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RESUMO

O cacho da videira é formado por um conjunto variavel de bagas, que estdo conectadas
diretamente a planta através do xilema e floema, sendo a polpa e a pelicula os principais
constituintes das bagas maduras. Atualmente, os viticultores empregam citocininas e
giberelinas para divisao e alongamento celular dos frutos, com reflexos no crescimento
do cacho (engaco e bagas), porém néo sabem, precisamente, quando parar de usa-las.
Do ponto de vista anatdomico (histoldgico), a determinacdo da quantidade de células das
bagas, pode ser um método para indicar qual a fase do desenvolvimento das mesmas
em que a aplicacao destes reguladores pode ser dispensada. O objetivo deste trabalho
€ estudar a variagao quantitativa das células das bagas de uva, do tamanho “ervilha” até
a parada da citocinese. O percurso metodolégico, que foi testado em ensaios
preliminares, envolve procedimentos baseados em cortes histolégicos no sentido
transversal das bagas, visualizacdo em microscépio Optico, aplicacdo de modelo
matematico baseado nos principios da geometria espacial e determinacéo da quantidade
de células das bagas, desde a fase designada como “ervilha” até a parada da citocinese.
Portanto foi determinado que apds 77 DAP ndo ocorre aumento significativo na area das
células, ndo ocorre diminuicdo da densidade de células e também ndo houve aumento

na quantidade de células das bagas.

Palavras-chave: Histologia, parénquima da polpa, Cotton Candy
ABSTRACT

The bunch of the vine is formed by a variable set of berries, which are directly connected
to the plant through the xylem and phloem, with a pulp and a skin being the main
constituents of the ripe berries. Currently, vintners use cytokinins and gibberellins for
division and along the cellular of the fruits, with reflexes in the growth of the bunch (stems
and berries), but they do not know, precisely, when to stop use both of them. From an
anatomical (histological) point of view, the determination of the number of berry cells can
be a method to indicate which stage of their development in which the application of these

regulators can be dispensed with. The aim of this work is to study a quantitative variation



of grape berry cells, from the “pea” size to the stop of cytokinesis. The methodological
approach, which was tested in preliminary tests, involves procedures based on
histological cuts in the transverse direction of the berries, visualization under an optical
microscope, application of a mathematical model based on the principles of spatial
geometry and determination of the number of cells in the berries, from the stage
designated as “pea” until cytokinesis is stopped. Therefore, it was determined that after
77 days after pruning there is no significant increase in cell area, there is no decrease in

cell density and there was also no increase in the amount of cells in the berries.

Keywords: histology, pulp parenchyma, Cotton Candy
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1 INTRODUCAO

O desenvolvimento do Vale do S&o Francisco se deve a muitos fatores como o
investimento em perimetros irrigados, a busca por frutas que apresentem caracteristicas
comerciais desejaveis, além de culturas com adaptacdo ou aclimatacédo as condicOes

edafoclimaticas da regido, como a viticultura (EMBRAPA, 2020).

As cultivares introduzidas no Submédio do Vale do Sao Francisco sdo procedentes
de programas privados e publicos de melhoramento de uvas de diversos paises. Os
desafios para se produzir uvas no Semiarido sdo recorrentes, evidenciando que a
disponibilidade de novas cultivares, torna-se uma das principais demandas dos

viticultores de uvas de mesa dessa regiao (EMBRAPA, 2020).

O Programa de Melhoramento Genético da Embrapa Uva e Vinho, determinou, como
um de seus objetivos mais importantes o desenvolvimento de cultivares de uvas sem
sementes, adaptadas as diferentes regides viticolas do Brasil (CAMARGO, 2003). Além
das uvas de mesa, a partir de 2003 foram desenvolvidas cultivares para atender as

diferentes cadeias produtivas do setor vitivinicola nacional (EMBRAPA, 2020).

De maneira geral, a adaptacdo dessas cultivares as condi¢cdes edafoclimaticas
brasileiras se reflete em elevada produtividade e mais resisténcia as principais doencas
gue atacam a cultura da videira (Vitis vinifera L.), como o mildio (Plasmopara viticola), o
oidio (Uncinula necator), a podriddo-cinzenta-da-uva (Botrytis cinerea), a antracnose
(Elsinoe ampelina), a podriddo-dauva-madura (Glomerella cingullata), entre outras
(RITSCHEL; MAIA, 2009).

A Cotton Candy® é uma variedade desenvolvida pela International Fruit Genetics
(IFG), uvas de cor branca, sem semente, com bagas médias 16 a 25 mm de didmetro,
teor de solidos soluveis 18° Brix, producdo proxima a 25 ton/safra, além do sabor

semelhante ao algodao doce (IFG, 2019) e vem ganhando espaco por seu sabor distinto.

