetato da molécula de
FDA é clivado por ésteres citoplasmaticos, tornando-se polar e produzindo
fluoresceina que ficam presos nas células, apresentando fluorescéncia quando
expostas a uma luz azul (Jones e Senft, 1985; Krasnow et al., 2008; Tilbrook e
Tyerman, 2008).

Portanto, a existéncia de ésteres citoplasmaticos ativos, juntamente com
a presenca de membrana e vacuolo funcionais permite que a célula com
fluoresceina apresente fluorescéncia. Consequentemente, a presenca de
fluoresceina e fluorescéncia das células quando expostas a luz, implica na
existéncia de integridade de membrana e também indica existéncia de vitalidade
celular (Jones e Senft, 1985; Krasnow et al., 2008; Tilbrook e Tyerman, 2008).

A utilizagdo do corante FDA em células do mesocarpo de bagas da
variedade Chardonnay revelou que a perda de vitalidade foi intensificada no final
do periodo de amadurecimento das bagas, mostrando a possivel existéncia de
um equilibrio entre a morte celular programada das células do pericarpo e a
gueda na condutancia hidraulica da baga para videira, reduzindo, assim, a

possibilidade de ocorréncia de efluxo. Em Syrah, a perda da vitalidade celular foi
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percebida mais cedo que para a variedade Chardonnay, porém, a condutancia
hidraulica entre baga e planta-mé&e permaneceu alta, contribuindo para ocorréncia
de efluxo e para a perda de peso das bagas apés atingirem o seu peso maximo,
durante a fase de amadurecimento (Tyerman et al., 2004;Tilorook e Tyerman,
2008; 2009; Fuentes et al., 2010).

J& para a variedade Thompson Seedless, a vitalidade celular foi mantida
até o final do desenvolvimento e com ela também a condutancia hidraulica, assim,
as células mantém um grande gradiente osmotico no pericarpo, evitando a
ocorréncia de efluxo (Tilbrook e Tyerman, 2008; 2009). Sendo assim, a perda da
permeabilidade da membrana e vitalidade celular do mesocarpo pode ajudar a
explicar a mudanca nas relacdes hidricas entre baga e planta-mée, em resposta
da mudanca do potencial osmatico, para mais negativo e a diminuicdo da pressao

no xilema.
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5. MATERIAL E METODOS

5.1. Material vegetativo

Os experimentos foram realizados com videiras cultivadas em vasos com
capacidade para 16L de solo, contendo como substrato uma mistura de Latossolo
Vermelho-Escuro (LVE), distréfico, textura argilosa, esterco de curral e areia, na
proporcao 1:1:1. As avaliagOes foram realizadas em bagas da variedade Niagara
Rosada (Vitis labrusca L.) enxertadas sobre porta-enxertolAC 572, plantadas em
abril de 2013, conduzidas no sistema de espaldeira e irrigadas por gotejamento,
na casa de vegetacdo do setor de fisiologia vegetal, com estrutura telada,
localizada no campus da Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy
Ribeiro, em Campos dos Goytacazes, RJ.

Para a realizacdo do experimento, as videiras foram podadas no dia 25 de
janeiro de 2015. A antese aconteceu em torno do dia 18 de fevereiro e as analises
iniciaram no dia 01 de marco, aproximadamente dez dias apos a antese (DAA), e
foram realizadas semanalmente até os 95 dias DAA, sendo que 0 veraison
ocorreu aos 51 DAA e as bagas atingiram o amadurecimento completo aos 85
dias DAA.

Os dados de temperatura foram registrados por meio de um sensor
automatico Datalogger WatchDog® instalado na area experimental, programado
para coletar dados em intervalos de 30 min, durante todo periodo de avaliacdo

séo apresentados na Figura 5.
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Figura 5. Temperaturas maxima, média e minima, registradas com auxilio de um sensor
automatico durante o desenvolvimento da uva Niagara Rosada em casa de vegetacéo, a
partir dos 21 DAA até 98 DAA, durante o periodo de marco a maio de 2015.

5.2. Estratégia experimental

Neste trabalho foi avaliada a perda de vitalidade celular do mesocarpo e a
sua relacdo com a diminui¢do da funcionalidade xilematica. Para isso, bagas da
variedade Niagara Rosada (Vitis labrusca L.) foram submetidas a analises
descritivas que permitiram a caracterizacdo qualitativa das mudancas fisiol6gicas
gue ocorrem durante o seu desenvolvimento. Para tanto, o uso de fucsina acida,
um corante marcador de xilema, foi necessario a fim de identificar, a partir da
movimentacdo do corante pelos feixes xilematicos, as mudancgas no influxo do
corante e, presumidamente, de agua, assim como, a possibilidade de efluxo de
corante/agua de volta para a planta-mée durante o desenvolvimento das bagas.

Paralelo a isso, a avaliagdo com o corante Diacetato de fluoresceina
(FDA) foi realizada a fim de comprovar a perda de permeabilidade das
membranas e, consequentemente, a perda de vitalidade das células do
mesocarpo ao longo do desenvolvimento das bagas, na expectativa de que tais
mudancgas estivessem relacionadas com a diminui¢do na funcionalidade do xilema
e a resisténcia a entrada e saida de agua das bagas, uma vez que a tenséo

formada para gerar o influxo de agua da planta-mé&e para a baga sO pode ser
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equilibrada pelo potencial osmaético negativo das células do mesocarpo se essas
permanecerem com permeabilidade seletiva, ou seja, com vitalidade celular.
Juntamente, os resultados das avaliacfes fisicas e quimicas das bagas
foram utilizados para relacionar e justificar os resultados encontrados para
funcionalidade do xilema e vitalidade celular, durante desenvolvimento das bagas
em dias apds a antese, além de, caracterizar qualitativamente esta variedade em

cada periodo de avaliacao.

5.3. Funcionalidade do xilema

Os estudos do influxo de corante foram realizados de duas formas para
avaliagcdo da funcionalidade dos vasos xilematicos, por infusdo passiva e por
sistema de capilaridade. A fase de desenvolvimentos das bagas foi determinada
pela contagem de dias apds a antese (DAA). As avaliacbes foram iniciadas
guando as bagas tinham em torno de 10 DAA e foram realizadas semanalmente
até os 95 DAA, sendo que o veraison ocorreu aos 51 DAA e as bagas atingiram o
amadurecimento completo aos 85 DAA.

Em cada data de avaliacdo os cachos eram coletados aleatoriamente
antes de oito horas da manha e colocados em sacos plasticos, sob resfriamento
para evitar perdas por transpiracdo. As amostras foram imediatamente levadas
para o Laboratorio de Fisiologia Vegetal da UENF, onde 20 bagas, 10 para cada

método de avaliacdo, descritos abaixo, foram utilizadas para coloragao.

