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RESUMO

As rotas de descarregamento do floema mudam em resposta ao desenvolvimento de uvas
e essas modificacbes sao resultados de alteragcbes no nimero e na condutividade dos
plasmodesmos. Ainda ndo esta claro como os solutos, apos serem descarregados do
floema, sdo armazenados nos vacuolos do mesocarpo e no apoplasto das bagas, nem
informacgdes relacionadas a maturacdo e a composicdo floematica, apesar da sua
importancia para entender o movimento de agua nas bagas. Portanto, o objetivo geral
deste projeto é compreender se ha um padrao diferencial de acumulo de acucares
solaveis e se hé influéncia da via de descarregamento do floema no amadurecimento em
bagas de Vitis vinifera e Vitis labruscana. Para isso, foram usadas bagas em V.
labruscana var. Niagara Rosada e V. vinifera var. Chardonnay. Analises qualitativas como
didmetro, SST e deformabilidade foram feitas para acompanhar o desenvolvimento das
bagas. Para acompanhar as alteragbes de composicdo de solutos durante o
amadurecimento, a seiva apoplastica foi extraida com auxilio da bomba de presséo
Scholander quantificada em HPLC para calcular as concentracdes de acucares solaveis
presentes no vacuolo e no apoplasto. Em contraste, a atividade da enzima invertase
acida vacuolar (IAV) e invertase acida de parede celular (IAPC) foram mensuradas
indicando a rota de descarregamento do floema. resultados mostram que as analises
gualitativas ilustraram as mudancas fisioldégicas que ocorreram no mesocarpo durante o
desenvolvimento das bagas. Em V. labruscana, as concentracdes de acucares sollveis
durante o amadurecimento, acumularam-se somente no apoplasto aos 95 DAA.
Diferentemente em V. vinifera, os aglcares solUveis estdo armazenados tanto no vacuolo
guanto no apoplasto. Em V. labruscana, as invertases vacuolares perdem atividade
justamente quando a invertase de parede celular aumentou sua atividade que até entao
mantinha-se em baixa atividade e apos, ambas diminuiram a atividade. Em V. vinifera, a
invertase vacuolar predominou sua atividade sobre a invertasede parede celular e ambas
as enzimas tiveram atividade reduzida no final do amadurecimento. Portanto, conclui que
h& um padréo diferencial sobre como ocorre o acimulo de agucares na baga. A via de
descarregamento do floema altera o armazenamento dos agucares sollUveis e essas

mudancas variam de acordo com avariedade.

Palavras-chave: Uva, floema, acUcares.




ABSTRACT

Phloem unloading routes change in response to grape development and these changes
are a result of changes in the number and conductivity of plasmodesmata. It is still unclear
how the solutes, after being discharged from the phloem, are stored in the vacuoles of the
mesocarp and in the apoplast of the berries, nor information related to maturation and
phloem composition, despite its importance to understand the movement of water in the
berries. Therefore, the aim of this project is to understand if there is a differential pattern of
accumulation of soluble sugars and if there is an influence of the phloem unloading
pathway on ripening in Vitis vinifera and Vitis labruscana. For this, in this work, varieties V.
labruscana (Niagara rosada) and V. vinifera (Chardonnay) were used during their
development. Qualitative analyzes such as diameter, SST and deformability were carried
out to monitor the development of the berries. To follow the changes in solute composition
during the ripening of the berries, the apoplastic sap was extracted with the aid of a
Scholander pressure pump. The extracted sap was quantified in HPLC to calculate the
concentrations of soluble sugars present in the vacuole and in the apoplast, for both
varieties. In contrast, the activity of the enzyme vacuolar acid invertase (IAV) and cell wall
acid invertase (IAPC) were measured, indicating the phloem unloading pathway. These
results show that qualitative analyzes illustrated the physiological changes that occurred in
the mesocarp during berry development. In V. labruscana, concentrations of soluble
sugars during ripening accumulated, only in the apoplast, at 95 DAA. Unlike in V. vinifera
at 93 DAA, soluble sugars are stored in both the vacuole and the apoplast. In V.
labruscana, vacuolar invertases lose activity precisely when cell wall invertase increased
its activity, which until then remained at llow activity, and afterwards, both lose activity. In V.
vinifera, vacuolar invertase predominated over cell wall invertase and both enzymes had
reduced activity at the end of ripening. Therefore, it is concluded that there is a differential
pattern on how sugar accumulation occurs. The phloem unloading pathway alters the
storage of soluble sugars and these changes vary by variety.

Keywords: Grape, phloem, sugars.
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1. INTRODUCAO

A seiva do floema é transportada pelos elementos de vaso e € descarregada nos
tecidos drenos, tendo como exemplo, a baga. As rotas de descarregamento do floema
mudam em resposta ao desenvolvimento dos frutos, e essas modificagdes s&o resultados
de alteracbes no numero e na condutividade dos plasmodesmos (Patrick, 1997; Van Bel,
2003). Por exemplo, em bagas da variedade Kyoho (Vitis vinifera x V. labrusca) o
descarregamento simplastico predomina nas fases iniciais e intermediarias do
desenvolvimento e os plasmodesmos tém papel crucial para a predominancia dessa via.
Entretanto, os plasmodesmos perdem sua funcionalidade na fase de maturacéo e, entéo,
o0 modo de descarregamento predominante comeca a ser o apoplastico (Zhang et al.,
2006). Essa mudanca do floema isola as células do pericarpo dos elementos de vaso e
das células companheiras, fazendo com que a baga acumule solutos sem inibir o influxo
do floema (Patrick, 1997; Lalonde et al., 2003).

