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RESUMO

SILVA; Lidiane Miranda; Dra.; Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy
Ribeiro; fevereiro 2022; Estabelecimento, micropropagacao e cultivo minimo in vitro
de hibridos interespecificos de Vitis spp. Orientadora: Dra. Virginia Silva Carvalho;
Conselheiros: Dr. Alexandre Pio Viana e Dra. Claudete Santa Catarina.

Os programas de melhoramento genético de videiras costumeiramente enfrentam
problemas relacionados a conservacdo de germoplasma de espécies e hibridos
interespecificos, devido grande parte das cole¢cbes serem em campo, e sofrem
intempéries bidticos e abibdticos que ocasionam perdas de materiais na colecéo. E
o Programa de Melhoramento Genético de videiras da UENF enfrenta problemas
semelhantes em relacdo a conservacao e propagacao clonal do material genético
pertencente ao programa e que restringe a realizacéo de novos estudos os hibridos
interespecificos de Vitis spp. que sao de interesse para o melhoramento genético.
Neste sentido, o presente trabalho buscou realizar estudos para padronizacdo da
micropropagacdo e conservacdo por cultivo minimo in vitro de hibridos
interespecificos de Vitis spp. pertencentes ao Programa de Melhoramento de
Videira da UENF. Primeiramente, foram realizados dois ensaios para o
estabelecimento in vitro dos hibridos. No primeiro ensaio foram testadas duas
metodologias de desinfestacdo, no segundo ensaio foi realizado em DIC um
esquema fatorial de 2x5 (hibridos: CH1.3 e CH5.1 x e quatro diferentes conteddos
2,22; 4,44, 6,66; 8,88 uMol L'*de BA e o controle, seis repeticdes. Apds os ensaios

foi realizado um experimento que foi conduzido em DIC em esquema fatorial 3x2
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trés hibridos CH.1.2 e CH.3; CH5.1; e dois tipos de vedacdo. Apos a
micropropagacao, foi realizada a conservagdo por cultivo minimo in vitro que foi
conduzida em DIC em esquema fatorial 2x2x3, dois hibridos interespecificos de
(CH1.2 e CH1.3) Vitis spp., em temperaturas 18°+1°C e 27+2°C, e concentracdes
de 10, 20 e 30 g de sacarose durante 180 dias de cultivo in vitro. Por meio dos
resultados encontrados nas metodologias testadas de desinfestacéo, contetdos de
BA, micropropagacao em diferentes vedacdes e cultivo minimo in vitro foi possivel
padronizar protocolos para a micropropagacdo e conservagdo dos hibridos
pertencentes a colegdo. Portanto, sugere-se utilizar-se da metodologia em que 0s
hibridos primeiramente sejam tratados em casa de vegetacdo com 7 g L do
fungicida Cercobin® e posteriormente, desinfestar os segmentos nodais em um
minuto em alcool 70%, 15 minutos em NaClO a 2% e enxaguar quatro vezes em
agua deionizada estéril em camera de fluxo laminar e inocular em meio de cultura:
% MS com 30 g L de sacarose 4,44 ou 6,66 umol L™ de BA para o estabelecimento
e multiplicac&o in vitro na auséncia ou presenca de membranas microporosas. Para
conservar os hibridos sugere-se que os segmentos nodais sejam mantidos em
temperatura de 18°C na concentracédo de 20 g L™ sacarose por no maximo quatro

meses de cultivo.

Palavras-chave: Videiras; Propagacao Cloral; Segmentos Nodais; Germoplasma.
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ABSTRACT

SILVA; Lidiane Miranda; D.Sc.; Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy
Ribeiro; February 2022; Establishment, micropropagation and minimal in vitro
cultivation of interspecific hybrids of Vitis spp. Advisor: D.Sc. Virginia Silva Carvalho;
Counselors: D.Sc. Alexandre Pio Viana and D.Sc. Claudete Santa Catarina.

Grapevine genetic improvement programs usually face problems related to the
conservation of germplasm of species and interspecific hybrids, as these collections
are constantly in danger of being lost, because of exposure to environmental
adversity, pest attacks, propagation problems and restrictions. budget. The UENF
vine genetic improvement program faces similar problems in the conservation and
clonal propagation of the genetic material belonging to the program, thus, restricting
further studies to be carried out with interspecific hybrids of Vitis spp. that are of
interest for genetic improvement. In this sense, the present work sought to carry out
studies for the standardization of micropropagation and conservation by minimal in
vitro cultivation of interspecific hybrids of Vitis spp. belonging to the UENF Vine
Improvement Program. In this sense, the present work sought to carry out studies
for the standardization of micropropagation and conservation by minimal in vitro
cultivation of interspecific hybrids of Vitis spp. belonging to the UENF Vine
Improvement Program. First, two tests were carried out for the in vitro establishment
of the hybrids. In the first test two disinfestation methodologies were tested, in the
second test a 2x5 factorial scheme was carried out in DIC (hybrids: CH1.3 and
CH5.1 x and five different contents 2.22; 4.44; 6.66; 8, 88 uMol L™ of BA. After the
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tests, an experiment was carried out in DIC in a 3x2 factorial scheme, three hybrids
CH.1.2 and CH.3; CH5.1; and two types of sealing. After micropropagation,
conservation was carried out by minimal in vitro culture, which was carried out in
DIC in a 2x2x3 factorial scheme, two interspecific hybrids of (CH1.2 and CH1.3)
Vitis spp., at temperatures of 18°+1°C and 20+2 °C, and sucrose concentrations of
10, 20 and 30 g during 180 days of in vitro culture. Through the results found in the
tested disinfestation methodologies, BA contents, micropropagation in different
fences and minimal in vitro cultivation, it was possible to standardize protocols for
micropropagation and conservation of hybrids belonging to the collection.
Therefore, it is suggested to use the methodology in which the hybrids are first
treated in a greenhouse with 7 g L-1 of the Cercobin® fungicide and later, to disinfest
the nodal segments in one minute in 70% alcohol, 15 minutes in NaCIlO at 2% and
rinsed four times in sterile deionized water in a laminar flow chamber and inoculated
in a culture medium: ¥2 MS with 30 g L-1 of sucrose 4.44 or 6.66 pmol L of BA for
establishment and in vitro multiplication in the absence or presence of microporous
membranes. To preserve the hybrids, it is suggested that the nodal segments are
kept at a temperature of 18°£1°C at a concentration of 20 g sucrose for a maximum

of four months of cultivation.

Keywords: Grapes; Chloral Propagation; Nodal Segments; Germplasm
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1. INTRODUCAO

A familia Vitaceae possui cerca de 900 espécies agrupadas em 14 géneros,
entre 0s quais apenas Vitis produz fruta, enquanto as demais espécies sdo para
paisagismo e fonte de resisténcia a pragas e doencas. A Europa € responsavel por
aproximadamente 39% da producido mundial, seguida pela Asia (32%), Américas
(20%), Africa (6%) e Oceania (3%). Em 2017, a area de cultivo mundial foi de 7,53
milhdes de hectares produzindo 73,3 milhdes de toneladas de uvas (OIV, 2018).
Em todo o mundo, existem mais de 70 espécies dentro do género Vitis, com muitos
dos cultivares comercialmente importantes atribuidas a Vitis vinifera (Li et al., 2020).

No entanto, sdo encontrados problemas na producéo brasileira e mundial,
gue sao principalmente relacionados a ocorréncia de pragas e doencas, que estédo
causando um declinio gradual na vitalidade produtiva das cultivares de videira
(Skiada et al., 2009). A hibridac&o interespecifica € o principal meio pelo qual se
faz a transferéncia de caracteristicas de resisténcia nos programas de
melhoramento genético (Payan e Martin, 1975). Dessa forma, a hibridacao
interespecifica € a melhor maneira de transferir genes de resisténcia das espécies
silvestres de Vitis para a espécie cultivada.

Consequentemente, algumas espécies e hibridos interespecificos estédo
incluidos em bancos de germoplasma para manter a diversidade genética
necessaria para programas de melhoramento de videiras (Schuck et al., 2011). A
diversidade genética de plantas perenes, incluindo videiras, € geralmente mantido

em campo como colec¢des vivas (Santana et al.,, 2008; Le&do e Motoike, 2011).



Essas colecdes estdo constantemente em perigo de serem perdidas, devido a
exposicdo a adversidade do ambiente, ataques de pragas, problemas de
propagacdo e restricdes orgcamentarias, para ndo mencionar seu potencial para
espalhar pragas e doencas, que sdo barreiras importantes para troca de
germoplasma (Engelmann, 2009).

Estratégias biotecnoldgicas, baseadas em conceitos de células vegetais in
vitro e cultura de tecidos e 6rgaos foram desenvolvidos como uma medida
alternativa e auxiliar em resposta aos problemas relacionados com a conservacao
de germoplasma vegetal no campo (Scherwinski-Pereira e Costa, 2010; Vasanth e
Vivier, 2011). Essas técnicas também tém o potencial de superar algumas das
limitacOes inerentes aos métodos convencionais de conservagao ex situ, e para
facilitar a troca de germoplasma livre de pragas com outras instituicoes de pesquisa
(Ray e Bhattacharya, 2010).

Um requisito crucial para o sucesso da conservacdo in vitro € o
desenvolvimento de protocolos de micropropagacéo, uma vez que a existéncia de
protocolos de propagacao e regeneracao bem estabelecida sdo decisivos para a
posterior recuperacao, utilizacao, e troca de germoplasma conservado (Wang et al.,
2004; Scherwinski-Pereira e Costa, 2010). Para isto, € essencial ensaios que
permitam padronizar concentracdes de fitorreguladores, entre outros reagentes que
compdem o meio de cultura. Tem se utilizado estratégias de cultivo que otimizam
e melhoram as trocas de gases do ambiente externo para o interior do frasco. As
membranas microporosas estdo sendo inclusas nas tampas dos frascos, estudos
realizados com este sistema de vedacao apresentaram resultados significativos no
cultivo in vitro de diversas espécies de plantas, por proporcionar plantas vigorosas,
alta porcentagem de sobrevivéncia quando aclimatizadas (Martins et al., 2020).

Em relagdo a conservacdo in vitro encontram-se dois métodos: a
criopreservacgao e a conservacao in vitro por cultivo minimo. A técnica por meio do
cultivo minimo exige estudos que testam niveis de temperatura, sacarose,
luminosidade e entre outros fatores que interferem na conservacao in vitro e que
estendem ou reduzem o prazo de conservacgao.

As culturas in vitro sob temperaturas baixas e acima do congelamento (entre
4 e 20°C) tem sido eficazes para a conservagéo de vérias espécies frutiferas. Em
geral, espécies de frutas tropicais sdo mais sensiveis ao armazenamento em

temperaturas abaixo de 15°C do que as espécies da zona temperada. Culturas de



clima temperado e tropical, como framboesa, amora, maca, péra e maracujazeiro,
podem ser conservados em temperaturas acima de 4°C com relativo sucesso
(Scherwinski-Pereira e Costa, 2010; Sales et al., 2020), no entanto, ainda se
encontram poucos estudos realizados com espécies e hibridos de videiras sendo
necessario o desenvolvimento de protocolos eficientes para aplicar a

criopreservagao.



2. OBJETIVOS

2.1 Geral

O objetivo do presente trabalho foi buscar padronizar o estabelecimento, a
micropropagacao e a conservagao por cultivo minimo in vitro dos hibridos
interespecificos de Vitis spp. pertencentes do Programa de Melhoramento de

Videira da Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro.

2.2 Especificos

A) Testar metodologias de desinfestacdes e diferentes conteddos de BA, para
promover e padronizar de forma eficiente o estabelecimento in vitro e a

micropropagacao dos hibridos Vitis spp.;

B) Investigar a eficiéncia das membranas microproposas has fases da

micropropagacao para otimizar a aclimatizacéo de hibridos interespecificos de Vitis

Spp.;

C) Testar diferentes niveis de temperatura e concentracdes de sacarose, para
padronizar um ambiente de cultivo in vitro que seja eficiente para a conservacao

dos hibridos interespecificos de Vitis spp. por meio do cultivo minimo.



3. CAPITULOS

3.1. ESTABELECIMENTO, MICROPROPAGACAO E ACLIMATIZACAO DOS
HIBRIDOS INTERESPECIFICOS DE Vitis spp.

3.1.1. INTRODUCAO

O Brasil ocupa 6° lugar na producéao de uvas de mesa (Alston e Sambucci,
2019). Grande parte da producédo de uvas no Brasil é destinada para o consumo in
natura e agroindustria. Neste sentido, os produtores e melhoristas buscam cada
vez mais cultivares que apresentam alta produtividade, maior rendimento,
resisténcia a pragas e doencas, tolerancia aos estresses abidticos, como a
adaptacdo as regifes brasileiras que apresentam altas temperaturas (Hannin,
2019).

Para atingir esses obijetivos, foi desenvolvido um programa de melhoramento
da videira que investiga tecnologias para o desenvolvimento da viticultura,
envolvendo uma parceria entre a Universidade Estadual do Norte Fluminense
Darcy Ribeiro (UENF) e a Universidade da Califérnia (UCDavis — EUA). Em 2009,
cruzamentos interespecificos foram realizados para a geragdo de populagbes

segregantes, e as sementes foram enviadas para a UENF para a implementacé&o



do programa de melhoramento (Santos et al., 2018; Santos et al., 2019; Amaral et
al., 2020).

O Programa de Melhoramento de videiras desenvolvido na UENF identificou
gue alguns hibridos interespecificos apresentam resisténcia a doenca Mildio
(Plamopara viticola) e ao nematoide Pratylenchus brachyurus. Foram verificados
gue héa baixo efeito aditivo dos genes no controle da resisténcia ao mildio e ao
nematoide das lesdes radiculares, ao passo que, os maiores efeitos genéticos
foram de natureza dominante, e desta forma, considera-se a propagac¢ao vegetativa
a via mais eficiente para maximizar o ganho genético como estratégia para o
melhoramento visando a resisténcia. Porém, os hibridos interespecificos de Vitis
spp. pertencentes ao germoplasma do programa apresentam dificuldades de
propagacao via estaquia, devido apresentarem baixa taxa de enraizamento (Santos
et al., 2018; Santos et al., 2019; Amaral et al., 2020).

A micropropagacao é uma alternativa para a propagacao destes hibridos,
sendo, portanto, uma ferramenta que promove a obtencdo do material vegetal com
alta qualidade e enraizados, além de permitir a continuidade do melhoramento
genético das populacdes segregantes e o0 uso dos hibridos resistentes ao
Pratylenchus brachyurus e Mildio como porta-enxertos (Arifuzzaman et al., 2016;
San Pedro et al., 2017; Alizadeh et al., 2018; Amiri et al., 2019).

Cada vez mais se tem buscado o aperfeicoamento das técnicas de
micropropagacao, incluindo melhorar principalmente o microambiente das plantas
cultivas in vitro (Martins et al., 2020; Fortini et al., 2021). A melhoria do
microambiente in vitro tem otimizado a micropropagacdo de diversas espécies de
plantas, contribuindo na maior sobrevivéncia das plantas quando aclimatizadas
(Rodrigues et al., 2019). As vedac¢des que apresentam membranas permeaveis a
gas tem sido uma alternativa viavel de favorecer o microambiente in vitro como a
reducdo da umidade, maior troca gasosa e consequentemente menor acumulo de
gases como o CO:2 e etileno, estas alteragcdes contribuem para o melhor
desenvolvimento das plantas in vitro e otimizam a micropropagacao (Saldanha et

al., 2012; Murthy et al., 2014; Nguyen et al., 2016).