5.3.1. Infusédo passiva

No laboratério, as bagas com pedicelo foram destacadas do cacho, apos
imersdo em agua para evitar embolismo, o que poderia impedir a absorcédo do
corante. O pedicelo das bagas foi imediatamente submerso em 2 ml de uma
solugcdo aquosa de fucsina acida a 0,1%, previamente acondicionada em tubo
Eppendorf (Talboy, 1955) como demonstra a Figura 6. ApOs cinco horas de
imersédo, as bagas foram retiradas da solugdo para observacédo dos tragcos do
corante nos vasos Xxilematicos das bagas intactas. Foram realizados cortes
transversal e longitudinais de cada baga com ajuda de lamina de bisturi para
avaliacdo visual da revelacdo da fucsina nos vasos periféricos € nos vasos

centrais, proximos as sementes. Os cortes foram observados por estereoscépio
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modelo Luxeo 4DLabomed, com sistema de zoom de 4:4:1, com camera digital
acoplada de 5 MP e as imagem capturadas pelo auxilio do software PixePro TM.

Figura 6. Método de absorcdo de corante por infusdo passiva em bagas da variedade
Niagara Rosada. A: bagas com 23 DAA; B: bagas com 78 DAA.

5.3.2. Sistema de capilaridade

Neste sistema, adaptado a partir de Bondada et al. (2005), um gradiente de
potencial métrico entre a superficie do pedicelo contendo o corante e a parte
distal (final) da baga foi estabelecido. Da mesma forma que foi realizada para o
método de infusdo passiva, o cacho foi imerso em agua, para evitar embolismo e
cada baga foi destacada do cacho, com pedicelo. Em seguida, aproximadamente
2 mm da parte distal da baga foram cortados usando-se uma lamina de bisturi e a
baga colocada com a superficie plana cortada diretamente em contato com um
material absorvente (‘Always' normal ultrafino, Sao Paulo, Brasil), o que
possibilitava a formagdo do gradiente matrico. A partir da existéncia de um
gradiente (diferenca de pressdo), o corante pdéde se movimentar pelos vasos
xilematicos intactos do pedicelo para a parte distal da baga, sem a necessidade
de expor a baga a uma alta pressao.

Um pequeno tubo com as duas extremidades abertas (de diametro interno
variavel, de acordo com o diametro do pedicelo e do seu estadio de
desenvolvimento), foi inserido no pedicelo de cada baga, servindo como um
reservatorio para a solucdo de corante que ficava em contato com o pedicelo
(Figura 7). O preenchimento do tubo com o corante foi feito de forma que a



27

extremidade cortada do pedicelo ficasse totalmente imersa. Para evitar o
vazamento do corante, o pequeno tubo foi selado com lanolina entre a superficie

da baga e a extremidade proximal do pedicelo.

Al  Esssssiiiiiiee: Ssaaiisasiatasasdds

Figura 7. Método de absorcao do corante por sistema de capilaridade em bagas da
variedade Niagara Rosada. A: bagas com 64 DAA; B: bagas com 85 DAA.

Apos um periodo de cinco horas, as bagas foram retiradas do sistema,
para observacdo dos tracos do corante pelos vasos xileméticos das bagas
intactas e, em seguida, foram feitos cortes transversal e longitudinal com lamina
de bisturi, para avaliacdo visual da existéncia de corante nos vasos periféricos e
nos vasos centrais, proximos as sementes. Os cortes foram observados por
estereoscopio modelo Luxeo 4D Labomed, com sistema de zoom de 4:4:1, com
camera digital acoplada de 5 MP e as imagens capturadas pelo auxilio do
software PixePro TM. Cerca de 0,5-0,7 mm da extremidade distal, a qual ficou em
contato com o capilar (material absorvente), sido removida antes da avaliacdo
visual para eliminar qualquer coloragcdo que pudesse proveniente da difuséo

lateral do corante na superficie do capilar.

5.4. Avaliagdo do efluxo (backflow)

Para testar se agua poderia se mover da baga para a planta-mae através
dos vasos xilematicos (efluxo), o corante fucsina acida foi utilizado em bagas de

cachos intactos. As avaliagdes iniciaram quando as bagas tinham em torno de 10
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DAA e foram realizadas semanalmente até os 95 DAA, por método adaptado ao
utilizado por Tilbrook e Tyerman, (2009).

Uma baga de cada cacho ainda ligado a planta-mae teve a parte final do
pericarpo removida em agua com o uso de uma lamina de bisturi para expor os
feixes vasculares periféricos (dorsal) e axiais (central) e o corte final de cada baga
foi colocado em contato com uma solugdo de fucsina &cida a 0,1% (infusédo
“reversa" de corante) onde, tubos Eppendorf serviram de reservatorio para o
corante que ficou em contato com a baga (Figura 8 A).

Apés cinco horas os ramos foram cortados da planta-mée, as bagas
retiradas do corante e levada para o laboratério. Foram realizados cortes
transversais e longitudinais nas bagas que estiveram em contato com o corante,
pedicelos, raquis e em nds do ramo das bagas expostas a fucsina acida (Figura 8
B). Para examinar se houve movimentagéo do corante no sentido reverso (efluxo),
os cortes foram observados por estereoscépio modelo Luxeo 4D Labomed, com
sistema de zoom de 4:4:1, com camera digital acoplada de 5 MP e as imagens

capturadas pelo auxilio do software PixePro TM.

Infusdo.do/€orante (1)

Figura 8. A: Método de absorcado do corante por infusédo reversa. B: Esquema exemplo
do movimento do corante em contato com a baga da variedade Niagara Rosada. Uma
pequena secdo distal era removida e posta em contato com o corante (1). Cada flecha
representa um local onde os cortes eram realizados para avaliagdo da presenca ou
auséncia do corante ao longo do cacho. (2) — corte longitudinal ou transversal na baga;
(3) — cortes transversais em toda a extensdo do pedicelo; (4) — cortes transversais ao
longo da raquis; (5) - cortes transversais logo acima e abaixo do primeiro no.
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5.5. Vitalidade celular do mesocarpo

As avaliacdes iniciaram quando as bagas tinham em torno de 10 DAA e
foram realizadas semanalmente até os 95 DAA. Para essa analise, os cachos
colhidos foram colocados em sacos plasticos sob resfriamento para evitar perdas
por transpiracdo e levados para o laboratorio, onde 10 a 15 bagas foram
destacadas e cortadas ao meio longitudinalmente entre as sementes. Uma
metade de cada baga foi espremida e o suco coletado para medir os soélidos
soluveis totais.

