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RESUMO

A cultivar ‘Southern Home’ € um hibrido interespecifico complexo entre
espécies do subgénero Muscadinea e Vitis vinifera L., o qual foi recentemente
introduzido no Brasil e apresenta frutos com propriedades nutracéuticas, alto vigor,
resisténcia a doencgas e, devido ao formato de suas folhas, € muito usado na
ornamentacao de jardins, casas e etc. Com o aumento da demanda por mudas, a
micropropagacao torna-se a principal técnica de producdo de mudas de qualidade,
em um curto espago de tempo e em um pequeno ambiente. Assim, o objetivo deste
trabalho foi desenvolver um protocolo eficiente de micropropagagao da videira
‘Southern Home’ para a rapida produgcdo de mudas de qualidade. Para o
estabelecimento in vitro, brotagbes foram coletadas e desinfestadas com fungicida
Cercobim® (2,5 g L"), etanol 70% e hipoclorito de sédio a 2,5%. Posteriormente estas
brotagdes foram excisadas em segmentos nodais de 7 mm com uma gema e sem
folhas e foram inoculados em cinco diferentes meios de cultura (MS, QL, WPM, WPM
modificado e DSD1). Na fase de indugao de brotagao, testou-se os mesmos meios de
cultura da fase anterior e a acdo de 6-benzaminopurina (BAP) e zeatina (ZEA) nas
concentragdes (0; 1,0; 2,5 e 5,0 uyM) em meio de cultura WPM modificado. Em
seguida, verificou-se a agado do acido 3-indolacético (IAA), acido naftalenoacético
(NAA) e acido indolbutirico (IBA) nas concentragdes (0; 0,2; 0,4 e 0,8 uyM) no
enraizamento in vitro e seu efeito na aclimatizagéo ex vitro das plantas cultivadas in
vitro. No estabelecimento in vitro da videira ‘Southern Home’ 0 meio de cultura WPM
modificado permitiu maior sobrevivéncia dos explantes (75,00%), maior porcentagem
de brotagdo (57,50%) e brotagdes de boa qualidade (nota 2,40). Na inducéo de
brotacdo, o meio WPM proporcionou alta porcentagem de brotagdo em todos os
subcultivos (98; 92 e 98%), maior comprimento de brotagao (3,43; 5,44 e 7,86 cm) e
maior numero de gemas por brotacao (5,16; 6,30 e 8,68). Em relacao as citocininas
testadas, a concentracdo de 1 yM de ZEA proporcionou o maior comprimento e
qualidade de brotacdo, maior numero de gemas e menor aparecimento de sintomas
de hiperhidricidade nas brotacbes, sendo que a auséncia de citocininas no meio
proporcionou baixa porcentagem de brotacdo em todos os subcultivos analisados
(43,75 e 20%). Em se tratando do enraizamento in vitro, houve 95% de explantes
enraizados no meio de cultura sem auxinas (IBA, IAA e NAA) e de 99,44% na
presenca das auxinas testadas. Ja a sobrevivéncia das plantas foi de 100%, tanto na
etapa de aclimatizagdo ex vitro em laboratério como na aclimatizacdo em casa de
vegetacdo. Conclui que foi estabelecido um protocolo eficiente de micropropagagao
do hibrido de videira ‘Southern Home’, com a garantia de produgdao de mudas de
qualidade e que a introducao in vitro desta videira deve ser realizada em meio WPM
modificado, a indugao de brotagcdo em meio WPM acrescido de 1 uM de ZEA e nao
se faz necessario o uso de auxinas para o enraizamento in vitro e para 0 sucesso ex
vitro da videira ‘Southern Home'.

Palavras-chaves: cultura de tecidos, micropropagagcdo, muscadinea, reguladores
vegetais, Vitis.



ABSTRACT

The cultivar 'Southern Home' is a complex interspecific hybrid between species
of the Muscadine subgenus and Vitis vinifera L. It was recently introduced in Brazil and
presents fruits with nutraceutical properties, high vigor, and disease resistance. Also,
due to the format of its leaves, it is widely used in the ornamentation of gardens,
houses, etc. With the increasing demand for seedlings, micropropagation has become
the main technique to produce quality seedlings, in a short period and a small
environment. Thus, the objective of this work was to develop an efficient
micropropagation protocol of the 'Southern Home' grapevine for the rapid production
of quality seedlings. For in vitro establishment, shoots were collected and disinfected
with Cercobim® (2.5 g L") fungicide, 70% ethanol, and 2.5% sodium hypochlorite.
Subsequently, these sprouts were excised into 7 mm nodal segments with one bud
and no leaves and were inoculated in five different culture media (MS, QL, WPM,
modified WPM and DSD1). In the budding induction phase, testing used the same
previous culture media and the action of 6-benzaminopurine (BAP) and zeatin (ZEA)
at concentrations (0; 1.0; 2.5 and 5.0 yM) in a modified WPM culture medium. Then,
the action of 3-indol acetic acid (IAA), naphthaleneacetic acid (NAA), and indol butyric
acid (IBA) at concentrations (0; 0.2; 0.4 and 0.8 uM) was verified on in vitro rooting,
and on ex vitro acclimatization of in vitro grown plants. Furthermore, during the
establishment of the in vitro 'Southern Home' grapevine, the modified WPM culture
medium allowed the highest survival of explants (75.00%), the highest percentage of
sprouting (57.50%), and sprouts with good quality (score 2.40). In the sprouting
induction phase, the WPM medium provided a high sprouting percentage in all sub-
cultures (98; 92 and 98%), greater sprouting length (3.43; 5.44, and 7.86 cm), and the
greater number of buds per sprout (5.16; 6.30 and 8.68). Regarding the cytokinins
tested, the concentration of 1 yM of ZEA provided the greatest length and sprout
quality, greater number of buds, and fewer symptoms of hyperhidricity in the sprouts.
Moreover, when in the absence of cytokinins in the medium, a low percentage of
sprouting was observed in all the subcultures (43.75 and 20%). For in vitro rooting,
there were 95% of rooted explants in the culture medium without auxins (IBA, IAA and
NAA) and 99.44% in the presence of them. The survival of the plants was 100% for
the ex vitro acclimatization in the laboratory and greenhouse stages. It concludes that,
a micropropagation efficient protocol of the hybrid 'Southern Home' grapevine was
established, guaranteeing quality seedlings production. And that, in vitro introduction
of this grapevine should be done in modified WPM medium; the induction of sprouting
in WPM medium plus 1 uM of ZEA; and the use of auxins is not necessary for the in
vitro rooting and for the ex vitro success of the 'Southern Home' grapevine.

Key words: micropropagation, muscadine, plant regulators, tissue culture, Vitis.
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1 INTRODUCAO

A videira € uma das frutiferas mais antigas conhecidas e cultivadas, sendo
considerada uma das primeiras frutiferas a serem domesticadas pelos homens. A
viticultura esta em pleno crescimento no Brasil e no mundo, sendo uma cultura de
grande interesse comercial e econémico.

De acordo com a Food and Agriculture Organization of the United Nations
(FAO), no ano de 2019, a producao mundial de uvas foi de 77,1 milhées de toneladas,
numa area total de 6,9 milhdes de hectares. Ja no Brasil, a produgao de uvas em 2019
foi de 1,5 milhdo de toneladas e a area cultivada foi de 74.625 hectares (FAO, 2021).

A viticultura no Brasil € desenvolvida exclusivamente com as uvas pertencentes
ao Subgénero Euvitis, as quais sao uvas de grande interesse econdmico e que
compreendem principalmente as Vitis vinifera (uvas europeias) e Vitis labrusca (uvas
americanas), deixando de lado as uvas do Subgénero Muscadinea, que apresentam
varias caracteristicas importantes.

As uvas muscadineas s&o nativas do sudoeste dos Estados Unidos, com
registros do seu cultivo por mais de 400 anos, sendo uma das poucas frutiferas que
se adaptaram bem a essa regidao (OLIEN, 2001). As muscadineas, apresentam
resisténcia a diversas doencgas e pragas que assolam as videiras em todo o mundo,
alta rusticidade, frutos com qualidade, sabor e aroma bem caracteristicos, sendo
bastante utilizadas para a produgédo de vinhos, sucos e geleias (OLIEN, 2001;
STRIEGLER et al., 2005). Os frutos das muscadineas apresentam alto teor de
compostos nutracéuticos, que conferem varios beneficios para a saude humana.
Dentre esses compostos destacam-se: os acidos fendlicos, flavonadis, antocianinas,
resveratrol e acido elagico (POLING et al., 2003; Yl et al., 2005; SANDHU; GU, 2010;
BARCHENGER; CLARK, 2015).

A partir da descoberta da resisténcia a pragas, doengas e dos compostos
nutracéuticos intrinsecos nas muscadineas, houve um aumento significativo no estudo
e no melhoramento genético dessa espécie, repercutindo no langamento de muitas
cultivares de muscadineas. Dentre as cultivares langadas o hibrido ‘Southern Home’
destaca-se por apresentar resisténcia a doencgas, frutos com propriedades
nutracéuticas e pela possiblidade de ser usado como planta ornamental. Tal uso &
devido as suas caracteristicas de conformacéao de planta, principalmente por possuir

alto vigor, flores perfeitas, amadurecimento uniforme das bagas e por apresentar
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formato de folha unico, com bordos bem recortados e profundos, muito parecido com
as folhas de um carvalho (MORTENSEN et al., 1994; CONNER, 2010).

Com o langamento de novas cultivares e 0 aumento da demanda por mudas,
ha uma necessidade de encontrar técnicas eficientes de propagagao vegetativa além
da estaquia, que aumentem a producdo de mudas em todo o mundo. Com isto, a
micropropagacgao de plantas vem sendo uma das importantes técnicas de producgao
de mudas em larga escala, num curto espag¢o de tempo e com a garantia de que os
materiais serdo de altissima qualidade e sadios, ou seja, livres de pragas, viroses e
doencgas.

A micropropagacado de plantas tem demonstrado grande sucesso na
multiplicagdo de videiras. Porém, devido a alta variabilidade existente de gendtipos,
ha uma necessidade de desenvolvimento de protocolos especificos de
micropropagagao. Isso se deve ao fato de que cada gendtipo apresenta
particularidades e pode responder diferentemente as novas condicbes de cultivo
(AMIRI et al., 2019).

Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi desenvolver um protocolo eficiente
de micropropagacgao do hibrido interespecifico ‘Southern Home’ (Vitis rotundifolia
Michx., V. munsoniana Simpson ex Munson, V. popenoei Fennell, V. vinifera L.), com

a finalidade de produzir mudas de qualidade.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 ORIGEM E TAXONOMIA DA VIDEIRA

A viticultura € uma das atividades mais antigas da humanidade, sendo que a
videira é considerada uma das primeiras frutiferas a serem domesticada no mundo. O
seu centro de origem é a regido do mediterraneo e parte da Asia central (TARINEJAD;
AMIRI, 2019). Porém, ha diversos registros fosseis do periodo terciario na Alemanha,
Franca, Inglaterra, Islandia, América do Norte e no Japao (POMMER, 2003). No
entanto, existem relatos da ocorréncia do centro de origem das videiras ser na regiao
dos tropicos, como: México, Guatemala, Caribe e norte da América do Sul (SAJID et
al., 2006).

Em termos taxondmicos, a videira esta inclusa na divisdo Magnoliophyta,
classe Magnoliopsida, subclasse Rosidae, ordem Rhamnales e na familia Vitaceae
(QUEIROZ-VOLTAN; PIRES, 2003). Existem aproximadamente 12 géneros na familia
Vitaceae, porém, apenas o género Vitis € 0 que apresenta importancia econémica,
social e principalmente histérica (OLMO,1995).

As videiras, sejam elas silvestres ou cultivadas, pertencem ao género Vitis.
Esse género é subdividido em dois subgéneros: Muscadinea e Euvitis (BARBIERI;
STUMPF, 2008; CONNER, 2009). Esses subgéneros diferem quanto ao numero de
cromossomos, pois todas as espécies da secdo Euvitis sao diploides e apresentam
2n=38 cromossomos, enquanto as trés espécies da secdo Muscadinea (Vitis
rotundifolia, Vitis munsoniana e Vitis popenoi) sao diploides e possuem 2n=40
cromossomos (CAMARGO, 2000).

As videiras pertencentes ao subgénero Euvitis estdo dispostas em 11 séries,
totalizando aproximadamente 63 espécies, as quais possuem caracteristicas
diferentes das espécies do subgénero Muscadinea. Estas videiras apresentam
gavinhas compostas ou bifurcadas e seus nos apresentam diafragma (QUEIROZ-
-VOLTAN; PIRES, 2003). As espécies mais comuns e de grande interesse econémico
neste subgénero sdo: Vitis vinifera (uvas europeias) e Vitis labrusca (uvas

americanas).

2.2 UVAS MUSCADINEAS
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As uvas muscadineas sao nativas do sudoeste dos Estados Unidos, com
registros do seu cultivo por mais de 400 anos, sendo uma das poucas frutiferas que
se adaptaram bem a essa regido (OLIEN, 2001).

As videiras muscadineas sdo encontradas naturalmente na Florida, no
Alabama, na Geodrgia, em Arkansas, Louisiana, Mississippi, Carolina do Norte,
Carolina do Sul, Tennessee, Texas, Virginia e Maryland (CONNER, 2009; HICKEY et
al., 2019). De forma geral, as videiras muscadineas estdo presentes em regides de
clima subtropical umido e quente dos Estados Unidos.

As espécies do subgénero Muscadinea apresentam gavinhas simples e caule
com muitas lenticelas. A frutificacdo é considerada baixa, os cachos sdo pequenos e
com poucas bagas, todavia, as bagas possuem casca grossa e lisa com diversas
coloragdes: desde bronzeada, rosada, avermelhada e até preto-azulado. As sementes
sdo grandes, as bagas apresentam um aroma frutado “Unico”, com baixo teor de
agucar, no entanto, o amadurecimento das bagas é desuniforme e ha um
desprendimento do pedicelo assim que os frutos atingem a maturidade fisioldgica
(GRAY; BENTO, 1991; CONNER, 2009; CONNER, 2010; HICKEY et al., 2019; CAO
et al., 2020).

De modo geral, as muscadineas preferem solos arenosos, com fertilidade
elevada e solos aluviais (OLIEN, 2001). Além de possuir alta adaptacdo a
temperaturas variaveis de calor e de inverno, o que garante um bom desenvolvimento
principalmente em regides subtropicais umidas (HICKEY et al., 2019). Essas uvas
apresentam tolerancia e resisténcia a muitas doencas e pragas, como: oidio, mildio,
filoxera e a alguns nematoides de galhas (XIE et al., 2015).

O interesse comercial das muscadineas esta baseado no consumo in natura
dos frutos e na forma de processados, tais como: vinhos, sucos, geleias, entre outros
(OLIEN, 2001; STRIEGLER et al., 2005; HICKEY et al., 2019).

O consumo das muscadineas vem crescendo mundialmente, decorrente dos
beneficios que elas proporcionam a saude humana. Os frutos das muscadineas
possuem um dos mais altos niveis de compostos nutracéuticos que conferem varios
beneficios a saude humana e dentre esses compostos destacam-se: os acidos
fendlicos, flavondis, antocianinas, resveratrol e acido elagico e seus derivados
(POLING et al., 2003; Yl et al., 2005; SANDHU; GU, 2010; BARCHENGER; CLARK,
2015). Segundo Hickey et al. (2019) os compostos nutracéuticos presentes nas

muscadineas possuem propriedades antiplaquetarias e antioxidantes. Além do mais,
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possuem propriedades anticancerigenas que impedem o crescimento de células
anormais (Y| et al., 2005).

2.3 CULTIVAR ‘SOUTHERN HOME’

A cultivar Southern Home foi langado em 1994 por J. Mortenson, J. Harris, D.
Hopkins e P. Anderson da Universidade da Florida. A videira ‘Southern Home’ (Vitis
rotundifolia Michx., V. munsoniana Simpson ex Munson, V. popenoei Fennell, V.
vinifera L.) foi selecionada do cruzamento entre 'Summit' x P9-15 pela primeira vez
em 1979, devido ao seu padrao de folhas, frutos unicos, resisténcia a doencas e pelo
seu excelente vigor (MORTENSEN et al., 1994).