3.1.2 - REVISAO DE LITERATURA

3.1.2.1 - A cultura da videira

A videira € uma das mais antigas espécies de plantas que foi domesticada
pelo homem (Sato, 2000). Nos registros arqueoldgicos coletados no Ird, o cultivo
da videira teve inicio por volta de 5400 a 5000 a.C. (McGovern et al., 1996). Estudos
paleontolégicos revelam que a videira surgiu no periodo Terciario ha milhdes de
anos, provavelmente onde esta situada a atual Groenlandia. Essas videiras
primitivas, se dispersaram principalmente em duas dire¢des, a américo-asiatica e a
eurasiatica. Ja no periodo Quaternario, durante o inicio da era glacial, a videira
sobreviveu em apenas alguns centros de refugio, levando a adaptacdo das
variedades as condi¢des climaticas e, posteriormente com o cultivo pelo homem
durante milhares de anos, surgiu vasta diversidade de variedades espalhadas por
todo o mundo (Alvarenga et al., 1998).

As videiras sdo plantas trepadeiras, lenhosas e perenes, podendo ser
monoicas, dioicas ou hermafroditas (Galet, 1998). As plantas sdo geralmente
caracterizadas pela presenca de gavinhas opostas as folhas, sendo as gavinhas
consideradas brotac6es modificadas (Gerrath et al., 2004). Seus frutos sdo bagas,
0S quais sdo constituidos por casca, polpa e sementes e durante o seu
desenvolvimento passam por modificacdes quanto ao tamanho, composicéo, cor,
textura e sabor (Coombe e McCarthy, 2000; Kennedy, 2002).

O género Vitis é dividido em dois subgéneros: Muscadinia Planch e Euvitis
Planch, cujas espécies estdo agrupadas de acordo com sua morfologia e origem
geografica (Galet, 1998). O subgénero Muscadinia é constituido por apenas trés
espécies, sendo elas: V. rotundifolia, uva comum conhecida em todo o sudeste dos
Estados Unidos; V. munsoniana, variante semitropical de V. rotundifolia nativa do
sul da Flérida; e V. popenoei, nativa tropical do sul do México, sendo suas bagas
apreciadas tanto para 0 consumo in natura como para processamento de sucos e
vinhos (Conner e Maclean, 2013). Ja o subgénero Euvitis Planch, é constituido por
mais de 60 espécies, sendo V. vinifera L. e V. labrusca L. as que possuem maior
importancia econbmica (Fenggin et al., 1990; Alleweldt et al., 1991; Giovannini,
2008).



A espécie V. vinifera L. € de origem europeia, na qual estdo agrupadas 90%
das cultivares destinadas a producdo de vinhos. Ja V. labrusca L. é de origem
americana e apresenta caracteristicas rusticas, principalmente quanto a sua
resisténcia as doencas (Giovannini, 2008).

A forma de propagacao comercial da videira é por estaquia ou por enxertia.
A estaquia € indicada para videiras rusticas, como por exemplo, as americanas e
hibridas. A enxertia é obrigatoria para as cultivares de uvas finas viniferas, sendo
indicada até mesmo para as videiras americanas e hibridas, pois, com a utilizacédo
de um porta-enxerto adequado, além do controle de pragas como a filoxera que
ataca as raizes, obtém-se melhor producdo e qualidade do fruto (Nachtigal e
Mazzarolo, 2008). Além disso, a micropropagacao também € uma alternativa viavel
para producdo clonal de mudas de videiras, pois proporciona a obtencdo de
material vegetativo sadio e com caracteristicas agronémicas desejadas,
possibilitando a melhoria da qualidade na implantagcéo dos vinhedos, ja que um dos
maiores problemas do setor viticola é a falta de mudas com garantia de qualidade
fitossanitaria, ofertadas aos produtores (Dzazio et al., 2002; Biasi, 2003; Ribeiro,
2006; Ribeiro et al., 2010; Ribeiro, 2012).

3.1.2.2 - Importancia econdémica e melhoramento da videira

A videira é uma das fruteiras de maior importancia econémica em todo o
mundo. A Europa detém a maior parte da producdo mundial, os paises que se
destacam com maior producédo de uvas no mundo sao: Itdlia, Franca e Espanha
(Conab, 2017). No Brasil, o consumo de vinho baseia-se principalmente em
produtos provenientes de outros paises (Almeida et al., 2015) e, desde 2014, tem
ocorrido um aumento significativo na importacéo de vinho e de outros derivados da
uva.

No ano de 2018, a importacdo de vinho e de outros derivados alcancou
nameros de 53,09 milhdes de litros no primeiro semestre de 2018, ultrapassando
0S numeros observados no mesmo periodo do ano anterior, que foram de 50,04
milhdes de litros. Em 2018 o Brasil exportou cerca de 1,59 milhao de litros de vinhos
e outros derivados da uva, resultando em aumento de 39,23% em relagcdo ao
volume de 1,14 milh&o exportado no mesmo periodo do ano anterior. No Brasil, o

Rio Grande do Sul é considerado como principal estado produtor e, estima-se, que



a regido da Serra Gaucha seja responséavel por mais de 80% da produc¢&o nacional
de vinho (CONAB, 2018).

As uvas finas para mesa, Sd80 uvas que se caracterizam por apresentar
bagas grandes e polpa firme, cujo cultivo no Brasil abrange todas as regides
estando, porém, restrito ao uso de praticamente uma sé cultivar que é a ‘ltalia’. A
falta de opc¢Bes deve-se a dificuldade de adaptacdo das uvas finas as condicdes
brasileiras em funcdo da sua alta suscetibilidade as doencas fungicas e a baixa
fertilidade de gemas de muitas cultivares, especialmente de uvas apirénicas (sem
semente), em condicdes tropicais (Le&o et al., 2009; Maia et al., 2013). As principais
demandas imediatas do setor produtivo sao por cultivares de uvas coloridas para o
mercado interno e cultivares sem semente para 0 mercado externo, que
apresentem um baixo custo de producéo, principalmente em relagédo a mao de obra
para raleio das bagas. Numa visdo de médio e longo prazo, entretanto, ha que se
considerar um programa de melhoramento visando selecéo para a resisténcia a
doencas e a adaptacdo ao meio de cultivo, visando reduzir o custo com o uso de
produtos quimicos para o controle fitossanitario (Santana et al., 2012; Maia et al.,
2013)

O grande apelo econémico da vinicultura impulsiona a pesquisa no Brasil,
bem como, programas de melhoramento de videira que vem buscando a obtencao
de novas cultivares mais tolerantes aos diversos fatores climaticos do pais e
resistentes a pragas e doencas (Camargo, 2011). No melhoramento da videira
existem varias estratégias para alcancar os objetivos propostos, como o0 uso de
métodos de melhoramento, avaliando as principais caracteristicas de interesse do
programa. introducdo de novos genaotipos, selecdo massal, selecéo clonal. Além de
ferramentas de biotecnologia como micropropagacéo, resgate de embrides para
viabilizacdo de sementes em cruzamentos de uvas e uso de marcadores
moleculares que permitem o estudo da diversidade genética, mapeamento de QTLS

e a selecao assistida (Riaz et al., 2006; Camargo et al., 2011; Viana et al., 2016).
3.1.2.3 Cultura de tecidos vegetais e suas técnicas associadas a cultura da
videira

A cultura de tecidos vegetais possibilita o cultivo in vitro de células, tecidos,

orgaos e plantas inteiras que sdo cultivados em ambiente asséptico em um meio
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de cultura nutritivo e sob condi¢gdes controladas, como a densidade de fluxo de
fétons, fotoperiodo e temperatura (Carvalho et al., 2011).

O cultivo in vitro de plantas ndo apenas proporciona a propagacdo em
grande escala de plantas clonadas, mas também possibilita o0 desenvolvimento de
outras técnicas como a biologia molecular, bioprocessamento, sendo técnicas que
abrem portas para o aprimoramento de pesquisas de melhoramento vegetal (Akin-
Idowu et al., 2009).

Assim, sdo desenvolvidos protocolos de estabelecimento e cultivo in vitro,
além dos processos iniciais no estabelecimento como a desinfestacdo, outros
componentes como 0 meio de cultura e balanceio de fitorreguladores sao
essenciais para o cultivo in vitro. O meio MS desenvolvido por Murashige e Skoog
em 1962, que é composto por macro, micronutrientes e vitaminas de White é o mais
utilizado no cultivo in vitro de diversas espécies, incluindo as videiras. Os
fitorreguladores também possuem grande importancia para o sucesso do cultivo in
vitro por influenciarem o desenvolvimento das plantas fazendo entdo parte da
formulacdo do meio de cultura que € fundamental para o crescimento de células,
orgaos ou tecidos in vitro (Smith, 2013).

A utilizacdo da micropropagacao para videira € uma ferramenta importante
para a propagacao de material vegetativo em larga escala e para a formacéo de
um vinhedo com material de boa qualidade fitossanitaria (Dzazio et al., 2002),
viabilizando a implantacdo da cultura em nossa regido rompendo a dependéncia da
importacdo de matrizes advindas da Europa (Coletto et al., 2008). Para realizar a
micropropagacao, é necessario dominar todas as etapas do processo que vai
desde o estabelecimento da cultura in vitro, a multiplicacdo, enraizamento e
aclimatizacdo das mudas (Fachinello; Hoffmann; Nachtigal, 2005; Bastos et al.,
2007).

Diversos trabalhos relacionados a micropropagacao de videiras ja foram
realizados, devido a técnica ser base para a introducao de outras técnicas que sao
essenciais para auxiliar o processo de melhoramento e cultura das videiras, as
técnicas utilizadas além da micropropagacdo das plantas, sdo o cultivo de
meristemas apicais com objetivo de eliminacéo de virus, termoterapia, conservacao
in vitro, criopreservacdo, cultivo in vitro de sementes e embrides zigoéticos
(Arifuzzaman et al., 2016; Alizadeh et al., 2018; Strioto et al., 2019). No entanto,

ainda ha uma necessidade de estudos mais especificos para a micropropagacéo
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de espécies lenhosas, pois as mesmas possuem ampla diversidade genética e
podem apresentar certa dificuldade de desenvolvimento, principalmente devido a
problemas relacionados a contaminacao e a oxidagcdo dos explantes (Grattapaglia;
Machado, 1998). Além disso, variedades de uma mesma espécie podem

bY

apresentar respostas diferentes em relacdo a micropropagacao, tornando

necessario a adaptacao de protocolos especificos (Carvalho et al., 2011).

3.1.2.4 Uso de membranas microporosas no cultivo in vitro

Metodologias como o uso de membranas microporosas faz parte dos ajustes
de protocolos desenvolvidos para melhoria do cultivo in vitro das plantas, estas
membranas melhoram as condi¢des de cultivo das plantas in vitro, possibilitando o
aumento de trocas gasosas do meio interno com o externo (Jackson, 2005).

A sacarose é adicionada ao meio de cultivo para compensar a baixa taxa
fotossintética das plantas, fornecendo carbono e € considerada uma otima fonte de
energia para as plantas (Kozai e Kubota, 2001). Também, possui papel
fundamental no crescimento de folhas e da area foliar de plantas in vitro (Ribeiro et
al., 2007).

As plantas clorofiladas cultivadas in vitro sdo forcadas a atuar
heterotroficamente apds a sacarose ser a principal fonte de carbono e ndo mais o
CO, atmosférico (Zabayed et al., 2004), podendo essa mudanca ser a principal
responsavel pelo retardo no crescimento e também a principal causa da baixa
porcentagem de sobrevivéncia de plantas na fase de aclimatizacdo (Mosaleeyanon
et al., 2004).

O microambiente dentro dos frascos de cultura parece ser um ambiente
homogéneo, mas na verdade é o responsavel pela variabilidade no comportamento
das culturas, uma vez que os fatores determinantes para a qualidade do
microambiente sao: tipos de frasco, tipo de tampa e quantidade de meio presente.
A forma de vedacgao empregada interfere nas trocas gasosas entre o microambiente
dentro do frasco e o ar atmosférico, ocasionando o aumento da concentragédo de
CO: e etileno dentro dos frascos (Filho et al., 2002; Souza et al., 2007).

Os gases mais concentrados in vitro séo 0 Oz, COz e o etileno, sendo que o

02 e CO2 sdo os principais substratos para a fotossintese, enquanto o etileno é
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considerado um horménio vegetal capaz de influenciar o desenvolvimento, bem
como a expansdo celular, senescéncia e diferenciacdo de dérgdos em baixas
concentracbes (Jackson, 2005; Sales, 2020). Esse acumulo de gases pode
aumentar com o0 aumento da pigmentacdo tecidual, junto a capacidade
fotossintética da planta e também, a quantidade de biomassa vegetal em um
determinado espaco no frasco de cultivo (Gongalves et al., 2008). E comprovado
gue a alta concentragdo de compostos gasosos produzidos por plantas cultivadas
in vitro podem de certa forma afetar a morfogénese e crescimento de varias
espécies cultivadas in vitro (Marino e Berardi, 2004).

Porém, poucos trabalhos evidenciam o uso das membranas para a
micropropagacao e espécies de videiras, 0 que seria interessante, pois a videira é
uma planta lenhosa e libera grande quantidade de etileno no meio de cultura, além
de considerar os beneficios do uso das membranas para o cultivo in vitro e reducéo
do impacto que as plantas sofrem quando aclimatizadas, consequentemente,
proporcionando maior porcentagem de sobrevivéncias das mesmas (Saldanha et

al., 2012; Fortini et al., 2021).

3.1.3 MATERIAL E METODOS

3.1.3.1 Descricao dos hibridos interespecificos de Vitis spp.

Os hibridos sdo pertencentes a colecao de germoplasma de videiras do
projeto de melhoramento de videira - UENF. As videiras foram obtidas através de
guatro cruzamentos interespecificos realizado na Universidade de Daves na
Califérnia — EUA. Os cruzamentos realizados foram (Crl) Vitis romanetii C166-043
x 07355-075; (Cr2) 06354-047 x Cereza; (Cr3) 06354-047 x Nocera,; (C4) A96-19
x 0737-25 (Tabela 1).
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Tabela 1- Descricdo dos genitores dos hibridos interespecificos de Vitis spp.
pertencentes ao programa de melhoramento de videiras — UENF

Genitores Caracteristicas
Nocera (V. vinifera) - Tem origem em populagdes de

uvas de mesa. Nocera pode estar
identificada de forma incorreta, mas tem
bagas grandes e com boa qualidade de

sabor
07355-075 (V. vinifera) - Apresenta bagas grandes,
sendo V. vinifera pura, pertencente a
um importante background de uvas de

mesa.
06354-047 (V. vinifera x V. - Apresenta bagas grandes,
rotundifolia) pertencente  a  um importante
background de uvas de mesa. E
originado do cruzamento entre el-78 x
Chenin Blanc. el-78 é uma geracao
avancada de V. vinifera/ V. rotundifolia

de Olmo (Texas).

Cereza (V. vinifera) - E um gendtipo com bagas
grandes; € V. vinifera pertencente a
uma casta uvas de mesa de alta

qualidade.

As sementes destes cruzamentos foram doadas para a Universidade
Estadual Norte Fluminense Darcy Ribeiro. A colecdo apresenta 63 hibridos
interespecificos de Vitis spp. dentre estes, estdo presentes hibridos que sao
resistentes ao nematoide Pratylenchus brachyurus e ao mildio Plasmopara viticola
(Santos et al., 2018; Amaral, 2019). Os hibridos foram cultivados em vasos com
capacidade para 7 L, contendo mistura de solo: areia na proporcao 2:1 (v:v), e
mantidos para estabelecimento das mudas em casa de vegetacdo na Unidade de

Apoio a Pesquisa da Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro.
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3.1.3.2- Estabelecimento in vitro dos hibridos interespecificos de Vitis spp.