Para a analise de vitalidade celular, segundo metodologia de Jones e
Senft,(1985); Krasnow et al. (2008); Tilbrook e Tyerman, (2008); Fuentes et al.
(2010); Bonada et al. (2013), a solucdo de um corante fluorescente, FDA
(Diacetato de Fluoresceina) foi utilizada para coloracédo das células do mesocarpo
das bagas. A solucado foi preparada com a adicdo de 2 pl de uma solucao de
estoque 4,8 mM de FDA (em acetona) para 1 ml de solucdo de sacarose
equilibrada para, aproximadamente, o mesmo teor de sélidos sollveis que as
bagas. No prazo de dez minutos ap0s ter sido feita, cerca de 250 pl da solucéo
foram colocados sobre toda a superficie das metades cortadas de cada baga e
mantidas no escuro durante pelo menos 20 minutos, para permitir a absorcdo do
corante antes da visualizacdo. A fluorescéncia do FDA no mesocarpo das bagas
cortadas foi visualizada com auxilio de um estereoscépio modular com zoom de
8x Zeiss Stereo Discovery V8. As imagens digitais foram, entéo, processadas com

auxilio do software Zeiss Axio Vision acoplado ao estereoscopio.

5.5.1. Determinacado da area como vitalidade celular

A partir das imagens processadas com auxilio do software Zeiss Axio
Vision, foi possivel, com auxilio do software (NIH) Image-J, calcular a area total do
mesocarpo das bagas. A partir da area total, a area fluorescente e nao
fluorescente foram estimadas, para entdo, calcular a porcentagem de perda de

vitalidade celular ao longo do desenvolvimento das bagas.

5.6. Andlises qualitativas do desenvolvimento das bagas

As andlises de peso, solidos soluveis totais, coloracdo e deformabilidade

foram realizadas utilizando-se 10 bagas por avaliacdo. As avalia¢des iniciaram
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guando as bagas tinham, em torno de, 10 DAA e foram realizadas semanalmente
até os 95 DAA.

5.6.1. Peso e solidos sollveis totais

O peso de cada baga, retiradas da parte proximal, média e distal dos cachos
foi registrado individualmente com balanca modelo FA-2104N, Bioprecisa. O suco
de cada baga utilizada na medicdo do peso foi coletado individualmente para
avaliacdo do teor de sdlidos soluveis totais, utilizando um refratbmetro digital, com
compensacao de temperatura, modelo DRBS-300, Franca.

5.6.2. Coloracao da casca

As medicbes da coloracdo da casca das bagas foram realizadas utilizando-
se um colorimetro portatil (Chroma Meter, modelo CR-300, Minolta), a partir do
valor do atributo, angulo de corhue, segundo as coordenadas CIELAB. Seguindo
a descri¢cao de McGuire (1992).

5.6.3. Deformabilidade das bagas

A deformabilidade das bagas foi medida por meio do ponto médio do fruto,
no ponto mais largo, usando um texturbmetro modelo TA-XT express (Stable
Micro Systems), que exerce uma forca constante gerada por uma mola. Esse
método possibilita o célculo da porcentagem de deformacdo em bagas individuais
a partir da forca exercida sobre os frutos em resposta a diminuicdo do diametro
causada pela forca aplicada. Neste trabalho a forca aplicada foi 2,5N por um

periodo de 5 segundos.

5.6.4. Diametro das bagas em desenvolvimento

Bagas da parte proximal, média e distal de cachos em diferentes videiras,
representativas de toda area experimental (n=12), foram marcadas e o registro
iniciado aos 10 DAA. O diametro foi medido com paquimetro digital modelo Digital

Caliper a cada dois dias até os 95 DAA.

5.7. Andlise estatistica

O delineamento empregado para os resultados das variaveis, peso,
sélidos soluveis totais, deformabilidade das bagas e colocagdo da casca foi o

inteiramente casualizado (DIC) com 10 repeticbes. Para a variavel diametro foi
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utilizado DIC com12 repeticbes. J& para analise da taxa de perda de vitalidade
celular foi utilizado DIC com 5 repeticdes.

Para a interpretacdo dos resultados, a determinacao da significancia dos
dados foi analisada estatisticamente por meio de ANOVA (teste F) e as meédias
comparadas pelo teste de Tukey, utilizando-se o programa computacional Assistat
(Silva e Azevedo, 2002). Diferencas entre as médias foram consideradas
significativas a 1%, sendo representadas por *P < 0.01. Os dados foram
apresentados em tabelas e gréficos apropriados como valores médios + erro

padréo.
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6. RESULTADOS

6.1. DinAmica do amadurecimento da baga

O crescimento das bagas seguiu um padréo de desenvolvimento baseado
em uma sigmoide dupla (figura 9), visto pela mudanca no diametro, sendo
possivel perceber um periodo com crescimento mais lento (etapa Il, dos 45 até os
51dias apos a antese, DAA) entre as duas fases de crescimento eminente (etapa
I: formacdo e crescimento das bagas e etapa lll: retorno do crescimento e
alteracdes das propriedades quimicas das bagas).

O diametro maximo foi atingido, aproximadamente, aos 76 DAA, com
valor médio de 15,87 mm, a partir dessa etapa houve uma leve e gradativa
diminuicao, de forma que aos 85 DAA as bagas estavam com, aproximadamente,
15,71mm e diminuiram para 15,51 mm de didmetro até os 92 DAA. A mudanca de
cor aconteceu gradativamente do verde para rosado e, segundo os dados de
angulo hue (H), que mede a mudanga na coloragdo da casca, apresentou uma
diminuicdo no valor de H, passando de 117 H aos 10 DAA para 1,98 H aos 85
DAA. O decréscimo do H é tido com um indicador do avan¢co no amadurecimento
dos frutos (Figura 9).

O peso de matéria fresca médio das bagas aumentou gradativamente
sendo que aos 51 DAA houve um acréscimo expressivo, passando de 2,11g para
2,77g aos 58 DAA. O peso maximo das bagas foi em média de 4,189, alcancando
em torno dos 85 DAA, quase 10 dias depois de o diametro maximo ter sido
atingido (Figura 10).
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Figura 9. Didametro e coloracdo da casca de bagas da variedade Niagara Rosada em
intervalos de dias ap6s a antese. O tamanho das imagens foi calculado a partir do
tamanho real das bagas em diferentes fases de desenvolvimento. As duas linhas verticais
pontilhadas indicam os limites estimados das trés etapas de desenvolvimento: I
crescimento rapido; Il: pouco crescimento; Ill: retorno do crescimento. A seta indica o
veraison, transi¢do da fase Il para o lll.