A ‘Southern Home’ € um hibrido interespecifico entre as espécies do
subgénero Muscadinea e Euvitis, sendo considerada umas das cultivares especiais
de muscadineas, pois o pai P9-15 é um hibrido complexo entre V. rotundifolia, V.
popenoei, V. munsoniana e V. vinifera (UNIVERSITY OF GEORGIA, 2019).

De acordo com a descrigao de Mortensen et al. (1994) ‘Southern Home’ € uma
videira de 6timo vigor, com crescimento semiereto (FIGURA 1A), possui entrends de
aproximadamente 4 a 12 cm, folhas unicas, com cerca de 10 cm de comprimento e
11 cm de largura, e com bordos bem recortados em forma convexa (FIGURA 1B). A
superficie abaxial das folhas & verde clara e a superficie adaxial possui coloragao
verde escura, ja suas flores sdo perfeitas e se encontram no quarto e quinto nds, os
cachos sao soltos (FIGURA 1D), com aproximadamente 12,2 bagas por cacho.

As bagas sao ovaladas e com baixo peso, possuem coloragao escura (preto-
-azulado) (FIGURA 1C) e apresentam uma das maiores concentragdes de sélidos
soluveis e de antocianinas em comparagao com as demais videiras de coloragao
negra (MORTENSEN et al., 1994; STRIEGLER et al., 2005). Os pigmentos das bagas
possuem maior estabilidade, o que € ideal para a industria de processados (CONNER,
2010). E, diferentemente da maioria das muscadineas, os cachos da videira ‘Southern
Home’ possuem um amadurecimento uniforme de bagas (STRIEGLER et al., 2005).

A cultivar ‘Southern Home’ foi primeiramente langcada para cultivo a campo,
devido a alta resisténcia/tolerancia a pragas e doengas (COMPTON; GRAY, 1994,
MORTENSEN et al., 1994; STRIEGLER et al., 2005; CONNER, 2010). Sendo

ligeiramente imune a antracnose (Elsinoe ampelina), ao mildio (Plasmopara viticola),
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e fortemente resistente as podriddes (madura, amarga, negra) e a doenca de Pierce
(Xylella fastidiosa) (COMPTON; GRAY, 1994; CONNER, 2010).

FIGURA 1 - ILUSTRAGCAO DO HABITO DE CRESCIMENTO (A), FORMATO DE FOLHAS (B),
FORMATO DE BAGAS (C) E FRUTIFICAGCAO (D) DA VIDEIRA MUSCADINEA 'SOUTHERN HOME'.

HIBRIDO DE VIDEIRA MUSCADINEA ‘SOUTHERN HOME’

A cultivar Southern Home também é recomendada para fins ornamentais, uma
vez que possui alto vigor e suas folhas possuem bordos bem recortados (profundos),
muito semelhante as folhas de carvalho (MORTENSEN et al., 1994; CONNER, 2010).
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Trazendo desta forma beleza ornamental aos ambientes, podendo ser cultivada em
jardins, mandris, ao entorno de patios, casas e até mesmo como cercas vivas.

Dentre as vantagens do cultivo dessa videira podem-se destacar: alto
potencial de ornamentacéo, alta resisténcia a doencgas, flores perfeitas, ndo necessita
de plantas polinizadoras, amadurecimento uniforme das bagas nos cachos e bagas
com alta concentracéo de solidos soluveis e antocianinas (MORTENSEN et al., 1994;
STRIEGLER et al., 2005).

2.4 MICROPROPAGAGAO

O cultivo in vitro permite que células, tecidos e diferentes érgaos de plantas
desenvolvam-se em um meio de cultura totalmente nutritivo em condi¢des assépticas,
com fotoperiodo e temperatura controlada (CARVALHO et al., 2006).

A micropropagacao de plantas € uma técnica de propagacéo vegetativa in
vitro. Essa técnica consiste na remog¢ao e no isolamento de um tecido vegetativo de
uma planta matriz e seu cultivo em um meio de cultura nutritivo e em condigdes
controladas para seu desenvolvimento (FARIA et al., 2020). Esta técnica tem como
principal objetivo manter explantes sempre sadios, livres de contaminacéo, além de
permitir a preservagao efetiva de germoplasmas de interesse (CABRAL et al., 2003).
Além do mais, a micropropagagao proporciona rapida propagacao de gendtipos em
um curto espaco de tempo e ambiente (LEITZKE et al., 2009; ILCZUK; JACYGRAD,
2016).

Esta técnica tem como base o conceito de totipoténcia, ou seja, a capacidade
das células de qualquer tecido vegetal de se transformarem em uma planta totalmente
nova e perfeita (DOGAN, 2019). Essa técnica permite a produgéo constante de mudas
ao longo de todo ano, podendo ser usada em espécies consideradas faceis e dificeis
de propagacado (ILCZUK; JACYGRAD, 2016). Em contrapartida, a propagacgao
vegetativa convencional (estaquia e enxertia) permite a produ¢cdo de mudas restrita
apenas a alguns meses do ano e somente para espécies consideradas de facil
propagacao. Nas técnicas convencionais as plantas podem estar mais suscetiveis a
pragas e doengas (ALl et al., 2017).

O sucesso da cultura in vitro depende do gendtipo, das condigdes fisioldgicas
das plantas doadoras de propagulos, do tipo e tamanho do explante, composi¢cédo do

meio de cultura, agentes gelificantes, concentragdes de sais minerais, concentragao
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e tipo de reguladores vegetais, métodos de desinfestacdo dos explantes, recipiente
de cultivo, intensidade e qualidade da luz, ambiente de cultivo, temperatura e umidade
(IBANES et al.,, 2005; YERBOLOVA et al., 2013; SAN PEDRO et al.,, 2017;
SCHUCHOVSKI; BIASI, 2019).

Varios sao os entraves que impedem a expansao das técnicas de
micropropagac¢ao em todo o mundo e dentre estes, podemos citar: elevado custo de
producdo decorrente da tecnologia utilizada, falta de profissionais qualificados e a
possibilidade de ocorréncia de variagcdo somaclonal, que é fortemente indesejavel
quando se busca multiplicar genétipos superiores (BANILAS; KORKAS, 2007).

No cultivo in vitro de videiras a micropropragagao tem demostrado alta
efetividade e varios sdo os protocolos que ja foram criados para as diferentes
espécies, cultivares e hibridos. A existéncia de um elevado numero de protocolos de
micropropagagao de videiras é decorrente da alta variabilidade de gendtipos
existentes de Vitis. Haja visto, cada gendtipo possui caracteristicas especificas que
permitem emitir uma resposta diferente aos mesmos estimulos que Ihes foram
proporcionados (AMIRI et al., 2019).

De modo geral, a micropropagagéao da videira € muito usada para obter rapida
multiplicacdo de plantas, propagar novos hibridos, obter plantas matrizes sadias e
para conservagao/manutencao de germoplasmas (VILLA et al., 2011; ALl et al., 2017;
YANCHEVA et al., 2018; AMIRI et al., 2019).

2.5 ETAPAS DA MICROPROPAGAGCAO

A micropropagacéo de acordo com Heloir et al. (1997), consiste em cinco
principais etapas: 1) escolha do tipo de explante; 2) estabelecimento in vitro; 3)

inducao de brotacdes; 4) enraizamento; e 5) aclimatizacao de plantas.

2.5.1 Escolha do tipo de explante

E fundamental a escolha do tipo de explante a ser utilizado na
micropropagacgao; pois os explantes estdo diretamente ligados aos processos de
organogénese, ou seja, a capacidade de produzir novas células a partir de um tecido
(FARIA et al., 2020).
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Na escolha do explante deve sempre se considerar o grau de diferenciacao
do tecido a ser utilizado e o propdsito da micropropagacao (BASSAN et al., 2006). No
entanto, € recomendado escolher explantes que possuam tecidos fisiologicamente
ativos, isto é, em estadio primario de crescimento (OLIVEIRA et al., 2013).

O uso de segmentos nodais consiste basicamente na regeneracdo das
plantas por meio do crescimento e da proliferagdo de gemas vegetativas axilares ja
existentes. Esses segmentos sdo inoculados em um meio de cultura nutritivo, em
condicdes totalmente assépticas, os quais sdo induzidos a brotar. Uma vez efetiva a
brotacao das gemas, elas sao isoladas e manipuladas como microestacas (explantes)
(BASSAN et al., 2006).

Galzy (1961) foi a primeira a ter grande sucesso na propagacao in vitro das
videiras. Em seus experimentos, a autora trabalhou com segmentos nodais em meios

de cultura sem reguladores vegetais.

2.5.2 Estabelecimento in vitro

O estabelecimento in vitro € uma das etapas mais criticas dentro da
micropropagacao. Nessa etapa os explantes terao que adaptar as novas condi¢cdes
de cultivo, sendo estas totalmente diferentes das suas condigdes iniciais. O
estabelecimento in vitro inicia com a escolha do explante e termina quando este
explante esta totalmente adaptado as condigbes in vitro (GRATTAPAGLIA,
MACHADO, 1990).

A alta ocorréncia de contaminagdo por microrganismos exdégenos e
endogenos é o que torna o estabelecimento in vitro tdo complicado, principalmente
quando a planta fornecedora de explantes esta instalada no campo. O estado
fisiolégico da planta doadora de propagulos para o cultivo in vitro tem grande influéncia
no sucesso e na resposta das técnicas de cultivo (IBANES et al., 2005).

O sucesso do estabelecimento das plantas in vitro depende das condicdes
fisioldgicas das plantas matrizes, do processo de desinfestacdo do material vegetal,
da escolha do explante, da composi¢cdao do meio de cultura e das condigdes de
crescimento, como: temperatura, fotoperiodo e umidade (GOLLE et al., 2012;
OLIVEIRA et al., 2013).
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2.5.3 Indugao de brotacao

O principal objetivo da indugdo de brotagdo € produzir o maior numero de
brotacbes e gemas por plantas no menor tempo possivel de cultivo e com baixa
ocorréncia de variagao genética (OLIVEIRA et al., 2013).

A frequéncia dos subcultivos, tipo e tamanho dos explantes, uso de
reguladores vegetais e o meio nutritivo afetam diretamente o bom desenvolvimento
das culturas in vitro na inducao de brotagcado (OLIVEIRA et al., 2013; LEMES et al.,
2016; FARIA et al., 2020).

A etapa de indugao de brotagdo pode ser aumentada por meio do uso dos
reguladores vegetais do grupo das citocininas (PAIVA; ALOUFA, 2009; AAZAMI et al.,
2010; KHAN et al., 2015). As citocininas promovem o crescimento e desenvolvimento
das plantas, estimulam a divisdo celular e regulam a sintese de proteinas,
principalmente as que estao ligadas as fibras do fuso mitético (GOELZER et al., 2019).
As citocininas também estimulam o crescimento das células e retardam a senescéncia
(ECCO et al.,, 2019). Além do mais, as citocininas participam na mobilizagédo de
nutrientes, superam a dominancia apical e quebram a dorméncia de gemas (SILVA et
al., 2020).

As citocininas mais usadas na micropropagacao sao: BAP (6-
benzilaminopurina), CIN (cinetina), 2iP (N6-D2- isopentenil adenina), TDZ
(thiadizurom (N-fenil-N-1,2,3-tidiazol-5-tiuréia)), ZEA (zeatina) entre outras (CASTRO
et al., 2007). A concentragao e o tipo de citocinina a ser usada na cultura in vitro vai
depender dos objetivos da micropropagacédo e varia de acordo com os genétipos
(DZAZIO et al., 2002; VILLA et al., 2011).

Na micropropagacéo das videiras, BAP ¢ a citocinina mais utilizada. Dzazio et
al. (2002) observaram que a utilizacdo de BAP promoveu a maior indugcdo de
brotacbes no porta-enxerto de videira ‘420-A’, contudo, ndao houve diferenca
significativa entre as concentra¢des de 1 a 10 yM de BAP. Corroborando com esses
resultados, Poudel et al. (2005) trabalhando com duas espécies de videira (Vitis
ficifolia var. Ganebu e Vitis vinifera L.) obtiveram maior inducado de brotagdes (3,8 e
3,1 brotagbes/explantes respectivamente) na concentragao de 10 uM de BAP.

Para Machado et al. (2006), o BAP foi mais eficiente na multiplicagao in vitro
do porta enxerto de videira ‘VR043-43’ do que a CIN, e as concentragdes de 5 e 10

MM de BAP proporcionaram a maior inducdo de brotagdes, sendo que a emissiao
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maxima de brotos (7,0 brotagdes por explantes) foi alcangada no terceiro subcultivo,
com a concentracao de 10 uM de BAP. Por outro lado, Colleto et al. (2008) observaram
que a utilizagdo de 0,5; 1 e 2,5 uM de BAP garantiram a maior indugao de brotagées
do porta-enxerto de videira Paulsen 1103.

Kwon et al. (2019) trabalhando com a Vitis amurensis 'Cheongsan' também
verificaram que BAP promoveu a maior indugéo de brotagdes, haja vista que o maior
numero de brotos e de nds por explante foi observado nos meios de cultura acrescidos
de 5,0 uM BAP (1,96 brotos e 6,42 nds por explante, respectivamente).

Dessa forma, percebe-se que a concentracao e o tipo de citocininas no meio
de cultivo deve ser adequada para cada gendtipo de videira em estudo (DZAZIO et
al., 2002; IBANEZ et al., 2005; POUDEL et al., 2005; AAZAMI, 2010; MOZAFARI et
al., 2016).

2.5.4 Enraizamento

O enraizamento é uma das etapas essenciais no protocolo de
micropropagacao de plantas. No entanto, € uma das mais complicadas, uma vez que
0 sucesso dela ira determinar a sobrevivéncia das mudas na aclimatizacdo (ROCHA
et al., 2008).

Na micropropagacgao, o enraizamento das plantas pode ser realizado em um
ambiente in vitro ou ex vitro. A escolha de um sistema de enraizamento vai depender
do gendtipo em estudo, da qualidade das mudas, da composicao do meio de
cultura/substrato e da infraestrutura disponibilizada para tal processo (OLIVEIRA et
al., 2013).

No enraizamento in vitro, a inducdo de raizes ocorre em um ambiente
totalmente asséptico, utilizando um meio de cultura nutritivo, com fotoperiodo,
temperatura, umidade e reguladores vegetais. Nesse enraizamento € possivel ter um
maior controle de todos os fatores que podem interferir no desenvolvimento de raizes
(LEITZKE et al., 2009). Neste sistema ha formacao de raizes mais curtas o que as
tornam mais adequadas para as proximas etapas (GRATTAPLAGIA; MACHADO,
1990).

No enraizamento ex vitro, as mudas obtidas do cultivo in vitro séo diretamente
enraizadas em um substrato apropriado. Este substrato pode ser de origem comercial,

como os formulados para hortalicas e flores, ou pode ser um substrato a base de
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casca de Pinus sp., fibras de coco, vermiculita, areia etc. (OLIVEIRA et al., 2013). O
enraizamento ex vitro permite um sistema radicial de qualidade, funcional e adequado
do ponto de vista morfogénico. O enraizamento ex vitro € uma das alternativas de
reducao de custos e de tempo na micropropagagao das plantas.

A capacidade de indugao de raizes nos tecidos vegetais cultivados in vitro e
ex vitro vai depender de multiplos fatores endégenos e exdgenos relacionados com
os explantes, dentre estes fatores destacamos: o gendtipo, a presenca de barreiras
anatdmicas e o uso de reguladores vegetais (ROCHA et al., 2008). As auxinas séo os
principais reguladores vegetais que aumentam o enraizamento nessa etapa
(AGIELLO-KUBIEC et al., 2021).