Para promover o estabelecimento in vitro dos hibridos, foram realizados dois

ensaios:

3.1.3.2.1 - Ensaio 1: Coleta e desinfestacdo do material

Foram testadas duas metodologias para o estabelecimento in vitro. Trés
hibridos (CH3.8, CH5.1, CH3.18), pertencentes a colecdo de germoplasma de Vitis
spp UENF, com quatro repeti¢cdes, com uma parcela de quatro tubos contendo um
segmento. Na primeira metodologia foram coletadas aleatoriamente 52 estacas
semilenhosas de aproximadamente 4 a 8 cm de altura das matrizes dos hibridos
de Vitis spp. cultivados em casa de vegetacao pertencentes aos cinco cruzamentos
interespecificos. Posteriormente, foram conduzidas ao laboratério de cultura de
tecidos vegetais CCTA/LFIT e imersas em agua deionizada acrescida de 10 gotas
de tween 20° e enxaguadas trés vezes em agua corrente. Em seguida, em camera
de fluxo laminar, os segmentos nodais foram excitados e imersos em alcool 70%
por um minuto e logo depois foram colocadas em solu¢des de 100 ml contendo
hipoclorito de sodio a 1, 2, 3 e 4% acrescidas de duas gotas de Tween 20°.

Na segunda metodologia foram avaliados nodal por tubo. As plantas
matrizes, em casa de vegetagédo, foram tratadas com 7 g L™ do fungicida Cercobin®.
Apoés sete dias, foram retiradas estacas lenhosas de 4 a 8 cm de altura. Estas foram
cultivadas em bandejas com agua utilizando como suporte uma placa de
poliestireno expandido. A agua foi trocada a cada dois dias e as bandejas foram
colocadas em camara de crescimento com temperatura e luz controlada. Apos 20
dias, as brotacfes formadas foram retiradas e desinfestadas em camara de fluxo
laminar: um minuto em alcool 70%, 15 minutos em NaClO a 2% e enxaguadas
guatro vezes em agua deionizada estéril.

Os segmentos nodais com aproximadamente 5 mm foram cultivados in vitro
em fracos de vidro (50 x 100 mm) inoculados em meio de cultura contendo metade
da concentracdo dos sais minerais do MS e complexo vitaminico de White
(Murashige e Skoog, 1962) com 30,0 g L de sacarose, 200,0 mg L* de PVP, 8,88
umol Lt ANA e solidificado com 6,0 g L de agar Sigma, pH 5,7. Apds 65 dias de
cultivo in vitro, a contaminagdo por fungos (CF) e bactérias (CB) e a taxa de

sobrevivéncia dos explantes (TS) foram avaliadas.
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3.1.3.2.2 - Ensaio 2: Determinacédo do conteido de BA para a multiplicacéo

in vitro dos hibridos interespecificos de Vitis spp.

O experimento foi em delineamento inteiramente casualizado em um
esquema fatorial de 2x5 (hibridos: CH1.3 e CH5.1 x e quatro diferentes contetidos
2,22; 4,44, 6,66; 8,88 uMol L' e o tratamento controle na auséncia de
Benziladenina, seis repeticdes, que foram compostas por dois frascos com duas
plantas cada.

O meio de cultura contendo metade da concentragdo dos sais minerais do
MS, complexo vitaminico de White (Murashige e Skoog, 1962), myo-inositol 0,1 g
L, 30 g L de sacarose, acrescido dos cinco diferentes conteidos de BA, pH
ajustado para 5,7 e solidificado com 6 g L* de agar Sigma®. Cada frasco (50 x 100
mm) conteve 40 ml do meio de cultura, posteriormente, foram autoclavados por 20
minutos a 121°C e 1,1 atm de presséo.

O experimento foi mantido durante 60 dias em sala de cultivo com
fotoperiodo de 16:8 horas luz: escuro, irradiancia de 50 pmol m? s fornecida por
lampadas fluorescentes luz do dia (OSRAM®) e temperatura de 27+2°C. Ao final do
periodo de cultivo foram mensurados altura da parte aérea das brotagdes (mm),

namero de brotos, sobrevivéncia (%) e numero de folhas.

3.1.3.3 - Micropropagacéo de hibridos interespecificos de Vitis spp. em

microambientes com diferentes trocas gasosas

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado em
um esquema fatorial 3x2 trés hibridos CH.1.2 e CH.3; CH5.1; e dois tipos de
vedacdo: tampa de polipropileno 56 mm de diametro interno, 3 mm de espessura e
12 mm de altura com e sem membrana microporosa, com quatro repeticdes. Em
cada tampa de polipropileno foram feitos dois orificios, de 1,0 cm? de diametro cada,
gue foram cobertos com as membranas microporosas. Cada membrana foi
composta por duas camadas de fita microporosa e uma de politetrafluoroetileno
(Saldanha et al., 2012). Cada repeti¢cao foi composta por trés frascos (50 x 100 mm)
com dois explantes em cada, nas fases de: multiplicagdo, alongamento e

enraizamento e aclimatizagéo.
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As plantas matrizes, em casa de vegetacdo, foram tratadas com 7 g L™ do
fungicida Cercobin®. Apds sete dias, foram retiradas estacas lenhosas de 4 a 8 cm
de altura e foram cultivadas em bandejas com &gua utilizando como suporte uma
placa de poliestireno expandido. A agua foi trocada a cada dois dias e as bandejas
foram colocadas em camara de crescimento com temperatura e luz controlada.

Apos 20 dias, as brotagdes formadas foram retiradas e desinfestadas em
camara de fluxo laminar: um minuto em &lcool 70%, 15 minutos em NaClO a 2% e
enxaguadas quatro vezes em agua deionizada estéril. Apds a desinfestacdo foram
retirados os segmentos nodais com aproximadamente 5 mm e transferidos para o
meio de cultura: %2 MS com 30 g L' de sacarose, 4,44 pmol L? de BA
(Bazinladenina), e solidificado com 6,0 g L* de agar bacteriolégico Sigma®, pH 5,7.
O meio de cultura foi distribuido em 40 ml por frasco (50 x 100 mm).

Os frascos com meio de cultura foram autoclavados por 20 minutos a 121°C
e 1,1 atm. de pressédo. Os frascos foram vedados com as diferentes vedacdes e
mantido em sala de cultivo com fotoperiodo de 16:8 horas luz: escuro, irradiancia
de 50 umol m? s? e temperatura de 27+2°C, durante 60 dias. Ao final dos 60 dias
de multiplicacdo, foram mensurados a altura da parte aérea das brotacées (mm), o

namero de brotos, o numero de folhas e a sobrevivéncia (%).

3.1.3.3.1 - Alongamento e enraizamento in vitro das brotacdes

As brotacdes foram transferidas para o meio de cultura na metade das
concentragfes de sais minerais do MS e complexo vitaminico de White (Murashige
e Skoog,1962), myo-Inositol 0,1 g L, 30 g L* de sacarose, 4,44 pumol L de acido
giberélico e 4,44 umol L* acido indobutirico (AIB) (Trevisan et al., 2005), o pH
ajustado para 5,7 e solidificado com 6 g L de bacteriolégico Sigma®. Foram
distribuidos 50 ml por frasco de vidro (50 x 100 mm), e selados com as diferentes
vedacoOes. As brotacfes permaneceram 55 dias em sala de cultivo.

Apbs o periodo de cultivo foram mensurados altura da parte aérea das
plantas (mm), presenca de raiz, massa da matéria fresca (g), numero de folhas e
area foliar. Para determinar a area foliar, as folhas foram fixadas em papel branco,
fotografado com uma camera digital e processado com Software ImageJ (Schneider
et al., 2012). Foi também mensurado o acumulo de CO: nos frascos selados

cobertos por membranas ou nao, onde foi realizado analises anatbmicas da
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epiderme foliar, e realizado a determinacdo dos pigmentos fotossintéticos de

clorofila a, b e carotenoides.

3.1.3.3.2 - Conteudo de CO; nos recipientes in vitro

O contetudo de CO; foi analisado apos 55 dias de cultivo in vitro, sendo
medido por quatro vezes completando um periodo de 24 horas (07:00, 15:30, 00:30
e 07:00 horas). As medidas foram realizadas em duas repeticbes de cada
tratamento por vez. A amostra gasosa contendo 5 ml de CO. foi injetada em um
cromatégrafo de gases (Thermo Scientific®, modeloTrace 1310, Italy) equipado
com um loop de 1 ml, coluna empacotada Porapak Q, detector de ionizacdo em
chamas e metanador. As condigbes da analise foram: pressdo de 120 KPa no
injetor e temperaturas do forno, injetor, detector e metanador, respectivamente, de
80°C, 150°C, 300°C e 360°C, o metanador foi utilizado para medi¢do do CO». Foi
realizada uma curva de calibracdo utilizando gas padréo, assim, gerando uma
regressao linear que permitiu quantifica-lo em ppm nas amostras. Foi realizada a
calibracdo dos dados observados por meio da formula em que:

A % = concentracdo de CO2 em porcentagem ou em ppm.

A% * 10 (volume do espaco vazio) ] =mlkg - hr
(Peso fresco do material vegetal (g) * (Horas de
armazenamento)

Posteriormente, os resultados em ml kg — hr foram convertidos para porcentagem
(%).

3.1.3.3.3 Determinacao de pigmentos fotossintéticos

Primeiramente, foi pesado 20 mg discos foliares, removidos da 3° folha
completamente expandida do 4pice. Os discos de folha foram colocados em 400
uL de DMSO (dimetil sulféxido), onde permaneceram por 48h no escuro (Santos et
al., 2008). As absorbancias das amostras em 665, 645 e 480 nm foram

determinadas em uma cubeta de quartzo de 10 mm usando o Genesys
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Espectrofotometro 10UV (Thermo Scientifc). O calculo da clorofila a, da clorofila b

e dos carotenoides foi feito de acordo com Wellburn (1994).

3.1.3.3.4 - Anélises anatdmicas

Para a analise epidérmica foliar, seguiu-se a metodologia de dissociacdo de
Franklin (Franklin, 1945). Foram separadas folhas com aproximadamente 70 mm
de largura dos trés hibridos de cada tratamento. Seguindo a metodologia as
porcdes foliares foram colocadas em tubos de ensaio com 4gua oxigenada (Volume
30) e acido acético glacial na proporcao de 1:1 e mantidas em estufa a 60°C por 48
horas. ApOs este periodo, as amostras foram lavadas em agua destilada e em
etanol 50%. Com auxilio de um pincel separou-se as duas superficies epidérmicas,
gue foram coradas com fucsina basica e montadas em gelatina glicerinada. Todas
as laminas foram observadas em microscopio Optico Axioplan ZEISS (Oberkohen,
Germany). As imagens obtidas foram processadas e analisadas utlizando o
sistema digital de processamento de imagens Image Pro-Plus. A condutancia
estomatica maxima tedrica foi calculada a partir da relacdo entre a densidade e
comprimento do poro estomatico (Boer et al., 2016), de acordo com a seguinte
equacao (Equacéo 1):

Gmax =D x L (Eq 1),

em que Gmax € a condutancia estomatica maxima teérica (mm st), D é a

densidade estomatica (mm?) e L é o comprimento estomatico (um).

3.1.3.3.5 - Aclimatizacdo das Plantas

As plantas enraizadas obtidas in vitro na fase de enraizamento foram
transferidas para a casa de vegetacdo mantendo o0 mesmo namero de tratamentos
em DBC. Ao final dos 60 dias de cultivo ex vitro foram analisadas a porcentagem
de sobrevivéncia (%), a massa da matéria seca (g) e da matéria fresca (g) dos trés

hibridos interespecificos de Vitis spp.

3.1.3.3.6 - Anéalises estatisticas

As pressuposi¢coes de normalidade e de homogeneidade dos tratamentos

foram observadas nos experimentos realizados, pelos testes de Shapiro Wilk e
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Bartlet, respectivamente, para que entdo as observacfes pudessem ser
submetidas a andlise de variancia (ANOVA). Os dados da fase de aclimatizado, e
analise de CO; foram transformados pela equacdo de y + 0,5 e submetidos a
analise de variancia. Em seguida, foram submetidos a comparacédo de médias pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade.

As variaveis observadas na fase de alongamento e enraizamento das
brotacdes (parte aérea das plantas (mm), presenca de raiz, massa da matéria
fresca (g), numero de folhas e area foliar, densidade estomatica, comprimento do
poro estomatico, Gmax, clorofila a, b e carotenoides) foram submetidos a matriz de
correlacdo de Pearson a nivel de significancia p<0,05. As andlises univariadas
(Anova e Teste de Tukey) e bivariadas (correlacao de Pearson) foram feitas com o
auxilio do programa R© software e software Sisvar (R Core Team, 2019; Ferreira
et al., 2011).

3.1.4 - RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1.4.1 Estabelecimento in vitro

O manejo de contaminantes na cultura in vitro de células, tecidos e 6rgaos
depende inicialmente do uso de plantas estoques livres de patdégenos e da
combinacédo de métodos de desinfestacdo ou explantes estabelecidos de matrizes
livres de fungos e bactérias (Cassells, 2000), além disto, protocolos eficientes de
assepsia de meristemas Ss&80 essenciais para o0 estabelecimento in vitro,
preferencialmente se 0 mesmo for de baixo custo. Por isso, a primeira metodologia
utilizada buscou identificar qual a concentracdo de hipoclorito de sédio eficiente
para a desinfestacdo em camera de fluxo laminar dos segmentos nodais e verificar
se 0 método direto de desinfestacao seria eficiente, a segunda metodologia buscou
promover de forma eficiente o estabelecimento dos hibridos in vitro.

Foi observado que os explantes em geral apresentaram baixa contaminacéo
por bactérias, porém, a contaminacdo por fungos foi bem evidente no controle e
nos explantes desinfestados a 1% com hipoclorito de sédio. As concentragées mais
altas proporcionaram menor contaminagdo fungica variando de 50% na
concentracdo de 1% de hipoclorito de sodio e 94,33% na concentracdo de 2%
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hipoclorito de sédio, a sobrevivéncia foi relativamente baixa variando de 5,60 a
28,0% nao se diferindo estatisticamente entre os tratamentos (Tabela 2).

Neste sentido, utilizou-se a segunda metodologia, em que foi realizado o pré-
tratamentos das matrizes com fungicida Cercobin®, sendo posteriormente, testada
em trés hibridos interespecificos de Vitis spp. (Tabela 3). A sobrevivéncia dos
hibridos variou de 60 a 95% de sobrevivéncia e a auséncia de fungos variou de
95% a 100% e bactérias de 87,39 a 97,36% néo se diferindo estatisticamente entre
os trés hibridos avaliados.

Tabela 2- Desinfestacéo de segmentos nodais dos hibridos interespecificos de Vitis
spp. em diferentes niveis de hipoclorito de sodio

Hipoclorito de  Auséncia de Auséncia Sobrevivéncia dos
sodio (%) bactéria (%) de fungo (%) explantes (%)
Controle 96,67 a 27,66 b 5,60 a
1,0% 99,39 a 50,0 ab 11,33 a
2,0 % 87,90 a 94,33 a 16,66 a
3,0 % 100,0 a 77,66 ab 28,10 a
4,0 % 96,09 a 89,0 a 28,0 a
CV (%) 13,73 29,95 14,41
Média 98,60 66,53 17,93

As meédias seguidas pela mesma letra mindscula na coluna néo diferem
estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a p<0,05 de probabilidade.

Tabela 3- Desinfestacdo de segmentos nodais de trés hibridos interespecificos de
Vitis spp.

Hibrido de Auséncia Auséncia Sobrevivéncia
Vitis spp. de fungo (%) de bactéria (%) dos explantes (%)
CH3.13 95,0 a 87,39 a 60,0 a
CH3.7 100,0 a 92,60 a 82,5a
CH1.2 100,0 a 97,36 a 95,0a
CV (%) 5,87 20,62 13,42
Média 98,33 86,66 87,83

As médias seguidas pela mesma letra mindscula na coluna nédo diferem
estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a p<0,05 de probabilidade.

No ensaio 2 (Tabela 5) foi observado que o contetido de 4,44 pmol L foi o
mais adequado para promover o maior numero de brotacdes, o niumero de folhas,
a altura da parte aérea das brotacdes e a sobrevivéncia dos explantes. Além disto,
foi observado pela analise de variancia (Tabela 4) a interacéo significativa para a

caracteristica tamanho de parte aérea das brotac¢des (Figura 1).
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O ensaio 2 possui extrema importancia para o estabelecimento dos
segmentos nodais dos hibridos de videiras, sendo necessario, devido a
interferéncia genotipica que cada hibrido pode apresentar na fase de
estabelecimento in vitro. Alizadeh et al. (2018) obtiveram resultados semelhantes
ao encontrado no presente estudo, em que, 0 mesmo obteve sucesso ha
micropropagacédo de dois hibridos interespecificos de videiras na concentracédo de
8,88 umol L, e relata ser essencial para o estabelecimento dos mesmos.

