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RESUMO

A videira € uma espécie cultivada em todo o mundo, estando entre as frutas de
maior importancia socioeconémica. Entretanto, nas é&reas de cultivo, as
doencas causadas por virus séo dificeis de serem controladas, além de serem
bastante destrutivas. Nesse caso ha necessidade de maior eficiéncia nos
métodos de identificacdo dos virus e em tecnologias para sua eliminacdo e
obtencdo de material propagativo sadio. O objetivo do presente trabalho foi
avaliar a incidéncia de virus em videiras cultivadas no Submédio Vale do Séo
Francisco e avaliar o potencial regenerativo de meristemas apicais e nodais
cultivados in vitro apds termoterapia. Foram realizados testes ELISA em 50
gendtipos de videira (29 cultivares para mesa e 21 cultivares para vinho)
cultivados no Submédio Vale do Sao Francisco, como também experimentos
com termoterapia, cultivo in vitro de meristemas apicais e nodais, além de
avaliacbes da regeneracdo de plantas em trés fases de cultivo
(estabelecimento, trés multiplicagcdes e aclimatacéo). Foram detectados seis
virus (GVA, GVB, GLRaV1, GLRaV2, ArMV e GFLV) em 18 cultivares das uvas
para mesa e sete virus (GVA, GVB, GLRaV1l, GLRaVv2, ArMV, GFLV e GCMV)
em 12 das cultivares para vinho. O GVA e o GLRaV-2 apresentaram as
maiores porcentagens de infeccdo, sendo 31% nhas uvas de mesa e 28,6% e
33,3% nas uvas de vinho, respectivamente. Houve regeneracdo de plantas até
a fase final do cultivo nas cultivares de mesa Jupiter, Fiesta e Paulistinha, tanto
para o cultivo de meristemas apicais quanto para o cultivo de meristemas
nodais. Para as cultivares de vinho IAC 138-22 ‘Maximo’ e MuscatNoir
observou-se maior eficiéncia de regeneracdo a partir dos meristemas apicais,
enquanto para os genotipos Barbera, Moscatel Grega e Syrah a partir de
meristemas nodais. Os explantes provenientes de meristemas apicais
originaram plantas aclimatizadas sem a presenca de virus para as cultivares
Jupiter, Fiesta, Paulistinha e IAC 138-22 ‘Maximo’, enquanto para aqueles
provenientes de meristemas nodais originaram plantas sem virus apenas para

0s genotipos Jupiter, Fiesta e Syrah.
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ABSTRACT

The vine is a species cultivated around the world, being among the fruits of
greater socioeconomic importance. However, in the growing areas, diseases
caused by viruses are difficult to control, and are quite destructive. In this case,
there is a need for greater efficiency in virus identification methods and in
technologies for their elimination and obtaining of healthy propagating material.
The objective of the present work was to evaluate the virus incidence in vines
grown in theSubmedium of S&o Francisco Valley and to evaluate the
regenerative potential of apical and nodal meristems grown in vitro after
thermotherapy. ELISA tests were performed on 50 grape genotypes (29 table
cultivars and 21 cultivars for wine) cultivated in the Submedium of Sé&o
Francisco Valley, as well as experiments with thermotherapy, in vitro cultivation
of apical and nodal meristems, as well as evaluations of plant regeneration in
three stages of cultivation (establishment, three multiplications and
acclimatization). Six viruses (GVA, GVB, GLRaVl, GLRaVv2, GLRaVv2, ArMV
and GFLV) were detected in 18 cultivars of table grapes and seven viruses
(GVA, GVB, GLRaV1, GLRaV2, ArMV, GFLV and GCMV) in 12 of the cultivars
for wine. GVA and GLRaV-2 presented the highest percentages of infection,
31% in table grapes and 28.6% and 33.3% in wine grapes, respectively. Plants
were regenerated until the final stage of cultivation in the Jupiter, Fiesta and
Paulistinha table cultivars, both for the cultivation of apical meristems and for
the cultivation of nodal meristems. For the wine cultivars IAC 138-22 'Maximo'
and Muscat Noir, it was observed a higher regeneration efficiency from the
apical meristems, whereas for the Barbera, MoscatelGrega and Syrah
genotypes from nodal meristems. Explants from apical meristem originated
acclimatized plants without the presence of virus for the cultivars Jupiter, Fiesta,
Paulistinha and IAC 138-22 'Maximo', whereas for those originating from nodal
meristems they originated plants without virus only for the genotypes Jupiter,

Fiesta and Syrah.
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1. INTRODUCAO

A videira (Vitis spp.) € uma frutifera cultivada em todo o mundo, estando
entre as frutas de maior importancia comercial em termos de valor econémico
(REIS; REIS, 2016). No Brasil a cadeia produtiva de frutas € importante para a
geracado de renda e entrada de divisas, sendo que a producdo de uva vem se
tornando uma atividade promissora quanto a geracdo de renda e de trabalho
para diversos polos regionais (ALVES et al., 2014). E uma planta arbustiva,
trepadeira com ramos longos e flexiveis, pertencendo a familia Vitaceae e ao
género Vitis, o qual € composto por mais de 60 espécies, cuja distribuicdo
geografica contempla o0s continentes asiatico, europeu e americano
(ALLEWELDT; DETTWEILER, 1994; GIOVANNINI, 1999).