As auxinas em nivel celular das plantas atuam nos processos de divisao,
alongamento e diferenciacdo celular (GARAY-ARROYO et al., 2014). As auxinas
promovem a divisao celular em culturas de calo, promovem a producdo de raizes
adventicias nos tecidos como folhas e caules recém cortados (PADUA et al., 2017;
CORTES et al., 2019).

Dentre os principais reguladores vegetais somente as auxinas estimulam o
aumento da formacdo de primordios radiciais, principalmente em tecidos que
apresentam uma leve predisposicdo para o enraizamento (HAISSIG, 1972;
HARTMANN, 2002; TAIZ; ZEIGER, 2017).

Os locais de maior sintese de auxinas sao 0s que possuem crescimento ativo,
como: meristema apical do caule, gemas laterais e axilares, folhas jovens e em
meristemas das raizes (TAIZ; ZEIGER, 2017). O excesso de auxinas no meio de
cultura favorece a formagao de calo na base dos explante, o que compromete a
rizogénese e pode dificultar o crescimento da parte aérea das plantas (RADMANN et
al., 2002).

O uso de auxinas na cultura de tecidos proporciona maior velocidade,
qualidade e uniformidade de enraizamento (HARTMANN, 2002). Sendo que, as
principais auxinas utilizadas na cultura de tecidos sao: (IAA) acido 3-indol-acético,
(IBA) acido indol-butirico e (NAA) acido a- acido naftaleno acético (CORTES et al.,
2019).

As auxinas mais utilizadas na micropropagagao das videiras sao: IBA
(HELOIR et al. 1997; BARRETO e NOOKARAJU, 2007; JASKANI et al. 2008;
TARINEJAD e AMIRI, 2019), seguido de NAA (SAJID et al. 2006; ABIDO et al. 2013;
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KHAN et al. 2015) e IAA (MHATRE et al. 2000; MELYAN et al. 2015), em

concentragdes que variam de 0,2 a 5,0 uM.

2.5.5 Aclimatizagao

A aclimatizacao de plantas tem como principal funcéo realizar a adaptagao de
mudas cultivadas in vitro em um ambiente ex vitro. Essa etapa é critica, podendo ser
letal as plantas. No entanto, € indispensavel no processo de micropropagacao de
mudas.

Nessa etapa a muda que foi produzida em um ambiente totalmente
homogéneo, heterotrofico e com condigdes fisicas, quimicas e bioldgicas totalmente
favoraveis € transferida para um ambiente externo autotréfico, podendo sofrer
inumeras interferéncias e estar sujeita a diversos intempéries ambientais. Tal
mudanga brusca de ambiente deve ocorrer da forma mais gradativa possivel e com
todos os cuidados devidos (OLIVEIRA et al., 2013). Nesta etapa o indice de
mortalidade pode ser altissimo e inviabilizar todas as etapas anteriores quando nao
for realizada adequadamente (HAZARIKA, 2006).

Varios sao os fatores que influenciam no bom desenvolvimento das mudas na
aclimatizagao (MARCUZZO et al., 2005; FERREIRA et al., 2008). Dentre esses fatores
podem ser destacados: temperatura, luminosidade, tipo e composi¢cao do substrato,
umidade, drenagem, irradiéncia e disponibilidade de nutrientes (OLIVEIRA et al.,
2013).

Na aclimatizacdo, as plantas deverao desenvolver mecanismos capazes de
regular a transpiracdo e a condutancia estomatica (DIAZ-PEREZ et al., 1995) e,

quando possivel, emitir novas raizes (SILVA et al., 2007).

2.6 MEIOS DE CULTURA

Os meios de cultura tém grande influéncia no estabelecimento e na
multiplicacao in vitro dos explantes (FARIA et al., 2020). Eles variam de espécie para
espécie, entre cultivares e dentre os estadios de desenvolvimento das plantas
(RODRIGUES et al., 2003).

A composi¢cao do meio de cultura interfere em muito no potencial morfogénico

dos explantes (DOGAN, 2019). A escolha do melhor meio de cultura permite o
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crescimento adequado e a morfogénese completa dos explantes. Os meios de cultura
sao compostos basicamente por: agua, macro e micronutrientes, vitaminas,
reguladores vegetais e substancias gelificantes (SIMIONI et al., 2021).

O meio de cultura mais utilizado na micropropagacéo das videiras € o MS de
Murashige e Skoog (1962), o qual é caracterizado por possuir altas concentragdes de
minerais em sua composicao e foi primeiramente desenvolvido para o cultivo in vitro
do tabaco (Nicotiana L). No entanto, para algumas espécies vegetais, principalmente
as lenhosas, o MS ndo tem se mostrado um bom meio de cultura.

O meio Wood Plant Medium (WPM) de Lloyd e Mccown (1980) foi elaborado
para propagacao in vitro de espécies lenhosas e tem como caracteristica principal
possuir concentragdes menores de minerais, principalmente quando comparado com
o meio MS, possuindo somente 45 % da concentragao idnica total comparado ao MS
(CAMILLO et al., 2009)

O Wood Plant Medium modified (WPM modificado) de Wang et al. (2014) foi
desenvolvido para propagacgao de mirtilo (Vaccinium sp.) e corresponde ao meio WPM
contendo algumas alteragdes nas concentragdes dos minerais, como: ferro, potassio,
enxofre e etc. O meio de cultura DSD1 de Silva e Doazan (1995) foi elaborado
especificamente para porta-enxertos de videira € caracterizado por ser um meio com
menores concentragcdes de micronutrientes.

Por fim, o QL de Quoirin e Lepolvre (1977) foi desenvolvido para o género
Prunus e tem por caracteristica apresentar baixa concentragao de nitrogénio na forma
do ion aménio (4,2%), principalmente em comparagdo com o meio MS, que apresenta
34,4% de nitrogénio na forma de ion aménio (SANTA-CATARINA et al., 2001).

2.7 MICROPROPAGAGAO EM MUSCADINEAS

A micropropagacgao de plantas € uma técnica importante para as videiras e foi a
partir da década de 80 que a micropropagacéo se tornou uma alternativa viavel para
a propagacao das muscadineas, superando desta forma as dificuldades inerentes a
estas videiras (BERND et al.,, 2007). Um dos primeiros trabalhos com a
micropropagagao das muscadineas € de Gray e Fisher (1985), o qual os autores
estudaram a indugdo de brotagédo in vitro de varias cultivares de muscadineas e
obtiveram como resultados cinco brotag¢des por explante inicial (apice) para a principal

muscadinea estudada , a cultivar Carlos.
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Os meios de cultura frequentemente recomendados para a muscadineas sao:
MS (GRAY; BENTON, 1991), MS com 50% da concentragéo de sais (TORREGROSA,;
BOUQUET, 1995), MS modificado (SUDASORNO; GOLDY, 1991; COMPTON;GRAY,
1994); WPM (BONA et al.,, 2007); WPM 75% da concentragdo de sais (THIES;
GRAVES, 1992;) QL (MACHADO et al., 2007); DSD1 (BORGHEZAN et al., 2003;
VILLA et al., 2011) e GALZY (BERND et al., 2006).

Em relagdo aos reguladores vegetais do grupo das citocininas, BAP é o mais
utilizado na micropropagacao in vitro das muscadineas. Onde, para as cultivares Fry,
Carlos e Dixie o uso de 5 a 20 uM de BAP permitiu maior nimero e qualidade de
brotacdo (GRAY; BENTON, 1991).

Ja Thies e Graves (1992) obtiveram sucesso na micropropagacéao in vitro das
videiras muscadineas ‘Carlos’, ‘Doren’, ‘Jumbo’, ‘Magnolia’ e ‘Sterling’ quando
utilizaram meio de cultura WPM 75% acrescido de 0,45 uM de BA. Torregrossa e
Bouquet (1995) trabalhando com diferentes hibridos de muscadineas, encontraram a
maior taxa de brotagao por explante em meio MS com 50% dos nutrientes acrescidos
de 4,4 uM de BAP.

Machado et al. (2006) trabalhando com o porta enxerto de videira "VR043-43"
(Vitis vinifera x Vitis rotundifolia) observaram nos 4 subcultivos analisados que a
concentragao de BAP (5,0 e 10,0 uM) conferiram maior numero de brotagao, todavia
estas concentragdes apresentaram menor comprimento de brotagéo (2,0 e 1,6 cm),
em comparacao com a concentragao de 0 e 2,5 uM de BAP os quais permitiram brotos
com o comprimento médio de 3,6 cm.

Em se tratando do enraizamento das muscadineas, primeiramente Gray e Fisher
(1985) em seus estudos iniciais ndo conseguiram obter sucesso no enraizamento de
varias cultivares de muscadineas. Porem logo na sequéncia, Gray e Benton (1991)
trabalhando com diferentes cultivares de muscadineas (Vitis rotundifolia) alcangaram
55% de enraizamento em meio de cultura MS sem auxinas e 77% em meio de cultura
com auxinas. Ja Bona et al. (2007) trabalhando com as cultivares ‘Higgens’, ‘Black
Beauty’, ‘Scuppernong’ e ‘Magnolia’ observaram maior taxa de enraizamento em meio
de cultura sem a adigcdo de auxina e obtiveram grande sucesso na aclimatizagao
destas muscadineas. Bernd et al. (2007) necessitou usar 8 yM de acido 3

naftalenoacético (NAA) em meio de cultura Galzy para obter 100% de enraizamento.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 LOCAL DE REALIZACAO DOS EXPERIMENTOS

Os experimentos in vitro foram conduzidos no Laboratério de
Micropropagacgédo de Plantas, a aclimatizagdo das mudas ex vitro foi realizada no
mesmo laboratério citado acima e também em casa de vegetagao, ambos no Setor de

Ciéncias Agrarias da Universidade Federal do Parana — UFPR, Curitiba/PR.

3.2 MATERIAL VEGETAL

Para o estabelecimento in vitro da videira ‘Southern Home’, cinco plantas
matrizes foram mantidas em vasos de 50 L contendo substrato comercial em casa de
vegetacao para fornecimento anual de ramos. Estas plantas matrizes foram obtidas
através de estaquia semilenhosa de ramos coletados de uma planta adulta cultivada
na Estacdo Experimental do Canguiri da UFPR, plantada em dezembro de 2016.

Ao iniciar o estabelecimento in vitro da videira ‘Southern Home foi identificado
uma bactéria enddgena presente nos tecidos vegetais, desta forma, amostras foram
encaminhadas ao Laboratério de Diagndstico Fitossanitario e Consultoria —
Agronbmica — em Porto Alegre-RS, onde, por meio de analises biologicas,
bioquimicas e moleculares, pelo sequenciamento da regidao do DNAr 16S pelos
primers Bac-8F/Bac-1492R, identificaram a bactéria como sendo Luteibacter sp. ou
Luteibacter rhizovicinus (ANEXO 1).

O controle da contaminagcado endofitica em meio de cultura foi através do
antibiotico de amplo espectro (gram-positivos e gram-negativos) Cetazima®
(cefotaxima sodica). Esse antibidtico foi esterilizado utilizando-se filtro de acetato de
celulose da marca Sartorius®, com poros de diametro de 0,22 ym em Sterifil Aseptic
System, marca Millipore®. A concentragao utilizada em meio de cultivo foi de 200 mg
L', de acordo com Donato et al. (2005).

Apods o estabelecimento in vitro as plantas foram subcultivada por 55 dias em
meio WPM modificado acrescido de 200 mg L' do antibiético Cetazima®, na

sequencia foram transferidos para o meio WPM modificado, livre de reguladores
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vegetais e antibidticos, servindo desta forma de fonte de novos explantes para os

experimentos de indugao de brotagédo e de enraizamento in vitro.

3.3 MEIO DE CULTURA

A composi¢cdo quimica dos meios de cultura (MS, DSD1, WPM, WPM
modificado e QL) estdo descritos na TABELA 1. Antes da inclus&do do agar (6 g L"), o
pH dos meios de cultura foi ajustado para 5,8 com hidroxido de sodio (NaOH) ou acido
cloridrico (HCI) a 0,1 N. Os meios de cultura foram esterilizados em autoclave por 20

minutos, com temperatura de 120°C e pressao de 1,0 atm.

TABELA 1 - COMPOSICAO QUIMICA DOS MEIOS DE CULTURA TESTADOS NA
MICROPROPAGAGAO DO HiBRIDO DE VIDEIRA 'SOUTHERN HOME".

COMPONENTES DSD1" Ms? WPM? WM aLs
modificado
MACRONUTRIENTES mg L
CaCl; 2H,0 - 440 96 - -
Ca(NO;)..4H,0 500 - 556 278 1200
NH,NO; 100 1650 400 - 400
(NH4)2S04 - - - 119 -
KNO; 1.000 1.900 - 893 1.800
CaClz - - - - -
KH,PO, 100 170 170 170 270
MgS0..7H.0 180 370 370 370 360
K.SO, - - 990 - -
MICRONUTRIENTES
MnS04.H.0 1,2 - - - 0,758
MnS0,.4H,0 - 22,3 22,3 22,3 -
Ki - 0,83 - 0,415 0,083
NiCl..6H,0 - - - - -
Na;Mo0..2H,0 - 0,25 0,25 0,25 0,25
ZnS04.7H.0 1 8,6 8,6 8,6 8,6
Hs;BO; 1 6,2 6,2 6,2 6,2
CuSO0..5H,0 0,025 0,025 0,25 0,025 0,025
CoCl,.6H,0 0,025 0,025 - - 0,025
FeEDTA
FeS0..7H,0 27,8 27,8 27,8 55,6 27,8
Na;EDTA.2H,0 37,3 37,3 37,3 74,6 37,3
VITAMINAS
Acido nicotinico 1 0,5 0,5 0,5 0,5
Piridoxina-HCI 1 0,5 0,5 0,5 0,5
Tiamina-HCI 1 0,1 0,1 0,1 0,1
Glicina 2 2 2 2
Mioinositol 100 100 100 100 100
SACAROSE 30.000 30.000 30.000 30.000 30.000
pH 5,8 5,8 5,8 5,8 5,8

1. Silva e Doazan (1995); 2. Murashige e Skoog (1962); 3. Lloyd e McCown (1980); 4. Wang et al.
(2014); 5. Quoirin e Lepoivre (1977).
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Os meios de cultura foram vertidos em tubos de ensaio com dimensdes 24,5 x
150 mm em todos os experimentos. E quando utilizada ZEA, IAA e/ou antibiéticos no
meio de cultivo, estes foram incorporados ao meio de cultivo apdés um processo de
esterilizacado utilizando-se filtro de acetato de celulose da marca Sartorius®, com

poros de diametro de 0,22 um em Sterifil Aseptic System, marca Millipore®.

3.4 CONDICOES DE CULTIVO IN VITRO

A sala de cultivo para manutengao das culturas era climatizada com sistema
automatico de controle de temperatura e fotoperiodo. A temperatura foi mantida a
25°C % 2°C, com fotoperiodo de 16 horas de claro e 8 horas de escuro e fornecimento
de iluminagao tipo luz do dia, utilizando lampadas CorePro LEDtube 1200mm HO
18W840 C W G Marca Philips®, com intensidade de luz de 25,38 pmol m2 s,

3.5 ETAPAS DA MICROPROPAGAGAO

3.5.1 Estabelecimento in vitro

Com a finalidade de testar diferentes meios de cultivo no estabelecimento in
vitro da videira ‘Southern Home’, foi montado um experimento utilizando brotagdes de
ramos de plantas matrizes cultivadas em casa de vegetagao (Item 3.2).

Os ramos foram padronizados em estacas de 20 cm de comprimento e imersos
em fungicida Cercobim® a 2,5 g L', em seguida procedeu-se a triplice lavagem em
agua deionizada autoclavada. Posteriormente as estacas foram enroladas em papel
umido (FIGURA 2A) e acondicionadas em refrigeracéo (4 a 6° C) para o acumulo de
horas frio.

Apos 1.000 horas de frio, a por¢cdo basal das estacas foram colocadas em
frascos de vidro contendo 60 ml de agua e acondicionadas em sala de cultivo para o
desenvolvimento das brotagées (FIGURA 2B).