Mahmoudzadeh et al. (2018) apresentam resultados semelhantes ao
presente trabalho, em que realiza a multiplicacdo in vitro de hibridos
interespecificos de videiras cultivados em meio de cultura completo de sais MS e
vitamina de White suplementado a 4,44 umol L! e apresentam nos seus resultados
de estudo molecular a influéncia genotipica de cada hibrido no numero de
brotacfes. Foi possivel observar por meio dos resultados apresentados na tabela
de andlise de variancia (Tabela 4) que a influéncia dos hibridos nas caracteristicas
analisadas € menor quando comparada com os diferentes contetudos de BA, sendo
a concentracdo 4,44 umol Lt a mais eficiente para promover maior nimero de
brotac6es dos hibridos analisados, os resultados apresentados do ensaio 2 permite
gue a mesma concentracdo de 4,44 umol L seja utilizada para promover o
estabelecimento e conservacao in vitro dos demais hibridos da colecéo de videiras
da UENF (Tabela 5).

Tabela 4- Analise de variancia do teste de cinco diferentes contelidos de BA em
dois hibridos CH1.3 e CH5.1 de Vitis spp.

Quadrado médio

Altura da
Numero parte aérea
de folhas das Taxade Numero de
Fonte de das brotacbes sobrevivénci Brotacbes
Variacao GL brotacdes (mm) a (%) (%)
Hibridos 1 15,812"s 3,777 0,0007* 2,38193*
Conteudos de
BA 5 23,066* 122,817* 0,7894* 4,24426*
Conteudos x
hibridos 4 8,203"s 54,808* 0,5411"s 1,56096"
Erro 40 5,767 10,740 0,0887 0,8408
CV (%) - 41,45 36,66 17,88 28,98
Média - 2,95 7,33 0,78 1,49

*Significativo e " nao significativo a p<0,05 de probabilidade de erro pelo teste de
F.
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Tabela 5- Tabela de média dos cinco diferentes contetidos de BA nos hibridos
interespecificos CH1.3 e CH5.1 de Vitis spp.

Conteudos de BA NUumero de Parte Aérea Taxa de NUumero
(benziladenina) Folhas das das brotagbes Sobrevivéncia (%) de
pumol L brotagdes (mm) brotacoes

0,0 1,85b 2,20 c 40,0b 1,04 b

2,22 3,65 ab 6,27 cb 90,0 a 1,41 ab

4,44 5,20 a 1190a 100,0 a 154 a

6,66 1,80 ab 7,88 ab 80,0 ab 1,31 ab

8,88 2,25 ab 8,41 ab 80,0 ab 1,43 ab

CV (%) 41,45 36,66 17,88 28,98
Média 2,95 7,33 0,78 1,49

Médias seguidas pela mesma letra mindscula na coluna néo diferem entre si de
acordo com o teste de Tukey a p<0,05 de probabilidade.
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Figura 1- Gréfico do desdobramento dos cinco diferentes conteddos de BA nos
hibridos CH1.3 e CH5.1 para a caracteristica de altura da parte aérea das

brotacdes.

A andlise de regressao permitiu verificar o comportamento de cada hibrido
dentro de cada contetudo de BA, sendo possivel identificar que o hibrido CH5.1
apresentou maior altura das brotacdes na concentragdo 4,44 umol L' de BA e o
hibrido CH1.3 apresentou um comportamento semelhante, apresentando maior
altura da parte aérea nas concentracdes de 2,22 e 4,44 umol L. A caracteristica
de altura da parte aérea das brotac6es fornece maior nUmero de segmentos nodais,

proporcionando maior numero de brota¢des na multiplicacdo das Vitis spp.
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3.1.4.2 - Micropropagacao de hibridos interespecificos de Vitis spp. em

microambientes com diferentes trocas gasosas

3.1.4.2.1 - Fase de multiplicacao in vitro

O presente estudo fornece os primeiros dados sobre a micropropagagao em
vedacdes cobertas ou ndo por membranas microporosas de hibridos
interespecificos de Vitis spp. pertencentes ao Programa de Melhoramento de
videiras - UENF. Os resultados mostram que os fatores analisados (vedacdes x
hibridos) sdo independentes nas fases de multiplicacdo e alongamento e
enraizamento in vitro, mas sédo dependentes na fase de aclimatizacao (Tabela 6).

Tabela 6- Andlise de variancia da fase de multiplicacdo in vitro dos hibridos
interespecificos de Vitis spp. em diferentes vedacdes de polipropileno presente ou
ndo de membranas microporosas

Quadrado médio

Fonte de NGmero Altura das Numero
variacao GL de Folhas Brotacbes  Sobrevivéncia de
(mm) (%) Brotacdes
Vedacdes 1 75,815" 0,0063"s 0,1666" 17,255
Hibridos 2 479,166* 4,106" 0,1666" 97,950*
V x H 2 27,081"s 0,559 0,1666" 9,177"s
Erro 18 30,65 2,19 0,05 17,29
CV (%) - 35,46 44,83 25,71 44,42
Média Geral - 15,61 3,31 0,91 9,36

*Significativo e " nao significativo a p<0,05 de probabilidade de erro pelo teste de
F.

Na fase de multiplicacdo in vitro foi observado que as variaveis de
sobrevivéncia e altura das brotacdes nao foram significativas a 5% de probabilidade
pelo teste de Tukey. Porém, as caracteristicas de niumero das folhas e brotacGes
diferenciaram entre os hibridos CH5.1, CH1.3 e CH1.2. Os hibridos CH1.3 e CH1.2
apresentaram numero de folhas de 21,27 e 18,77 e numero de brotagdes 12,27 e
10,33, respectivamente (Fig. 2 (c 1,2); Tabela 7). O hibrido CH5.1 teve namero de
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folhas e brotagbes inferior aos dois hibridos estudados com 6,79 e 6,47,

respectivamente.

Tabela 7- Médias observadas das caracteristicas morfolégicas dos trés hibridos
interespecificos de Vitis spp. na fase de multiplicacdo in vitro

Altura das
Hibridos de Numero NUumero de brotacbes  Sobrevivéncia
Vitis spp. de folhas brotacdes (mm) (%)
CH1.5 6,79b 547Db 2,87 a 100 a
CH1.2 18,77a 10,33 ab 3,22 a 75,0 a
CH1.3 21,27a 12,27 a 3,77 a 100 a
CV (%) 35,46 44,42 24,14 25,71
Média Geral 15,61 9,36 1,77 91,00

Caracteristicas de crescimento dos hibridos de Vitis spp. na fase de multiplicacao
apos 60 dias de cultivo in vitro. Letras minusculas compara meédias entre 0s
hibridos, e letras iguais ndo diferem entre si pelo teste Tukey de p<0,05 de
probabilidade.

Resultados semelhantes foram encontrados por Barbosa et al. (2021) que
nao encontraram influéncia das vedacdes presente ou ausente de membrana
microporosa na fase in vitro da micropropagacao de Baru em meio MS acrescido
de 30 g sacarose. A sacarose é uma fonte de carboidrato que contribui no
desenvolvimento das plantas in vitro, principalmente em plantas cultivadas em
tampas completamente vedadas, assim proporcionando que as plantas in vitro
possam se desenvolver mesmo estando em um microambiente que apresenta

maior umidade e maior acumulo de CO3 (Taiz et al., 2021).

3.1.4.2.2 - Fase de Alongamento e enraizamento das brotacdes

Foi observado que ndo houve a interacdo entre os fatores hibridos e
vedacOes nesta fase. Porém, as médias se diferiram entre os hibridos nas
caracteristicas de numero de folhas e altura da parte aérea, CH1.3 apresentou
91,14 mm de altura da parte aérea e em média 16,75 de namero de folhas (Figura.
2—-D/1 e 2; E/1 a6) (Tabela 8).
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Tabela 8- Andlise de variancia da fase de alongamento e enraizamento in vitro dos
hibridos interespecificos de Vitis spp. em diferentes veda¢cbes de polipropileno
presente ou ndo de membranas microporosas

Quadrado médio

Altura da )
Fonte de Parte Area Namero
Variacao GL Aérea Matéria Foliar de Presenca
(mm) Fresca (g) (mm?) folhas de Raiz (%)
Ved("i‘goes 1 0,546™ 0,067  1,054™ 41,343 2,081
Hibridos (H) 2 29,208* 1,10m 3,345*  99,218* 0,0084"s
V x H 2 7,010 0,99 9,227 120,93 1,0408"s
Erro 18 2,86 2,51 48,33 20,06 0,02
CV (%) - 20,72 28,28 34,31 30,76 15,06
Média Geral - 69,28 2,18 10,0 14,56 0,95

*Significativo e "™ nao significativo a p<0,05 de probabilidade de erro pelo teste de
F.

Tabela 9- Médias das caracteristicas morfolégicas dos trés hibridos
interespecificos de Vitis spp. na fase de alongamento e enraizamento in vitro

Hibridos de Altura da parte I\;Iaterla Area foliar . P(rjesem;a
Vitis spp aérea (mm) resca (mmz) NUumero e railz
' (9) de folhas (%)
CH1.3 91,14 a 1,70a 8,61 ab 16,75 a 100,0 a
CH1.2 48,76 b 1,26 a 13,12 a 16,43 a 83,0a
CH5.1 67,94 ab 1,70 a 8,28 b 10,50 b 100,0 a
CV (%) 20,72 28,28 34,31 30.76 15,06
Média Geral 69,28 2,18 10,0 14,56 95,0

Médias seguidas da mesma letra mindscula na coluna ndo diferem pelo teste de
Tukey em p < 0,05.

A érea foliar, altura da parte aérea e numero de folhas apresentaram
diferencas significativas para trés hibridos. Para CH1.2 a altura da parte aérea de
48,76 mm e 16,43 numero de folhas e para CH5.1 a altura de 67,94 mm de parte
aérea e 10,50 namero de folhas. O CH1.2 apresentou a média de 16,43 numero de
folhas e area foliar de 13,12. O CH5.1 foi 0 que apresentou a menor média de 8,28
de area foliar em mm?, enquanto CH1.3 e CH1.2 apresentaram 8,61 (mm?) e 13,12

(mm?), respectivamente (Figura 2 — C (1 a 4) (Tabela 9).
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A altura da parte aérea foi diferente para os trés hibridos, sendo para o
CH1.348,14 mme 48,76 e 67,94 para os hibridos CH5.1 e CH1.2, respectivamente.
A presenca de raiz foi de 100% de enraizamento para os hibridos CH1.3 e
CH5.1 e 85% para CH1.2. ndo se diferindo entre os mesmos, e massa da matéria

fresca (Q).



° Neducio coberty por a Hibrido CH1.2 Hibrido CH5.1 | Hibrido CH1.3
membranas microporosas {

:’#%

Figura 2- Micropropagacao dos hibridos interespecificos de Vitis spp. Imagens (A) Vedacdo coberta por membranas
microporosas (VM) (B) Vedacao de polipropileno (AM); (C) 1;2, multiplicacao in vitro; (D) — 1;2 alongamento e enraizamento
das brotacgdes; (E) Hibridos apds enraizamento in vitro — 1;2;3 CH1.2; CH5.1; CH1.3 em cultivados sem as membranas
microporosas; 4,5;6 cultivados em vedacdes cobertas por membranas, respectivamente.

L
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3.1.4.2.3 - Andlises de anatomia da epiderme foliar e pigmentos fotossintéticos

Na anatomia foliar as caracteristicas de densidade estomética de CH1.3,
CH1.2 e CH5.1 foram de 49,94, 54,97 e 74,20 mm?, respectivamente. O
comprimento do poro estomatico foi de 15,20 para CH1.3, 14,42 para CH1.3 e
18,60 para CH5.1 pm. A area do estdbmato dos hibridos foi de 553,64, 537,88 e
102,54 pm, respectivamente. A condutancia estomética apresentou diferenca
significativa entre os hibridos CH1.3 que foi de 752,73, do CH1.2 foi de 786,18 e do
CH5.1 foi de 1388,51 (Figura 3; Tabela 10).

Tabela 10- Analise de Variancia da anatomia da epiderme foliar dos hibridos
interespecificos de Vitis spp. em diferentes vedacdes de polipropileno presente ou
ndo de membranas microporosas

Quadrado médio

Fonte de Comprimento  Areado
Variacao Densidade do Poro Poro Condutancia
Estomatica Estomatico Estomatico Estomaética
GL (mm?) (um?) (um?) (um?)
Hibridos (H) 2 983,644* 29,699* 768147,015* 393251,402*
Vedacdes (V) 1 58,918"s 5,749 1454,869"  2610,065"
V x H 2 47,056" 19,129 17061,621" 58403,083"
Erro 12 202,50 7,72 4739,10 84328,26
CV (%) - 23,83 16,08 17,30 29,76
Média Geral - 59,71 17,28 398,02 975,811

*Significativo e "™ nao significativo a p<0,05 de probabilidade de erro pelo teste de
F.

Tabela 11- Médias observadas da anatomia da epiderme foliar dos trés hibridos
interespecificos de Vitis spp. na fase de alongamento e enraizamento in vitro

Numero de Poro )
Hibridos de estdématos estomatico Area do estbmato
Vitis spp. (mm?) (Um?) (Um?) Gmax
CH1.3 49,94 b 15,20 ab 553,64 b 752,73 b
CH1.2 54,97 ab 14,42 b 537,88 a 786,18 b
CH5.1 74,20 a 18,60 a 102,54 b 1388,51 a
CV (%) 23,83 8,06 17,30 28,79
Média geral 59,71 3,99 398,02 985,81

Médias seguidas da mesma letra na coluna, em cada estrutura anatdmica, néo
difereciam de acordo com o teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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CH1.2

CH1.3

20um

CHS5.1

Figura 3- Aspectos anatdomicos da epiderme da folha dos trés hibridos
interespecificos de Vitis spp. Microscopia Optica evidenciando a densidade
estomatica, comprimento do poro estomatico e area do poro estomatico na
epiderme da face abaxial. (a,b) hibrido CH1.2, (c, d) CH1.3, (e, f) hibrido
CH1.3. Est — estdbmato; PE — Poro estomatico.

Na analise dos pigmentos fotossintéticos a clorofila a e carotenoides se
diferiram estatisticamente (Tabela 12). O CH1.3 apresentou 24,84 pg cm? de
clorofila a, e CH1.2 e CH5.1 apresentaram 25,65 e 27,57 ug cm?, respectivamente.
Para pigmentos de carotenoides foram observados as maiores médias para CH1.3
(3643,14 pg cm? de carotenoides) e CH1.2 (3626,90 de pug cm?). O CH5.1
apresentou menor média de 3125,85 de pug cm? de carotenoides (Tabela 13).
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Tabela 12- Andlise de Variancia dos pigmentos fotossintéticos dos hibridos
interespecificos Vitis spp. em diferentes vedacdes de polipropileno presente ou nao
de membranas microporosas

Fonte de variacéo Quadrado médio

GL Clorofilaa Clorofilab Carotenoides
Vedacdes (V) 1 1,756" 32,421" 16227,81"
Hibridos (H) 2 8,596* 134,20* 518897,60*
VXxH 2 0,801"s 136,05" 57909,56"
Erro 12 0,87 104,60 82665,04
CV (%) - 3,64 24,90 8,30
Média Geral - 25,69 41,07 3465,29

*Significativo e "™ n&o significativo a p<0,05 de probabilidade de erro pelo teste de
F.