4,50 - a
4,00 -
3,50 -
3,00 -

2,50 -

B

2,00 -

Matéria fresca (g)

1,50 -
1,00 -

0,50

5 20 35 50 65 80 95
DAA

Figura 10. Peso de matéria fresca (g) durante o desenvolvimento de bagas da variedade
Niagara Rosada (n=10). A linha vertical pontilhada representa o veraison. Médias
seguidas pela mesma letra na linha ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste
Tukey (P<0,01).



34

A transicdo da segunda para a terceira fase, que indica o inicio do
amadurecimento, foi definida pelo ponto de inclinagdo da curva de soélidos
soluveis e de deformabilidade das bagas ao longo do tempo, ocorrendo aos 51
DAA (Figura 11). A taxa de sodlidos solaveis acumulada aumentou durante o
desenvolvimento, passando de 6,6 °Brix aos 51 DAA para 11,48 °Brix aos 58 DAA
até alcancar 20°Brix aos 85 DAA, quando as bagas atingiram o amadurecimento
completo (Figura 11).

O amolecimento das bagas foi comprovado pelo aumento da
porcentagem de deformabilidade durante o amadurecimento das bagas. A
mudanca na deformabilidade ocorreu a partir dos 51 DAA, quando a porcentagem
passou de zero, aplicando-se uma forca de 2,5 N, para valores de 6,87% aos 58
DAA, aumentando para 9,44% aos 85 DAA (Figura 11).
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Figura 11. Sodlidos solaveis totais (°Brix) e deformabilidade (%) durante o
desenvolvimento de bagas da variedade Niagara Rosada. (n=10), em dias ap0s a antese
(DAA). A linha vertical pontilhada representa o veraison. Médias seguidas pela mesma
letra na linha ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste Tukey (P<0,01).

A tabela 1 apresenta o resumo da analise de variancia para as
caracteristicas de desenvolvimento das bagas. Todas as variaveis analisadas

apresentaram diferenca significativa ao longo do tempo em dias apés a antese.
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Tabela 1. Resumo da analise de variancia para as variaveis, solidos soluveis
totais (SST), deformabilidade, diametro, peso e angulo Hue, avaliadas
semanalmente, dos 10 aos 95 dias apds a antese, em bagas da variedade
Niagara Rosada.

QM
FV SST Deformabilidade Diametro  Peso (g) Hue (h*)
(°Brix) (%) (mm)
Fase 486.9** 14.70** 72.00** 14.27*  24376.90**
Residuo 0.268 1.02 1.19 0.13 42.43
Média 10.40 8.7 13.22 2.14 86.19
CV (%) 4.98 11.49 8.27 16.64 7.56

QM = guadrado médio; ** = Significativo a 1% de probabilidade pelo teste Tukey.

6.2. Funcionalidade do xilema (influxo)

As imagens obtidas com a utilizacdo do marcador xilematico, fucsina
acida, mostraram uma clara movimentacdo do corante, por influxo, durante a
primeira fase de crescimento das bagas pelos vasos periféricos e axiais do
xilema, até o inicio do amadurecimento (51 DAA), tanto por método de infusédo
passiva (Figura 12 L e Q) quanto por sistema de capilaridade (Figura 12 B e G). A
partir dos 58 DAA houve uma diminuicdo no movimento do corante para os dois
métodos de absor¢do (Figura 12 C e H: sistema de capilaridade; M e R: Infusdo
passiva), em que a coloracdo dos vasos xilematicos ocorreu apenas até a por¢ao
mediana da baga. Em torno dos 64 DAA, a absor¢cdo do corante cessou para o
método de infusdo passiva, comprovando a existéncia de uma mudanca no
fornecimento de 4gua via xilema da videira para a baga.

Com a utilizacdo do método de absorcédo do corante por capilaridade, do
qgual forma-se um gradiente hidrostatico entre o pedicelo e a parte distal da baga,
foi possivel observar a continuidade da movimentagdo do corante para 0s vasos
periféricos, além dos axiais, mesmo ap0s a absorcao ter parado completamente
em bagas submetidas ao método de infuséo passiva (Figura 12, D e I: sistema de

capilaridade; N e S: Infuséo passiva aos 64 DAA ).
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23
DAA

51
DAA

58
DAA

64
DAA

72
DAA

Sistema de Capilaridade Infusdo Passiva

Figura 12. Imagens de bagas da variedade Niagara Rosada coradas com fucsina acida
por sistema de capilaridade (A - E, bagas inteiras; F - J, bagas cortadas
longitudinalmente) e por sistema de infuséo passiva (K - O, bagas inteiras; P - T, bagas
cortadas longitudinalmente).
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O gradiente hidrostatico formado, pelo método de absorcdo por
capilaridade, em auséncia de qualquer pressdo imposta (visto que, o método
utiizado nédo exerce nenhuma pressdo no xilema/fruto, além da pressao
atmosférica normal), tornou possivel a movimentacédo do corante para a regiao de
vasos periféricos e axiais, proximos a regido do brush (feixe vascular central ou
axial que provem do pedicelo e adentra na baga) até, aproximadamente os 72
DAA (Figura 12 E e J). Apds esse periodo, mesmo utilizando o método de
capilaridade, nenhum traco de corante foi encontrado nos vasos xilematicos das
bagas, nem em regifes periféricas ou axiais.

Com a utilizacdo desses dois métodos, ficou perceptivel que, a resisténcia
a entrada de agua na baga via xilema pode ser um resultado da diminuicdo da
pressdo necessaria para movimentar a agua e ndo simplesmente uma interrupgao
fisica ou quebra dos traqueides, uma vez que, no método de absorcao por
capilaridade, onde hé influéncia da pressao atmosférica, o corante movimentou-se
pelos feixes xileméaticos, por um periodo maior durante o desenvolvimento das

bagas do que pelo método de infusdo passiva.

6.3. Efluxo de 4gua através do xilema da baga

A absorgéo do corante por infusdo reversa mostrou a existéncia de efluxo
durante a primeira fase de crescimento das bagas, dado que, a agua pbéde se
movimentar rapidamente, da parte distal da baga e por todo o cacho até os 58
DAA. Com o inicio do amadurecimento a movimentacao do corante, via xilema,
cessou na raquis, pedicelo, assim como nos vasos xilematicos da baga, que
esteve em contato com o corante (Figura 13). A presenca ou auséncia do corante
em cada uma das partes avaliadas durante o seu desenvolvimento (10 aos 95
DAA) esta descrita na Tabela 2.
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Tabela 2. Efluxo de agua da baga para planta-mée. Avaliacao da presenca (+) ou
auséncia (-) de fucsina acida nos vasos xilematicos de bagas, pedicelos, raquis e
ramos durante o desenvolvimento de bagas da variedade Niagara Rosada.