Apds a emissdo e o crescimento das brotacdes, estas foram coletadas e
desinfestadas. O processo de desinfestacao consistiu em deixar as brotacdes imersas

em fungicida Cercobim® (1,5 g L") durante 10 minutos, em etanol (70%) por 1 minuto
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e em hipoclorito de sodio (2,5%) acrescido de Tween-20 (0,2%) por 10 minutos e
finalizado com a triplice lavagem com agua deionizada estéril.

Apds a desinfestagdo as brotagdes foram seccionadas em segmentos nodais
de 7 mm de comprimento com uma gema axilar e sem folhas (FIGURA 2D). Os
explantes foram inoculados individualmente em tubos de ensaio contendo 10 mL de
meio de cultura (MS, QL, WPM, WPM modificado e DSD1) (TABELA 1), acrescido de
1 uM de BAP e 0,02 uM de NAA.

FIGURA 2 — ESTABELECIMENTO /N VITRO DO HIBRIDO DE VIDEIRA ‘SOUTHERN HOME’, A -
ESTACAS ENROLADAS EM PAPEL UMIDO APOS A DESINFESTAGCAO; B - ESTACAS IMERSAS
EM AGUA EM SALA DE CRESCIMENTO; C - GEMA EM DESENVOLVIMENTO; D - GEMA BROTADA
E SEGMENTO NODAL INOCULADO /N VITRO.
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Os tubos foram vedados com tampa de polipropileno envoltos com plastico
filme e acondicionados em sala de cultivo na auséncia de luz durante trés dias, a fim
de reduzir a foto-oxidagao dos tecidos vegetais. Em seguida, foi fornecida iluminagao
tipo luz do dia de 16 horas de claro, utilizando ldampadas CorePro LEDtube, com
intensidade de luz de 25,38 ymol m2 s,

Esse experimento foi realizado em 2019 e repetido em 2020 e o delineamento
experimental foi inteiramente ao acaso, com cinco tratamentos, quatro repeticées e
10 explantes em cada parcela, sendo um explante em cada tubo.

A avaliagdo ocorreu apés 30 dias da inoculagdo in vitro e as variaveis
analisadas foram: porcentagem de sobrevivéncia dos explantes iniciais, porcentagem
de brotacdo, qualidade de brotacdo, comprimento de brotagdo e numero de gemas

por brotagao (Item 3.6).

3.5.2 Indugao de Brotacdes
3.5.2.1 Efeitos dos meios de cultura

Com o objetivo de determinar o melhor meio de cultura para indugao das
brotagdo, segmentos nodais de 7 mm com uma gema e uma folha foram inoculados
individualmente em tubos de ensaio com 10 mL dos meios de cultura (MS, QL, WPM,
WPM modificado e DSD1), acrescidos de 1 uM de BAP. Os segmentos nodais foram
obtidos de plantas cultivadas anteriormente sem reguladores vegetais e antibiéticos
(Item 3.2). Os tubos foram vedados com tampa de polipropileno, plastico filme e em
seguida acondicionados em sala de cultivo.

O delineamento experimental foi inteiramente ao acaso, com cinco tratamentos,
quatro repeticdes e 10 explantes em cada parcela, sendo um explante em cada tubo.

Foram realizadas trés subcultivos a cada 45 dias, e as variaveis analisadas
foram: porcentagem de brotagcdo, numero de brotacdo, comprimento de brotagao,

numero de gemas e qualidade das brotagao (ltem 3.6).

3.5.2.2 Efeito dos reguladores vegetais BAP e ZEA.

Neste experimento, com a finalidade de testar diferentes tipos e concentracdes
de citocininas na indug¢éao de brotagdes, segmentos nodais com uma gema, sem folhas

e com 7 mm de comprimento oriundos do cultivo em meio de cultura WPM modificado
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sem reguladores e antibiéticos (ltem 3.2) foram inoculados em tubos de ensaio
contendo 10 mL de WPM modificado com os seguintes tratamentos (T): T1 (0 uM
BAP); T2 (1 uM BAP); T3 (2,5 uM BAP); T4 (5,0 uM BAP); Ts (0 uM ZEA); Te (1,0 uM
ZEA); T7 (2,5 uM ZEA); Ts (5,0 uM ZEA). Os tubos foram vedados com tampa de
polipropileno e envoltos com plastico filme e acondicionados em sala de cultivo.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado em arranjo fatorial 2
x 4, sendo duas citocininas (BAP e ZEA) e quatro concentragdes (0; 1; 2,5; 5,0 uM),
totalizando oito tratamentos com quatro repeticdes, sendo que a unidade experimental
foi constituida por 10 explantes.

Foram realizadas trés subcultivos a cada 55 dias, e as variaveis analisadas
foram: porcentagem de brotagdo, comprimento de brotacéo, qualidade das brotacéo,

sintomas de hiperhidricidade e intensidade de formacgao de calo (ltem 3.6).

3.5.3 Enraizamento in vitro, aclimatizacdo ex vitro em laboratério e em casa de
vegetacao

A fim de testar diferentes tipos e concentragdes de auxinas no enraizamento in
vitro e seus efeitos posteriores na etapa de aclimatizagao da videira ‘Southern Home’,
segmentos nodais de 7 mm com uma gema e uma folha foram cultivados em tubos
de ensaio contendo 10 mL de WPM modificado com os seguintes tratamentos (T): T+
(testemunha); T2 (0,2 uM IBA); T3 (0,4 uM IBA); T4 (0,8 uM IBA); T5 (0,2 uM NAA); Te
(0,4 uUMNAA); T7 (0,8 uM NAA); Ts (0,2 uM IAA); To (0,4 uM IAA); T10 (0,8 uM 1AA).

Os segmentos nodais utilizados foram obtidos de plantas cultivadas em meio
de cultivo WPM modificado sem reguladores vegetais e antibiéticos (ltem 3.2). Os
tubos foram fechados com tampa de polipropileno, plastico filme e acondicionados em
sala de cultivo por 45 dias.

Apés 45 dias as plantas foram lavadas em agua deionizada autoclavada para
retirar todo residuo de meio de cultura, e procedeu-se a primeira avaliacdo. As
variaveis analisadas foram: porcentagem de explantes enraizados in vitro, niumero e
comprimento de raizes, porcentagem de explantes brotados, comprimento de
brotacdo, qualidade de brotagdo, numero de gemas e folhas por brotagéo (ltem 3.6).

Apés a avaliagao das plantas enraizadas in vitro, estas foram transplantadas
em caixas de polietileno tereftalato (PET) marca Galvanotek® com dimensdes interna:

420 x 320 x 115 mm e externa: 460 x 370 x 125 mm, contendo vermiculita de
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granulometria fina, estéril e previamente umedecida com agua deionizada
autoclavada.

Apos os transplantios das mudas nas caixas PET, essas caixas foram
acondicionadas em laboratorio na sala de cultivo por 30 dias. Durante esse periodo
de aclimatizacdo em laboratorio, a irrigacao foi em dias alternados de forma manual e
com agua deionizada estéril. Para a irrigagao, utilizou-se um pulverizador manual de
compressao prévia de capacidade de dois litros. As aberturas das caixas foram
realizadas de forma gradual ao 7°,14°, 21° e 28° dia (FIGURA 3).

Ao final dos 30 dias, as plantas foram lavadas em agua corrente e procedeu a
segunda avaliagdo. As variaveis analisadas nesta etapa de aclimatizagcdo em
laboratorio foram: numero e comprimento de raizes; comprimento das plantas; ganho
em comprimento; qualidade das mudas; numero de gemas por planta e ganho médio

de gemas por mudas (ltem 3.6).

FIGURA 3 — ABERTURA GRADUAL DAS CAIXAS DE CULTIVO AO 7°, 14°, 21° E 28° DIA DO
HIBRIDO DE VIDEIRA ‘SOUTHERN HOME’. UFPR, CURITIBA/PR, 2021.

14° dia

21° dia 28° dia
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Apos a avaliagao da aclimatizacao das plantas no laboratério, as plantas foram
transplantadas em sacos de mudas de polietileno com furos para a drenagem de agua,
com largura de 11 cm, altura de 18 cm e espessura do plastico de 80 micras. O
substrato comercial utilizado foi o F44 classe “A” marca Agrofior® composto por: casca
de pinus compostada, fibra de coco, turfa de Sphagnum, turfa nacional, casca de arroz
e vermiculita.

Em seguida essas mudas foram acondicionadas em casa de vegetagdo com
tela aluminet na parte interna, com um sistema de nebulizagao intermitente por 20 dias
com rega regular com frequéncia de 15 segundos a cada 30 minutos durante o dia,
das 08:00 as 17:00 horas e 15 segundos de rega a cada hora da noite das 17:00 as
08:00 horas. Apos 20 dias foi avaliada a sobrevivéncia e qualidade dessas mudas na
aclimatizagao (ltem 3.6).

O delineamento experimental foi inteiramente ao acaso, em esquema fatorial
(3x3+1), sendo trés auxinas (IAA, IBA, NAA), trés concentracdes (0,2; 0,4 e 0,8 uM)
acrescido de um tratamento adicional (TESTEMUNHA SEM AUXINA) com quatro

repeticdes, sendo 10 explantes/mudas por parcela.

3.6 DESCRICAO DAS VARIAVEIS ANALISADAS

As variaveis analisadas ao longo dos experimentos in vitro foram: porcentagem
de sobrevivéncia dos explantes inoculados in vitro; porcentagem de brotagéo; numero
de brotagao; comprimento de brotacdo (medi¢cdo da base até o apice do broto em
centimetros); e qualidade de brotagao, para qual foram atribuidas notas de 1 a 3
(FIGURA 4 e TABELA 2).
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FIGURA 4 — QUALIDADE DAS BROTAGOES IN VITRO DO HIBRIDO DE VIDEIRA ‘SOUTHERN
HOME'. UFPR, CURITIBA/PR, 2021.

QUALIDADE DAS BROTAGOES

TABELA 2 — CARACTERISTICAS DA QUALIDADE DAS BROTAGOES DO HiBRIDO DE VIDEIRA
‘SOUTHERN HOME’. UFPR, CURITIBA/PR, 2021.

NOTA  QUALIDADE

CARACTERISTICAS

3 OTIMA
2 MEDIA
1 RUIM

Caracterizam-se por serem brotos vigorosos, com caule de coloragao
esverdeado, gemas e folhas com boa formacgéao e equidistantes ao longo
da brotagao, folhas sem clorose e/ou tecido morto, inexisténcia de tecidos
vegetais quebradigos, entrends com boa distribuicdo e sem presenca de

oxidagao.

Caracterizam-se por apresentar algum dos seguintes sintomas: folhas
alongadas com bordas levemente curvadas para a face adaxial, folhas
com a presencga leve de algum sintoma de clorose, morte de tecidos

foliares, caule levemente avermelhado.

Caracterizam-se por apresentar algum dos seguintes sintomas: folhas
cloroticas, principalmente na base das brotagbes, folhas
esmaecidas/frageis e de tamanho reduzido, maioria das folhas com
bordas curvadas para a face adaxial, brotagées raquiticas, brotacdes

quebradicas e caule avermelhado.
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As demais variaveis analisadas foram: nimero de gemas por brotacdo, que
representa quantos novos explantes podem ser obtidos a partir do explante inicial,
partindo do pressuposto que usamos um unico explante com uma unica gema, e
aparecimento de sintoma de hiperhidricidade nas brotacdes, a qual foram atribuidas
notas de um a cinco, onde 1=ausente, 2=suave, 3=moderada, 4=forte e 5 severa
(TABELA 3 e FIGURA 5).

TABELA 3 — CARACTERISTICAS DOS SINTOMAS DE HIPERHIDRICIDADE NAS BROTAGOES DO
HIBRIDO DE VIDEIRA ‘SOUTHERN HOME’. UFPR, CURITIBA/PR, 2021.

NOTA SINTOMAS CARACTERISTICAS

Brotagbes bem formadas, crescimento normal, caule esverdeado e fino,

gemas e folhas ndo quebradicas, folhas bem formadas, grandes, sem
1 Ausente ) ; ) ) ! ]

sintoma vitreo, tecidos sem sintoma de acumulo de agua, folhas sem clorose

e entrends bem distribuidos ao longo do comprimento.

Brotagbes com folhas intermediarias e velhas com aspecto vitreo,
2 Suave . )
translucidas e de tamanho reduzido.

Brotagbes com maioria das folhas com aspecto vitreo, leve encurtamento

dos entrends, intumescimento das folhas na base das brotacdes, folhas
3 Moderada )

quebradicas, folhas velhas levemente deformadas, enrugadas na base das

brotagdes, caule levemente avermelhado.

Brotagdes raquiticas de tamanho reduzido, encurtamento de entrends, todas
4 Forte as folhas com aspecto vitreo e quebradigas, folhas alongadas, amareladas

e enrugadas, caule levemente avermelhado

Brotagbes raquiticas de tamanho bem reduzido, multiplas brotagdes,

5 s engrossamento exagerado do caule, folhas bem enrugadas e intumescidas,
evera

folhas pequenas e rigidas com aspecto vitreo e muito quebradigas, folhas

amareladas e cloroticas, caule avermelhado e entrends bem curtos.
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FIGURA 5 - SINTOMA DE HIPERHIDRICIDADE NAS BROTAGOES (1=AUSENTE, 2=SUAVE,
3=MODERADA, 4=FORTE, 5=SEVERA) DO HIBRIDO DE VIDEIRA ‘SOUTHERN HOME’. UFPR,
CURITIBA/PR, 2021.

SINTOMAS DE HIPERHIDRICIDADE

AUSENTE SUAVE MODERADA FORTE SEVERA

Foi também avaliado a variavel intensidade de formacao de calo, onde se
atribuiu notas de 1 a 3, onde: 1=pouca ; 2=média e 3=alta intensidade de formagao
de calo (FIGURA 6).

As variaveis analisadas ao longo dos experimentos ex vitro foram: porcentagem
de sobrevivéncia das plantas, comprimento das plantas (medigdo da base até o apice
da planta em centimetros), ganho médio em crescimento (representa quantos
centimetros a planta cresceu ao final dos 30 dias em condigao ex vitro), numero de
gemas por planta (representa quantas gemas foram formadas a mais na planta no
final dos 30 dias em condigao ex vitro), ganho médio de gemas por planta (o qual
representa quantas gemas foram formadas em condi¢ao ex vitro), numero de folhas
por planta e qualidade das plantas, a qual foram atribuidas notas de um a trés, sendo:
1=baixa qualidade, 2=média qualidade e 3=6tima qualidade (TABELA 4 e FIGURA 7).
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FIGURA 6 — INTENSIDADE DE FORMAGCAO DE CALO NA VIDEIRA ‘SOUTHERN HOME’, 1=POUCA,;
2=MEDIA E 3= ALTA. UFPR, CURITIBA/PR, 2021.

INTENSIDADE DE FORMAGAO DE CALO

TABELA 4 — CARACTERISTICAS DA QUALIDADE DAS MUDAS EX VITRO DO HIBRIDO DE VIDEIRA
‘SOUTHERN HOME’. UFPR, CURITIBA/PR, 2021.

NOTA QUALIDADE CARACTERISTICAS

Mudas bem formadas e eretas, com folhas expandidas, sem tecido
3 OTIMA vegetal necrosado, gemas e folhas equidistantes em todo o comprimento,

entrends de bom tamanho (x1 cm) e raizes desenvolvidas.

Mudas que apresentam alguma deformacgéo do caule, mudas nao eretas,
2 MEDIA folnas menores em comparagdao com a anterior, folhas com algum

sintoma de clorose ou com tecido foliar morto.

Mudas frageis, nédo eretas, folhas esmaecidas, folhas de tamanho
] BAIXA reduzido, folhas com o maior indice de clorose ou tecido vegetal morto,
mudas raquiticas, encurtamento de entrends principalmente na porgao

basal da muda.
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FIGURA 7 — QUALIDADE DAS MUDAS EX VITRO, 1=BAIXA, 2=MEDIA E 3=0TIMA QUALIDADE DO
HIBRIDO DE VIDEIRA ‘SOUTHERN HOME'. UFPR, CURITIBA/PR, 2021.