Tabela 13- Médias observadas dos pigmentos fotossintéticos dos trés hibridos
interespecificos de Vitis spp. na fase de alongamento e enraizamento in vitro
Hibridos de

Vitis spp. Clorofilaa pg cm?  Carotenoides pug cm?  Clorofilab cm?
43,28 a
CH1.3 24,84 b 3643,14 a
44,29 a
CH1.2 25,65 b 3626,89 a
35,64 a
CH5.1 27,57 a 3125,85b
CV (%) 3,64 24,90 24,90
Média Geral 25,69 3465,29 41,07

Médias seguidas da mesma letra na coluna, em cada estrutura anatdbmica, néo
difereciam de acordo com o teste de Tukey a 5% de probabilidade.

3.1.4.2.4 Acumulo de CO, dos trés hibridos interespecificos na presenca e
auséncia da membrana microporosa

A interacdo entre os fatores (vedacdes x hibridos) foi significativa para a

concentracédo de CO> (%) ao longo do periodo de 24 horas (Tabela 14).
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Tabela 14- Andlise de variancia do acumulo de CO> dos hibridos interespecificos
de Vitis spp. apds 55 dias in vitro, em diferentes vedac¢des de polipropileno presente
ou ndo de membranas microporosas

Fonte de Variacéo Quadrado médio
GL CO2 (%)
Hibridos (H) 2 35,145*
Vedagoes (V) 1 58,384*
Horarios 2 14,210"s
HxV 4 23,394*
Erro 16 2,76
CV (%) - 18,58
Média Geral - 3,77

No geral as vedacdes cobertas por membranas microporosas apresentaram
menor acumulo de CO., e o hibrido CH1.3 foi o que apresentou menor
concentracdo do gas em vedacdes cobertas por membranas, sendo de 0,23% de
CO2 e em vedacao convencional de polipropileno apresentou 0,94% de CO2. Os
hibridos CH1.5 e CH5.1, dentro da vedacao coberta por membranas nao diferiram
entre si, apenas diferiram entre as vedacfes apresentando concentracdes de 0,29
e 0,14% de CO2, porém diferiram entre si na auséncia dela e diferiram entre as
vedac0des, sendo o hibrido CH1.3 com maior acumulo de CO., depois CH1.2 (0,47%
de CO) e CH5.1 (0,19% de CO) (Figura 4).
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CH5.1 CH1.2 CH13

B Vedacao de polipropileno ~ ® Membrana microporosa

Figura 4- Concentracdo de CO: (%) em diferentes momentos em periodo de 24
horas em recipientes in vitro contendo plantas dos trés hibridos interespecificos de
Vitis spp. As médias seguidas de letras diferentes minUsculas diferem entre os
hibridos e maiusculas diferem entre as vedag6es de acordo com o teste de Tukey,
a 5%.
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O microambiente in vitro € um fator determinante na sobrevivéncia das
plantas quando aclimatizadas, na andlise de CO: foi observado que o
microambiente ausente de membranas apresentou maior acimulo de CO2 quando
comparado com o microambiente sob vedacOes presente de membrana. A
guantidade de CO: in vitro normalmente se apresenta negativa, isto se deve ao
baixo fluxo de gases do ambiente externo para o interior do frasco, implicando
diretamente nas trocas gasosas e consequentemente na fotossintese das plantas
(Ribeiro et al., 2019).

Como observado no presente trabalho, as vedacdes presentes de
membrana contribuiram positivamente na reducao do acumulo de CO> dentro dos
frascos, que resulta em um ambiente in vitro com menor umidade. O frasco com
menor umidade permite que as plantas tenham uma melhor absorgcdo dos
nutrientes e da agua do meio de cultura, resultando em um maior alongamento das
plantas (Arigita et al., 2010; Xiao et al., 2011; Saldanha et al., 2013). Resultados
semelhantes foram encontrados por Fortini et al. (2021), quando identificaram
aumento significativo no crescimento e biomassa de Vernonia condensata cultivada
em vedacdes com maior fluxo de gases em microambiente com menor umidade.

Na via metabdlica de CO2 quando ha o maior acumulo de CO. em
contrapartida encontra-se menor acumulo de etileno, devido ao CO, em grande
guantidade pode atuar como inibidor de etileno, permitindo a sobrevivéncia das
plantas cultivadas in vitro em um ambiente completamente fechado. As plantas
cultivadas in vitro sob vedacbes presentes de membrana estdo em um
microambiente com maior entrada e saida dos gases do meio externo para o interior
do frasco, assim, encontram-se menor acumulo de gases, como por exemplo, o
CO- observado no presente trabalho.

3.1.4.2.5 - Aclimatizacédo dos hibridos interespecificos de Vitis spp.

Foi observado que as vedacdes presentes da membrana microporosa
influenciaram significativamente a sobrevivéncia, massa da matéria seca e fresca
dos hibridos CH1.3 e CH5.1 quando aclimatizados, sendo possivel inferir que as
vedacdes cobertas por membranas otimizam positivamente a fase de aclimatizacao
dos dois hibridos interespecificos de Vitis spp. porém, esta influéncia depende das
caracteristicas morfofisiolégicas de cada hibrido, visto que, o hibrido CH1.2 n&o
apresentou maior taxa de sobrevivéncia das plantas cultivadas na presenca da
membrana microporosa (Tabela 15).
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Tabela 15- Andlise de Variancia da fase de aclimatizacdo dos hibridos
interespecificos Vitis spp. em diferentes vedacdes de polipropileno presente ou nao
de membranas microporosas

Quadrado médio

\F/g?igeggg GL Sobrevivéncia (%) Matériafresca(g) Matéria seca (g)
Bloco 2 645,09 0,59 7,818
Vedagbes 1 0,133 0,622 0,135"
Hibridos 2 0,446" 3,893 0,013"
VxH 2 0,312* 0,383* 0,669*
Erro 10 578,32 0,23 0,23
CV (%) - 17,86 38,19 32,54
'\é‘zcr’;"l" 0,96 1,62 1,04

*Significativo e "™ nao significativo a p<0,05 de probabilidade de erro pelo teste de
F. Os dados foram transformados utilizando o logaritmo y + 0.5.

Na fase de aclimatizagcdo dos trés hibridos foi observado interacéo
significativa entre os fatores analisados. Os hibridos CH1.3 e CH5.1 apresentaram
porcentagens iguais a 100% de sobrevivéncia das plantas cultivadas na presenca
da membrana microporosa, o CH1.3, ndo apresentou sobrevivéncia das plantas

cultivadas na auséncia da membrana.

Tabela 16- Desdobramento das médias da aclimatizacdo dos trés hibridos
interespecificos de Vitis spp. em funcdo da vedacdo ausente e presente de
membrana aos 60 dias em casa de vegetacdo

Hibrid
os de
Vitis Ausente Presente Ausente Presente Ausente Presente
spp. membrana membrana membrana membrana membrana membrana

Sobrevivéncia (%) Matéria fresca (g) Matéria seca (g)

CH5.1 33,0aB 100 aA 0,81aB 2,34aA 0,88aA 1,30aA
CH1.2 60,0aA 0,0 bB 1,51aA 0,0bB 1,29aA 0,0aA
CH1.3 0,0 aB 100 aA 0,0aB 2,62aA 0,0aB 1,35aB
CVv
(%) 19,85 32,54 38,19
Média
Geral 37,50 1,04 16,20

Médias seguidas pela mesma letra minuscula na coluna e por letras mailsculas
entre linhas ndo diferem entre si na coluna, letras mailsculas iguais nao diferem
entre linhas, de acordo com o teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Os hibridos CH5.1 e o CH1.2 apresentaram médias de 33% e 60% de
sobrevivéncia na auséncia da membrana, sendo esta Ultima média a maior taxa de
sobrevivéncia do CH1.2. De forma geral a taxa de sobrevivéncia do CH1.2 foi
menor que aos demais hibridos estudados (Figura5-A1,2e3;eB-1,2,3e4)
(Tabela 16). Plantas cultivadas em ambiente fechado normalmente reduzem a
demanda por &gua com o fechamento dos poros estomaticos, resultando em menor
densidade dos tecidos vasculares das plantas, assim, reduzindo a sobrevivéncia
das plantas quando aclimatizadas (Marino e Berardi, 2004; Fanourakis et al., 2016),
como observado nos hibridos CH1.3 e CH5.1 cultivados na auséncia da membrana.

Hibridos provenientes de vedagdes de polipropileno

Figura 5- Imagens (A) Hibridos aclimatizados em casa de vegetacéo apds 60 dias.
A- 1;2 -CH1.2 e CH5.1 provenientes de vedacfes sem membranas. Imagens — 3;4
CHL1.3 e CH5.1 plantas obtidas em vedacdes presentes de membrana, apés 60 dias
aclimatizados. Imagens B1 sédo os hibridos aclimatizados em casa de vegetacao;
B2, B3 e B4 sdo os hibridos CH1.2 e CH5.1 e CH1.3 em casa de vegetacao, obtidos
por meio da micropropagacéo e plantados em vasos plasticos de polipropileno em
substrato Basaplant®©.
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3.1.4.2.6 - Correlagéo entre os atributos morfofisioldgicos dos hibridos

A matriz de correlacdo de Pearson permitiu observar a forma que as
caracteristicas estudadas se correlacionaram em cada ambiente, permitindo assim
a sobrevivéncia dos trés hibridos nas fases do cultivo in vitro e quando
aclimatizados.

As caracteristicas observadas apresentaram correla¢des significativas
dentro de cada microambiente. No microambiente presente das membranas
microporosas, foi verificado que a caracteristica altura da parte aérea, todas as
demais se correlacionaram e foram significativas. No microambiente sem a
membrana, todas as caracteristicas se relacionaram de forma positiva e negativa
(Figura 6).

A matriz apresenta as correlagdes positivas e negativas dos hibridos dentro
de cada ambiente, sendo verificado a divergéncia nas estratégias de
desenvolvimento dos hibridos em relagdo a vedacdo. Uma das principais
caracteristicas observada € a condutancia estomatica (Gmax), @ mesma atribuiu uma
correlacdo negativa (r= -0,76) quanto a area do poro estomatico. A diminuicdo da
condutancia estomatica € acompanhada por um declinio na fotossintese e o
aumento da eficiéncia do uso da agua, apresentando maior controle estomatico
guando se ha menor disponibilidade de agua (Janssen et al., 2020). O mecanismo
de condutancia estomatica responde a forma como a planta lida com o déficit
hidrico e a demanda de evapotranspiracdo do ambiente.

O maior controle estomatico permite que as plantas possam sustentar a
demanda de evapotranspiracdo (Maréchaux et al., 2018). Como foi observado nos
resultados da fase de enraizamento do hibrido CH1.2 que apresentou menor area
do poro estomatico, maior area foliar e nimero de folhas, esta ultima atribuida em
uma correlacéo negativa com o Gmax, portanto, possibilitando que o CH1.2 cultivado
na auséncia da membrana sobrevivesse quando aclimatizado, além disto, essa
mesma correlacdo nédo foi identificada nas caracteristicas dos hibridos cultivados
no microambiente presente de membrana microporosa. Desta forma, foi possivel
inferir que as caracteristicas morfofisiolégicas correlacionam diretamente com o
microambiente, atribuindo assim, a sobrevivéncia ou ndo dos hibridos

interespecificos de Vitis spp. quando aclimatizados.
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Figura 6- Matriz bivariada - correlagdo de Pearson entre caracteristicas biométricas e anatdmicas e fisiolégicas dos trés hibridos de
Vitis spp na fase de alongamento e enraizamento in vitro. Vermelho e ajustes (r= -) representam correlacdes negativas e azul representa
correlag®es positivas a nivel de significancia é p<0,05.
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3.1.5 - CONCLUSAO

Portanto, para a micropropagacao dos hibridos recomenda-se a segunda
metodologia de desinfestacao e utiliza-se de meio de cultura suplementado com
4,44 umol L de BA para o estabelecimento e multiplicacdo in vitro de segmentos
nodais dos hibridos interespecificos de Vitis spp. A micropropagacao dos hibridos
pode ser realizada na presenca e auséncia da membrana, entretanto o cultivo na
presenca das membranas favoreceu maior sobrevivéncia na fase de aclimatizacéo
dos dois hibridos (CH1.3 e CH5.1) dos trés que foram estudados.
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3.2. CULTIVO MINIMO in vitro DE SEGMENTOS NODAIS DE HIiBRIDOS
INTERESPECIFICOS DE Vitis spp.

3.2.1 INTRODUCAO

Os recursos genéticos vegetais sdo uma reserva natural de genes essenciais
para a manutencado da producéo de alimentos, fibras e medicamentos. Porém, o
crescimento desordenado da populacdo humana e a exploracéo dos ecossistemas,
S840 ameacas reais a esses recursos, caso nao sejam devidamente conservados
(Kavani, 2011; Civatti et al., 2014).

A conservacao ex situ tem por objetivo conservar a integridade genética e a
variabilidade presente em um dado momento fazendo uso de diferentes
metodologias como bancos de sementes, colecdes vivas e in vitro (Cerqueira-Silva
et al.,, 2016). Para a conservacdo em bancos de sementes, elas devem ser
desidratadas até os menores niveis de agua inicial e armazenadas em baixas
temperaturas (Kavani, 2011). Nas cole¢des vivas as plantas sdo mantidas a campo.
A conservacao in vitro pode ser realizada pela criopreservacdo e pelo cultivo
minimo in vitro.

Diante desse quadro, a conservacao in vitro por cultivo minimo apresenta-
se como alternativa vidvel para a manutencao da variabilidade genética em bancos
de germoplasma de videiras. Para a implementacédo destas metodologias, 0 espaco

requerido é pequeno e as cole¢des sdo mantidas longe das mudancas climéticas e
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livres do ataque de pragas e doencas por meédios e longos periodos (Pacheco et
al., 2016). O cultivo minimo in vitro consiste em manter a cultura sob taxas de
crescimento limitado, por meio da aplicacdo de compostos que provocam estresse
osmotico, inibidores de crescimento no meio de cultura e reducdo da temperatura
de incubacao (Withers, 1983). A vantagem é a manuten¢cdo de muitos acessos em
um pequeno espaco fisico, com custos reduzidos e livres dos riscos que existem
no campo (Cid, 2001; Canto et al., 2004).

Os bancos de germoplasmas ex vitro e in vitro sdo essenciais no
desenvolvimento de programas de melhoramento genético. Para desenvolver o
Programa de Melhoramento de videiras na UENF foi constituido um germoplasma
com uma colecéo de 63 gendtipos de plantas a campo. A colecéo in vitro fornece
material para novas abordagens acerca de métodos de conservacgao in vitro de
varios de gendtipos. O programa de melhoramento da videira busca desenvolver
variedades resistentes a doencas como o nematoide (Pratylenchus brachyurus) e
o mildio (Plamopara viticola). Os primeiros trabalhos, do referido programa, se
iniciaram com a introducéo de germoplasma oriundo da Universidade da Califérnia,
em Davis, com foco na avaliacdo da diversidade genética de diversos hibridos,
avaliacdo para a resisténcia ao nematoide e ao mildio, estabelecimento desses
hibridos in vitro e analises fisiologicas para relacdes hidricas, com vistas na
utilizacdo destes hibridos como novos porta-enxertos (Santos et al., 2018; Santos
et al., 2019; Santos et al., 2019; Amaral, 2019).

Embora o cultivo minimo in vitro possa ser considerado um método
promissor para a conservacdo de germoplasma em videiras, sGo0 poucos 0s
trabalhos encontrados na literatura, visando desenvolver protocolos para a
conservacao in vitro por meio do cultivo minimo de espécies e hibridos
interespecificos de Vitis spp. (Faria et al., 2006; Garcia et al., 2011b). Assim sendo,
0 objetivo deste trabalho foi desenvolver um protocolo para o cultivo minimo in vitro
de segmentos nodais de hibridos interespecificos de Vitis spp., por meio da reducéo

de sacarose e da temperatura.
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3.2.2 REVISAO DE LITERATURA

3.2.2.1 Conservagdao de recursos genéticos de videiras

A conservacdo in situ e ex situ de germoplasma sdo abordagens
complementares para armazenamento de germoplasma necessarios para
preservar a diversidade genética de espécies particulares que fornecem a matéria-
prima para programas de melhoramento (Scherwinski-Pereira e Costa, 2010;
Vasanth e Vivier, 2011).