10 DAA 37DAA 58DAA 64 DAA 85DAA 95 DAA

Baga + + + - - -

Pedicelo + + + - - -

Raquis + + - - - .

Ramo - - - - - -
Baga Pedicelo Raquis

37
DAA

58
DAA

64
DAA

95
DAA

Figura 13. Bagas coradas com fucsina acida por infusé@o reversa. Efluxo perceptiveis em
bagas da variedade Niagara Rosada. (A), pedicelos (B) e raquis (C) aos 37 DAA. Aos 58
DAA a coloracao ficou restrita as bagas (D) e pedicelos (E), ndo houve movimento de
corante a partir da raquis (F). Nenhuma coloracdo foi encontrada em bagas (G),
pedicelos (H) ou raquis () a partir dos 64 até 95 DAA (J, K e L).
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As imagens da movimentacgéo da agua via xilema da parte final das bagas
em direcdo ao ramo, feita ao longo de toda a extensdo do cacho, revelaram que o
corante movimentou-se da parte distal para bagas (exclusivamente as que
estiveram em contato com o corante), pedicelos e raquis durante a primeira fase
de crescimento (Figura 13 A, B e C, respectivamente, aos 37 DAA).

Com o inicio do amadurecimento (58 DAA), a movimentacdo do corante
ficou restrita a bagas e pedicelos, onde a coloracao foi visivel, porém, ndo foram
encontrados tracos de fucsina acida a partir da raquis (Figura 13 D, E e F,
respectivamente). A partir dos 64 DAA (Figura 13 G, H e I), nenhuma coloracao
foi encontrada nas bagas, pedicelos ou raquis. A Figura 13 J, K e L revela
imagens das bagas pos-amadurecimento (95 DAA) sem corante nas bagas,
pedicelos ou raquis. Durante as avaliacbes nenhum traco de corante foi
encontrado nos ndés ou ramos a partir do pedunculo, mesmo em pré-veraison.
Portanto, as imagens revelaram que o efluxo ocorreu durante a primeira fase de

crescimento e cessou ainda no inicio do amadurecimento das bagas.

6.4. Vitalidade das células do mesocarpo

As imagens do mesocarpo de bagas cortadas longitudinalmente e
coradas com uma solucdo FDA mostram uma evidente perda de vitalidade celular
no inicio do amadurecimento.

A Figura 14 A e E; B e F mostram o mesocarpo de bagas com
fluorescéncia, presumidamente, com vitalidade celular aos 10 e 37 DAA,
respectivamente. Ja aos 58 DAA e aos 85 DAA (Figura 14 C e G; D e H,
respectivamente) ndo ha mais fluorescéncia eminente, comprovando a perda da
integridade da membrana e a perda de vitalidade das células do mesocarpo ainda
no inicio do amadurecimento e intensificado até o amadurecimento completo.

O grafico da porcentagem média da area com vitalidade celular no
mesocarpo ao longo do desenvolvimento das bagas é apresentado na Figura 15.
Para a realizacéo do calculo de porcentagem de vitalidade celular, as areas com e
sem fluorescéncia na superficie do mesocarpo das bagas, foram tracadas e
medidas com auxilio de um software de analise de imagens, como mostrado na

Figura 16.
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10 DAA 37 DAA 58 DAA 85 DAA

Figura 14. Bagas da variedade Niagara Rosada cortadas longitudinalmente, coradas com
Diacetato de Fluoresceina, evidenciando a area fluorescente (com vitalidade celular) aos
10 e 37 dias apos a antese (A e B, respectivamente) e nao fluorescentes (sem vitalidade
celular) aos 58 e 85 dias apos a antese (C e D, respectivamente). E até H sdo imagens
aproximadas, respectivas ao canto superior de cada imagem exposta acima delas.

120 -

100 -

60 -

40 -

Area fluorescente (%)

20 -

DAA

Figura 15.Porcentagem de é&rea fluorescente (com vitalidade celular) do mesocarpo ao
longo do desenvolvimento de bagas da variedade Niagara Rosada em dias apos a
antese. Médias seguidas pela mesma letra na linha ndo diferem estatisticamente entre si
pelo teste Tukey (P<0,01).
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Figura 16. Exemplo de bagas da variedade Niagara Rosada coradas com Diacetato de
Fluoresceina mostrando a area, tracada a mao, com ou sem fluorescéncia. A - baga aos
10 DAA, apenas uma pequena por¢cdo sem fluorescéncia foi circulada (1.7%). B - baga
aos 85 DAA, grande parte do mesocarpo foi circulado (83%) representando as areas sem
fluorescéncia (sem vitalidade celular).

As bagas exibiram uma gradual perda de vitalidade celular percebida
inicialmente, na porcao interna do fruto, préxima as sementes, se expandindo
para grande parte da superficie das bagas ao longo do desenvolvimento. A regido
do brush (Figura 14 C e D) se manteve fluorescente até o final do
amadurecimento das bagas, presumindo-se, entdo, a existéncia de vitalidade
celular em tal regido.

As porcentagens de area com vitalidade celular variaram entre valores
médios iniciais de 97% aos 10 DAA, diminuindo para 17% aos 85 DAA (Figura
15). Ocorreu, portanto, uma perda de vitalidade de, aproximadamente, 82%
durante o ciclo de desenvolvimento, desde o inicio do crescimento das bagas até
atingirem o amadurecimento.

Como esperado, a vitalidade celular teve correlacdo negativa com as
variaveis peso, deformabilidade e sélidos soluveis totais (Tabela3). Ou seja, a
medida que diminuia a vitalidade celular do mesocarpo, o peso, deformabilidade e

sélidos soluveis das bagas aumentavam.
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Tabela 3. Coeficiente de correlacdo linear de Pearson (r) entre vitalidade celular
do mesocarpo (VCM) e as varidveis peso, deformabilidade (DEF) e soélidos
sollveis totais (SST) avaliadas ao longo do desenvolvimento de bagas da
variedade Niagara Rosada.

Coeficiente de

Correlacao ~ Significancia
correlacéo (r)

PESO xVCM -0.8788 **

DEF x VCM -0.9830 o

SST x VCM -0.9823 o

** gignificativo a 1% de probabilidade
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7. DISCUSSAO

Os resultados encontrados neste trabalho, a partir da movimentacao de
corante via xilema, para dentro (influxo) e para fora (efluxo) da baga e de
vitalidade celular do mesocarpo, fornecem as primeiras informacdes para a
variedade Niagara Rosada (Vitis labrusca L.), sobre as aparentes mudancas
hidraulicas que ocorrem ao longo do desenvolvimento e amadurecimento das
bagas. Os estudos descritivos realizados a partir do uso de corantes indicaram
que, para essa variedade, o aumento da resisténcia a entrada de agua através
dos vasos xileméticos ocorreu visivelmente no inicio do amadurecimento (Figura
12) e estd associada a perda de integridade da membrana das células do
mesocarpo, uma vez que, o uso do FDA comprovou a perda de vitalidade celular
do mesocarpo de Niagara Rosada quando essas iniciaram o amadurecimento
(Figura 14).