Keller e Shereta (2014) demonstraram que os genotipos Concord (V. labrusca) e
Merlot (V. vinifera) diferem em sua capacidade de manter a integridade da membrana na
maturidade. Os autores sugerem que 0s solutos acumulados no apoplasto da baga sao
rigidamente regulados e sob controle de desenvolvimento. As hexoses se acumulam nos
vacuolos e apoplasto em taxas diferentes. Os acidos organicos, especialmente o malato,
diminuem nos vacuolos. Em Concord, ao contrario, 0 potassio aumenta nos vacuolos,
mas diminui no apoplasto. Tilbrook e Tyerman (2008) confirmaram esses dados, usando
corantes indicadores, que revelaram diferencas na viabilidade celular do mesocarpo entre
genatipos de uva (Krasnow et al., 2008; Tilbrook e Tyerman, 2008; Fuentes et al., 2010).

Na maioria dos genotipos, a morte celular ocorre no final do amadurecimento da
baga, iniciando um fendmeno denominado murcha das bagas (em inglés, berry
shrivelling), sendo identificado, por exemplo, na variedade Shiraz (V. vinifera) (Tyerman et
al., 2004). O gendtipo Niagara Rosada (V. labruscana) apresenta predisposicdo a
ocorréncia de perda de vitalidade das células do mesocarpo a partir do veraison, ao
mesmo tempo em que o fluxo do xilema da planta-mé&e para as bagas é interrompido.
Essa ocorréncia de perda de vitalidade celular pode ter uma relacdo direta com a

consisténcia do mesocarpo, conforme se avanca o amadurecimento da baga, e esse




fendbmeno é percebido pela consisténcia do mesocarpo que passa a apresentar menor
firmeza, com consisténcia do mesocarpo gelatinoso e com cerca de 80% das membranas
celulares com sinais de perda de vitalidade (Lerin, 2016; Baritiello, 2018). Além disso, a
casca é espessa e revestida por uma camada de cera, que dificulta a perda de agua por
transpiracdo. Isto possibilita a manutencdo de caracteristicas fisicas e quimicas por um
periodo mais prolongado, como visto por Lerin (2016). Lang e During (1991) sugeriram
gue a perda de integridade das células do mesocarpo é um acontecimento 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 pressado da parede da
célula.

Diante desse cenario, ainda ndo esta claro como o0s solutos, apds serem
descarregados do floema, sdo armazenados nos vacuolos do mesocarpo e no apoplasto
das bagas, nem informacgfes relacionadas a maturacdo e a composi¢cdo floematica,
apesar da sua importancia para entender o movimento de agua nas bagas. Portanto, o
objetivo geral deste projeto é compreender se ha um padrao diferencial de acamulo de
acucares soluveis e se ha influéncia da via de descarregamento do floema no final do

amadurecimento em variedades de V. vinifera e V. labruscana.




2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Vitis

A videira pertence ao género Vitis, que compreende mais de 60 espécies
selvagens interférteis distribuidas na Asia, na América do Norte e na Europa, sob
condi¢cBes climaticas temperadas, subtropicais, mediterraneas e continentais. Entre as
diferentes espécies existentes, algumas atraem interesse econémico, pois possuem frutos
com caracteristicas para 0 consumo in natura ou para a elaboracdo de vinhos e sucos,
como a espécie europeia Vitis vinifera e as espécies americanas V. labrusca, V.
labruscana, V. bourquina e V. rotundifolia (Camargo, 2021).

As uvas cultivadas recebem duas classificacdes: uvas para mesa e uvas para
vinho, que sdo derivadas de cultivares de V. vinifera. A espécie de maior importancia
econbmica no mundo € a V. vinifera, que apresenta grande nimero de cultivares, tanto
para vinho quanto para mesa e producdo de passas. A segunda espécie em relevancia,
pela extensdo da area cultivada no mundo, € a V. labrusca, sendo o nimero de suas
cultivares limitado a algumas dezenas. As uvas de V. labrusca s&o utilizadas para
consumo in natura e para processamento; em especial, para a elaboracéo de suco de
uva, em alguns paises da América e da Asia, e para elaboracdo de vinhos comuns. A V.
labruscana é um subgrupo de uvas originarias de uma hibridizacdo de V. labrusca e V.
vinifera. Exemplos populares incluem as uvas Concord e Niagara. O cultivo de V.
bourquina é limitado a poucas cultivares e restrito a algumas zonas. O numero de
cultivares de V. rotundifolia também é pequeno, e seu plantio comercial tem importancia

apenas no Centro-Sul dos Estados Unidos (Moura, 2021).

2.2. Morfologia e crescimento da baga

A uva é uma baga originaria do ovario. A por¢cao carnosa provém da parede do
OoVvario que origina o pericarpo, mesocarpo e endocarpo, sendo o0 mesocarpo a “carne"

comestivel da baga (Figura 1). A uva em desenvolvimento €é alimentada por

fotoassimilados através dos feixes vasculares carpelares, que séo divididos nos feixes




periféricos e centrais. Tanto nos feixes carpelares maiores quanto nos menores, existem
conexdes simplasticas através de plasmodesmatos entre o complexo de elementos
crivados (EC), células companheiras (CC) e células do parénquima do floema (CPF).
Existem mais plasmodesmas entre EC e CC do que entre as CPF, e isso vale para todo o
desenvolvimento da baga (Zang et al., 2006).