O Brasil mantém a maior colecdo de germoplasma de Vitis na Ameérica do
Sul, com aproximadamente 1400 acessos, que incluem cultivares, hibridos
interespecificos e espécies silvestres. Um banco ativo de germoplasma (BAG) de
videira € mantido no estado do Rio Grande do Sul, em Bento Gongalves, na
Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (Embrapa) Uva e Vinho. A colecéo
inclui 655 acessos de V. vinifera, 64 acessos de V. labrusca e hibridos e 561
acessos de hibridos interespecificos (Maia et al., 2015). Na Regido Nordeste do
pais, a Embrapa Semiarido mantém aproximadamente 267 acessos de videira
conservados, composto por 168 cultivares de V. vinifera, oito cultivares de V.
labrusca, 73 hibridos interespecificos, 8 espécies silvestres americanas, além de
10 acessos sem informacao sobre origem (Maia et al., 2015).

Outras cole¢Bes com menor nimero de acessos sdo mantidas por empresas
de pesquisa nacional nos estados de Santa Catarina (Empresa de Pesquisa
Agropecuaria e Extensdo Rural de Santa Catarina [Epagri]), Minas Ge-rais
(Empresa de Pesquisa Agropecuéaria de Minas Gerais [Epamig]), Sdo Paulo
(Instituto Agronémico de Campinas [IAC]) e Parana (Instituto Agronémico do
Parana [lapar]) (Maia et al., 2015).

Tradicionalmente, colecfes de plantas mantidas a campo, em casa de
vegetacao e in vitro tém sido utilizadas para conservar o germoplasma de videira
(Maia et al., 2015). A manutencdo de plantas no campo é dispendiosa, requer
extensiva area plantada, além da vulnerabilidade a estresses bidticos e abidticos
(Pathirana et al., 2016). A manutengcao de bancos in vitro requer frequentes

manuseios de culturas, o que resulta em uma elevacao de custos, risco de perda
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do acesso vegetal e principalmente apresenta potencial para gerar variacdo
somaclonal (Mathew et al.,, 2018; Wang et al., 2014). Neste sentido, outras
estratégias de conservagao ex situ para 0s recursos genéticos de plantas devem
ser consideradas que, além da manutencao do material vegetal por longos periodos

de tempo, preservem a estabilidade genética durante o0 armazenamento.

3.2.2.2 Conservagéo in vitro de videira

Para conservagéo in vitro existem duas formas de conservagéo que podem
ser realizadas: por cultivo minimo in vitro e criopreservacao. A criopreservagao é
uma das técnicas mais utilizadas para videiras, porém, o0s protocolos de
criopreservagdo normalmente sdo dificeis de serem reproduziveis, devido a
influéncia do gendtipo e explantes que podem dificultar a formacédo de bancos
criogénicos para videiras, mas quando bem estabelecido se torna vantajoso por
proporcionar a conservacao dos explantes por tempo indeterminado e sem grandes
manutencdes (Plessis et al., 1991; Ganino et al., 2012). Outra técnica que permite
gue o material possa ser conservado por longo periodo in vitro é a técnica por meio
do cultivo minimo que contribui com a manutencdo de muitos acessos em um
pequeno espaco fisico, com custos reduzidos, livres dos riscos que existem no
campo e permite que o material vegetal possa estar mais acessivel em BAG (Cid,
2001; Canto et al., 2004).

Esta técnica promove o crescimento lento das plantas, devido ocorrer o
retardo no metabolismo de desenvolvimento das mesmas (Roca et al., 1991),
aumentando o intervalo de subcultivo in vitro e diminuindo o nimero de subcultivos
(Withers e Williams, 1998; Fortes e Pereira, 2001; Sa et al., 2011). A reducéo do
crescimento do explante é geralmente obtida pela manipulacdo do meio de cultura
(reducdo da concentracdo de macronutrientes, micronutrientes e vitaminas),
diminuicdo da temperatura de incubacédo, reducdo ou supressdo da intensidade
luminosa, ou modificagbes da atmosfera de cultura (Withers, 1983). Assim sendo,
tem sido possivel conservar in vitro diversas culturas como: videiras, maracujazeiro,
batata-doce e entre outras (Withers, 1983; Islam et al., 2003; Souza et al., 2009;
Reed et al., 2011; Santos et al., 2011).
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O laboratorio de Cultura de Tecidos Vegetais (Setor de Horticultura do LFIT)
pertencente a Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro
desenvolve pesquisas relacionadas a conservacao via cultivo minimo e mantém in
vitro colecdes de germoplasma de batata-doce (30 acessos). Generoso et al.,
(2018) desenvolveram protocolos de conservacado de maracujazeiro-azedo in vitro,
bem como, Sales (2020) para a cultivar de maracujazeiro-azedo ‘UENF Rio
Dourado’, todas mantidas por via cultivo minimo. Porém, para a cultura da videira
esta técnica ainda é pouco explorada, e ndo se tem ainda os hibridos pertencentes
ao Programa de Melhoramento de videiras da UENF conservados in vitro. A técnica
de cultivo minimo para os hibridos de Vitis UENF é essencial, devido os mesmos
apresentarem dificuldades de adaptacdo aos fatores climaticos da regido Norte

Fluminense, proporcionando ser uma alternativa viavel de conservagao.

3.2.3 MATERIAL E METODOS

3.2.3.1 Material vegetal

Foram selecionados dois hibridos interespecificos de Vitis spp. (CH1.2 e
CHL1.3) pertencentes ao Programa de Melhoramento de videiras - UENF, pré-
estabelecidos in vitro em meio de cultura com metade dos sais minerais do MS e
complexo vitaminico de White, myo-Inositol 0,1 g L, 30 g L* de sacarose, 4,44
umol L de acido giberélico e 4,44 umol L acido indol-butirico (AIB) (Trevisan et
al., 2005), cultivados em frascos de vidro (50 x 100 mm) em sala de cultivo com
fotoperiodo de 16:8 horas luz: escuro, irradiancia de 50 pmol m2 st e temperatura

de 27+2°C, com 60 dias de cultivo.
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Figura 7- Imagens das videiras pré-estabelecidas in vitro. Foto A: CH1.2; Foto B:
CH1.3 com 60 dias de cultivo in vitro.

3.2.3.2 Experimento de cultivo minimo in vitro

O experimento foi conduzido em DIC em esquema fatorial 2x2x3, dois
hibridos interespecificos de Vitis spp. (CH’.2 e CH1.3), em duas temperaturas de
18+1°C e 27+2°C e trés concentracdes de sacarose (10, 20 e 30 g). O experimento
foi avaliado aos 60, 120 e 180 dias de cultivo minimo. Para avaliacao utilizou-se 12
repeticbes de cada tratamento. Cada repeticdo foi constituida por trés tubos de
ensaio (25 mm x 150 mm) contendo 10 ml de meio de cultura e um explante.

Os segmentos nodais com aproximadamente 5 mm foram excisados das
plantas pré-estabelecidas e transferidos para os tubos de ensaio contendo o meio
de cultura retirados e transferidos para o meio de cultura com metade dos sais
minerais do MS e complexo vitaminico de White, suplementado com as trés
diferentes concentracées de sacarose (10,20 e 30 g), 4,44 umol L de BA, e
solidificado com 6,0 g L de agar bacteriolégico Sigma®, pH 5,7, autoclavados por
15 minutos a 121°C e 1,1 atm.
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Os segmentos nodais foram mantidos por 60, 120 e 180 dias em duas
condicdes de cultivo: Condigdo 1 — Camera B.O.D em condi¢des de cultivo durante
seis meses em temperatura que variou em 18+1 a 19+1°C, e condicdo 2 - Sala de
cultivo com fotoperiodo de 16:8 horas de luz:escuro e luminosidade fornecida por
lampadas OSRAM® luz do dia com intensidade luminosa de 25 pmol m?2 s*) com
temperatura de 27+2°C (Temperatura obtida por meio de equipamento Data
Logger). As plantas foram avaliadas apos 60, 120 e 180 dias quanto a
sobrevivéncia, numero de folhas e nimero de raizes. Além disso, foi realizada a
avaliacdo da coloracéo da planta, que seguiu uma escala de cores (1: verde-escuro,

2: verde-claro e 3: amarelo e 4: marrom) (Generoso, 2018; Sales 2020) (Figura 8).

Figura 8- Escala de avaliacdo da coloracdo dos segmentos nodais dos hibridos
interespecificos de Vitis spp. em cultivo minimo in vitro. A) 1 = folhas verde-escuras,
B) 2 = folhas verde-claras, C) 3 = folhas amareladas (Clorose) (D) 4= folhas marrons
(necrose).

Apbs seis meses de cultivo in vitro foram retiradas trés repeticdes de cada
tratamento para serem transferidas para o meio de regeneracao constituido pelo
meio de cultura na metade das concentracdes de sais minerais do MS e complexo
vitaminico de White, myo-Inositol 0,1 g L™, 30 g L de sacarose, 4,44 pmol L de

acido giberélico e 4,44 pmol L* &cido indolbutirico (AIB) (Trevisan et al., 2005), o



45

pH ajustado para 5,7 e solidificado com 6 g L' de bacteriol6gico Sigma®. Foram
distribuidos 40 ml de meio de cultura por frasco de vidro (125 mm x 60 mm) e os
frascos foram autoclavados por 20 minutos a 121°C e 1,1 atm.

Foram mantidos durante 60 dias em B.O.D com temperatura média de
18+1°C (fotoperiodo de 16:8 horas de luz:escuro e luminosidade fornecida por
lampadas OSRAM® luz do dia com intensidade luminosa de 25 pmol m? s1) ou na
sala de crescimento com temperatura de 27+2°C (fotoperiodo de 16:8 horas de
luz:escuro e luminosidade fornecida por lampadas OSRAM® luz do dia com
intensidade luminosa de 54 pmol m-? s 1.

3.2.3.3 Analises estatisticas

Foram observadas as caracteristicas de altura da parte aérea,
sobrevivéncia, numero de folhas, presenca de raizes e coloracdo das folhas
durante 180 dias de conservacéo, e foi verificado a sobrevivéncia das plantas apos
serem regeneradas. Os dados observados foram submetidos a testes iniciais de
homogeneidade e normalidade, utilizando os testes de Bartlett, respectivamente.
Foi necessario utilizar da transformacao por raiz quadrada (y+1) para a variavel
sobrevivéncia na regeneracao das plantas. Em seguida, foi realizada a analise de
variancia e os graus de liberdade dos tratamentos e suas interacdes, o0s resultados
foram desdobrados pelo teste Tukey a 5% de probabilidade com o auxilio do

programa estatistico SISVAR (Ferreira, 2011).

3.2.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.2.4.1 Cultivo minimo de segmentos nodais de hibridos interespecificos de

Vitis spp. aos 60 dias de cultivo in vitro

Aos 60 dias de cultivo foi possivel observar as caracteristicas avaliadas
dentro de cada fator (Tabela 17). Os resultados observados na analise de variancia
mostram que para a caracteristica de altura da parte aérea as intera¢cdes nao foram

significativas, ou seja, os fatores apresentaram comportamento independente para
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a presente caracteristica, em que as medias diferem entre si dentro de cada fator
analisado pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Foi observado que os fatores hibridos (H) x sacarose (S) e temperatura x
sacarose interagiram significativamente nas caracteristicas numero de folhas e
coloracdo. Além disto, foi verificado que a caracteristica coloracdo apresentou
também interacdo significativa entre os fatores hibrido x temperatura. A
sobrevivéncia ndo apresentou diferenca significativa e os hibridos néo

apresentaram presenca de raiz ap6s 60 dias de cultivo.

Tabela 17- Andlise de variancia do cultivo minimo in vitro aos 60 dias de cultivo in
vitro dos dois hibridos de Vitis spp.

Quadrado médio

Fator de Altura da Sobrevivéncia  Numero  Coloracéo
variagao GL parte aérea (%) de folhas das folhas
Hibrido (H) 1 1060,14* 0,264"s 1226,91*  0,0492ns
Sacarose (S) 2 350,68* 0,3935" 32,342ns 0,9589*
Temperatura (T) 1 182,75* 0,6379" 244,781* 1,4112*
HxS 2 6,139" 0,2752" 91,458* 1,3492*
HXT 1 17,072 0,3526" 18,392"s 2,3581*
TxS 2 45,124" 0,2061"s 73,868* 1,166*
HxSxT 2 35,158" 0,3213" 24,223" 0,1269"
Erro - 29,014 0,3409ns 10,698 0,2139
CV (%) - 26,73 12,20 22,35 28,46
Média - 20,15 100,0 14,63 1,64

*Significativo e "™ nao significativo a p<0,05 de probabilidade de erro pelo teste de

F.

Os hibridos apresentam diferenca significativa para altura de parte aérea, no

qgual, o hibrido CH1.3 se destaca com a maior média de 22,86 de altura, quando
comparado com CH1.2 que foi de 17,43 (Tabela 18).

Tabela 18- Médias das caracteristicas de altura da parte aérea e sobrevivéncia aos
60 dias da conservacao por cultivo minimo in vitro dos hibridos de Vitis spp.

Altura da parte aérea Sobrevivéncia

Hibridos de Vitis spp. (mm) (%)
CH1.2 17,43 b 98,14 a
CH1.3 22,86 a 100,0 a
CV (%) 26,84 12,20
Média 20,15 100,0

Médias seguidas pela mesma letra minUscula nao diferem entre si na coluna, de
acordo com o teste de Tukey a p<0,05 de probabilidade.
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O fator niveis de sacarose diferem-se entre si e a concentracéo de 10g se
destaca com a menor média para a altura de parte aérea, esta resposta é
importante considerando que para a conservacgao in vitro quanto mais lento for o
crescimento da planta, mais tempo se leva para realizar o subcultivo da mesma,
desta forma, a menor concentracdo influencia positivamente o crescimento dos

hibridos in vitro aos 60 dias de cultivo (Tabela 19).

Tabela 19- Médias das caracteristicas de altura da parte aérea e sobrevivéncia aos
60 dias da conservagéo por cultivo minimo in vitro dos hibridos de Vitis spp nos
diferentes niveis de sacarose

Altura da parte aérea Sobrevivéncia
Sacarose (g) (mm) (%)
10 17,11 b 97,24 a
20 21,30 a 100,0a
30 22,13 a 97,16 a
CV (%) 26,84 12,20
Média 20,15 100,0

Médias seguidas pela mesma letra minuscula ndo diferem entre si na coluna, de
acordo com o teste de Tukey a p<0,05 de probabilidade.

A temperatura influenciou significativamente o cultivo minimo aos 60 dias,
no qual, as plantas cultivadas em ambiente 27+2°C apresentaram a altura de
21.26mm e foi observado que a temperatura de 18+1°C reduziu consideravelmente

o tamanho das plantas (Tabela 20).

Tabela 20- Médias das caracteristicas de altura da parte aérea e sobrevivéncia aos
60 dias da conservacgao por cultivo minimo in vitro dos hibridos de Vitis spp em
diferentes condi¢cBes de cultivo

Altura da Sobrevivéncia
Temperatura parte aérea (mm) (%)
18+1 °C 19,01 b 95,86 a
2712 °C 21,26 a 100,0 a
CV (%) 26,84 12,20
Média 20,15 100,0

Médias seguidas pela mesma letra minUscula nao diferem entre si na coluna, de
acordo com o teste de Tukey a p<0,05 de probabilidade.
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Para a caracteristica numero de folhas foi observado a interag&o significativa
entre os fatores hibridos x sacarose (Tabela 21) e temperatura x sacarose (Tabela
22). O hibrido CH1.3 apresentou as maiores médias para a caracteristica de
namero de folhas, quanto aos niveis de sacarose foi possivel verificar que a
concentracdo de 10 g proporcionou o menor niumero de folhas para o hibrido CH1.2
(Tabela 21) e a condigao de cultivo em temperatura de 27+2°C influenciou o menor
namero de folhas do hibrido em 10g de sacarose em ambos os hibridos. Enquanto,
as plantas conservadas em ambiente de temperatura a 18+1°C mantiveram a

média de 12,41 a 13,22 nos diferentes niveis de sacarose.