O cacho da videira é formado por um conjunto variavel de bagas, que estdo
conectadas diretamente a planta através do xilema e floema, que passam no interior do

pedicelo e do pedunculo. Nas bagas maduras, a polpa e a pelicula sdo os principais



constituintes. Dependendo da variedade, a pelicula representa de 8 a 20% do peso,
enguanto as sementes chegam a menos de 6% do peso final da baga. A raquis ou engaco
alcanca de 3 a 7% do peso final do cacho (BORGHEZAN, 2017).

Dentre os reguladores vegetais, com fungcdo semelhante aos hormonios, as auxinas,
citocininas e giberelinas, tém sido utilizados com diferentes objetivos na viticultura,
destacando-se a melhoria das caracteristicas dos cachos, como aumento do tamanho do
engaco e das bagas, raleio quimico das bagas e atraso na maturagdo. Em relacdo aos
efeitos sobre as plantas, chama-se a atencdo para as citocininas, assim designadas
porque estimula a divisdo celular (citocinese), promovendo a aceleracdo da mitose, e
assim aumentando a divisao celular (CAMILI et al, 2013.)

Ja a acdo das giberelinas na uva é de alongamento das células, mas também
influencia, de forma positiva, a divisdo celular. Um evento esperado, na evolucao
fisiologica das bagas, é a diminuicdo da mitose na polpa antes da maturacdo. A correta
identificacdo deste evento desenvolvimento dos frutos, podera auxiliar no manejo, em
relacdo ao uso de citocininas e giberelinas, possibilitando o manejo com uso mais
equilibrado de citocininas e giberelinas (CAMILI et al, 2013.).

Atualmente, os produtores empregam citocininas e giberelinas para divisdo e
alongamento celular dos frutos, com reflexos no crescimento do cacho (engaco e bagas),
porém, ndo sabem precisamente, quando parar de usa-las.

Do ponto de vista anatdmico (histoldgico), a determinacéo da quantidade de células das
bagas, pode ser um método para indicar qual a fase do desenvolvimento das mesmas
em que a aplicacéo destes reguladores pode ser dispensada.

Este trabalho investigou, através da histologia do parénquima de preenchimento da
polpa, 0 momento em que a citocinese é interrompida, sinalizando para a suspensao da
aplicacdo de citocinina e giberelinas nos cachos. Estas informacdes, permitirdo ao
produtor a economia na aplicacdo destes produtos e a reducdo de danos poés-colheita,

resultantes da aplicacdo desnecessaria destes produtos.
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2 REFERENCIAL TEORICO

As citocininas naturais sdo definidas como moléculas derivadas da adenina, com uma
cadeia lateral unida ao grupo 6-amino do anel purinico (AZCON-BIETO; TALON, 1996).
A primeira citocinina descoberta foi a cinetina, embora sem ocorréncia natural, pois é
produto da degradacdo do DNA do esperma do arenque. A citocinina natural mais
importante € a zeatina, e a mais ativa é a trans-zeatina (TAIZ & ZEIGER, 2017). As
citocininas sdo sintetizadas nas raizes, brotos, folhas, frutos e sementes, entretanto, o
local de producdo em maior quantidade € a raiz. A translocacao da citocinina pode ser
pelo xilema e pelo floema (AZCON-BIETO & TALON, 1996) e tém participacdo na
regulacdo de varios processos nos vegetais, tais como a divisao celular, a morfogénese
da parte aérea e das raizes, a maturacao de cloroplastos, o alongamento e a senescéncia
celular.

Tanto a citocinina quanto a auxina, estdo envolvidas na regulacéo do ciclo celular
vegetal, sendo necessérias a divisao celular. As citocininas também estdo envolvidas na
liberacdo das gemas axilares da dominancia apical das plantas (TAIZ et all, 2017). Estao
relacionadas mais de 125 giberelinas que, por terem sido descobertas a partir de fungos
e plantas, foram sendo denominadas como giberelina Ax (GAX), em que X é um numero

representativo da ordem de sua descoberta (TAIZ et all., 2017).