Raquis do Cacho =———— \

Pedicelo e C

Pencarpo

Mesocarpo

Feixos Vasculares
Carpelares (Maior)

Feixos Vasculares

Carpelares (Menor)
Semente

Feixos Vasculares
Carpelares Centrais

Figura 1: Estrutura de baga da uva. Fonte: (Zang et al., 2006).

O desenvolvimento das bagas € caracterizado por um crescimento em volume
acompanhado pela evolucdo das caracteristicas fisicas e quimicas. Seu padrao de
crescimento evolui de acordo com uma curva sigmoidal dupla que é definida por trés

fases de crescimento: a primeira de formacdo € marcada por um crescimento rapido, com

metabolismo intenso, respiracdo elevada e um rapido acimulo de &cidos. A segunda fase
€ uma fase de crescimento lento durante a qual o veraison ocorre. O veraison é
caracterizado pelo amolecimento da polpa e pelo aparecimento de cor em variedades
coloridas e uma casca translicida em variedades brancas (Coombe, 1976). Ainda nessa
fase, o fluxo do xilema, para alguns genotipos, € interrompido. A terceira fase corresponde
a maturacdo. O crescimento celular € retomado e é acompanhado por diversas
modificacdes fisioldgicas. A intensidade respiratoria diminui, enquanto certas atividades
enzimaticas aumentam acentuadamente. Durante essa fase, a uva acumula acglcares

livres, potassio, aminoacidos e compostos fendlicos, enquanto as concentra¢des de acido
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diminuem. O tamanho da uva na maturidade depende em grande parte desses processos
de acumulacdo, mas também do numero de células por baga (Ribéreau-Gayon et al.,

2003). Estas fases sao representadas na Figura 2.

FASE IlI

FASE | FASE Il

Diametro

Figura 2: Variacdo de diametro nas fases de desenvolvimento da baga da uva. DAA: dias ap0s a antese
(Fonte: Ribéreau- Gayon et al., 2003).

O acontecimento de tais mudangas no metabolismo da baga parece ser um
processo coordenado que leva ao completo amadurecimento, porém, outros fatores vém
ganhando importancia neste contexto. Entre esses fatores destacam-se a perda da
vitalidade celular (Lang e Thorpe, 1989; Krasnow et al., 2008; Tilbrook e Tyerman, 2008;
Fuentes et al., 2010) e mudancas nas rela¢fes hidricas (fluxo via xilema e floema) entre
planta-mée e fruto, e entre células e tecidos (Greenspan et al.,, 1996; Bruce, 2003;
Rogiers et al., 2004;Tyerman et al., 2004; Bondada et al., 2005).

2.3. Movimento da seiva do floema

O suprimento de agua para o crescimento de muitos frutos de polpa carnosa ocorre
principalmente através do xilema, durante o desenvolvimento inicial dos frutos e,
principalmente, através do floema nos estagios posteriores, especialmente durante o
amadurecimento (Choat et al., 2009). Supfe-se, entdo, que a demanda de agua dos
frutos em amadurecimento se torna dependente do influxo do floema, porque o influxo do

xilema diminui (Cuéllar et al., 2013). Assim, o declinio no influxo do xilema foi atribuido por
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muito tempo ao isolamento hidraulico do fruto da planta-méae e por danos na morfologia
do xilema (During et al., 1987; Findlay et al., 1987; DrazZetaet al., 2004).

O principal composto translocado pelo floema das videiras, além da agua, é a
sacarose (Swanson e El-Shishiny, 1958; Koblet, 1969). Esse acucar é responsavel por 50
a 70% da pressdo osmotica. O fluxo de massa no floema é resultante do gradiente
osmatico criado pela sacarose, mas também outros solutos, como potéassio, aminoacidos,
glicose, frutose, e malato que compdem grande parte dos componentes osmoticos
(Patrick, 1997; Peuke et al., 2001; Peuke, 2010).

A composicdo da seiva do floema € variavel entre espécies, cultivares e porta-
enxertos e varia de acordo com as condicdes fisioldgicas, época do cultivo e estacao do
ano. Os solutos também podem ser transferidos entre o floema e o xilema (Lalonde et al.,
2004; Metzner et al., 2010). Esse processo favorece a entrega de nutrientes para 0s
orgaos drenos, as raizes e brotacdes, redirecionando os solutos entregues pelo floema
para manter as concentragdes de nutrientes do xilema (Keller, 2015).

A seiva do floema normalmente se move as velocidades de fluxo de 0,25 - 0,40
mm s (Koblet, 1969; Windt et al., 2006) que é muito mais rapida do que seria esperado
com a difusdo simples. Em contraste com o xilema, a taxa e a direcdo do movimento do
soluto no floema estado sob controle metabdlico e é alterada de acordo com o tempo, em
resposta ao desenvolvimento de 6rgdos fontes e dreno. Assim, a dire¢cdo do fluxo do
floema, pode ser revertido ao longo do tempo e, muitas vezes, € contra a direcédo do fluxo
de transpiracao no xilema (Keller, 2015).

A teoria do fluxo de pressdo do movimento da seiva do floema desenvolvida por
Minch em 1930 afirma que a seiva se movimenta de locais de alta pressédo de turgor
(P=Wp) para locais de baixa presséo dentro do floema (Figura 3).

Por outra parte, a sacarose ndo é apenas a principal forma de transporte de
carbono, no sistema de floema, mas é também, seu combustivel, ou seja, a forga motriz
osmotica para o fluxo de massa ocorrer (Munch, 1930; Hellmann et al., 2000; Van Bel,
2003). As células-fonte “carregam” sacarose nos elementos de vaso, o que resulta em um
gradiente osmoético (AW1r), que gera um gradiente de potencial hidrico (AW). Isso atrai a
agua do xilema para os elementos de tubo crivado, aumentando a pressao do turgor (P).
Em outras palavras, o transporte do floema depende da presséo hidrica gerada na fonte.