O polo Petrolina-PE/Juazeiro-BA no Submédio do Vale do Séo
Francisco destaca-se como a principal regido produtora de uvas finas de mesa
(V. vinifera) do pais, contribuindo com mais de 90% da exportacdo, sendo em
2013 exportados 43.084.692 quilos de uva, correspondendo a cerca de 99,7%
da exportacdo brasileira (JULIAO et al., 2017). Ao mesmo tempo, foi
estabelecido um outro polo de produgcdo de vinhos finos tropicais, com

destaque para producao de vinhos jovens.

O cultivo de videira nesta regido, iniciado na década de 70 com a
criacdo dos projetos publicos de irrigacdo, conta, atualmente, com uma area
total de 9.662 ha, dos quais 90% encontram-se em fase produtiva, sendo que,
em 2016 foram colhidos 9.493 ha, com uma producéo de 305.707 toneladas de
uva (IBGE, 2017). O ciclo produtivo da videira com e sem sementes séo
condicionados, principalmente, ao manejo fitotécnico da cultura que associado
as condicdes edafoclimaticas, propiciam a obtencdo de duas safras anuais
(SILVA e COELHO, 2010).

Por outro lado, entre as doencgas que afetam a cultura da uva, aquelas
causadas por virus sao bastante destrutivas, ndo existindo até o momento
medidas curativas que possam ser utilizadas para controlar essas doencas. Ja
foram relatadas no mundo cerca de 60 espécies de virus e agentes subvirais

para a videira. No Brasil foram detectadas pelo menos 13 espécies de virus,
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dois viréides e duas doencas, possivelmente causadas por virus, que ainda

nao possuem agente causal identificado (BASSO et al. 2014).

A legislacdo brasileira para producdo, comercializacdo e utilizacdo de
mudas de videira estabelece normas, através da Portaria N° 37 do Ministério
da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento, a fim de garantir a identidade e a
gualidade fisica e fitossanitéria dessas. As normas abrangem os viveiros e
unidades de propagacdao in vitro, e também a planta matriz e as mudas, sendo
utilizado um protocolo para diagnose para deteccao de nove virus (Grapevine
leafroll-associated virus - GLRaV-1, -2, -3, -7; Grapevine fanleaf virus - GFLV;
Grapevine fleck virus - GFkV; Arabis Mosaic virus - ArMV; Grapevine virus A -
GVA e Grapevine virus B — GVB), considerados de interesse econdémico, assim
a certificacdo das mudas esta relacionada ao nivel de tolerancia para pragas

que variam de 0% a 2%.

Os sintomas causados por estes patdgenos resultam, geralmente, no
declinio de plantas, na reducdo da longevidade do parreiral, e
consequentemente, na reducédo da producéo e da qualidade dos frutos. Entre
os danos causados por agentes virais em videira, citam-se perdas significativas
na producao, alteracdo na pigmentacdo e no tamanho de bagas, maturacdo
tardia e irregular dos frutos e reducéo no teor de sélidos soluveis, reducao no
enraizamento de bacelos e no pegamento das enxertias, aumento da
suscetibilidade do material as injurias, e até morte de plantas (ATALLAH et al.,
2012).

No Brasil, as doencas mais importantes causadas por virus e relatadas
até o momento sdo: enrolamento da folha (“Leafroll’); malformagao infecciosa
ou doenca dos entrends curtos (“Fanleaf disease”); mancha das nervuras
(“Fleck disease”); lenho rugoso (“Rugose wood complex”) e necrose das
nervuras (“Vein necrosis disease”) (BARBOSA et al., 2016).

Diversos métodos tém sido desenvolvidos para a deteccdo e
identificacdo de virus de plantas. Em videira a diagnose € baseada,
principalmente, em resultados obtidos nos testes de campo e nos testes
laboratoriais. A diagnose acurada, com a correta identificacdo do agente causal
da doenca, assim como a sua distribuicdo no campo, € essencial para o

estabelecimento de medidas eficientes ao seu controle. Por isso, métodos
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biolégicos [unido de tecidos (enxertia) ou por inoculagcdo mecanical, sorolégicos
ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay) (CLARK e ADAMS, 1977) e
moleculares RT-PCR — (Transcricdo Reversa associada a Reacdo em Cadeia
da Polimerase) (MULLIS et al., 1986) tém sido utilizados na deteccdo e

identificacdo de virus em videiras.

A cultura de tecidos vegetais apresenta vantagens em relacdo ao
método tradicional de propagacao vegetativa, podendo-se destacar a rapidez
no processo de cultivo e a possibilidade de desenvolvimento e manutencao de
plantas livres de virus (PEIXOTO e PASQUAL, 1996; VILLA et al., 2007). No
entanto, o sucesso do cultivo esta condicionado a diversos fatores que
interagem durante o processo, como, por exemplo, o tipo de explante e a
espécie vegetal. Na cultura de tecidos vegetais é essencial a utilizacdo de
métodos de fitossanidade, como por exemplo, os métodos baseados no uso de
termoterapia ou cultura de meristema, associados ou néo, principalmente nos
processos de certificacdo de qualidade de mudas, especialmente para clones
ou cultivares de alto valor (ALMEIDA et al. 2013).