QUALIDADE DAS MUDAS EX VITRO

3.7 ANALISE ESTATISTICA

As analises estatisticas dos experimentos de estabelecimento e de indugao de
brotacao in vitro foram realizadas no software ASSISTAT Versao 7.7 pt (2017). Para
o experimento de enraizamento, aclimatizacdo em laboratério e aclimatizagdo em
casa de vegetacdo as analises foram realizadas no software R versao 4.0.5 utilizando
o pacote ExpDes.pt.

Em todos os experimentos os dados foram submetidos ao teste de Bartlett para
verificar a homogeneidade de variancia, em seguida procedeu-se a analise de
variancia (ANOVA) e quando significativo realizou o teste de comparagéo de médias
Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade. Para o experimento efeito dos reguladores

vegetais BAP e ZEA foi realizado também a analise de regressao.
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4 RESULTADOS

4.1 ESTABELECIMENTO IN VITRO

No primeiro ano de introdugéo in vitro da videira ‘Southern Home’, ndo houve
diferenca significativa entre os diferentes meios de cultura testados: MS, WPM, WPM
modificado, QL e DSD1 para as variaveis: sobrevivéncia dos explantes e
porcentagens de brotacdo por explante (TABELA 5).

Por outro lado, no segundo ano de introducédo in vitro houve diferenca
significativa entre os meios de cultura testados para as variaveis sobrevivéncia e
porcentagem de brotagao por explante (TABELA 5). Onde os explantes cultivados no
meio WPM maodificado apresentaram a maior porcentagem de sobrevivéncia (75,00
%) diferindo estatisticamente do meio WPM, que apresentou a menor taxa de
sobrevivéncia dos explantes (42,50%) (TABELA 5).

A porcentagem de brotagdo no primeiro ano de introdugao in vitro variou de
32,50% a 57,50%. No segundo ano de introdugéo, os explantes cultivados no meio
WPM modificado apresentaram maior porcentagem de brotacéo (57,50%), diferindo
estatisticamente do WPM que apresentou a menor porcentagem (30,00%) (TABELA
5).

TABELA 5 — SOBREVIVENCIA E PORCENTAGEM DE BROTAGAO EM DIFERENTES MEIOS DE
CULTURA NO ESTABELECIMENTO IN VITRO DA VIDEIRA ‘SOUTHERN HOME'. UFPR,
CURITIBA/PR, 2021.

TRATAMENTO So;a;sl\gx?:;i&c;os Porcentzg);(%rlr; r?t?a Sb?g/’:jgéo dos

1° Ano 2° Ano 1° Ano 2° Ano

MS 60,00 52,50 ab 47,50 32,50 ab

WPM 52,50 42,50 b 47,50 30,00 b
WPM modificado 72,50 75,00 a 57,50 57,50 a

DSD1 52,50 57,50 ab 50,00 47,50 ab

QL 55,00 50,00 ab 32,50 42,50 ab
Valor de F 1,68 ns 3,26 * 215ns 3,60 *
CV% 22,18 24,29 26,35 28,17

* Médias seguidas pela mesma letra da coluna nao diferem estatisticamente pelo teste de Tukey, com
5% de probabilidade.

Para as variaveis qualidade de brotagdo, comprimento de brotagcdo e numero
de gemas por brotacdo ndo houve diferenca significativa entre os meios de cultura

testados no primeiro ano de estabelecimento in vitro (TABELA 6). Nesse primeiro ano
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a qualidade da brotagao variou entre 1,66 a 2,44, o comprimento da brotagao variou
de 0,91 a 1,65 cm e o numero de gemas por brotacdo variou entre 2,52 a 3,33
gemas/brotacao (TABELA 6).

No segundo ano de estabelecimento in vitro, houve diferencga significativa entre
0s meios de cultura testados, tanto para a variavel qualidade de brotacdo como para
a variavel numero de gemas por brotagao (TABELA 6). Onde os explantes cultivados
no meio WPM modificado apresentaram maior qualidade de brotagcdo, com nota
atribuida de 2,40 diferindo estatisticamente do WPM e DSD1 os quais proporcionaram
brotos de qualidade ruim, com notas 1,45 e 1,52, respectivamente (TABELA 6).

Em relagdo ao numero médio de gemas por explantes no segundo ano de
estabelecimento in vitro, o meio de cultura QL proporcionou 0 maior numero de gemas
por brotagdo (4,40 gemas/brotacdo), diferindo estatisticamente do WPM, o qual
proporcionou 0 menor numero de gemas (2,75 gemas/brotagcéo) (TABELA 6).

Nao houve diferenga significativa entre os meios testados na variavel
comprimento de brotacdo no segundo ano de estabelecimento in vitro, e o

comprimento variou entre 1,15 a 2,10 cm (TABELA 6).

TABELA 6 - QUALIDADE, COMPRIMENTO E NUMERO DE GEMAS POR BROTAGCAO EM
DIFERENTES MEIOS DE CULTURA NO ESTABELECIMENTO /N VITRO DA VIDEIRA ‘SOUTHERN
HOME’. UFPR, CURITIBA/PR, 2021.

Qualidadfa das Brotacdes Corrjprimento de Ndmero de gemas por
TRATAMENTO (1. me; 2. Boa; 3. brotagéo por explante brotacao
Otima) (nota) (cm)
1° Ano 2° Ano 1° Ano 2° Ano 1° Ano 2° Ano
MS 1,66 1,90 ab 1,32 1,65 2,61 4,15 ab
WPM 1,70 145D 0,91 1,15 2,52 2,75b
WPM modificado 2,44 2,40 a 1,17 1,17 3,33 3,10 ab
DSD1 2,15 1,52b 1,32 1,42 3,26 4,02 ab
QL 2,15 1,92 ab 1,65 2,10 3,31 4,40 a
Valor de F 342" 418 * 295" 2,52 " 2,67 " 443~
CV% 17,78 20,16 24,44 32,91 16,55 18,5

* Médias seguidas pela mesma letra da coluna nédo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey, com
5% de probabilidade.

4.2 INDUCAO DE BROTACAO

4 2.1 Efeito dos meios de cultura

Nos trés subcultivos analisados houve diferenga significativa entre os meios de

cultura testados na variavel porcentagem de brotagao (TABELA 7).
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No primeiro e segundo subcultivo os explantes cultivados no meio WPM
modificado apresentaram 100% de brotagdo. Por outro lado, no primeiro subcultivo os
explantes cultivados no DSD1 apresentaram a menor porcentagem de brotagdo dos
explantes (84%) e, no segundo subcultivo, os explantes cultivados no MS foram os
que apresentaram a menor porcentagem de brotagao (82%) (TABELA 7).

No terceiro subcultivo, os meios de cultura WPM, WPM modificado, DSD1 e
QL apresentaram as maiores porcentagens de brotagcdes sendo 98% nos meios WPM
e WPM modificado e 96% nos meios DSD1 e QL. Por outro lado, os explantes
cultivados no meio MS apresentaram a menor porcentagem de brotagao (78%). Foi
possivel observar que a cada novo subcultivo o meio de cultura MS, que € o meio de
cultura mais utilizado na micropropagacao de plantas, apresentou redugédo de
brotagéo ao longo dos subcultivos (94%; 82%; e 78%, respectivamente) (TABELA 7).

Em relacdo a variavel numero de brotacdo nos trés subcultivos analisados,
ndo houve diferencga significativa entre os diferentes meios de cultura testados, e o

numero de brotagdo variou de 1,00 a 1,16 brotag&o por explantes (TABELA 7).

TABELA 7 — PORCENTAGEM E NUMERO DE BROTAGAO EM DIFERENTES MEIOS DE CULTURA
NA INDUCAO DE BROTACAO DA VIDEIRA ‘SOUTHERN HOME'. UFPR, CURITIBA/PR, 2021.

TRATAMENTO Porcentagem de brotacéao (%) Numero de brotacéo por explante
1° 2° 3° 1° 2° 3°
Subcultivo Subcultivo Subcultivo Subcultivo Subcultivo Subcultivo

DSD1 84 b 96 ab 96 a 1,02 1,08 1,00
WPM modificado 100 a 100 a 98 a 1,00 1,16 1,02
WPM 98 ab 92 ab 98 a 1,00 1,04 1,00
QL 96 ab 96 ab 96 a 1,00 1,04 1,02
MS 94 ab 82b 78 b 1,00 1,02 1,00

Valor de F 3,12+ 3,37~ 4,94 ** 1,00 "¢ 2,78 "¢ 0,75 "
CV% 8,34 8,98 9,23 1,99 7,01 2,81

* Médias seguidas pela mesma letra da coluna ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey, com
5 % de probabilidade.

** Médias seguidas pela mesma letra da coluna nao diferem estatisticamente pelo teste de Tukey, com
1 % de probabilidade.

ns Nao significativo.

Em se tratando do comprimento de brotagdo e do numero de gemas nos trés
subcultivos analisados, houve diferenca significativa entre os meios de cultura
testados (TABELA 8). E, em todos os subcultivos analisados os explantes cultivados
no meio de cultura WPM apresentaram o maior comprimento de brotagao,
apresentando brotagbes com 3,43 cm no primeiro subcultivo, 5,44 cm no segundo e
7,86 cm no terceiro subcultivo. (TABELA 8).
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Por outro lado, o meio de cultura MS proporcionou 0 menor comprimento de
brotagdo, sendo que no primeiro subcultivo apresentou brotagédo com 1,80 cm e de
3,30 cm no terceiro subcultivo. No segundo subcultivo, os meios de cultura DSD1,
WPM modificado, QL e MS nao diferiram entre si e apresentaram comprimento de
brotacao que variaram de 2,46 a 3,26 cm (TABELA 8).

Em relagéo a varidvel numero de gemas por brotagéo, no primeiro subcultivo
0s meios de cultura WPM modificado, WPM, DSD1 e QL n&o apresentaram diferenga
significativa entre si e apresentaram o maior niumero de gemas por brotacao (5,30;
5,16; 5,06; e 5,06, respectivamente), diferindo estatisticamente do MS, que
apresentou 4,36 gemas por brotacdo (TABELA 8).

No segundo subcultivo, os explantes cultivados no WPM proporcionaram o
maior numero de gemas por brotagao (6,30 gemas/brotagao) e diferiu estatisticamente
do MS e DSD1, o qual proporcionaram o menor numero de gemas por brotagao (5,26
5,50 gemas/brotacéo respectivamente) (TABELA 8).

No terceiro subcultivo, os meios de cultura WPM e DSD1 proporcionaram os
maiores numeros de gemas por brotagao, apresentando 8,68 e 8,28 gemas/brotacéo,
respectivamente. Diferentemente, os explantes cultivados no WPM modificado e MS
apresentaram o menor numero de gemas por brotagéo (7,02 e 6,66 gemas/brotagao),
respectivamente (TABELA 8).

TABELA 8 — COMPRIMENTO DE BRO'I:AC,’:\O E NUMERO DE GEMAS EM DIFERENTES MEIOS DE
CULTURA NA INDUCAO DE BROTACAO DA VIDEIRA ‘SOUTHERN HOME’. UFPR, CURITIBA/PR,
2021.

Comprimento debrotagao

TRATAMENTO por explante (cm) Numero de gemas por brotagéo
10 20 30 10 20 30
Subcultivo Subcultivo Subcultivo Subcultivo Subcultivo Subcultivo
DSD1 2,45b 3,16 b 5,08 b 5,06 a 5,50 bc 8,28 a
WPM modificado 2,71 b 3,26 b 4,34 bc 5,30 a 5,80 abc 7,02 b
WPM 3,43 a 5,44 a 7,86 a 5,16 a 6,30 a 8,68 a
QL 2,27 bc 3,02b 4,12 bc 5,06 a 6,08 ab 7,76 ab
MS 1,80 c 2,46 b 3,30 c 4,36 b 526 c 6,66 b
Valorde F 16,01 * 29,28 ** 17,99* 16,45 ** 5,30 ** 9,80 **
CV% 13,27 13,64 18,68 4,03 7,06 7,84

* Médias seguidas pela mesma letra da coluna nao diferem estatisticamente pelo teste de Tukey, com
5% de probabilidade.

** Médias seguidas pela mesma letra da coluna nao diferem estatisticamente pelo teste de Tukey, com
1 % de probabilidade.

ns Nao significativo.

Para a variavel qualidade de brotacédo, houve diferenca significativa entre os

meios de cultura nos trés subcultivos analisados (TABELA 9).
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No primeiro subcultivo, os meios de cultura WPM e WPM modificado
apresentaram as maiores notas de qualidade de brotagdo, apresentando brotagao
com notas de 2,90 e 2,88, respectivamente. Por outro lado, os explantes cultivados
em meio MS originaram brotacdo de menor qualidade (nota 2,40) (TABELA 9).

No segundo subcultivo, os explantes cultivados em WPM modificado
apresentaram a maior qualidade de brotagédo (nota 2,86), diferindo estatisticamente
do MS, que novamente proporcionou brotacdo de qualidade reduzida (nota 2,28)
(TABELA 9).

No terceiro subcultivo, o WPM proporcionou a maior qualidade de brotagao
(nota 2,88). Diferindo desta forma do MS, o qual produziu brotacdo de qualidade
menor (nota 2,40). Neste subcultivo os meios de cultura QL, WPM modificado e DSD1
nao diferiram entre si e apresentaram as seguintes notas de qualidade de brotacao:
2,56; 2,62; e 2,62, respectivamente (TABELA 9).

TABELA 9 — QUALIDADE DE BROTAGAO EM DIFERENTES MEIOS DE CULTURA NA INDUGAO DE
BROTACAO DA VIDEIRA ‘SOUTHERN HOME'. UFPR, CURITIBA/PR, 2021.

Qualidade de brotagao
TRATAMENTO NOTAS (1. ruim 2. boa 3. 6tima)
1° Subcultivo 2° Subcultivo 3° Subcultivo
DSD1 2,78 ab 2,58 abc 2,62 ab
WPM modificado 2,88 a 2,82a 2,62 ab
WPM 2,90 a 2,46 bc 2,88 a
QL 2,48 bc 2,76 ab 2,56 ab
MS 2,40c 2,28 ¢c 240b
Valor de F 7,45 ** 8,86 ** 3,85*
CV% 7,08 6,42 7,53

* Médias seguidas pela mesma letra da coluna ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey,
com 5% de probabilidade.
** Médias seguidas pela mesma letra da coluna néo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey,
com 1% de probabilidade.

4.2.2 Efeito dos reguladores vegetais BAP e ZEA

N&o houve interagdo significativa entre as citocininas e concentracoes
testadas no primeiro e segundo subcultivo, para as seguintes variaveis: porcentagem
e comprimento de brotacdo (TABELA 10 e 11).

No primeiro e segundo subcultivo, o fator concentragcdo isoladamente
apresentou diferencga significativa para a porcentagem de brotagédo. Nos dois primeiros
subcultivos, os explantes cultivados na auséncia de BAP e ZEA apresentaram a
menor porcentagem de brotagdo, sendo 43,75 % no primeiro e 20,00% no segundo

subcultivo. Nestes dois subcultivos, as concentracées de 1,0; 2,5; e 5,0 yM de
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citocininas nao diferiram entre si e apresentaram no primeiro subcultivo, porcentagem
de brotagcdo que variam de 96,25 a 98,75 % e de 95,00 a 100,00 % no segundo
subcultivo (TABELA 10).