A seiva, entdo, se move em dire¢cdo ao dreno onde a sacarose sera descarregada,

A L) 12



0 que leva a perda de agua no elemento de tubo crivado, de modo que a presséo de
turgor se torna mais baixa. O movimento da agua para dentro e para fora do floema é
modulado pelo potencial hidrico, enquanto o movimento da agua dentro do floema (da
fonte ao dreno) é acionado pela diferenca de pressao entre a fonte e o dreno que, por sua
vez, é gerado por carregamento (na fonte) e descarregamento (no dreno) de aclcar e
outros solutos (Miinch, 1930; Bradford, 1994; Patrick, 1997; Van Bel, 2003).

Elemento de vaso (xilema) Elemento de tubo crivado (floema) Célula companheira
H,0

Célula-fonte

/—ﬁ‘o\gogo ® =

Mo to:ath ™ e ‘%‘. Aclcar na fonte, aqui
rregamento ativo

s fl?ema et ¥, =-1,1 MPa e e ilustrado como sacarose

W¥_=-0,8 MPa - (esferas vermelhas), é
v" =-0.7 MPa elementos crivados ¥, = 0,6MPa carregado ativamente no
% complexo elemento de tubo

causa diminuicdo do | |y =-1,7 MPa
W, =-01MPa | | notencial de soluto e >y © ==
a agua entra,
resultando em alta
pressdo de turgor.

) [ o

agua e de soluto ——

crivado-célula companheira.

gerado por pressdo,
da fonte para
o dreno.
1~ Corrente de Célula-dreno
> h transpiracdo
i< H,0 No dreno, os aglcares sdo
descarregados.

41
O descarregamento
do floema aumenta

v =-06MPa| | © potencial de soluto

e a gua sai, ¥,= 03MPa
ot resultando em ¥, =-0,7 MPa
¥, =-0,1 MPa pressdo de turgor Sacarose

mais baixa. >P D D

Figura 3: Representacdo esquematica do movimento da seiva do floema de regifes de alta pressdo em
regides fonte para regides com baixa pressdo em drenos. Os circulos roxos representam transportadores de
soluto. Todos os valores estdo em MPa (Fonte: Taiz e Zeiger, 2016).

2.4. Translocacéo e distribuicdo da seiva floematica na baga.

Entender o processo de amadurecimento da uva é importante para definir seu
ponto de colheita. Seja para producédo de vinho ou consumo in natura. Assim, uma das
principais caracteristicas do processo de amadurecimento nas bagas de uva € pelo

acumulo de glicose e frutose no vacuolo. Em videiras, a sacarose produzida da
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fotossintese é transportada através do floema para a baga (Swanson e Elshishiny, 1958),
onde é quebrada em glicose e frutose que se acumulam em quantidades
aproximadamente iguais (Davies e Robinson, 1996).

O movimento molecular e i6nico de um local para outro € conhecido como
transporte. O transporte local de solutos para dentro ou dentro de células é regulado
principalmente por proteinas de membrana. O transporte, em maior escala, entre os
orgaos vegetais ou entre eles e o ambiente, também €& controlado pelo transporte de
membranas em nivel celular (Taiz e Zeiger, 2016).

O acumulo de frutose e glicose comecga no veraison, que corresponde ao inicio da
maturagdo dos frutos e continua durante todo o amadurecimento. A invertase (P-
fructosidase; EC 3.2.1.26) catalisa a conversdo de sacarose em frutose e glicose e é
comum em frutos carnosos que acumulam acucar, como o tomate (Lycopersicon
esculentum) (Yelle et al., 1991; Stommel, 1992).

A maneira pela qual as videiras carregam sacarose no floema é controversa.
Alguns pesquisadores argumentam que 0 carregamento ocorre via apoplasto, ou seja,
através das paredes celulares, porque a concentracdo de sacarose no interior do floema é
muito maior do que nas células circundantes, ja que a difusdo contra um gradiente de
concentracdo nao seria possivel. Se isto for verdade, a sacarose deve ser descarregada
ou ser bombeada para as paredes celulares e depois ser bombeada através das
membranas celulares das CC e pelos elementos de seiva por cotransporte de prétons (ou
simporte), um processo que requer gasto de energia na forma de ATP (Lalonde et al.,
2003; Carpaneto et al., 2005; Chen et al., 2012).

Antes que a sacarose possa ser transportada das folhas para os 6rgéaos drenos ela
deve entrar no floema por um processo conhecido como carregamento do floema. O
mecanismo mais comum € o carregamento apoplastico, que é ativo, onde a sacarose que
entra no apoplasto e é bombeada para os elementos de tubo crivado, por transportadores
ligados a membrana, usando energia derivada da forgca motriz do proton (Sauer, 2007). O
carregamento simplastico é passivo, uma vez que a entrada de sacarose é continua
através de plasmodesmos (Schulz, 2005).