O crescimento da baga da uva apresenta padréo duplo sigmoide, resultando em dois
estagios consecutivos de crescimento, separados por uma fase limitada de ganho de
massa. Com a frutificacdo, vigamento ou fixacdo dos frutos, ocorrem inicialmente, o
desenvolvimento das estruturas das sementes e 0 aumento significativo no nimero de
células do exocarpo e do endocarpo. A primeira fase do desenvolvimento ocorre com a
diferenciacéo dos tecidos e estruturas da baga, e o acumulo intenso de reservas. Neste
momento, as bagas apresentam tamanho pequeno, consisténcia firme, elevada acidez
da polpa, coloracao verde e, preferencialmente, o acido malico como composto organico
acumulado. Por ser um periodo de elevada atividade metabdlica, a fase inicial de

7

crescimento das bagas também é conhecida como fase lag ou fase herbacea da
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frutificacdo, na qual se observa acelerada divisdo celular, estabelecendo quase a
totalidade do numero de células da baga (Borghezan, 2017).

A utilizagdo de concentracdes elevadas dos reguladores antes do florescimento,
reduz o teor de solidos sollveis em uvas BRS Clara, BRS Morena e BRS Linda. Assim é
notdria a desaceleracdo da maturacdo com 0 uso em excesso de reguladores, o gque justifica a
ndo utilizacdo desses produtos durante a fase de maturacdo dos cachos (NACHTIGAL et al.,
2005).

Compreendendo os mecanismos de desenvolvimento dos frutos, especificamente a
citocinese da polpa, é possivel conhecer o momento exato de suspensao da aplicacdo
de citocininas e gibrelinas, produtos amplamente utilizados na viticultura do Vale do
Submédio Sao Francisco, possibilitando a reducdo nos custos de producao e melhores
resultados na qualidade p6s-colheita, principalmente quanto aos niveis de acidez total e
sélidos totais, determinantes do ponto de colheita das uvas. Para realizar estudos da
evolucdo gquantitativa das células da polpa das bagas, € necessaria a utilizacdo de
conhecimentos da anatomia vegetal, que permite o conhecimento da organizacéo interna
dos tecidos das bagas, através de microtécnicas histolégicas e microscopia optica.

Desse modo, € possivel observar e investigar o comportamento citolégico do

parénquima de preenchimento da polpa, durante a fase de crescimento das bagas.

3 OBJETIVOS

Geral: Estudar a variacdo quantitativa das células das bagas de uva, do tamanho

“ervilha” até a parada da citocinese.

Especificos:
e Adotar a microtécnica histologica e, corte transversal da polpa, para visualizar os
tecidos parenquimaticos e suas respectivas células.
e Utilizar recursos da geometria tridimensional para estudar a quantidade e o
tamanho das células das bagas.

e |dentificar o momento da interrup¢ao da citocinese das bagas.
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4 MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado visando atender a uma demanda do setor produtivo,
especificamente da Fazenda Area Nova, localizada no Nucleo 10 do Projeto Senador Nilo
Coelho (N10), Lote 1635 Zona Rural, Petrolina — PE (Figura 1). Durante o periodo do
experimento monitoramos os dados climéticos da fazenda. A é&rea escolhida para fazer
as coletas foi a I3, nessa area foi aplicado diretamente nos cachos o regulador vegetal
Stimulate da antese até cacho fechado.

A variedade estudada foi a Cotton Candy®, com 3 anos e 10 meses, enxertada
sobre Paulsen 1103, a area possui solo com textura franco arenoso e sistema de
conducdo do tipo latada. A adubacao foi feita por fertirrigacdo, com sistema de
microaspersao. O espacamento da area € 4x2 metros.

Fonte: Eduardo Andrade

Figura 1: Area experimental, N10, Petrolina-PE.

Foram realizados ensaios preliminares para afericdo do método de contagem das
células, este, aplicado na contagem das células das bagas de uvas de mesa da variedade
Cotton Candy®, procedentes das empresas supracitadas. Para tanto, foi identificado o
estadio fenolégico denominado de fase “ervilha”, quando as bagas estdo com tamanho

médio de 7 mm, até a parada da colheita.



13

Fonte: Eduardo Andrade

Figura 2: Cacho de uvas Cotton Candy ® das mesmas plantas no primeiro e Gltimo dia

de coleta das amostras.

Foram coletas 120 bagas de 20 plantas da mesma fileira de conducéo, 1 baga por
planta a cada 7 dias, das quais foram retiradas 5 subamostras.