Tabela 21- Analise de desdobramento do hibrido dentro de cada nivel de sacarose
para a caracteristica numero de folhas dos hibridos conservados por 60 dias
NUimero de folhas

Sacarose (g) CH1.2 CH1.3
10 9,29b B 18,31a A
20 12,81 b A 17,2a A
30 12,21 b A 17,14 a A
CV (%) 22,35
Média 14,63

Médias seguidas pela mesma letra mindscula na coluna e por letras maiusculas
entre linhas ndo diferem entre si na coluna, letras mailsculas iguais nao diferem
entre linhas, de acordo com o teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Tabela 22- Desdobramento da temperatura dentro de cada nivel de sacarose para
a caracteristica numero de folhas dos hibridos conservados por 60 dias
Numero de folhas

Sacarose (g) 18+1 °C 2712 °C
10 13,22 a A 14,17 b A
20 14,26 a A 15,75ab A
30 12,41 a B 17,90a A
CV (%) 22,35
Média 14,63

Médias seguidas pela mesma letra minuscula na coluna e por letras mailsculas
entre linhas ndo diferem entre si na coluna, letras maiusculas iguais nao diferem
entre linhas, de acordo com o teste de Tukey a 5% de probabilidade.

A caracteristica coloracao se diferiu entre as médias dos niveis de sacarose,
variando a intensidade da coloragéo verde a verde-claro (Tabela 23). As folhas

verdes representam as plantas vivas e saudaveis dentro do ambiente de cultivo. O
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hibrido CH1.3 foi o que apresentou as folhas com a intensidade mais verde, sendo
a média de 1,29 na concentracdo de 10 g de sacarose. Foi observado que a medida
que os niveis de sacarose foram aumentados, consequentemente, foi observado
maior média na coloracdo das folhas. Segundo a escala de cores as folhas
apresentaram coloracao verde-claro, como observado nas concentracdes de 20 e
30gdes

Tabela 23- Desdobramento do hibrido dentro de cada nivel de sacarose (a) e
desdobramento da sacarose dentro de cada nivel hibrido (A) para a caracteristica
de coloracgdo das folhas dos hibridos conservados por 60 dias

Coloracao das folhas

Sacarose (g) CH1.2 CHL1.3
10 1,64aA 1,29b B
20 156aA 1,77aA
30 161laA 1,86 aA
CV (%) 28,46
Média 1,62

Médias seguidas da mesma letra maidscula na linha e mintscula na coluna néo
diferem entre si pelo teste Tukey (P<0,05). No intervalo de 1 a 1,5 das médias de
coloracéo, foi considerada a cor verde. No intervalo de 1,6 a 2,5, foi considerado
verde-claro.

A interacao entre hibridos x temperatura demonstrou que as folhas do hibrido
CH1.3 se apresentaram com cores de verde-claro, quando comparado com o
hibrido CH1.2 e que a temperatura de 27+2°C influenciou a coloracao mais verde

para as folhas do mesmo hibrido (Tabela 24).

Tabela 24- Desdobramento do hibrido dentro de cada nivel de temperatura (a) e
desdobramento da temperatura dentro de cada nivel hibrido (A) para a
caracteristica de coloracdo das folhas dos hibridos conservados por 60 dias

Coloracéao das folhas

Hibrido

Vitis spp. 1841 °C 2712 °C
CH1.2 157b A 1,63b A
CH1.3 1,87 aA 1,41 aB
CV (%) 28,46
Média 1,62

Médias seguidas da mesma letra maidscula na linha e minascula na coluna nao
diferem entre si pelo teste Tukey (P<0,05). No intervalo de 1 a 1,5 das médias de
coloracéo, foi considerada a cor verde. No intervalo de 1,6 a 2,5, foi considerado
verde-claro.
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Foi observado na tabela 25 que as folhas apresentaram maior clorose,
conforme os niveis de sacarose aumentaram na condicdo de cultivo em
temperatura de 18+1°C, como verificado nas concentracdes de 20 e 30 g. No
entanto na temperatura de 27+2°C nao apresentou diferenca significativa entre os
niveis de coloragéo, permanecendo as folhas verdes durante aos 60 dias de cultivo.

Tabela 25- Desdobramento do hibrido dentro de cada nivel de sacarose (a) e
desdobramento da sacarose dentro de cada nivel hibrido (A) para a caracteristica
de coloragdo das folhas dos hibridos conservados por 60 dias

Coloracéao das folhas

Sacarose 18+1 °C 27+2 °C

10 1,40b A 1,52aA

20 1,77 a A 1,56aA

30 20aA 1,49aB
CV (%) 29,39
Média 1,62

Médias seguidas da mesma letra mailuscula na linha e mindscula na coluna nao
diferem entre si pelo teste Tukey (P<0,05). No intervalo de 1 a 1,5 das médias de
coloracéo, foi considerada a cor verde. No intervalo de 1,6 a 2,5, foi considerado
verde-claro.

3.2.4.2 Cultivo minimo de segmentos nodais de hibridos interespecificos de

Vitis spp. aos 120 dias de cultivo

Aos 120 dias de cultivo in vitro, foi observado uma mudanca nas
caracteristicas avaliadas (Tabela 26).
O desdobramento do hibrido dentro dos niveis de sacarose apresenta

médias significativas para altura da parte aérea e coloracéo das folhas (Tabela 26).
Foi possivel observar por meio dos resultados apresentados que a concentracao
de sacarose 10 g novamente destacou-se, pois o hibrido CH1.2 apresentou a
menor média para altura de 18,81, enquanto o hibrido CH1.3 apresentou a menor

altura na concentracao de 30 g de sacarose nos 120 dias de cultivo.



51

Tabela 26- Analise de variancia do cultivo minimo in vitro aos 120 dias de cultivo in
vitro dos dois hibridos de Vitis spp.

Quadrado médio

Altura da NUumero Presenca
Fator de parte  Sobrevivéncia de deraiz Coloracao
variacao GL aérea (%) folhas (%) das folhas
Hibrido (H) 1 4987,59* 0,278* 595,11* 0,4012* 5,526*
Sacarose (S) 2 239,11™ 0,288* 209,91* 0,1068* 6,561*
Temperatura (T) 1 8671,61* 0,074 659,26* 0,0155" 3,054*
HxS 2 228047 0,119™ 366,46* 0,0286" 5,648*
HXT 1 1204,47* 0,0074" 144,01*  0,0071" 1,074"
TxS 2 49,5029" 0,1771* 5,203™ 0,0689* 0,557™
HxSxT 2 327,36™ 0,05 66,372 0,0687* 4,955
Erro - 113,11 0,05 22,854 0,0126 0,437
CV (%) - 33,01 28,0 27,59 9,81 29,70
Média - 32,21 80,33 17,32 33,05 2,22

*Significativo e "™ nao significativo a p<0,05 de probabilidade de erro pelo teste de
F.

Em relacdo a interacao do hibrido x temperatura foi possivel identificar que
a temperatura de 18+1°C apresentou a menores médias, sendo possivelmente a
mais indicada para conservacao dos hibridos interespecificos de Vitis spp., a
mesma temperatura proporcionou a média de 27,59 e 21,0 para os hibridos CH1.3

e CH1.2, respectivamente (Tabela 27).

Tabela 27- Desdobramento do hibrido dentro de cada nivel de temperatura (a) e
desdobramento da temperatura dentro de cada nivel hibrido (A) para a
caracteristica altura da parte aérea e coloracdo das folhas dos hibridos
conservados por 120 dias

Altura da parte aérea (mm)

Hibridos de Vitis spp. 18+1 °C 2712 °C
CH1.2 21,0bB 31,36 b A
CH1.3 27,59 a B 48,60 a A
CV (%) 33,01
Média 32,21

Médias seguidas pela mesma letra minuscula na coluna e por letras mailsculas
entre linhas n&o diferem entre si na coluna, letras maiusculas iguais nao diferem
entre linhas, de acordo com o teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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A relacdo dos niveis de sacarose e altura da parte aérea e coloragdo das
folhas também foi significativa, sendo observado que as concentra¢gfes de 10 e 20
g apresentaram a menor altura, sendo estas, as concentragdes mais eficientes para
manter a conservacgao das plantas nos 120 dias de cultivo (Tabela 28).

A coloracgédo das folhas foi influenciada pelo fator hibrido, sendo verificado
gque o CH1.3 apresentou plantas com coloracdes de verde-claro a folhas
clorofiladas, enquanto o hibrido CH1.2 ndo apresentou mais folhas verdes nos 180

dias de cultivo in vitro, apenas folhas verde-claras (Tabela.28).

Tabela 28- Desdobramento do hibrido dentro de cada nivel de sacarose (a) e
desdobramento da sacarose dentro de cada nivel hibrido (A) para a caracteristica
altura da parte aérea e coloracao das folhas dos hibridos conservados por 120 dias

Altura da parte aérea (mm) Coloracéao das folhas
Sacarose (g) CH1.2 CH1.3 CH1.2 CH1.3
10 18,81 b B 43,67 a A 201laA 161bB
20 28,49 b A 41,08 a A 2,02aB 2,68aA
30 32,23 a A 29,54 aB 206aB 297 aA
CV (%) 33,01 27,59
Média 32,21 17,32

Médias seguidas pela mesma letra minascula na coluna e por letras maiusculas
entre linhas néo diferem entre si na coluna, letras maiusculas iguais nao diferem
entre linhas, de acordo com o teste de Tukey a 5% de probabilidade. No intervalo
de 1 a 1,5 das médias de coloracao, foi considerada a cor verde. 1,6 a 2,5 foi
considerado verde-claro. No intervalo de 2,6 a 3,2 folhas clorofiladas.

Os niveis de sacarose influenciaram o niamero de folhas, em que, para o
hibrido CH1.2 o maior nimero de folhas foi observado na concentracéao de 10 g de
sacarose que foi a média de 14,45 quando comparada com o hibrido CH1.3. Porém,
em relacdo aos niveis de sacarose dentro de cada hibrido a concentracédo de 10 g
proporcionou o maior numero de folhas e a concentracdo de 30 g proporcionou o
namero 14,48 folhas. Em relagdo ao ambiente, a temperatura de 27+2°C influenciou
no aumento do namero de folhas, enquanto a temperatura de 18+1°C reduziu o

namero em ambos os hibridos (Tabelas 29 e 30).
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Tabela 29- Desdobramento do hibrido dentro de cada nivel de sacarose (a) € 0
desdobramento da sacarose dentro de cada hibrido (A) para a caracteristica de
nuamero de folhas dos hibridos conservados por 120 dias

NUmero de folhas

Sacarose (g) CH1.2 CH1.3
10 14,45a B 24,16 a A
20 15,65a B 19,42b A
30 15,81a AB 14,48 c a
CV (%) 27,59
Média 17,32

Médias seguidas pela mesma letra minuscula na coluna e por letras maiusculas
entre linhas néo diferem entre si na coluna, letras maiusculas iguais nao diferem
entre linhas, de acordo com o teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Tabela 30- Desdobramento do hibrido dentro de cada nivel de temperatura (a) e 0
desdobramento da temperatura dentro de cada hibrido (A) para a caracteristica de
namero de folhas dos hibridos conservados por 120 dias

NUimero de folhas

Hibrido de Vitis spp 18+1 °C 2712 °C
CH1.2 14,02aB 16,49b B
CH1.3 16,25a A 22,46 a A
CV (%) 27,59
Média 17,32

Médias seguidas pela mesma letra minascula na coluna e por letras maiusculas
entre linhas n&o diferem entre si na coluna, letras maiusculas iguais nao diferem
entre linhas, de acordo com o teste de Tukey a 5% de probabilidade.

O ambiente em conjunto com a alta quantidade de sacarose ocasionou maior
morte das plantas (Tabela 31) aos 120 dias de cultivo, se contrapondo com as
outras duas concentracdes de sacarose que de 10 e 20 g que proporcionaram

maior sobrevivéncia.



54

Tabela 31- Desdobramento da sacarose dentro de cada nivel de temperatura (a) e
o desdobramento da temperatura dentro de cada nivel de sacarose (A) para a
caracteristica de sobrevivéncia dos hibridos conservados por 120 dias

Sobrevivéncia (%)

Sacarose (g) 18+1 °C 2712 °C
10 91,0aA 85,34 a A
20 75,0b A 83,34 aA
30 81,16 ab A 65,29 b B
CV (%) 28,0
Média 88,0

Médias seguidas pela mesma letra minascula na coluna e por letras maiusculas
entre linhas ndo diferem entre si na coluna, letras mailsculas iguais ndo diferem
entre linhas, de acordo com o teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Aos 120 dias de cultivo, foi possivel observar a presenca de raizes. As
plantas cultivadas em ambiente de cultivo sob temperatura de 18%1°C
apresentaram maior percentual de raiz quando comprado com o ambiente da sala
de cultivo a 27£2°C, porém os niveis de sacarose influenciaram significativamente
a presenca de raiz, sendo a concentracdo de 30 g a que apresentou maior
porcentagem na temperatura de 27+2°C que foi 51% de presenca nas plantas
cultivadas (Tabela 32).

Tabela 32- Desdobramento da sacarose dentro de cada nivel de temperatura (a) e
o desdobramento da temperatura dentro de cada nivel de sacarose (A) para a
caracteristica de presenca de raiz dos hibridos conservados por 120 dias

Presenca de Raiz (%)

Sacarose (g) 1811 °C 20£2 °C
10 30,50 a A 13,32b B
20 40,16 a A 29,20b A
30 34,16 aB 51,37aA
CV (%) 9,81
Média 33,05

Médias seguidas pela mesma letra mindscula na coluna e por letras maidsculas
entre linhas ndo diferem entre si na coluna, letras maitsculas iguais ndo diferem
entre linhas, de acordo com o teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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A analise de desdobramento (Tabela 33) apresenta a interacéo tripla para a
presenca de raiz aos 120 dias. Foi verificado que o CH1.2 cultivado em 18+1°C e
em 10 g de sacarose apresentou a menor porcentagem de raiz que foi de 8,25%,
sendo verificado que os niveis de sacarose influenciaram a maior presenca de raiz
a medida que os niveis foram aumentando. Foi possivel observar também que
novamente h& grande influéncia do genétipo sobre a producéo de raizes, no qual,
apresentou diferencas discrepantes entre os hibridos. A temperatura influenciou
somente para o hibrido CH1.3, em que as plantas cultivas em 27+2°C e 10 g
apresentaram a menor porcentagem de raizes que foi de 22,16%, quando

comparada com as plantas cultivadas em ambiente de sala de cultivo.

Tabela 33- Andlise de desdobramento da presenca de raiz nos hibridos
interespecificos de Vitis spp. em funcdo da interacdo entre as diferentes
temperaturas e concentracdes e sacarose apos 120 dias em cultivo minimo in vitro

Presenca de Raiz (%)

18+1 °C 2712 °C
Sacarose (g)
CH1.2 CH1.3 CH1.2 CH1.3
10 8,25bBA 52,75aAA 515bBA 22,16 aBB
20 36,08aAA 44,25a A A 275bBA 55,66 a A A
30 30,09aABA 3883aAA 4441aAA 5833aAA
CV (%) 9,81
Média 33,05

Médias seguidas da mesma letra mailscula na linha (para hibrido), maitscula na
coluna (para sacarose), e maiuscula em negrito na coluna (para as temperaturas),
nao diferem entre si pelo teste Tukey (P<0,05).

3.2.4.3 Cultivo minimo de segmentos nodais de hibridos interespecificos de

Vitis spp. aos 180 dias de cultivo in vitro.