Apo6s o carregamento do floema, a seiva floematica € transportada através de
tubos crivados para orgados drenos, onde sdo descarregados para diversos usos. O

descarregamento simplastico nesta via promove hidrélise da sacarose em hexoses de
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glicose e frutose pela invertase acida solUvel ou pela sacarose sintase, ap0s atingir 0s
feixes vasculares do fruto. Estas moléculas sdo usadas para sintetizar macromoléculas
insoluveis (amido, proteina ou lipidio) ou armazenadas nos vacuolos para manter um
gradiente de concentracdo de acucares (Figura 4A). A via apoplastica atua em espacgos
intercelulares na parede celular, chamado de apoplasto e opera contra o gradiente de
concentracdo. Nesta via, a sacarose € quebrada em hexoses pelas invertases acidas da
parede celular, antes de serem bombeadas para o citoplasma, onde podem ser
novamente convertidos em sacarose, pela sacarose sintase, ou acumuladas no vacuolo,
apenas para serem hidrolisadas novamente, dependendo da necessidade do
metabolismo de agucares (Keller, 2015) (Figura 4B).

A EC cc CPF B EC cc
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Figura 4: Modelo hipotético de estratégias de descarregamento do floema: A: Descarregamento simplastico
para sacarose. B: Descarregamento apoplastico para sacarose. EC: Elementos crivados; CC: Células

companheiras; CPF: Células parenquimaticas do feixe (Adaptado de Ma et al., 2018).

Como dito anteriormente, a sacarose é o principal produto da fotossintese. E
produzida no citoplasma, proveniente dos produtos da fotossintese ou da utilizacdo de
reservas e pode seguir varios destinos. O principal destino € movendo-se célula a célula

via plasmodesmas ou em uma rota alternativa cruzando a membrana plasmatica para

poder entrar no espaco entre a parede celular, o apoplasto (Ayre e Brian G, 2011). Apos a

clivagem da sacarose no apoplasto, as hexoses resultantes sdo transportadas atraves da
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membrana plasmatica contra um gradiente eletroquimico através de simportes, ou seja, 0
H* se move a favor de seu gradiente para mover a sacarose do citoplasma para o
vacuolo.

Estudos recentes de Keller e Shereta (2014) com Concord (V. labrusca) e Merlot
(V. vinifera) mostraram que no final do amadurecimento de Concord, houve aumento do
pH do apoplasto quando houve diminuicdo do tartarato. Os autores explicam a existéncia
de um AH* entre vacuolos e apoplasto durante a maior parte da fase de amadurecimentoe
seu desaparecimento rapido em Merlot quando madura, semelhante ao que ocorre em
tomates (Almeida e Huber, 1999), sugere que as membranas do mesocarpo permanecem
intactas até o final do amadurecimento e que os genotipos diferem em sua capacidade de
manter a integridade da membrana na maturidade. Os autores confirmaram esses dados
de acordo com estudos utilizando fluorescéncia celular, que revelaram diferencas na
viabilidade celular do mesocarpo entre gendtipos de uva (Krasnow et al., 2008; Tilbrook e
Tyerman, 2008; Fuentes et al., 2010).




3. METODOLOGIA
3.1. Material vegetal avaliado

Para as avaliacbes foram usadas bagas de V. labruscana. (var. Niagara Rosada) e
V. vinifera (var. Chardonnay), cultivadas em casa de vegetacdo no sistema de espaldeira,
localizada no campus da Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro, em
Campos dos Goytacazes, RJ.

As videiras estdo cultivadas em vasos com capacidade para 25 L de solo, contendo
como substrato uma mistura de Latossolo Vermelho-Escuro (LVE), distrofico, textura
argilosa, esterco de curral e areia, na proporcdo 1:1:1, com adubacgOes realizadas de
acordo com andlise de solo seguindo os protocolos para a cultura e mantido um controle
de pragas e doencas sempre que necessario. O sistema de irrigacdo € por gotejamento,
utilizando um gotejador PCJ (tipo botédo) por vaso, com vazédo de 4 L h'l. O manejo da
irrigacéo foi realizado com controle automético para manter o solo em capacidade de
campo.

Para esse trabalho, a poda foi realizada no més de marco de 2021. Logo em
seguida, foi aplicada solucéo de 5% cianamida hidrogenada (DORMEX®) nas gemas com
auxilio de um pincel de cerdas finas, para uniformizar as brotacdes.

Os cachos de uva utilizados nas avaliacbes foram identificados individualmente

com uma placa contendo informa¢des como dias ap6s antese (DAA) e veraison.

3.2. Andlises qualitativas do desenvolvimento das bagas

As andlises de diametro, soélidos sollUveis totais e deformabilidade foram realizadas
utilizando-se seis bagas por avaliagdo. As avaliacfes iniciaram com bagas aos 10 DAA
até os 95 DAA.

3.2.1. Diametro e soélidos sollveis totais

As bagas tiveram seu diametro equatorial medido com o auxilio de paquimetro

digital (Digimess®, Brasil). O suco de cada uma das bagas foi coletado individualmente
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para avaliacdo de solidos soluveis totais (SST), por refratometria, utilizando um
refratbmetro manual digital, com compensacdo de temperatura, modelo RHB-32

(Yhequipment Co., China).

3.2.2. Deformabilidade das bagas

A deformabilidade das bagas foi medida em 18, 20, 22, 40, 42, 44, 80, 82 e 84 DAA
pelo ponto médio longitudinal do fruto, usando um texturébmetro modelo TA-XT Express
(Stable Micro Systems, USA), que exerce uma forca constante gerada por uma mola.
Esse método possibilitou o calculo de deformacdo em bagas individuais a partir da forca
exercida sobre os frutos em resposta a diminuicdo do didmetro causada pela forca
aplicada de 2,5 N por 5 s até promover a ruptura da baga.