Nas analises laboratoriais, que aconteceram nas instalacbes da Empresa
Rupestris Pesquisas e Consultoria, obedecendo a um delineamento inteiramente
casualizado (DIC), com 8 tratamentos (dias da coleta) e 20 repeticbes (quantidade de
plantas e cachos), cada unidade experimental foi constituida de 5 cortes histoldgicos. As
analises acontecem a partir da fase “ervilha”, até a colheita. As analises laboratoriais
acontecem a partir da fase “ervilha”, até o final da citocinese. Os cortes foram obtidos
pela microtécnica histologica corte transversal da polpa (Figura 4), de 5 diferentes locais
da baga, orientados pelo modelo tridimensional cubico (Figura 3), para posterior
visualizacdo das células do parénquima, com auxilio de microscopio Optico Basic
Binocular Acromatico, modelo OLEN k55BA. A objetiva utilizada foi de 10 vezes,
totalizando uma ampliacéo de 160 vezes. Antes de cada corte, foi determinado o volume
da polpa com auxilio de uma proveta graduada de 50 ml. Apds a visualizacdo em
microscopio Optico, foram determinadas:

a) area e altura da amostra (corte histolégico) e b) a densidade de células por

milimetro quadrado, de cada amostra, apos fotografia digital do mesmo.
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Fonte: Comomons

Figura 3: Modelo tridimensional utilizado para quantificar as células das amostras.

Na pratica funciona da seguinte forma, para medir o volume da baga é utilizado Becker
de 50 ml, onde é adicionado 25 ml de 4gua e a baga, o volume excedente de agua € o
volume da baga.

Também foi medido a largura e comprimento da baga para fins quantitativos, e
finalmente, foram realizados 5 cortes transversais na baga para fotografia dos tecidos

visualizados ao microscépio com ampliacao de 160 vezes (Figura 4).

Volume da Baga (ml) Volume da amostra (mm?3) Imagens em mm?
Didmetro da baga (mm)
Comprimento da baga(mm)
Becker de 50 ml

/‘
31 ml de agua Q

Figura 4: Imagens ilustrativas da medicao do volume da baga e lamina contendo

cortes transversais.
Foram fotografados 25 cortes histolégicos por baga, sendo cinco cortes transversais

da polpa para medir a proporcao da epiderme e parénquima de reserva. Para calcular os
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respectivos coeficientes de parénquima de reserva e epiderme do corte transversal da
formula.

Outros cinco cortes transversais do parénquima de reserva e epiderme, foram feitos
para medir a sua densidade (células/mm?). Para medir a altura e nUmero de camadas
das cinco amostras outros 5 cortes longitudinais dos cortes transversais foram realizados

como mostra a figura 5.

Figura 5: Fotografias dos cortes histologicos obtidos para determinar coeficiente das

propor¢des dos tecidos, densidade, altura e camadas do parénquima de reserva e

epiderme.

Apbs as coletas de todos dados, os resultados serviram para calcular a quantidade
as seguintes variaveis:
e Densidade de células (Dc)
e Volume da amostra (Va)
e Quantidade de células totais (Qct)
e Coeficiente da epiderme (Ce)
¢ Densidade da epiderme (De)
e Coeficiente do parénquima de reserva (Cpr)
e Densidade do parénquima de reserva (Dpr)
e Area da amostra (Aa)
e NuUmero de camada de células (Nc)
¢ Volume da baga (Vb)
¢ Quantidade de células da amostra (Qca)
e Volume das células (Vc)
Dc= Ce.De+Cpr.Dpr
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Qca= Aa.Dc.Nc
Qct=(Qca.Vb)/Va
Vc=Vb/Qct

A partir destas formulas, obtivemos a quantidade e volume de células da polpa com a
média das 5 subamostras.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os dados climéaticos coletados da estacdo meteorologica da fazenda foram
monitorados durante o experimento e mostraram que a temperatura média dos meses de
outubro, novembro, dezembro e janeiro foram respectivamente 38,6°C, 35,5°C, 37,2°C e
36,2 °C e a precipitacao total dos respectivos meses foram 0,6 mm, 52 mm, 3,2 mm e 91
mm.

O corte transversal das bagas das quais retirou-se as subamostras é representado na
figura 6, onde se pode observar os tecidos internos da polpa (parénquima de reserva),
utilizado para contagem de células.

Traco de sementes

Mesocarpo
(Parénquima de
reserva da
polpa)

Epicarpo
(Epiderme
dotada de
pruina)

Fonte: Eduardo Andrade
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Figura 6: Seccédo transversal da baga de uva Cotton Candy® corada com violeta

genciana, evidenciando os tecidos de revestimento e parénquima de preenchimento.

A densidade de células por milimetro quadrado, de cada amostra, mostrou que o
volume das células aumentou de 42 dias apos a poda (DAP) até 91 DAP, como mostra a

figura 7.

Figura 7: Fotografia da densidade de células/0,94 mm?2 aos 42 DAP e 91 DAP das
bagas de Cotton Candy®.

As variaveis histoldgicas, area transversal das células (TC), densidade das
células (células/mm?2), quantidade de células da polpa (QCP), volume das células (VC)
estédo representadas na figura 8.