TABELA 10 - PORCENTAGEM DE BROTAGAO DA VIDEIRA ‘SOUTHERN HOME’ SOB EFEITO DE
ZEA E BAP NO MEIO DE CULTIVO WPM MODIFICADO. UFPR, CURITIBA/PR, 2021.
Porcentagem de brotagao

(valor-F)
FONTE DE VARIAGAO GL 1° Subcultivo 2° Subcultivo
Regulador Citocininas(R) 1 0,04 ns 2,77 ns
Concentragodes (C) 3 80,50 ** 433,00 **
Interagéo (R*C) 3 0,39 ns 1,59 ns
CV % 10,09 6,76
Porcentagem de brotagao
(%)
REG. CITOCININAS (R)
BAP 84,37 76,87
ZEA 83,75 80,00
CONCENTRAGOES (C)
Testemunha 43,75 b 20,00 b
1,0 uM 96,25 a 95,00 a
2,5 uM 98,75 a 98,75 a
5,0 uM 97,50 a 100,00 a

** Médias seguidas pela mesma letra da coluna nao diferem estatisticamente pelo teste de Tukey, com
1% de probabilidade.
ns N&o significativo.

No terceiro subcultivo, a testemunha sem reguladores vegetais foi retirada do
experimento, por ndo haver material vegetal suficiente para realizar as analises.
Todavia, houve interacao significativa entre os reguladores vegetais (BAP e ZEA) e
as concentragdes testadas (1,0; 2,5 e 5,0 yM) na porcentagem de brotagdo (ANEXO
2).

Neste terceiro subcultivo, a porcentagem de brotagdo nos meios de cultura
com 1,0; 2,5; e 5,0 yM de BAP variou de 85% a 100% de brotagdo, no entanto as
concentragbes nao diferiram entre si (FIGURA 8A). Ja para ZEA, houve diferenga
significativa entre as concentragbes testadas, e a concentracédo de 2,5 uM
proporcionou a menor porcentagem de brotagao (75 %), diferindo estatisticamente das
concentragdes 1,0 e 5,0 uM, as quais apresentaram 100 % de brotagcées (FIGURA
8B)
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FIGURA 8 — PORCENTAGEM DE BROTAGAO DA VIDEIRA ‘SOUTHERN HOME’ NO TERCEIRO
SUBCULTIVO SOB EFEITO DE BAP E ZEA NO MEIO DE CULTURA WPM MODIFICADO. UFPR,
CURITIBA/PR, 2021.
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**Médias seguidas pela mesma letra no mesmo grafico de barra ndo diferem estatisticamente pelo teste
de Tukey, com 1% de probabilidade.

Em relagao a variavel comprimento de brotacdo no primeiro subcultivo, houve
efeito significativo tanto para o fator regulador como para o fator concentragéo. Onde,
os explantes cultivados na presenca de ZEA apresentaram maior comprimento de
brotacdo (2,52 cm) e os explantes cultivados na presenca de BAP apresentaram
brotacdo com 1,17 cm de comprimento (TABELA 11).

Neste primeiro subcultivo, a auséncia de BAP e a maior concentragdo de BAP
utilizada (5,0 yM) nao diferiram entre si e proporcionaram brotagdes de menor
comprimento (0,67 e 0,97 cm respectivamente). A auséncia de ZEA no meio de cultivo
também proporcionou 0 menor desenvolvimento de brotagédo, gerando brotos com
menor comprimento (1,05 cm) (TABELA 11).

No segundo subcultivo nao houve efeito significativo entre os fatores testados
no comprimento de brotacdo (TABELA 11).

No terceiro subcultivo a testemunha com auséncia de reguladores vegetais
nao foi avaliada, devida a falta de material vegetal para as analises. Todavia, para o
comprimento de brotagdo, houve interagdo significativa entre os fatores testados:
reguladores vegetais (BAP e ZEA) e concentragdes (1,0; 2,5 e 5,0 uM) (ANEXO 2).
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TABELA 11 — COMPRIMENTO DE BROTAGCAO DA VIDEIRA ‘SOUTHERN HOME’ SOB EFEITO DE
ZEA E BAP NO MEIO DE CULTIVO WPM MODIFICADO. UFPR, CURITIBA/PR, 2021.

Comprimento de brotagao (valor-F)

FONTE DE VARIAGAO GL 1° Subcultivo 2° Subcultivo
Regulador Citocininas(R) 1 45,74 ** 3,09 ns
Concentragdes (C) 3 11,96 ** 0,08 ns
Interagéo (R*C) 3 2,70 ns 0,62 ns
CV % 30,54 46,6
Comprimento de brotagao (cm)
REG. CITOCININAS (R) Médias
BAP 1,17 b 1,53
ZEA 2,52 a 1,14
CONCENTRAGOES ( C) BAP ZEA
Testemunha 0,67 b 1.05b 1,32
1,0 M 155a 3.15a 1,32
2,5 UM 150 a 3.10 a 1,42
5,0 uM 0,97 b 2.80a 1,27

** Médias seguidas pela mesma letra da coluna nao diferem estatisticamente pelo teste de Tukey, com
1% de probabilidade.
ns N&o significativo.

No ultimo subcultivo, a medida que aumentou a concentragéo de BAP no meio
de cultura, houve um aumento no comprimento de brotagao até a concentragéo de 2,5
MM, a qual proporcionou brotagdo com o comprimento de 1,4 cm. A concentragéo de
5 uM de BAP gerou brotagcdo de menor comprimento (0,92 cm) (FIGURA 9A).

Para ZEA, a concentragédo de 1 uM de ZEA no terceiro subcultivo proporcionou
o maior comprimento de brotacdo (2,92 cm), diferindo estatisticamente da
concentragao de 2,5 uM, que proporcionou 0 menor comprimento de brotagao (1,75
cm) e da concentragcdo de 5,0 uM, que proporcionou brotacdo com 2,30 cm de
comprimento (FIGURA 9B).

Para a variavel qualidade de brotagao, houve interagao significativa entre o tipo
de citocininas e as concentragdes testadas no primeiro e segundo subcultivo (ANEXO
3).

No primeiro subcultivo, as concentragcdes de ZEA nao apresentaram diferencga
significativa entre si, e a nota de qualidade variou de 2,3 a 2,8, o que as considera
brotacdo de boa a étima qualidade (FIGURA 10A). No segundo subcultivo com ZEA
houve diferenca significativa apenas em relagdo a testemunha, a qual proporcionou a
menor qualidade de brotagdo, com nota de 1,7. Neste subcultivo, as concentragdes
de 1,0; 2,5; e 5,0 uM proporcionaram qualidade de brotacdo com notas de 2,3 a 2,8,

0 que as considera como brotagdes de boa a 6tima qualidade (FIGURA 10B).
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FIGURA 9 — COMPRIMENTO DAS BROTACOES DA VIDEIRA ‘SOUTHERN HOME’' NO TERCEIRO
SUBCULTIVO SOB EFEITO DE BAP E ZEA NO MEIO DE CULTURA WPM MODIFICADO. UFPR,
CURITIBA/PR, 2021.
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**Médias seguidas pela mesma letra no mesmo grafico de barra néo diferem estatisticamente pelo teste
de Tukey, com 1% de probabilidade.

FIGURA 10 — QUALIDADE DAS BROTAGOES DA VIDEIRA ‘SOUTHERN HOME’ NO PRIMEIRO E
SEGUNDO SUBCULTIVO SOB EFEITO DE ZEA EM MEIO WPM MODIFICADO. UFPR,
CURITIBA/PR, 2021.
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**Médias seguidas pela mesma letra em cada regressao nao diferem estatisticamente pelo teste de
Tukey, com 1% de probabilidade.

Para BAP no primeiro subcultivo, houve diferenca significativa entre as
concentragbes testadas, e a concentragcdao de 1,0 uM de BAP conferiu a maior
qualidade de brotagéo (nota 2,8), diferindo estatisticamente da concentragao de 5 uM
de BAP (nota 2,0) e do tratamento controle o qual apresentou a menor qualidade de
brotacdo (nota 1,6) (FIGURA 11A).
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No segundo subcultivo, as concentragbes de BAP nao diferiram entre si, e a
nota de qualidade de brotagao variou de 1,6 a 2,1 (FIGURA 11B).

FIGURA 11 - QUALIDADE DAS BROTAGCOES DA VIDEIRA ‘SOUTHERN HOME’ SOB EFEITO DE
BAP NO MEIO WPM MODIFICADO. UFPR, CURITIBA/PR, 2021
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**Médias seguidas pela mesma letra em cada regresséo nao diferem estatisticamente pelo teste de
Tukey, com 1% de probabilidade.

No terceiro cultivo a testemunha nao foi avaliada e, a medida que aumentou a
concentracdo de BAP no meio de cultura a qualidade das brotagcdes diminuiu, sendo
que a concentracdo de 5,0 yM de BAP promoveu a menor nota de qualidade de
brotacdes (nota 1,5). Neste subcultivo a concentragao 1,0 yM de BAP proporcionou
brotacbes de boa qualidade, com nota 2,3 (FIGURA 12A). Neste subcultivo a
qualidade de brotag&o da videira ‘Southern Home’ em meio com ZEA variou de (2,7 a
2,9) o que considera brotagdes de 6tima qualidade (FIGURA 12B).

Em relacédo a variavel numero de gemas por brotagdo, houve interagcao
significativa entre os fatores: citocininas e concentragdes, no primeiro e terceiro
subcultivo (ANEXO 4).

No primeiro subcultivo, a concentracédo de 1,0 e 2,5 uM de BAP proporcionam
0 maior numero de gemas por brotacao (3,6 e 3,7, respectivamente). Por outro lado,
a concentragao de 5,0 uM apresentou 0 menor numero de gemas por brotagéo (2,4
gemas) (FIGURA 13A).

Neste subcultivo, o uso de ZEA proporcionou maior numero de gemas em todas
as concentragdes testadas, em comparagdo com BAP. As concentragdes 1,0; 2,5; e
5,0 uM de ZEA no meio de cultivo ndo diferenciaram entre si e o numero de gemas

por brotacao foi 6,1; 7,1; e 5,8 respectivamente. No entanto, as concentracgdes 1,0;
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2,5; e 5,0 yM de ZEA diferenciaram-se do tratamento sem ZEA, o qual proporcionou
brotagdes com 3,2 gemas (FIGURA 13B).

FIGURA 12 — QUALIDADE DE BROTAGAO DA VIDEIRA ‘SOUTHERN HOME' NO TERCEIRO
SUBCULTIVO SOB EFEITO DE BAP E ZEA NO MEIO DE CULTURA WPM MODIFICADO. UFPR,
CURITIBA/PR, 2021.
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**Médias seguidas pela mesma letra no mesmo grafico de barra ndo diferem estatisticamente pelo teste
de Tukey, com 1% de probabilidade.

FIGURA 13 — NUMERO DE GEMAS POR BROTAGCAO NO 1° SUBCULTIVO DA VIDEIRA
‘SOUTHERN HOME’ SOB EFEITO DE BAP E ZEA EM MEIO DE CULTURA WPM MODIFICADO.
UFPR, CURITIBA/PR, 2021.
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*Médias seguidas pela mesma letra em cada regressédo nao diferem estatisticamente pelo teste de
Tukey, com 5% de probabilidade.

No segundo subcultivo ndo houve interacédo significativa entre os fatores:
citocininas e concentragdes, na variavel numero de gemas por brotagao (TABELA 13).

No entanto, neste subcultivo o fator concentracéo isoladamente apresentou diferenca



55

significativa, porém, o teste de comparacdo de médias ndo conseguiu identificar esta

diferenca nas concentragdes (TABELA 13).

TABELA 12 — NUMERO DE GEMAS POR BROTACAO NO SEGUNDO SUBCULTIVO DA VIDEIRA
‘SOUTHERN HOME’ SOB EFEITO DE BAP E ZEA EM MEIO DE CULTURA WPM MODIFICADO.
UFPR, CURITIBA/PR, 2021.

Numero médio de gemas (valor-F)
FONTE DE VARIAGAO GL 2° Subcultivo

Regulador Citocininas(R) 1 1,81 ns
Concentragdes (C) 3 0,06 *
Interagéo (R*C) 3 0,18 ns
CV % 35,45
Numero de gemas
REG. CITOCININAS (R) Médias
BAP 4,41
ZEA 2,52
CONCENTRAGOES ( C) BAP ZEA
Testemunha 4,50 3,67
1,0 uM 4,65 3,62
2,5uM 4,60 3,75
5,0 uM 3,90 3,85

* Médias seguidas pela mesma letra minldscula na linha e mailscula na coluna nao diferem
estatisticamente pelo teste de Tukey, com 5% de probabilidade.
ns N&o significativo.

No terceiro subcultivo houve interagao significativa entre os fatores estudados
na variavel nimero de gemas por brotagdo (ANEXO 4). As concentragdes 1,0; 2,5; e
5,0 yM de BAP néao diferiram entre si e apresentaram numero de gemas que variam
de 3,52 a 4,37 (FIGURA 14A).

Para ZEA houve diferenga significativa entre as concentragdes testadas 1,0;
2,5;e 5,0 uM de ZEA. Onde, a concentracao de 1,0 uM de ZEA proporcionou brotagao
com o maior numero de gemas (6,37 gemas/brotagdo) e diferenciou-se das
concentragdes de 2,5 uM e 5,0 uM de ZEA, as quais proporcionaram o menor numero
de gemas por brotagao (4,7 e 5,45 gemas por brotagao), respectivamente (FIGURA
14B).

Neste estudo, a variavel hiperhidricidade apresentou interagcédo significativa
entre os fatores citocininas e concentragdes, nos trés subcultivos analisados (ANEXO
5).

No primeiro e segundo subcultivo, a medida que aumentou a concentragao de
BAP no meio de cultura, houve maior aparecimento de sintomas de hiperhidricidade
nas brotacbes. Onde, a concentracdo de 5 pyM de BAP promoveu o maior

aparecimento de sintomas de hiperhidricidade, apresentando nota 3,3 no primeiro
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subcultivo e 4,0 no segundo subcultivo, o que caracteriza o sintoma como
hiperhidricidade forte. A auséncia de BAP no meio de cultivo nos dois primeiros
subcultivos permitiu brotacdes sem sintomas de hiperhidricidade, com notas 1,0 e 1,2,
respectivamente (FIGURA 15AB).

FIGURA 14 — NUMERO DE GEMAS POR BROTAGAO NO 3° SUBCULTIVO DA VIDEIRA
‘SOUTHERN HOME’ SOB EFEITO DE BAP E ZEA EM MEIO DE CULTURA WPM MODIFICADO.
UFPR, CURITIBA/PR, 2021.
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FIGURA 15 — SINTOMAS DE HIPERHIDRICIDADE EM BROTAGOES DA VIDEIRA ‘SOUTHERN
HOME’ SOB EFEITO DO REGULADOR VEGETAL BAP. UFPR, CURITIBA/PR, 2021.
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**Médias seguidas pela mesma letra em cada regresséo nao diferem estatisticamente pelo teste de
Tukey, com 1% de probabilidade.

Quando se fez o uso de ZEA no meio de cultivo, o aparecimento dos sintomas
de hiperhidricidade foram menores em todos os subcultivos. No primeiro subcultivo a

maior concentragao testada 5 yM de ZEA promoveu o aparecimento de sintomas
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suaves de hiperhidricidade, com nota atribuida de 2,1, diferindo estatisticamente da
concentracao de 2,5 yM de ZEA, que promoveu sintomas praticamente inexistente de
hiperhidricidade, com nota 1,2 e diferindo do tratamento testemunha, que nao
apresentou nenhum sintoma de hiperhidricidade nas brotagbes (nota 1,0) (FIGURA
16A).

No segundo subcultivo ndo houve diferenga entre as concentragdes de ZEA e

a hiperhidricidade foi ausente, com as notas variando de 1,0 a 1,1 (FIGURA 16B).

FIGURA 16 — SINTOMAS DE HIPERHIDRICIDADE EM BROTAGOES DA VIDEIRA ‘SOUTHERN
HOME’ SOB EFEITO DE ZEA NO MEIO DE CULTURA WPM MODIFICADO. UFPR, CURITIBA/PR,
2021.UFPR.
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**Médias seguidas pela mesma letra em cada regresséo nao diferem estatisticamente pelo teste de
Tukey, com 1% de probabilidade.