3.3. Atividade enzimética da invertase acida do mesocarpo
3.3.1. Obtencéo do extrato enzimatico

A fracdo soluvel e insoltuvel vacuolo e parede celular foi obtida conforme Zhang et
al. (2006), com modificacBes. O tampédo de maceracao foi composto por 150 mM Tris-HCI
(pH 8,0); 2 mM EDTA; 10 mM MgCl2; 0,2% (v/v) 2-mercaptoethanol; 0,1 mM
fenilmetilsulfonil; 10 mM acido ascérbico; 3% (p/v) polivinilpolipirrolidona (PVPP) e 1 mM
benzamidina.

As bagas tiveram suas sementes e cascas retiradas e foram rapidamente
maceradas com tampdo de maceracdo gelado a 4°C, na proporcédo de 2:1 (p/v) até a
obtencdo de um extrato homogéneo. Em seguida o extrato foi filtrado em gaze (100%
algoddo em oito camadas), vertido em microtubos tipo Eppendorf com capacidade para
1,5 mL, e centrifugado em centrifuga (Mikro 220R, Germany) por 10 min, a 16.000g a 4°C.
O sobrenadante foi usado para mensurar a atividade da invertase acida vacuolar (IAV).

O pellet restante foi lavado 3x com o tampao de maceracéo (pH 4,5), sem PVPP, e
centrifugado a 16.000g por 20 min, sendo o sobrenadante descartado. O pellet formado
da centrifugacédo acima foi deixado durante a noite em banho seco com agitacdo de 300
RPM (Kasvi thermomixer modelo k80-120) em 4 °© C, com tampao de extragédo (pH 4,5)

contendo 500 mM de NaCl a 4°C, sendo realizada entdo uma nova centrifugacdo de
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16.000g por 20 min, sendo o0 sobrenadante usado para mensurar a invertase acida de

parede celular (IAPC), similarmente a IAV.

3.3.2. Determinacéo das atividades das invertases soluvel e insolavel

As atividades das invertases foram mensuradas segundo Schaffer et al. (1987),
com modificacdes. Foi necessério realizar uma curva padrao de glicose obtida por meio
de solugdes com concentragdes variando de 100 mg L't a 900 mg L de glicose.

As atividades foram mensuradas em 50 pL de 100 mM tamp&o acetato de sodio,
pH 4,8, 40 uL de 100 mM sacarose e 10 yL de amostra de enzima em banho maria, a
35°C por 30 min. A reacéo foi paralisada com a adi¢do do acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS)
resfriado a 4°C e os aculcares redutores produzidos pela reacdo foram determinados de
acordo com Miller (1959). As amostras foram lidas em leitor de microplacas pQuant
(Biotek, UK) com o comprimento de onda a 540 nm. Uma unidade (U) de atividade de
invertase foi definida como a quantidade de enzima capaz de liberar 1 pmol de grupos

redutores, medidos como glicose por minuto, nas condi¢gdes de reacéo utilizadas.

3.4. Coleta da seiva apoplastica e vacuolar

A coleta foi realizada conforme Keller e Shrestha (2014). Foram usadas quatro
bagas de V. labruscana, em 57 e 95 DAA e V. vinifera em 54 e 93 DAA. A diferenca em
DAA é referente a diferenca da data de florescimento dos cachos. As bagas foram
inseridas com seus pedicelos em um tubo falcon com capacidade de 15 mL, em orificios
perfurados individualmente, com as bagas do lado de fora e os pedicelos para dentro do
tubo. Os pedicelos foram selados com cola de vedacdo (Tekbond 793), conforme

mostrado na Figura 5.
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Figura 5: Coleta da seiva vacuolar por bomba de Scholander. O tubo de centrifugacdo contendo as bagas foi
envolto por uma luva de plastico, fixada no tip de 1 mL. A ponta do tip foi inserida no orificio da tampa da

bomba de Scholander para que o ar do sistema dentro da luva pudesse escapar. Arquivo pessoal.

Uma ponta de pipeta de plastico de 1 mL foi inserida através de um orificio
perfurado no meio da tampa de rosca do tubo e selada no tubo com cola quente. O tubo
foi envolvido por uma luva de plastico e levado para bomba de presséo tipo Scholander
(Modelo 3000F01H12G2P40, Soilmoisture Equipment Corp, Estados Unidos da América)
com a extremidade aberta e ponta da pipeta se projetando através do anel de vedacéo,
para permitir o fluxo da seiva livre do pedicelo cortado (Figura 5).

Foi fornecida pressurizacédo de 2 bar (0,2 MPa), por trés minutos para coletar a
seiva apoplastica. A seiva vacuolar foi extraida fazendo pressdo na baga com as méaos,
uma a uma até o rompimento da baga, apdés o rompimento a seiva foi coletada e

transferida para tubos de microcentrifuga de 1,5 mL e mantidas a —80 °C até a andlise.

3.5.1. Determinacédo da concentracdo de agucares da baga

As amostras de ambas as fracdes, vacuolo e apoplasto foram centrifugadas em

centrifuga (MIKRO 220, Germany) por 10 min a 4°C, a 9.300q e filtradas com membrana
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de filtrac&o de nitrato de celulose lisa de 0,45 pym.

Os acucares foram analisados por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (High
Performance Liquid Chromatography - HPLC) (Shimadzu, Japao), com dispersao de luz
evaporativa (ELSD- LT Il) a temperatura de 40°C, pressdo de gas nitrogénio de 350 MPa,
ganho de 9, configuracéo de filtro de 4 em uma coluna de HPLC de 5 pL (250 x 4.6 mm) e
pré-coluna de Carboidrato Prevail ES (Alltech Associates, EUA) de 5 pL (7,5 x 4,6 mm).