A avaliacao de influxo de 4gua nas bagas foi realizada, nesse trabalho,por
dois métodos descritivos, sistema de absorcdo por capilaridade e infusdo passiva.
Além desses dois métodos, Bondada et al. (2005) utilizaram, também, o método
de pressdo de membrana, impondo uma pressao hidrostatica negativa conhecida
sobre os tecidos apoplasticos do mesocarpo e concluiram que, para a variedade
Chardonnay, o uso tanto do método de pressdo de membrana quanto o sistema
de capilaridade, resultaram no mesmo padréo de movimentacdo de agua pelos

vasos xilematicos, comprovando que os feixes xilematicos estariam intactos e
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sem a presenc¢a de embolismo, porém com uma substancial diminuicdo no fluxo
de &gua para a baga.

Assim, a observacdo da movimentacdo do corante pelo método de
formacéo de gradiente, sem utilizacdo de aparelhos de presséao, se fez essencial
nesse experimento de caracterizacdo da variedade Niagara Rosada (Vitis
labrusca L.) para a compreensao da influéncia da perda de vitalidade das células
do mesocarpo como um possivel responsavel pela mudanca no fluxo de agua
para bagas, durante o amadurecimento das bagas.

O fluxo de &gua via xilema, da planta-mée para a baga ocorre devido a
formacdo de um gradiente de pressdo negativa no apoplasto, que diminui ao
longo do amadurecimento (Bondada et al., 2005). Esse padrdo tem sido
comprovado ndo apenas em variedades de uva, mas também em outros frutos
como cereja (Clearwater et al., 2012) e kiwi (Briggenwirth et al., 2015). A tensdo
criada no xilema, em resposta ao gradiente de pressao negativa, sé é mantida por
causa da existéncia de uma forte pressdo osmatica, consequéncia da integridade
e capacidade seletiva da membrana celular no mesocarpo (Bondada et al., 2005).

A integridade das membranas celulares foi evidente em mais de 95% da
area do mesocarpo das bagas de Niagara rosada até os 58 DAA, quando a taxa
de perda de vitalidade celular aumentou e o fluxo de agua, via xilema, para a
baga diminuiu. Ao longo do desenvolvimento, se a integridade da membrana for
perdida, tendo como consequéncia a perda de vitalidade celular do mesocarpo,
mesmo com a existéncia de um potencial osmaético fortemente negativo no
apoplasto, pode-se esperar que 0 movimento de agua, via xilema, para a baga
diminua (Tilbrook e Tyerman, 2008). Para se ter ideia, Tyerman et al. (2004) ao
observarem o influxo de agua para a baga por medidas diretas, sugeriram a
existéncia de um estado estacionario de absorcdo de agua em bagas pos-
veraison e um possivel equilibrio da pressao hidrostatica entre xilema do pedicelo
e o xilema da planta-mée. A existéncia de um equilibrio de pressao hidrostatica,
também no apoplasto da baga, € apropriada para explicar a relacdo entre a perda
de vitalidade celular e a diminuicdo do influxo e efluxo de agua via xilema,
encontrado para Niagara Rosada no inicio do amadurecimento.

Nos resultados aqui apresentados, o inicio do amadurecimento foi
registrado, aproximadamente, aos 51 DAA, quando as bagas tornaram-se

amolecidas e com subito aumento nos solidos soluveis totais (Figura 11). Houve
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também, no inicio a mudanca de cor, o retorno do crescimento das bagas
(Figuras 9 e 10), mesmo com o decréscimo do fluxo de 4gua via xilema a partir
desse periodo (Figura 12 C e H; M e R). Esse crescimento pode ser explicado,
pela reducédo do potencial hidrico da baga, como consequéncia do acumulo de
acucares, fornecidos via floema (Zhaosen et al., 2014).

Juntamente com as mudan¢cas quimicas, Thomas et al. (2006)
demonstraram que a pressdo de turgescéncia também é alterada, tornando-se
mais reduzida. Resultados similares foram encontrados em estudos como cereja
(Knoche et al., 2014; Schumann et al., 2014), que da mesma forma que a uva,
também, apresenta uma diminuicdo na condutancia hidraulica ao longo do
amadurecimento do fruto (Briggenwirth et al., 2015).

A perda de turgescéncia, a partir do veraison, corresponde ao aumento na
deformabilidade em bagas pos-veraison, justamente quando algumas variedades
podem apresentar uma consideravel perda de peso (McCarthy e Coombe 1999;
Thomas et al., 2006; Sadras e McCarthy 2007). A perda de peso pode estar
ligada a perda de integridade das membranas celulares do mesocarpo e a
consequente perda de turgescéncia celular. A partir desta afirmacao, foi proposta
a existéncia de uma correlacdo positiva entre a perda de peso e a perda de
vitalidade celular em bagas pds-veraison (Krasnow et al., 2008; Tilbrook e
Tyerman, 2008; Fuentes et al., 2010).

Para a variedade Syrah, especificamente, essa correlacdo foi evidente,
enquanto outras variedades como Chardonnay e Thompson Seedless nao
apresentaram o mesmo padrdo (Fuentes et al., 2010). A Variedade Niagara
Rosada parece ndo seguir esse padrdo, dado que, apesar das bagas terem
apresentado aumento progressivo na deformabilidade, a partir dos 51 DAA a
perda de tamanho foi muito sutil até o final do amadurecimento, mesmo com a
evidéncia de aumento na taxa de perda de vitalidade celular durante o
amadurecimento. Houve elevada correlagcdo negativa entre a vitalidade celular do
mesocarpo e o peso, a deformabilidade e os sélidos sollveis totais, ou seja,
mesmo com a perda de vitalidade celular, as outras variaveis apresentaram
aumento progressivo até o final do amadurecimento (Tabela 3).