O grafico mostra que que QCP, VC e TC aumentaram ao longo do ciclo, ao

contrario da densidade de células que diminuiu com o avanc¢o da evolucao fenolégica.
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42 49 56 63 70 77 84 91
Dias apds a poda (DAP)

Média de TCx10"1 «= « «Média de Densidadex1072 eeeeee Média de QCPx1076 emmmm «Média de VCx1078

TC: Area transversal das células; Densidade: Células/mmz2 QCP: Quantidade de Células do Pericarpo; VC: Volume das células;

Figura 8: Médias da area transversal das células, densidade, quantidade de células da
polpa e volume das células de bagas Cotton Candy®, de 42 a 91 DAP.
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Apos analise de variancia, os dados foram submetidos ao teste de comparacéo de
meédias pelo Teste T (LSD), a 5% de significancia.

A variavel area das células, em mmz, foi semelhante de 77 ao 91 DAP, porém a
area das células de 42, 49 e 56 DAP, demostraram ser diferentes dos dias de coleta 77,
84 e 91 apos a poda. E possivel ver que a area das células aumentou até 84 dias apos a

poda, a partir dai, a mesma ndo aumenta de forma significativa.

20
18
16

a
ab ab
bc
cd

14 d
1
1 e

| ||

42 49 56 63 70 77 84 91

Dias apds a poda (DAP)

o N

cm?2.107-5

o N B O

Figura 9: Area transversal das células (cm?), de uvas Cotton Candy® de 42 a 91 DAP.
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A densidade (células/mmz2) mostrou diminuicdo consideravel de 42 até 70 DAP, e

voltou a aumentar entre 70 e 77 DAP e permanecendo constante até 91 DAP (Figura 10).

350
300 280,4a
250
200

150
115b

100 80,7
572cd 59744 560d 5492d 56,8cd
) ' ' I ' '
0
49 56 63 70 77 84 91

42

Densidade (células /mm?)

Dias apds a poda

Figura 10: Densidade de células (células/mm?) de bagas Cotton Candy® de 42 até 91
DAP.
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A guantidade de células ja havia aumentado aos 42 DAP, e continuou constante até
70 DAP. Entre 70 e 77 DAP houve mais um investimento da baga no aumento de células.

O tamanho das células quantificadas nesse trabalho foi superior ao relatado por Herris
et al. (1968). Segundo os autores a quantidade de células foi, no méximo, 500 mil células
em bagas de uva Sutana, porém o volume do pericarpo medido pelos autores, foi de 1,5
cm3.

O volume do pericarpo (polpa) determinado neste trabalho, em amostras coletadas
aos 91 DAP foi em média 5,44 cm3. Também foi relatado em Harris et al. (1968) que o
namero de células aumentou aproximadamente até 6 semanas apO0s a antese,

coincidindo com o mesmo periodo identificado nesse trabalho.
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Figura 11: Quantidade de células nas bagas de Cotton Candy® de 42 a 91 DAP.
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O volume das células de Cotton Candy® chegou ao seu maximo com 84 dias apés
a poda.

Harris et al. (1968), avaliando aspectos anatémicos para quantificagdo de células
em bagas de Vitis vinifera (cv. sultana), observou que aos 72 dias ap0s antese, a baga
chegou ao maximo volume.

O volume das células quantificados por esses autores foi superior ao encontrado
neste trabalho, chegando até 30x10°4. Nessa pesquisa foi quantificado o volume de
células chegando ao méaximo 27,7576x10°7 cma.
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Figura 12: Volume de células (cm3) de bagas Cotton Candy® de 42 a 91 DAP.
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6 CONCLUSOES
Aos 84 DAP, as bagas de uvas Cotton Candy®, estabilizaram a &rea transversal e
volume das células.
A densidade (células /mm2) estabilizou apos 70 DAP.
A interrupcao da citocinese ocorreu apés 77 DAP.
Se nao houver implicacbes na qualidade dos cachos, recomenda-se que o

principio ativo de promotores de crescimento estejam presentes nas bagas até 77 DAP.
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8 ANEXOS
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Figura 1: Area transversal das células (cm?), Cotton Candy® de acordo com o volume

das bagas.
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Figura 2: Densidade de células (células/mm?) de bagas Cotton Candy® de acordo com o

volume das bagas.
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Figura 3: Quantidade de células nas bagas de Cotton Candy® de acordo com o volume

das bagas.
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70 77 83 91

Figura 4: Fotografias dos cortes transversais do parénquima de reserva em dias apos a
poda.