O gradiente de corrida foi alcancado misturando propor¢cdes decrescentes de
acetonitrila absoluta (Merck, Brasil) com agua desionizada. O gradiente de acetonitrila
teve a seguinte programacdo: 80% durante os primeiros 16 minutos, 80-70% entre 16 e
23 min e 70% de 23 a 30 minutos. O fluxo alcangou 1 mL min* a 25°C. 5 uL de amostra

foram injetadas e as areas de pico e tempos de retencédo foram medidas por comparacao

com quantidades conhecidas de padroes contendo sacarose, frutose e glicose
(Sigma-Aldrich, USA).
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4. RESULTADOS

O didametro das bagas foi medido durante o periodo de desenvolvimento apds a

antese (DAA), definido quando 50% das inflorescéncias encontram-se abertas. O

crescimento em V. vinifera variou conforme o padrdo caracteristico de uma curva

sigmoide dupla, com crescimento acentuado até os 22 DAA, no final da fase | (Figura 6).

O veraison, na fase Il, € considerado o “ponto de virada” de cor da baga, em que ela

passa do estadio “verde” para o inicio da maturacdo. Nesta fase, a baga passou por

grandes modificacbes em seu metabolismo para completar o amadurecimento. Além

disso, ela ainda ganhou volume devido a entrada de agua. O didmetro méaximo foi

atingido, aproximadamente, aos 95 DAA, com valor médio de 15 mm. Em V. labruscana, o

padrdo de crescimento aparentou ser sigmoide simples. O crescimento da baga foi

acentuado até os 20 DAA e estabilizou-se a partir da fase IlI.
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Figura 6: Variacdo do didmetro da baga de V. vinifera var. Chardonnay e V. labruscanan var. Niagara

Rosada em diferentes fases de desenvolvimento. DAA significa dias apos antese. A linha pontilhada

representa a Fase II.

Durante o periodo de avaliacdo, notou-se que em V. vinifera, houve aumento no
SST de 4° para 22° Brix, jA em V. labruscana, o SST maximo atingido durante o
amadurecimento completo foi 19° Brix (Figura 7). O acumulo desses acUcares é
parcialmente explicado pela alteracdo do metabolismo do fruto apds o inicio da maturacéo
(Ribereau-Gayon et al., 2003), visto que os acUcares redutores sdo utilizados como
principal fonte de energia durante os estadios iniciais de desenvolvimento e, no periodo

de maturacdo, o acido malico passa a ser utilizado.
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Figura 7: Soélidos soluveis totais (SST) de bagas V. vinifera var. Chardonnay e V. labruscana var. Niagara

Rosada em diferentes fases do desenvolvimento. DAA significa dias apés antese.

O amolecimento das bagas foi constatado ao longo do amadurecimento, pela
reducdo da deformabilidade (N) nesta fase. A mudanca na firmeza da baga foi observada
em 42 DAA para V. vinifera e 44 DAA para V. labruscana, quando a forca aplicada foi

menor, contribuindo para a identificagéo do veraison.
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Figura 8: Deformabilidade de bagas de V.vinifera var. Chardonnay e V. labruscana var. Niagara Rosada
durante desenvolvimento. DAA significa dias apds antese. As setas representam o veraison de V. vinifera

var. Chardonnay e V. labruscanan var. Niagara Rosada, respectivamente.

A atividade das invertases expressa o tipo de descarregamento de acucares no
floema. Para isso, foram avaliadas as duas isoformas da invertase acida, a vacuolar
soluvel (IAV) e a de parede celular (IAPC). A IAV hidrolisa a sacarose nos vacuolos,
enquanto a IAPC hidrolisa a sacarose descarregada no apoplasto. Em V. vinifera var
Chardonnay, a IAPC teve um ligeiro aumento apds 60 DAA, enquanto a IAV teve brusco
aumento em atividade no mesmo periodo. Ja em V. labruscana, na fase lll, a IAPC
mostrou atividade enquanto a IAV reduzia a sua atividade. No final do amadurecimento
(93 DAA), somente IAPC mostrou baixa atividade.
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Figura 9: Atividade da invertase: Invertase acida de parede celular (IAPC) e invertase &cida vacuolar (IAV)
em bagas de V. vinifera var. Chardonnay e V. labruscana var. Niagara Rosada em diferentes fases do

desenvolvimento. DAA significa dias apés antese.
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As concentragfes de agucares soluveis, essencialmente glicose e frutose, variaram
entre as duas variedades; em V. labruscana, os agucares diminuiram acentuadamente em
95 DAA no vacuolo. Houve diminui¢do de 99,92% em 95 DAA em relacdo aos 57 DAA. Ja
no apoplasto, houve aumento de 394,35% em 95 DAA em relacdo os 57 DAA. (b). Para V.
vinifera, houve aumento nas concentracdes de acucares sollveis em 93 DAA, em ambos
os compartimentos. O nivel de sacarose, durante todas as fases de crescimento, para as
duas variedades, apresentou pouca variacdo e niveis mais baixos, quando comparado

aos aglcares redutores.
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Figura 10: Teor de acUcares sollveis da seiva apoplastica e vacuolar em bagas V.vinifera var. Chardonnay e
V. labruscana var. Niagara Rosada em diferentes fases do desenvolvimento. DAA significa dias apés a

antese.



5. DISCUSSAO

Nossos dados mostraram que em V. labruscana as concentracfes de acucares
soluveis durante o amadurecimento acumularam somente no apoplasto, em 95 DAA.
Diferentemente em V. vinifera em 93 DAA, os acucares soluveis estdo armazenados tanto
no vacuolo quanto no apoplasto, 0 mesmo acontece em outras variedades de V. vinifera,
conforme relatado por Keller e Shereta (2014).