ApoOs as bagas atingirem o seu tamanho maximo, com 15,87 mm de
didmetro em torno dos 76 DAA, houve um leve declinio de 0,36mm de diametro

até os 92 DAA (Figura 9), o que resultou em perda de 2,27% do seu tamanho
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maximo, até esse periodo, quando as bagas de Niagara Rosada ja se
apresentavam sobremaduras, da mesma forma, o peso de matéria fresca
continuou aumentando até o amadurecimento completo das bagas (Figura 10). O
resultado de perda de 2,27% do tamanho, em diametro, registrado para Niagara
Rosada é imperceptivel quando comparado com bagas de outras variedades. Em
Syrah, por exemplo, a perda pode chegar até 30% do seu peso maximo antes de
atingir o amadurecimento completo (McCarthy e Coombe, 1999; Tyerman et al.,
2004; Rogiers et al., 2006; Fuentes et al., 2010). A sutil perda de tamanho
encontrada no final do amadurecimento das bagas de Niagara Rosada pode, por
sua vez, estar relacionada a diminuicéo do efluxo de agua pelos vasos xilematicos
em resposta a perda de vitalidade das células no mesocarpo das bagas. Em
bagas de Syrah conectadas hidraulicamente a planta-mée, ha deteccéo de efluxo
durante na fase pos-veraison (Tilbrook e Tyerman, 2009), com baixa taxa de
perda de vitalidade celular (Fuentes et al., 2010). Em Niagara Rosada, o resultado
da expressiva perda de integridade da membrana celular, pode ser o suficiente
para interromper o influxo e também o efluxo de agua, via xilema elevar a um
equilibrio de pressdo (osmdtica/hidraulica) no apoplasto da baga. Essa condicao
poderia evitar a perda de peso das bagas durante o amadurecimento.

Para Niagara Rosada o efluxo ocorreu durante a primeira fase de
crescimento, mas cessou no inicio do amadurecimento, a partir dos 58 DAA,
conforme Figura 13, diferentemente dos resultados encontrados para as
variedades Chardonnay e Syrah. Nestas, o efluxo continuou no pés-veraison,
cessando a partir dos 97 DAA para Chardonnay e ficando restrito ao pedicelo das
bagas de Syrah aos 118 DAA em ciclos, no qual o inicio do amadurecimento
ocorreu aos 70 DAA para Chardonnay e aos 65 DAA para Syrah (Tilbrook e
Tyerman, 2009).

Essas diferencas encontradas entre variedades sugerem que as
caracteristicas fisiolégicas apresentam variacbes durante o ciclo de
desenvolvimento e que tais respostas devem ser especificas de cada variedade.
Para Niagara Rosada, essas alteracfes resultam em uma resposta positiva na
manuten¢ao do tamanho da baga.

A existéncia de efluxo durante a primeira fase de crescimento das bagas
nao representa um problema para o desenvolvimento da baga. Uma vez que,

nessa fase, existe a tensédo apropriada para ocorrer rapido influxo de agua para a
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baga, de tal forma que, o ganho de agua por influxo € maior do que a perda por
efluxo e isso prové o aumento de tamanho da baga nessa fase (lland et al., 2011).
Ja ao longo do amadurecimento, a diminuicdo do efluxo e o aumento da perda de
vitalidade celular evitam a perda excessiva de &gua via xilema, assim, o
crescimento das bagas fica dependente do influxo de &gua via floema,
considerando que o influxo via xilema, também, torna-se interrompido e o
aumento no teor de solidos soluveis pode ser o responsavel pelo ganho de peso
fresco das bagas que ocorre até os 85 DAA.

Com o evento do amadurecimento, as bagas da variedade Niagara
Rosada tendem a exibir o mesocarpo mais tenro e pouco crocante,
provavelmente em resposta a perda de integridade das células, além de ter uma
casca espessa e revestida por uma camada de cera, que dificulta a perda de
agua por transpiracdo e possibilita a manutencao das suas caracteristicas fisicas
e quimicas, por um periodo mais prolongado. Além disso, acredita-se que a
interrupcdo da conexdo entre o xilema da baga e o da planta-mé&e pode servir
como estratégia para evitar perda de agua de volta para a planta-méae e assim,
evitar também, a murcha excessiva das bagas, possibilitando a manutencdo do
tamanho das bagas apds o veraison.

Entretanto, 0 amadurecimento de bagas em condic¢des de climas quentes,
como foi o caso da uva Niagara Rosada utilizada, pode interferir nas alteracfes
fisiologicas. Altas temperaturas durante o amadurecimento podem causar
significante reducdo no acimulo de aglUcares e na expansao em bagas a partir do
veraison (Greer e Weston, 2010; Greer e Weedon, 2013), além de, aumentar a
incidéncia de perda de agua através da casca por causa da elevada demanda
evaporativa do ambiente (Greer e Rogiers, 2009). Pode, ainda, antecipar o inicio
da morte celular no mesocarpo (Bonada et al., 2013). O efeito da alta temperatura
foi testado nas variedades Chardonnay e Syrah, com uso de um sistema que
aumenta a temperatura ambiente em volta das videiras. Esse sistema foi
suficiente para acelerar e intensificar a taxa de morte celular do mesocarpo
durante o amadurecimento para as duas variedades testadas, provavelmente por
intensificar a perda de agua e a murcha das bagas (Bonada et al., 2013).

Uma antecipacdo no inicio da perda de vitalidade celular, em resposta a
uma condicdo de clima mais quente pode justificar a diferenca dentro do periodo

desenvolvimento em que as alteracdes fisiologicas ocorreram para Niagara
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Rosada. Parece pertinente que o aumento na taxa de perda de vitalidade celular,
ainda no inicio do amadurecimento das bagas de Niagara Rosada, seja associado
as temperaturas elevadas durante o seu amadurecimento. A area experimental
encontra-se em uma regiao de clima tropical (21°S), caracterizado por apresentar
temperaturas médias raramente abaixo de 18° C, mesmo nos meses de inverno.
Durante o periodo das avaliagcbes, a temperatura média foi de 26,4°C e a
temperatura maxima oscilou entre 30° e 40°C até o final do amadurecimento
(Figura 5). Porém, nenhuma avaliacdo direta ligada a esse fator foi realizada,
portanto, mais estudos com foco nesse tema precisam ser realizados para a
confirmagéo de tal hipotese.

Tendo em vista as mudancas fisiologicas, que ocorrem a partir do inicio
do amadurecimento aos 51 DAA, € possivel considerar que aconteca o
isolamento hidraulico a partir do xilema em bagas de Niagara Rosada. A conexao
das bagas com a planta-mée € rompida, provavelmente, como estratégia para
garantir que as bagas completem seu ciclo de desenvolvimento, sem passar por
possiveis variacbes que comprometam o desenvolvimento normal do fruto. A
mudanca do fluxo de agua via xilema pode evitar que a baga seja prejudicada em
situacdes de déficit hidrico (Greenspan et al.,1996), que levam a perda de peso,
pela ocorréncia de efluxo demasiado; ou por evitar condicdes de excesso hidrico,
tanto no solo quanto na superficie da baga, que causam rachadura nas bagas por
absorcdo de agua demasiada (Greenspan et al.,1996; Clarke et al., 2010; Becker
e Knoche 2012a, 2012b).