No terceiro subcultivo tanto para BAP como ZEA houve diferencga significativa
entre os fatores testados. Onde, as concentracées 2,5 e 5 uM de BAP proporcionaram
aparecimento de sintomas de hiperhidricidade nas brotacbées com nota 4,5 e 4,7,
respectivamente, o que caracteriza como sendo sintomas fortes e severos. Nesse
subcultivo, as concentragdes 2,5 e 5 uM de BAP diferenciaram-se da concentragao
de 1 uM de BAP, a qual proporcionou brotagdes com sintomas moderados de
hiperhidricidade, apresentando nota de 3,4 (FIGURA 17A).

Para ZEA as concentragdes de 1 e 2,5 yM no terceiro subcultivo diferenciaram
estatisticamente da concentragcdo de 5 yM de ZEA, o qual desencadeou sintomas
moderados de hiperhidricidade, com nota 3,5. A concentracao de 2,5 uM apresentou
brotacdo sem nenhum sintoma de hiperhidricidade (nota 1,0) e a concentragao de 1,0
MM apresentou hiperhidricidade com nota 1,4, (FIGURA 17B).
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FIGURA 17 - SINTOMAS DE HIPERHIDRICIDADE EM BROTAGOES DA VIDEIRA ‘SOUTHERN
HOME’ NO TERCEIRO SUBCULTIVO SOB EFEITO DO REGULADOR VEGETAL BAP E ZEA NO
MEIO DE CULTURA WPM MODIFICADO. UFPR, CURITIBA/PR, 2021.
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**Médias seguidas pela mesma letra no mesmo grafico de barra néo diferem estatisticamente pelo teste
de Tukey, com 1% de probabilidade.

Na variavel intensidade de formagcao de calo houve interagao significativa nos
trés subcultivos analisados entre os fatores tipo de citocininas e as concentragdes
testadas (ANEXO 6).

Em todos os subcultivos os explantes cultivados na auséncia de ZEA e BAP
nao apresentaram formacdo de calo na base dos explantes e diferiram
estatisticamente das concentragdes 1,0; 2,5; e 5,0 yM (FIGURA 18 e 19).

No primeiro subcultivo a concentracdo de 5 uM de ZEA promoveu a maior
intensidade de formacao de calo na base dos explantes, com nota atribuida de 2,6.
Por outro lado, a menor intensidade de formacao de calo foi na auséncia de ZEA que
nao formou calo e na concentracédo 2,5 uM a qual proporcionou baixa intensidade de
formacao de calo (1,6) (FIGURA 18A).

No segundo subcultivo, a concentragdo de 1 e 5 yM de ZEA néo diferiram entre
si e apresentaram a maior intensidade de formagao de calo com nota atribuida de 0,9
e 1,1, respectivamente. Ja a menor intensidade formagao de calo neste subcultivo foi
encontrado na auséncia de ZEA e na concentragcédo de 2,5 pM de ZEA, a qual
proporcionou baixa/inexistente intensidade de formacdo de calo, com nota 0,3
(FIGURA 18B).
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FIGURA 18 — INTENSIDADE DE FORMAGAO DE CALO EM BROTAGOES DA VIDEIRA ‘SOUTHERN
HOME’ SOB EFEITO DE ZEA NO MEIO DE CULTURA WPM MODIFICADO. UFPR, CURITIBA/PR,
2021.
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**Médias seguidas pela mesma letra em cada regressao nao diferem estatisticamente pelo teste de
Tukey, com 1% de probabilidade.

Neste estudo a presenca de BAP no meio de cultivo promoveu a maior
formacéao de calo na base dos explantes. No primeiro subcultivo as concentragdes 2,5
e 5 uM de BAP produziram intensidade de calo com nota 2,5 e 2,2, respectivamente.
Por sua vez, a menor formagao de calo foi observada na concentragao de 1 uM de
BAP, a qual proporcionou pouca intensidade de formagéo de calo com nota atribuida
de 1,5 e também foi localizado no tratamento testemunha, o qual ndo permitiu a
formacao de calo na base dos explantes (FIGURA 19A).

No segundo subcultivo houve diferenga estatistica entre as concentragdes de
BAP. Onde, a concentragcao de 5 uM de BAP conferiu a maior intensidade de formacao
de calo, com nota 2,7. Diferindo dessa forma da testemunha, que ndo promoveu a
formacao de calo na base dos explantes, e diferindo também das concentragdes 1,0
e 2,5 yM de BAP, as quais promoveram meédia intensidade de formagéo de calo na
base dos explantes, com notas 2,2 e 2,5, respectivamente (FIGURA 19B).

No terceiro subcultivo, a concentragao de 2,5 uM de BAP proporcionou a maior
intensidade de formacéao de calo, com nota 2,3 e diferenciou-se da concentragao de 1
MM de BAP, o qual conferiu baixa/média intensidade de calo, com nota atribuida de
1,7 (FIGURA 20A).

Para ZEA no terceiro subcultivo a concentragdo de 5 yM conferiu a maior
intensidade de formagao de calo com nota (1,6), 0 que caracteriza pouca/média

intensidade de formacgao de calo. E as menores formagéo de calo foi localizado nas
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concentragdes 1 e 2,5 uyM de ZEA, as quais proporcionaram pouca formagao de calo,

com nota 1,2 e 1 respectivamente (FIGURA 20B).

FIGURA 19 — INTENSIDADE DE FORMAGAO DE CALO EM BROTAGOES DA VIDEIRA ‘SOUTHERN
HOME’ SOB EFEITO DE BAP EM MEIO DE CULTIVO WPM MODIFICADO. UFPR, CURITIBA/PR,
2021.
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**Médias seguidas pela mesma letra em cada regressao nao diferem estatisticamente pelo teste de
Tukey, com 1% de probabilidade.

FIGURA 20 — INTENSIDADE DE FORMAGAO DE CALO EM BROTAGOES DA VIDEIRA ‘SOUTHERN
HOME’ NO TERCEIRO SUBCULTIVO SOB EFEITO DO REGULADOR VEGETAL BAP E ZEA NO
MEIO DE CULTURA WPM MODIFICADO. UFPR, CURITIBA/PR, 2021.
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**Médias seguidas pela mesma letra no mesmo grafico de barra ndo diferem estatisticamente pelo teste
de Tukey, com 1% de probabilidade.
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4.3 ENRAIZAMENTO, TRANSPLANTIO E ACLIMATIZAGAO

No enraizamento in vitro ndo houve interagdo significativa entre os fatores
estudados: tipos de reguladores e concentragdes para as variaveis porcentagem de
explantes enraizados, numero de raizes e comprimento de raizes in vitro (TABELA
14, FIGURA 21).

Para a variavel porcentagem de explantes enraizados houve diferenca
significativa entre plantas cultivadas em meio de cultura com e sem auxinas (TABELA
14). Sendo que o maior porcentual de explantes enraizados foi encontrado em meio
de cultura com auxinas, o qual apresentou um total de 99,94% de explantes
enraizados, quando comparado com o meio de cultura sem auxinas (95%) (TABELA
14).

A variavel numero de raizes apresentou efeito significativo nos fatores
estudados (regulador e concentracéo) (TABELA 14). As concentrac¢des 0,4 uM e 0,8
MM das auxinas testadas proporcionaram o maior numero de raizes por explantes in
vitro (2,31 e 2,38, respectivamente), diferenciando da concentracao de 0,2 yM, a qual
promoveu o0 menor numero raizes (2,00 raizes por explantes) (TABELA 14).

Em se tratando do tipo de auxinas, houve diferenga significativa entre elas, a
qual IAA e NAA apresentaram os maiores numeros de raizes por explante (2,48 e
2,28), diferindo desta forma de IBA, o qual apresentou a emissao de 1,93 raizes por
explantes. Neste estudo, explantes cultivados em meio de cultura com e sem auxinas
nao apresentaram diferenga significativa na variavel numero de raizes (TABELA 14).

Com relagao ao comprimento de raizes por explante, houve efeito significativo
no fator concentragado (TABELA 14). O qual a concentragéo de 0,8 uM proporcionou
o maior comprimento de raizes por explantes (5,13 cm), diferindo desta forma das
concentragbes 0,2 e 0,4 pM de auxinas, as quais proporcionaram O menor
comprimento de raizes (3,58 e 3,96 cm, respectivamente). Para o comprimento de
raizes por explante ndo houve efeito significativo entre os explantes cultivados em
meio de cultura com e sem auxinas, variando o comprimento de raizes de 4,22 a 4,14
cm, respectivamente (TABELA 14).
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TABELA 13 — RESUMO DA ANALISE DE VARIANCIA DAS VARIAVEIS DE ENRAIZAMENTO IN
VITRO DA VIDEIRA ‘SOUTHERN HOME’ EM MEIO WPM MODIFICADO COM TRES AUXINAS EM
TRES DIFERENTES CONCENTRAGCOES'. UFPR, CURITIBA/PR, 2021.

Variaveis de Enraizamento (p-valor)

Explantes Numero de Comprimento de
3 enraizados raizes raizes
FONTE DE VARIAGAO GL
Concentragéo (C) 2 0,7192 ns 0,0041 * 0*
Regulador (R) 2 0,7192 ns 1e-04 ~* 0,1387 ns
Interagdo (C*R) 4 0,5147 ns 0,0828 ns 0,5392 ns
Adicional * Fatorial 1 0,0066 * 0,7802 ns 0,7789 ns
cV % 2,92 12,34 13,9
Médias
Explantes Numero de Comprimento
; o ) g
CONCENTRAGAO (C) enraizados (%) raizes das raizes (cm)
0,2 uM 100,00 2,00b 3,58 b
0,4 uM 99,16 231a 3,96 b
0,8 uM 99,16 2,38a 5,13 a
Médias
REGULADORES (R) E)l(planteso NL’Jmfaro de Comgrimento
enraizados (%) raizes das raizes (cm)
IAA 100,00 2,48 a 3,95
NAA 99,16 2,28 a 4,30
IBA 99,16 1,93 b 4,42
Médias
TRAT. ADICIONAL * Explantes Numero de Comprimento
FATORIAL enraizados (%) raizes das raizes (cm)
Trat. Adicional (Testemunha) 95,00 b 2,19 4,14
Fatorial 99,44 a 2,23 4,22

(*) significativo ao nivel de 5% de probabilidade (0,01 < p < 0,05); (ns) nao significativo (p = 0,05); GL=
grau de liberdade e CV = coeficiente de variagdo; TRAT= Tratamentos; Médias seguidas de mesma
letra na coluna, nao diferem entre si pelo teste F.



FIGURA 21 — EFEITO DE IBA (A, B, Ce D), NAA (E, F, Ge H) EIAA (I, J, Ke L) EM MEIO WPM
MODIFICADO NO ENRAIZAMENTO IN VITRO DA VIDEIRA ‘SOUTHERN HOME'. UFPR,
CURITIBA/PR, 2021.

TESTEMUNHA
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Para as variaveis: porcentagem de explantes brotados, comprimento de
brotagdes, qualidade de brotagcbes, numero de gemas e folhas por brotagcdes nao
houve interacao significativa entre os fatores testados (reguladores e concentragdes)
(TABELA 15).

Contudo, o fator concentragdo na variavel comprimento de brotagao
apresentou diferenga significativa (TABELA 15). Onde, a concentragao de 0,8 uM de
auxinas no meio de cultura proporcionou brotagdes maiores (5,25 cm), diferindo desta
forma das concentracdes de 0,2 e 0,4 yM, as quais apresentaram brotacbes com o
comprimento de 4,12 e 4,29 cm, respectivamente (TABELA 15).

Para a variavel numero de gemas e folhas por brotagéo, o fator regulador
apresentou diferenga significativa. Para tal, o IAA e NAA apresentaram o maior
numero médio de gemas e folhas por brotagao (5,42 e 5,07, respectivamente),
diferindo estatisticamente do IBA, que apresentou 4,97 gemas e folhas por brotagao.
De modo geral, na etapa de enraizamento in vitro, as variaveis referentes a parte
aérea dos explantes n&o apresentaram diferenga significativa quando cultivados em
meio de cultura com e sem auxinas (TABELA 15).

Na etapa de aclimatizacdo em laboratério ndo houve interagdo e nem
diferenga significativa entre os fatores estudados nas seguintes variaveis:
sobrevivéncia das plantas, comprimento e ganho em crescimento das plantas, numero
de gemas e ganho de gemas por planta e numero de folhas (TABELA 16, FIGURA
22).

Nessa etapa, a sobrevivéncia das plantas foi de 100% em todos os
tratamentos e o comprimento das plantas cultivadas anteriormente sem auxina foi de
8,20 cm com um ganho médio em crescimento de 3,52 cm e de 8,42 cm em plantas
cultivadas com auxinas, com um ganho em crescimento de 3,86 cm (TABELA 16).

A variavel qualidade das plantas apresentou diferenca significativa entre
plantas cultivadas anteriormente com e sem auxinas (TABELA 16). As plantas
cultivadas anteriormente com reguladores vegetais apresentaram melhor qualidade
de plantas, com nota 2,94 quando comparadas com as sem regulador vegetal (2,84).
Todavia, a qualidade das plantas cultivadas anteriormente com auxina e das
cultivadas sem auxinas foram consideradas é6timas (TABELA 16).

Nessa etapa, as variaveis numero de gemas e folhas por planta apresentaram
efeito significativo no fator regulador (TABELA 16). Onde, IAA e NAA proporcionaram

maior numero de gemas e folhas por planta (7,67 e 7,43, respectivamente), diferindo
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estatisticamente de IBA que apresentou 7,19 gemas e folhas por plantas (TABELA
16).

Na fase de aclimatizagao ex vitro em casa de vegetagao, nao houve interagao
significativa entre os fatores estudados, e, a sobrevivéncia das plantas foi de 100%
tanto para plantas cultivadas anteriormente com auxinas, quanto para as cultivadas
sem auxinas (TABELA 17, FIGURA 23).

Em relacdo a variavel qualidade das plantas, n&o houve interagao significativa
entre os fatores testados (concentragdo e reguladores) (TABELA 17). No entanto,
houve interagdo significativa entre os tratamentos com e sem auxinas, no qual as
plantas cultivadas anteriormente na presenga de auxinas apresentaram otima
qualidade de plantas, com nota de 2,96, e as plantas oriundas do cultivo sem auxinas
apresentaram menor nota de qualidade (2,87), todavia também apresentaram étima
qualidade de plantas (TABELA 17).
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TABELA 16 — RESUMO DA ANALISE DE VARIANCIA DAS VARIAVEIS SOBREVIVENCIA E
QUALIDADE DAS PLANTAS NA ETAPA DE ACLIMATIZACAO EX VITRO DA VIDEIRA ‘SOUTHERN
HOME’ EM SUBSTRATO COMERCIAL F44 CLASSE “A” MARCA AGROFIOR® EM CASA DE

VEGETAGAO. UFPR, CURITIBA/PR, 2021.

Variaveis (p-valor)

Sobrevivéncia das plantas

Qualidade das

_ plantas
FONTE DE VARIAGAO GL
Concentragéo (C) 2 0,3798 ns 0,1387 ns
Regulador (R) 2 0,3798 ns 0,4685 ns
Interagéo (C*R) 4 0,4229 ns 0,2437 ns
Adicional * Fatorial 1 0,3253 ns 0,0012 *
CV % 0 1,69
Médias
Sobrevivéncia das plantas Qualidade das

~ (%) plantas
CONCENTRACAO (C)
0,2 uM 100 2,95
0,4 uM 100 2,96
0,8 uM 100 2,99

REGULADORES (R)

Médias

Sobrevivéncia das plantas

Qualidade das

(%) plantas
IAA 100 2,93
NAA 100 2,96
IBA 100 2,95

TRAT. ADICIONAL * FATORIAL

Médias

Sobrevivéncia das plantas

Qualidade das

(%) plantas
Trat. Adicional (TESTEMUNHA) 100 2,87b
Fatorial 100 2,96 a

(*) significativo ao nivel de 5% de probabilidade (0,01 < p < 0,05); (ns) n&o significativo (p = 0,05); GL=
grau de liberdade e CV = coeficiente de variagdo; TRAT= Tratamentos; Médias seguidas de mesma

letra na coluna, nao diferem entre si pelo teste F.
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FIGURA 22 — PLANTAS DA VIDEIRA ‘SOUTHERN HOME’ ACLIMATADAS EM LABORATORIO E EM
VERMICULITA SEM O USO ANTERIOEMENTE DE AUXINAS EM MEIO DE CULTIVO WPM
MODIFICADO IN VITRO (A) E PLANTAS ACLIMATADAS EM LABORATORIO E VERMICULITA
CULTIVADAS ANTERIOMENTE NA PRESENCA DE IBA (B, Ce D), NAA(E,Fe G)EIAA(H, le J)
EM MEIO DE CULTIVO WPM MODIFICADO. UFPR, CURITIBA/PR, 2021.