Em V. labruscana, as invertases vacuolares que s&o responsaveis pelo
descarregamento simplastico, ou seja, o descarregamento de acucares ocorre para 0s
vacuolos celulares, perdem atividade justamente quando a invertase de parede celular,
gue € responsavel por descarregar os agucares para o apoplasto, aumenta sua atividade,
gue até entdo mantinha-se em baixa atividade, e apds, ambas perdem a atividade (Figura
9).

A invertase 4cida de parede celular degrada a sacarose descarregada do floema
diretamente para o apoplasto da baga, entdo as hexoses resultantes da quebra da
sacarose sao armazenadas no apoplasto (Zang, 2006). Em V. vinifera, a invertase
vacuolar predominou em sua atividade sobre a invertase de parede celular e ambas as
enzimas tiveram atividade reduzida no final do amadurecimento. Entdo ha uma relacéo
direta entre as vias de descarregamento do floema e o0 modo em que o0s agucares séo
armazenados no vacuolo e apoplasto e essas mudancas variam de acordo com o
genatipo.

As concentracdes de acUcares soluveis, variaram entre V. labruscana e em V.
vinifera (Figura 10). Glicose e frutose variaram em concentra¢cdes no apoplasto e no
vacuolo, e a sacarose manteve-se em baixas concentragcdes. A razdo pela qual a
sacarose é encontrada em baixas concentracdes na baga se deve a acdo de invertases
(Carroll e Marcy, 1982). Clarke e Rogiers (2019) mostraram que a perda da integridade
celular pode prejudicar a capacidade da baga em obter e reter agua e sobre o fluxo do

floema. Em variedades viniferas, quando o floema tem perda de funcionalidade na fase
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pos-veraison, 0 acumulo de acgucares na baga € reduzido (Krasnow et al., 2008). Neste
trabalho, observamos que em 95 DAA, em V. labruscana, ndo houve acumulo de
acucares no vacuolo; estudos anteriores relataram que apés o veraison (44 DAA), o fluxo
do xilema da planta mée para as bagas é interrompido ao mesmo tempo em que as bagas
iniciam precocemente a perda da integridade celular e passam a exibir o mesocarpo com
consisténcia gelatinosa e com cerca de 80 % das membranas celulares prejudicadas
(Lerin, 2016; Baritiello, 2018). Ainda, assim, a baga permaneceu com capacidade de
absorver agua para manter seu crescimento, entdo, as mudancas fisiolégicas percebidas
em V. labruscana ndao sdo condizentes com a fase de senescéncia. Em Thompson
Seedless (V. vinifera), a perda da integridade celular ndo é detectada (Tilbrook e
Tyerman, 2008; 2009), e a baga permanece acumulando acgUcares até o final do
amadurecimento (Mundz-Robredo et al., 2011).

Em Chardonnay (V. vinifera), a viabilidade celular com marcagdo com FDA aos 100
DAA indicou que a perda de integridade celular ocorreu em 30% da area do mesocarpo
(Tilbrook e Tyerman, 2008; Fuentes et al., 2010). Lang e During (1991) haviam sugerido
gque a perda de integridade das células do mesocarpo é um evento natural do
desenvolvimento da baga no final do ciclo de amadurecimento, e isso explicaria a perda
generalizada do conteudo celular para o apoplasto, levando a perda da viabilidade celular,
da firmeza e pressao de parede da célula.

Como ja dito anteriormente, a glicose e a frutose sdo 0s aglucares dominantes na
baga em termos de concentracdo (Hawker et al., 1976; Liu et al., 2006; Shiraishi et al.,
2010). Ha relatos que a concentracdo de acUcares varia de acordo com o ambiente,
praticas de cultivo e variedade (Liu et al., 2007; Dai et al., 2011; Duchéne et al., 2012).
Observamos que a concentragcdo de SST foi proxima de 3° Brix no inicio do
desenvolvimento (10 DAA) para ambas as variedades, e seguiu aumentando
substancialmente durante o amadurecimento chegando ao grau maximo de 19° Brix em
V. labruscana, e de 25 ° Brix em V. vinifera.

O amolecimento da baga marca o inicio do amadurecimento da baga e €
rapidamente seguido pelo inicio do acumulo de acucar e expansao da baga (Figura 8), e

pelo catabolismo do malato e acumulo de antocianina em cultivares tintas (Hernandez-
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Montes et al, 2020). O fato do “amolecimento” dos frutos ter acontecido
rapidamente, antes que qualquer acucar fosse acumulado e antes que as bagas
retomassem 0 crescimento, sugere que o0 “amolecimento” continua durante o

amadurecimento (Herndndez-Montes et al., 2020).
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6. CONCLUSAO

Ao final deste trabalho, concluimos que o armazenamento de agucares solluveis no
final do amadurecimento de duas variedades de uvas (V. vinifera e V. labruscana),
apresenta padrdo diferencial sobre a forma como ocorre o acumulo de acgucar. A via de
descarregamento do floema altera o armazenamento dos acguUcares soluveis; em V.
labruscana, no final do amadurecimento, houve apenas acucares acumulados no
apoplasto. Em V. vinifera, houve aumento do acumulo de acUcares, tanto no apoplasto
como no vacuolo, portanto, o descarregamento do floema, no final do amadurecimento,
tem influéncia direta sobre armazenamento dos aclUcares e essas mudancas variam de

acordo com a variedade.
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