Aos 180 dias de cultivo foi possivel observar as caracteristicas avaliadas

dentro de cada fator: hibrido x sacarose x condi¢des de cultivo (Tabela 34).
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Tabela 34- Analise de variancia do cultivo minimo in vitro aos 180 dias de cultivo in
vitro dos dois hibridos de Vitis spp.

Quadrado médio

Altura da
parte NUumero Presenca
Fator de aérea Sobrevivéncia de de Raiz Coloragéo
variacao GL (mm) (%) folhas (%) das folhas
Hibrido (H) 1 1459,43ns 1,361* 709,63* 0,1332" 9,853*
Sacarose (S) 2 275,.52* 1,29* 1184,88*  0,1576* 16,508*
Temperatura (T) 1 3798,97* 0,267* 526,09* 0,0776™ 0,807™
HxS 2 12215,11* 0,757* 2083,47* 1,0089* 4,357*
HXT 1 2366,58* 0,046 22,814™  0,1114™ 0,332™
TxS 2 283,19™ 0,001™ 78,300™  0,0125™ 0,739™
HxSxT 2 1387,87* 0,029 90,162"  0,0096"™ 0,153™
Erro - 420,6 0,062 64,825 0,0417m 0,637
CV (%) - 56,51 53,58 51,55 8,32 27,14
Média - 26,72 40,0 13,56 16,81 2,94

*Significativo e "™ nao significativo a p<0,05 de probabilidade de erro pelo teste de
F.

O desdobramento do hibrido dentro dos niveis de sacarose aos 180 dias
revelou que as plantas cultivadas a 10 e 20 g de sacarose ainda se mantinham
estaveis em relacdo a altura das plantas, proporcionando as maiores alturas
(Tabela 35). A concentracéo de 30 g de sacarose reduziu a parte aérea das plantas,
essa resposta é ocasionada devido a maior parte das plantas cultivadas nessas
condicles ja estarem em estado de senescéncia como observado nas figuras 9 e
10.

Tabela 35- Desdobramento dos hibridos dentro de cada nivel de sacarose (a) e o
desdobramento da sacarose dentro de cada hibrido (A) para a caracteristica de
Altura da parte aérea dos hibridos conservados por 180 dias

Altura da parte aérea (mm)

Sacarose (g) CH1.2 CH1.3
10 21,36 b B 51,13a A
20 41,70 a A 21,75b B
30 36,27 aA 6,72b C
CV (%) 56,51
Média 26,72

Médias seguidas pela mesma letra mindscula na coluna e por letras maiusculas
entre linhas ndo diferem entre si na coluna, letras maiusculas iguais nao diferem
entre linhas, de acordo com o teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Foi observado que a temperatura influenciou a altura da parte aérea dos
hibridos, atribuindo a menor altura para o ambiente em 18+1°C (Tabela 36). Desta
forma, sendo a temperatura ideal para manter as videiras por maior tempo

conservadas in vitro.

Tabela 36- Desdobramento dos hibridos dentro de cada nivel de sacarose (a) e o
desdobramento da sacarose dentro de cada hibrido (A) para a caracteristica de
altura da parte aérea dos hibridos conservados por 180 dias

Altura da parte aérea

Hibridos de
Vitis spp. 1841 °C 2712 °C
CH1.2 31,89aA 33,86 a A
CH1.3 17,33b B 35,74aA
CV (%) 56,51
Média 26,72

Médias seguidas pela mesma letra minuscula na coluna e por letras maiusculas
entre linhas néo diferem entre si na coluna, letras maiusculas iguais nao diferem
entre linhas, de acordo com o teste de Tukey a 5% de probabilidade.

A interacao tripla também foi significativa para a caracteristica altura da parte
aérea, sendo possivel identificar que a interacéo dos fatores temperatura a 18+1°C,
e 10 g de sacarose mantém as plantas vivas durante 180 dias de cultivo in vitro
(Tabela 37).

Tabela 37- Analise de desdobramento da altura da parte aérea de segmentos
nodais de hibridos interespecificos de Vitis spp. em funcéo da interacdo entre as
diferentes temperaturas e concentracdes e sacarose apés 180 dias em cultivo
minimo in vitro

Altura da parte aérea (mm)

Sacarose 1841 °C 2712 °C
@) CH1.2 CH1.3 CH1.2 CH1.3
10 18,45b B A 38,46 aAB 2404aAA 63,81aAB
20 45,05a AA 7,56 aBB 38,35aAA 3593bBA
30 32,21aABA 597bBA 40,0aAA 747TbCA
CV (%) 56,51
Média 26,72

Médias seguidas da mesma letra mailscula na linha (para hibrido), maitscula na
coluna (para sacarose), e maiuscula em negrito na coluna (para as temperaturas),
nao diferem entre si pelo teste Tukey (P<0,05).
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A maior sobrevivéncia das plantas ocorreu nas plantas que foram cultivadas
em 10 g de sacarose, este resultado foi observado em ambos os hibridos (Tabela
38), que contribuiram com 52,0 e 62,5% de sobrevivéncia para o hibrido C1.2 e
CH1.3, respectivamente. Em relacdo ao numero de folhas foi observado que as
concentracfes de 10 e 20 g apresentaram as menores meédias para o hibrido CH1.2
(Tabela 39).

Tabela 38- Desdobramento da sacarose dentro de cada hibrido para a
caracteristica de sobrevivéncia dos hibridos conservados por 180 dias

Sobrevivéncia (%)

Sacarose (g) CH1.2 CH1.3
10 52,0a A 625aA
20 55,56 a A 18,04 b B
30 40,0a A 10,0b B
CV (%) 53.58
Média 40,0

Médias seguidas pela mesma letra mindscula na coluna e por letras maiusculas
entre linhas néo diferem entre si na coluna, letras maiusculas iguais nao diferem
entre linhas, de acordo com o teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Tabela 39- Desdobramento da sacarose dentro de cada hibrido para a
caracteristica numero de folhas dos hibridos conservados por 180 dias

NUmero de folhas

Sacarose (g) CH1.2 CH1.3
10 13,03b B 23,79 a A
20 19,82 a A 77bB
30 14,24 a AB 245b B
CV (%) 51,55
Média 13,56

Médias seguidas pela mesma letra minuscula na coluna e por letras maidsculas
entre linhas ndo diferem entre si na coluna, letras mailsculas iguais nao diferem
entre linhas, de acordo com o teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Foi verificado que a coloragcao das folhas apresentou mudancga significativa
a medida do tempo de conservacgéo, como resultado da conservagao em 180 dias,
as folhas em grande parte se apresentaram verde-clara para cor amarelo (Tabela
40).



59

Tabela 40- Desdobramento da sacarose dentro de cada hibrido para a
caracteristica coloracdo dos hibridos conservados por 180 dias

Coloracao das folhas

Sacarose (g) CH1.2 CH1.3
10 2,32aB 2,22aB
20 3,01bA 3,53aA
30 2,71 b AB 3,85aA
CV (%) 27,14
Média 2,94

Médias seguidas da mesma letra mailscula na linha e mindscula na coluna néo
diferem entre si pelo teste Tukey (P<0,05). No intervalo de 2,6 a 3,5 das médias de
coloragao, foi considerada a cor amarela. No intervalo de 3,5 a 4,5, foi considerado
cor marrom.

Aos 180 dias de cultivo minimo foi observado a influéncia do hibrido sob a
presenca de raiz nos diferentes niveis de sacarose. O hibrido CH1.3 apresentou
baixa porcentagem de enraizamento (3,36%) em 10 g de sacarose, enquanto, o
CH1.3 apresentou 49,00% de raizes nas plantas cultivadas em 10 g de sacarose.

Outra relacéo foi encontrada nas concentracdes de 20 e 30 g de sacarose,
em que foi observado a presenca de 11,04 e 18,69 no hibrido CH1.2 e 19,29 e 5,54

de raizes no hibrido CH1.3, respectivamente (Tabela 41).

Tabela 41- Desdobramento do hibrido dentro de cada nivel de sacarose para a
caracteristica presenca de raiz nos hibridos conservados por 180 dias

Presenca de raiz (%)

Sacarose (g) CH1.2 CH1.3
10 3,96 b B 43,00aB
20 11,04a A 19,29b A
30 18,69a A 554bB
CV (%) 8,32
Média 16,81

Médias seguidas da mesma letra maidscula na linha e mintscula na coluna néo
diferem entre si pelo teste Tukey (P<0,05). No intervalo de 2,6 a 3,5 das médias de
coloracéo, foi considerada a cor amarela. No intervalo de 3,5 a 4,5, foi considerado
cor marrom.
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Figura 9- Cultivo minimo in vitro aos 180 dias de cultivo dos dois hibridos
interespecificos avaliados. A, B e C = Hibrido CH1.2 cultivado em 10, 20 e 30 g de
sacarose, respectivamente. D, E e F = Hibrido CH1.3 em 10, 20 e 30 g de sacarose,
em sala de cultivo 27+£2°C.
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Figura 10- Cultivo minimo in vitro aos 180 dias de cultivo dos dois hibridos
interespecificos avaliados. A, B e C = Hibrido CH1.2 cultivado em 10, 20 e 30 g de
sacarose, respectivamente. D, E e F = Hibrido CH1.3 em 10, 20 e 30 g de sacarose,
em camara B.O.D em temperatura 18+1°C.
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3.2.4.3.1 Regeneracdo dos hibridos pés-conservacao in vitro

A sobrevivéncia das plantas quando regeneradas apresentaram interacao
significativa entre os fatores analisados (Tabela 42). O ambiente de cultivo interferiu
na regeneracao in vitro das plantas. O hibrido CH1.3 apresentou diferenca, as
plantas do hibrido cultivadas em B.O.D 18+1°C a 10 g de sacarose apresentou
100% de sobrevivéncia na regeneragcdo, enquanto, as cultivadas em ambiente
27+2°C ndo sobreviveram (Tabela 43).

O hibrido CH1.3 ndo apresentou diferenca entre as médias de
sobrevivéncias nos diferentes niveis de sacarose e temperatura. Foi observado que
ao longo da conservacao in vitro a concentracao de 10 g de sacarose se destacou
durante todo o tempo de -cultivo, proporcionando as maiores medias nas

caracteristicas observadas das plantas quando cultivas em B.O.D a 18+1°C.

Tabela 42- Andalise de variancia da regeneracdo in vitro dos hibridos
interespecificos de Vitis spp. conservados in vitro durante 180 dias em diferentes
niveis de sacarose e temperatura

Quadrado médio

Fator de Variacéao GL Sobrevivéncia
Hibrido (H) 1 0,0374"s
Temperatura (T) 1 0,1474 "
Sacarose (S) 2 0,2525"
TxG 1 0,074"s
TxS 4 0,143*
GxS 2 0,009 "s
HxTxS 2 0,197 "s
Erro 0,24
CV (%) 18,06
Média 1,14

*Significativo e " nao significativo a p<0,05 de probabilidade de erro pelo teste de
F.
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Tabela 43- Anadlise de desdobramento dos fatores analisados para as
caracteristicas de sobrevivéncia na regeneracéo in vitro dos hibridos conservados
in vitro, apos 180 dias em diferentes niveis de sacarose e temperatura

Sobrevivéncia (%)

18+1 °C 2712 °C
Sacarose (g)
CH1.2 CH1.3 CH1.2 CH1.3
10g 67,0aAA 100,0aAA 67,0aAA 00aBA
20 g 67,0aAA 0,0aAB 00aAA 67,0aAA
309 33,0aAA 0,0aAB 33,0aAA 0,0aAA
CV (%) 12,05
Média Geral 33,0

Médias seguidas da mesma letra maiuscula na linha (para hibrido), maituscula na
coluna (para sacarose), e maiuscula em negrito na coluna (para as temperaturas),
nao diferem entre si pelo teste Tukey (P<0,05).

Apés 60 dias no meio de regeneracdo, as plantas sobreviventes foram
aclimatizadas em DBC em casa de vegetacao durante 30 dias. A temperatura da
casa de vegetacdo ao longo dos 30 dias variou em média de 30+2°C e umidade
relativa de 68,55% (Data Logger) com minima de 25°C e maxima de 32°C. Apos,
este periodo foi observado que os hibridos aclimatizados ndo sobreviveram. Na
literatura, sdo escassos os trabalhos sobre a conservacao in vitro por cultivo minimo
de espécies e hibridos de videiras, bem como, o relato de plantas sobreviventes na
fase de aclimatizacdo pds-conservacao in vitro. Ao longo do presente trabalho foi
observado que os hibridos CH1.3 e CH1.2 apresentaram relativamente uma
porcentagem baixa de sobrevivéncia quando aclimatizados (Capitulo 1) e quando
cultivados in vitro em condi¢des de cultivo na temperatura de 27+2°C. Portanto,
ainda é necessario a busca de conhecimento para investigar meios que amenizem
o impacto que os hibridos interespecificos de Vitis spp. pertencentes ao Programa
de Melhoramento de videiras da — UENF sofrem quando sao transferidos do
ambiente in vitro para serem aclimatizados.

No geral foi observado que, as condi¢bes de cultivo na temperatura de
18+1°C favoreceu o cultivo minimo e permitiu maior sobrevivéncia das plantas até

o0 periodo de 120 dias, sendo este o prazo limite que as plantas podem ser
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conservadas sem realizar o subcultivo. Generoso (2018), em seu trabalho com P.
edulis, destaca que a temperatura influencia a sobrevivéncia das plantas no cultivo
minimo in vitro. Aos 180 dias na temperatura de 27°C, apresentou maior média de
sobrevivéncia quando comparado com as plantas mantidas no cultivo minimo na
temperatura de 27°C, encontrando resultados semelhantes ao presente trabalho,
estando de acordo com a literatura que relata que a conservacao in vitro de fruteiras
normalmente se realizada sob temperaturas mais amenas (Silva et al., 2018).

Ao longo da conservacdo in vitro foi possivel observar a influéncia
genotipica, por meio das diferencas morfofisiolégicas que cada hibrido apresentou
nas diferentes interac6es duplas ou triplas. A influéncia genotipica influenciou
principalmente a sobrevivéncia dos hibridos durante o cultivo minimo, que
possibilitou o total de sobrevivéncia de 62% de plantas do hibrido CH1.3 ao final de
120 dias de cultivo, quando cultivado em 10 g de sacarose e o hibrido CH1.2 a
sobrevivéncia variou em média 40 a 55% nos diferentes niveis de sacarose.
Mahmoudzadeh (2018) relata resultados semelhantes, em relacdo ao efeito
genotipo, porém, para a caracteristica de brotacdo, 0 mesmo observou em seu
trabalho que a cultivar videira Paykani apresentou maior numero de brotacoes,
guanto as demais cultivares estudadas, impulsionando assim, o estabelecimento e
multiplicacdo da mesma.

Em relacdo aos niveis de sacarose as concentracdes de 10 e 20 g se
destacaram por favorecer o crescimento lento das plantas in vitro e permitir maior
sobrevivéncia de ambos os hibridos ao final de 180 dias.

A sacarose funciona como um osmorregulador no meio de cultura, que em
alta concentracdo impede que as plantas resgatem em maior quantidade os sais
minerais contido no meio de cultura, e consequentemente, reduz o crescimento da
planta in vitro (Caldas, 1998; Stefanello et al., 2009). A reducao no crescimento das
plantas cultivadas em maiores niveis de sacarose ocorre devido a sacarose atuar
removendo o excesso da agua intracelular, por gradiente osmatico, fazendo com
gue o crescimento da cultura ocorra de forma mais lenta (Dumet et al., 1993; Shibli
et al., 2006). Generoso (2018) encontrou resultados semelhantes para o cultivo de
maracujazeiro-azedo, que 0s segmentos nodais cultivados em meio de cultura a ¥2
MSM em combinagdo com 10 e 20 g L de sacarose, assim, de acordo com o

encontrado no presente trabalho.
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3.2.5 CONCLUSAO

Para o cultivo minimo in vitro dos hibridos interespecificos de Vitis spp.
indica-se o cultivo dos segmentos nodais em temperatura de 18+1°C em meio de
cultura suplementado com 10 g L de sacarose por um periodo de quatro meses.
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