TESTEMUNHA
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FIGURA 23 — ACLIMATIZACAO EX VITRO DA VIDEIRA ‘SOUTHERN HOME' EM CASA DE

VEGETACAO. UFPR, CURITIBA/PR, 2021.
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5 DISCUSSAO

O presente estudo mostrou que o meio de cultura WPM modificado foi superior
no estabelecimento in vitro da videira ‘Southern Home’. Ja na etapa seguinte (indugéo
de brotacao), o maior desenvolvimento das plantas foi identificado no meio de cultura
WPM. Inversamente a isto, em ambas as etapas o menor desenvolvimento das
plantas foi observado no MS, que é o meio de cultura mais utilizado no cultivo in vitro
de plantas.

Uma possivel explicagao para estes resultados seria o fato que o meio WPM e
WPM modificado apresentam menores concentracbes de nutrientes em sua
composigao, possuindo apenas 45 % da forga ibnica do meio de cultura MS (NUNES
et al., 2002; CAMILLO et al., 2009). O WPM é composto em média por quatro vezes
menos nitrogénio e potassio em sua concentragcdo do que o meio MS (LU, 2005). Além
do mais, o teor total de nitrogénio disponivel nas formas de NO3s™ e de NH4* no meio
de cultura WPM totaliza em torno de 14,7 yM (MELO et al., 1999; CAMILLO et al.,
2009). Em compensagao para o meio de cultura MS a concentragao de nitrogénio total
disponivel (NO3- e NH4*) é em torno de 60 uM (MELO et al., 1999).

Além disto, o meio MS apresenta uma elevada porcentagem de nitrogénio
disponivel na forma de ion amonio (34,4%) (SANTA-CATARINA et al., 2001). O que
pode ser um fator limitante no desenvolvimento de algumas espécies de plantas
devido a alta concentracdo de nitrogénio na forma amoniacal (VILLA et al., 2012).

O bom desenvolvimento dos explantes no meio WPM modificado também pode
ser decorrente da presencga do dobro de ferro em sua composigao, em comparagao a
todos meios de cultura testados. O ferro € um micronutriente importantissimo para o
bom desenvolvimento das plantas, pois participa de processos metabdlicos
importantes, como fotossintese, respiracao, sintese de DNA e aumenta a fixagao de
nitrogénio (SAHRAWAT, 2004; TAIZ; ZEIGER, 2017). Quando disponibilizado em
concentragcdes adequadas, o ferro permite bom crescimento e desenvolvimento das
plantas in vitro.

Além dos meios de cultura, o uso de citocininas em concentragdes adequadas
contribuiu para o sucesso do desenvolvimento das plantas in vitro. As citocininas se
caracterizam por serem essenciais na etapa de indugéo de brotagdo (MHATRA et al.,
2000). Sendo que, a concentracao 6tima de citocininas variam entre genotipos e entre
as fases de desenvolvimento das plantas (IBANEZ et al., 2003; POUDEL et al., 2005).
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Neste estudo, a concentracdo de 1,0 uM de ZEA proporcionou o maior
desenvolvimento das brotagdes da videira ‘Southern Home’ e isto pode ser decorrente
do fato que, em condigbes adequadas para cada espécie vegetal, as citocininas
aumentam a sintese de RNA e proteinas, aumentam a atividade enzimatica,
promovem a divisao celular e promovem o afrouxamentos das paredes celulares, o
que acarretara no bom crescimento e desenvolvimento dos tecidos vegetais
(KULAEVA, 1980; SILVA et al., 2007; AREMU et al., 2014; GOELZER et al., 2019).

No presente estudo a medida que aumentou a concentragao de citocinina no
meio de cultivo principalmente de BAP até a concentragcao de 5,0 uM, houve um
aumento na porcentagem de brotacédo, todavia, essas brotagdes tiveram reducao da
qualidade, além de apresentarem sintomas de hiperhidricidade, menor crescimento
de brotacdo, menor numero de gemas e maior formacdo de calo na base dos
explantes. O desenvolvimento reduzido das plantas em altas concentracdes de
citocininas, pode ser decorrente do aumento da atividade da citocinina oxidase, o qual,
ao invés de regular as taxas enddgenas de citocininas, simplesmente, ela pode ter
inibido a acao das citocininas nos tecidos vegetais, ndo permitindo a divisao celular
nos tecidos vegetais (AREMU et al., 2014).

Além do mais, este menor desenvolvimento também pode estar relacionado
com a elevada e rapida producéao de etileno nos tecidos vegetais (MOK; MOK, 2001;
KHAN et al., 2015). O que resulta em baixo desenvolvimento da parte area das
plantas, baixo crescimento de brotos e em um encurtamento de internédios (KHAN et
al., 2015). Corroborando com nossos resultados, Gray e Benton (1991) trabalhando
com diferentes cultivares de muscadineas (Vitis rotundifolia), observaram um menor
desenvolvimento das plantas na concentragao de 5,0 yM de BAP em meio WPM.

Neste estudo evidenciou-se que concentracdes elevadas de citocininas no
meio de cultivo (2,5 e 5,0 uM), principalmente as sintéticas (BAP) favoreceram o
aparecimento de disturbios fisiolégicos nos tecidos vegetais da videira ‘Southern
Home’ como a hiperhidricidade. Este disturbio fisiologico (hiperhidricidade) pode ser
decorrente de uma absor¢do exagerada de agua pelas vias apoplasticas e
consequentemente seu acumulo nos tecidos vegetais (GAO et al., 2018). O que
desencadeia a redugédo das trocas gasosas, hipdxia celular, alteragdes nas trocas
gasosas de CO: e etileno, acumulo de gases nos tecidos vegetais, além da criagao
de um ambiente celular estressante, limitando desta forma o bom desenvolvimento
dos tecidos vegetais (VASCONCELOS et al., 2012). Além disso, pode afetar os
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processos respiratorios, diminuindo a disponibilidade de ATP produzida pelas
mitocdndrias por meio da fosforilagdo oxidativa, prejudicando assim o
desenvolvimento das plantas (SAHER et al., 2005).

A auséncia de citocininas no meio de cultivo promoveu redugao do crescimento
e do desenvolvimento das brotacdes da videira ‘Southern Home’. Todavia, a auséncia
de citocininas no meio de cultivo permitiu a menor formagao de calo na base dos
explantes, o que é excelente, uma vez que a formagdo de calo pode reduzir a
assimilagao de nutrientes (GUTIERREZ-ROSATI; GONZALES, 2019). Corroborando
com estes resultados, Kwon et al. (2019) verificaram que em meio de cultura sem
citocininas ndo promoveu a inducdo e o desenvolvimento de brotos na etapa de
multiplicagéo in vitro da videira Vitis amurensis 'Cheongsan'.

O desenvolvimento reduzido dos explantes no meio sem regulador vegetal
mostra que o conteudo enddgeno de citocinina, nos tecidos vegetais, estava abaixo
da concentragao ideal para que houvesse a inducdo de brotagdo das gemas e,
consequentemente, para que houvesse o estimulo para o desenvolvimento das
brotacoes.

O enraizamento € uma fase muito importante na micropropagacéao das plantas,
no entanto, se caracteriza por ser uma etapa dificil e complicada em muitas espécies
vegetais, sendo desta forma altamente influenciada pelo tipo de auxinas e pelo
genotipo em estudo (RADMANN et al., 2002; KWON et al., 2019).

O sucesso no enraizamento pode determinar a sobrevivéncia das mudas nas
fases seguintes, principalmente a de aclimatizagao das plantas (ROCHA et al., 2008).
Em nosso estudo o meio de cultura sem auxinas proporcionou 95,00% de explantes
enraizados e o0 meio de cultura acrescido de auxinas proporcionou 99,94% de
explantes enraizados, sendo que IAA e NAA permitiram maior numero de raizes por
explante (2,48 e 2,19) e o maior numero de gemas e folhas (5,42 e 5,7).

Estes resultados demonstram que o conteudo enddgeno de auxinas na videira
‘Southern Home’ foi suficiente para promover o processo rizogénico de
desenvolvimento de raizes in vitro. E que a presenga de auxina exdégena no meio de
cultivo promove um aumento da atividade mitética, da divisdo celular, da diferenciagao
celular, do alongamento celular, do controle das atividades das enzimas |AA oxidase
e peroxidase, promovendo assim um ambiente propicio e favoravel para o
desenvolvimento de raizes (QADDOURY; AMASSA, 2004; LASKOWSKI et al., 2008;
LIMA et al.,, 2016; TAIZ; ZEIGER, 2017; JAGIELLO-KUBIEC et al., 2021).
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Corroborando com estes resultados, Kwon et al. (2019) trabalhando com Vitis
amurensis ‘Cheongsan’ obteve 41,7% de explantes enraizados em meio de cultura
MS sem auxinas e de 68,9% de explantes enraizados em meio com as auxinas (IBA,
NAA e IAA) em concentragdes que variam de 0 a 1,0 uyM.

A fase de aclimatizacdo das mudas € bastante delicada, no entanto,
fundamental para a sobrevivéncia das mudas no campo. Neste estudo, tanto na etapa
de aclimatizagdo em laboratério como na aclimatizagdo em casa de vegetacado, as
plantas micropropagadas in vitro apresentaram 100% de sobrevivéncia e
apresentaram O6tima qualidade em todos os tratamentos. A excelente taxa de
sobrevivéncia na aclimatizagao das plantas pode ser decorrente do gendétipo, uma vez
que as muscadineas, de forma geral, possuem alta adaptagédo a condigdes variaveis
de temperaturas (calor e inverno) e a variacdo de ambientes, por possuirem alta
rusticidade e por apresentarem tolerancia/resisténcia a muitas doengas (XIE et al.,
2015; HICKEY et al., 2019). Como prova, Compton e Gray (1994) obtiveram 90% de
sobrevivéncia das plantas na aclimatizagao da videira ‘Southern Home’ em condi¢cdes
de aclimatizagdo em laboratério e em estufa, utilizando vermiculita grossa + Pro Mix
BX (Premier Brands, Inc., NY).
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6 CONCLUSOES

Foi estabelecido um protocolo eficiente de micropropagac¢ao do hibrido de
videira ‘Southern Home’, com a garantia de produgcdo de mudas de qualidade
(FIGURA 24).

Desta forma, a introdugao in vitro da videira ‘Southern Home’ deve ser
realizada em meio WPM modificado, a inducédo de brotacdo no meio WPM acrescido
de 1 uM de ZEA e nao se faz necessario o uso de auxinas para o enraizamento in

vitro e para o sucesso da aclimatizagao ex vitro da videira ‘Southern Home'.

FIGURA 24 - PROTOCOLO DE MICROPROPAGAGAO DA VIDERA MUSCADINEA CULTIVAR
SOUTHERN HOME. UFPR, CURITIBA/PR, 2021.

10’ Cercobim® (1,5 g L) Em meio WPM Em meio
1’ etanol 70% modificado + 1uM de WPM +
10’ Hipoclorito de sédio (2,5%)  BAP + 0,02 uM de NAA 1uM de
Triplice lavagem com agua 30 dias ZEA

deionizada estéril 55 dias

(6)

30 dias Em meio WPM
modificado sem auxinas -
30 dias ' »
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ANEXO 2 — RESUMO DA ANALISE DE VARIANCIA DA PORCENTAGEM E COMPRIMENTO DE
BROTAGCAO DA VIDEIRA ‘SOUTHERN HOME’ SOB EFEITO DE ZEA E BAP NO MEIO DE CULTURA
WPM MODIFICADO. UFPR, CURITIBA/PR, 2021.

Porcentagem de brotagéao Comprimento de brotagao
(valor-F) (valor-F)
FONTE DE VARIACAO GL 3° Subcultivo 3° Subcultivo
Regulador Citocininas(R) 1 0,32 ns 145,25 **
Concentragoes (C) 3 3,28 ns 12,30 **
Interacdo (R*C) 3 6,18 ** 18,19 **
CV % 11,56 13,10

ANEXO 3 — RESUMO DA ANALISE DE VARIANCIA DA QUALIDADE DE BROTAGAO DA VIDEIRA
‘SOUTHERN HOME’ SOB EFEITO DE ZEA E BAP EM MEIO DE CULTURA WPM MODIFICADO.
UFPR, CURITIBA/PR, 2021.

Qualidade de brotacéao (valor-F)

FONTE DE VARIAGAO GL 1° Subcultivo 2° Subcultivo 3° Subcultivo
Regulador Citocininas(R) 1 14,67 ** 28,90 ** 82,72 **
Concentragdes (C) 3 11,84 ** 8,82 ** 6,66 **
Interagéo (R*C) 3 4,90 ** 5,56 ** 3,27 ns
CV % 11,78 13,13 11,00

ANEXO 4 — RESUMO DA ANALISE DE VARIANCIA DO NUMERO DE GEMAS POR BROTAGAO DA
VIDEIRA ‘SOUTHERN HOME’ SOB EFEITO DE ZEA E BAP NO MEIO DE CULTURA WPM
MODIFICADO. UFPR, CURITIBA/PR, 2021.

Numero de gemas por brotagao (valor-F)

FONTE DE VARIACAO GL 1° Subcultivo 2° Subcultivo 3° Subcultivo
Regulador Citocininas(R) 1 61,69 ** 1,81 ns 75,03 **
Concentragodes (C) 3 11,55 ** 0,06 * 12,69 **
Interagdo (R*C) 3 5,20 ** 0,18 ns 7,49 **
CV % 19,99 35,45 8,86

ANEXO 5 — RESUMO DA ANALISE DE VARIANCIA DOS SINTOMAS DE HIPERHIDRICIDADE NO
HIBRIDO DE VIDEIRA ‘SOUTHERN HOME’ DECORRENTE DO EFEITO DE ZEA E BAP NO MEIO
DE CULTURA WPM MODIFICADO. UFPR, CURITIBA/PR, 2021.

Notas sintomas de hiperhidricidade (valor-F)

FONTE DE VARIAGAO GL 1° Subcultivo 2° Subcultivo 3° Subcultivo
Regulador Citocininas(R) 1 24,64 ** 393,00 ** 287,29 **
Concentragoées (C) 3 63,71 ** 56,76 ** 61,90 **
Interagao (R*C) 3 18,82 ** 54,61 ** 24,38 **

CV % 14,92 12,30 10,44
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ANEXO 6 — RESUMO DA ANALISE DE VARIANCIA DA INTENSIDADE DE FORMAGAO DE CALO
NA VIDEIRA ‘SOUTHERN HOME’ DECORRENTE DO EFEITO DE ZEA E BAP NO MEIO DE
CULTURA WPM MODIFICADO. UFPR, CURITIBA/PR, 2021.

Notas sintomas de hiperhidricidade (valor-F)

FONTE DE VARIAGAO GL 1° Subcultivo 2° Subcultivo 3° Subcultivo
Regulador Citocininas(R) 1 0,01 ns 869,48 ** 61,18 **
Concentragbes (C) 3 183,37 ** 384,73 ** 6,69 **
Interagéo (R*C) 3 18,11 ** 116,60 ** 9,46 **

CV % 14,32 9,96 13,22