Em Niagara Rosada, o influxo e o efluxo de agua via xilema cessaram no
inicio do amadurecimento, coincidindo com 0 aumento expressivo na taxa de
perda de vitalidade celular, fortalecendo a hip6tese de isolamento xilematico entre
a baga e a planta-méae para essa variedade. Dessa forma, a perda de integridade
das membranas celulares pode explicar a diminuicdo da movimentacédo de agua
tanto para dentro quanto para fora da baga, uma vez que essa condi¢do pode
inibir a formacgéo de um gradiente de pressdo negativa que € necessario para a
agua se movimentar do pedicelo (planta-méae) para dentro da baga, através dos
vasos xilematicos e essa situacdo pode garantir a manutencéo das caracteristicas
fisicas e quimicas até depois do seu amadurecimento.

Essas alteracOes tém sido estudadas em variedades Vitis vinifera como

Syrah, Chardonnay e Thompson seedless (Greenspan et al.,1996; Rogiers et al.,
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2001; Tyerman et al., 2004; Bondada et al., 2005; Tilorook e Tyerman, 2008,
2009; Choat, et al., 2009; Bonada et al.,, 2013). Entretanto, a mudanga na
funcionalidade do xilema, assim como 0 aumento na taxa de perda de vitalidade
celular foram registrados, prioritariamente, em pés-veraison para Chardonnay e
Syrah, sendo que a Ultima continuou apresentando efluxo.

A variedadeThompson seedless mantém suas caracteristicas fisiologicas
com alta conduténcia hidraulica, mas sem efluxo e tendo, ainda, alta taxa de
vitalidade celular até o final do amadurecimento (Krasnow et al., 2008; Tilbrook e
Tyerman, 2008, 2009; Fuentes et al., 2010), porém tais particularidades podem
aumentar a suscetibilidade desta variedade a rachaduras (Dean et al., 2015).
Diferentemente ocorre com as bagas de Niagara Rosada, na qual influxo e efluxo
através do xilema param, o que pode dificultar a ocorréncia de rachadura, assim
como a perda demasiada de agua, além de exibir mais de 80% de perda de
vitalidade celular em bagas pds-veraison (85 DAA).

No entanto, mesmo com a intensificacdo da taxa de perda de integridade
das membranas celulares, diminuicdo do transporte de agua via xilema e aumento
na deformabilidade das bagas acontecendo no inicio do amadurecimento, a
Niagara Rosada mostrou a manutencao da vitalidade celular na regido dos vasos
condutores centrais das bagas (brush), visto pela continua fluorescéncia do
corante FDA nessa regido, até o final do amadurecimento das bagas (Figura 14).

Resultado semelhante foi encontrado por Fuentes et al. (2010) para a
variedade Chardonnay. Essa manutencdo de vitalidade pode significar que,a
regulacdo no transporte de agua e soluto entre a baga e a planta-mée ainda pode
ser mantida (Tilorook e Tyerman, 2008), muito provavelmente a partir da
movimentacdo da agua via floema (Fuentes et al., 2010), jA que nos vasos
xileméaticos da regido do brush, a resisténcia hidraulica torna-se maior ao longo do
amadurecimento (Tyerman et al., 2004).

O progresso da perda de vitalidade celular pode ser mais uma resposta a
idade cronoldgica das bagas do que a outras variaveis de amadurecimento
(Krasnow et al.,2008), uma vez que o padrao de perda de vitalidade celular apés
0 veraison encontrado para Syrah e Chardonnay foi similar para cada uma,
independente do ano de producao ou das videiras estarem a campo ou em casa
de vegetacdo e ndo variou em resposta a diferenca dos solidos solUveis totais em

cada condicdo de producdo.
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Nossos resultados sugerem que para Niagara Rosada, a perda de
vitalidade das células do mesocarpo tem grande influéncia na mudanca de
movimentacdo de agua através do xilema para dentro e para fora da baga e na
manutencao dos atributos fisicos e quimicos até apds o seu amadurecimento.

A morte celular € um evento comum da parte final do ciclo de
desenvolvimento para érgaos e tecidos vegetais (Greenberg 1996; Thomas et al.,
2009) e para bagas de uva, a intensidade e o periodo em que ocorre, dentro do
ciclo de desenvolvimento, parece ser determinado especificamente pela
variedade e isso interfere diretamente na qualidade final do fruto.

Portanto, compreender como e porque tais mudancas que levam a perda
de integridade celular ocorrem (como mudanca na composicdo da membrana e a
acado de enzimas que pode levar a deterioracdo da membrana celular),além de
comprovar, por métodos diretos a existéncia de um equilibrio de presséo
hidrostatica no apoplasto das bagas de Niagara Rosada a partir do veraison,
podem constituir passos importantes para prolongar as caracteristicas fisicas e
quimicas desejaveis, sejam elas para o consumo in natura, producdo de suco ou
para elaboracéo de vinho.

O isolamento do xilema, a partir do inicio do amadurecimento, evidencia a
importancia do fornecimento de agua via floema para as bagas. A terceira fase de
desenvolvimento € dependente do influxo de agua via floema, quando o
crescimento das bagas € retomado juntamente como o desenvolvimento de
outras caracteristicas quimicas.

O aumento do influxo de agua via floema para dentro da baga, no inicio
do amadurecimento, é suficiente para reverter a murcha de bagas induzida por
estresse hidrico (Keller et al., 2015). Portanto, esta claro que o floema tem
importante contribuicdo para o amadurecimento das bagas ap0s as mudancas
que ocorrem na funcionalidade do xilema e integridade celular, porém, a real
participacdo do floema no desenvolvimento das bagas de uva, ainda ndo € bem
compreendida e deve ser o foco de pesquisas posteriores, que expliquem

fisiologicamente o seu papel no desenvolvimento das bagas de uva.
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8. CONCLUSAO

Os resultados das andlises de vitalidade celular do mesocarpo e
funcionalidade do xilema comprovaram que a diminuicdo do fluxo de agua via
xilema esta associada ao aumento na taxa de perda de vitalidade celular durante
o desenvolvimento das bagas. Tanto influxo quanto efluxo de agua, via xilema,
cessaram no inicio do amadurecimento, no mesmo periodo em que a taxa de
perda de vitalidade celular no mesocarpo foi intensificada. As mudancas
fisiologicas avaliadas aconteceram no inicio do amadurecimento para a variedade
Niagara Rosada, levando as bagas a um isolamento hidraulico nos vasos
xilematicos. A paralisacdo do fluxo de agua via xilema, durante o
amadurecimento, favoreceu a manutencdo de caracteristicas fisicas, como a
conservagao do tamanho da baga, mesmo quando essas atingiram elevada taxa

de perda de vitalidade celular.
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