O objetivo do presente trabalho foi avaliar a incidéncia de virus em
cultivares de videira cultivadas no Submédio do Vale do Sao Francisco e
avaliar o potencial regenerativo de meristemas apicais e nodais cultivados in

vitro ap0Os termoterapia para obtencédo de clones livres de virus.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Videira

A videira é uma frutifera cultivada em todo o mundo, estando entre as
frutas de maior importancia comercial em termos de valor econémico (REIS e
REIS, 2016). As uvas de mesa recebem grande destaque entre as frutas de
maior consumo no mundo, principalmente na forma in natura, com crescente
aumento na producdo, observando-se taxas anuais de 13% de aumento
(LAZZAROTTO e FIORAVANGCO, 2013; REIS e REIS, 2016). A producao da
fruta continua aumentando ao longo dos anos (Grafico 1), com mercado

consumidor amplo para a diversidade de produtos derivados da uva (Gréfico 2).
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Figura 1. Tendéncia da producéo global de uva. Fonte: OIV, 2017
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Figura 2. Participacdo da producdo total mundial de uvas por tipo de produto. Fonte: OIV,
2017
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A videira pertence a familia Vitaceae e ao género Vitis. O género Vitis é
composto por 108 espécies, sendo a espécie V. vinifera L. a que possui maior
importancia econémica e cultivo mais antigo. E uma planta arbustiva, de caule
sarmentoso (com gavinhas), apresenta ramos longos e flexiveis, suas folhas
sdo alternas, simples ou compostas, apresenta inflorescéncia paniculada
(ICKERT-BOND et al., 2014). O género Vitis possui distribuicdo geografica que

contempla os continentes asiatico, europeu e americano.

Na Asia as espécies distribuem-se desde a Sibéria até a Indonésia, com
29 espécies descritas. No continente europeu ocorrem apenas duas espécies,
V. vinifera e V. silvestris. No continente americano, com 34 espécies descritas,
a ocorréncia natural da videira vai desde o Canada até a Venezuela. Entre as
espécies americanas, apenas trés apresentam variedades cultivadas: V.
labrusca, V. bourquina e V. rotundifolia, sendo que aproximadamente 75% séao
nativas da América do Norte (ALLEWELDT; DETTWEILER, 1994,
GIOVANNINI, 1999).

A viticultura moderna para a producdo de vinho expandiu-se ao longo
dos anos, sendo o cultivo de videira uma prética que teve inicio a milhares de
anos, atualmente o cultivo de vinhas (V. vinifera L.) ocorre em mais de 3,6
milndes de hectares no mundo (OIV, 2016). A diversidade varietal utilizada
para a producdo de vinho foi significativamente reduzida nas duas ultimas
décadas e quase metade das areas viticolas mundiais sdo ocupadas por
apenas 15 cultivares (ANDERSON, 2014).

Uma vez que as cultivares tradicionais sdo usadas para produzir a
maioria dos vinhos altamente rentaveis, sua substituicdo por novas cultivares
provavelmente ndo acontecera no futuro préximo. Um dos maiores problemas
da viticultura moderna esta relacionado ao fato de que as cultivares de V.
vinifera L. utilizadas na producao sao altamente sensiveis a diferentes pragas e

doencas.

Entre as doencas que afetam a cultura da uva, aquelas causadas por
virus s@o bastante destrutivas, ndo existindo até o momento medidas curativas
gue possam ser utilizadas para controlar essas doengas. Ja foram relatadas no
mundo cerca de 60 espécies de virus e agentes subvirais para a videira. No

Brasil foram detectadas pelo menos 13 espécies de virus, dois virdides e duas
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doencas, possivelmente causadas por virus, que ainda ndo possuem agente
causal identificado (BASSO et al. 2014).

Os sintomas causados por estes patdégenos resultam, geralmente, no
declinio de plantas, na reducdo da longevidade do parreiral, e
consequentemente, na reducédo da producéo e da qualidade dos frutos. Entre
os danos causados por agentes virais em videira citam-se perdas significativas
na producao; alteracdo na pigmentacdo e no tamanho de bagas, maturacao
tardia e irregular dos frutos e reducéo no teor de sélidos soltveis; reducao no
enraizamento de bacelos e no pegamento das enxertias; aumento da
suscetibilidade do material as injurias e até morte de plantas (ATALLAH et al.,
2012).

Diversos fatores influenciam a ocorréncia e a severidade destas doencas
no parreiral, entretanto, o estado fitossanitario do material propagativo a ser
utilizado na producdo de mudas e em enxertias é o fator mais importante,
considerando-se que a videira € propagada, essencialmente, por propagacéo

vegetativa.

A identificacdo das doencas causadas por virus foi inicialmente realizada
através da observacdo dos sintomas manifestados na planta. No entanto, essa
metodologia é muitas vezes imprecisa e subjetiva, assim, torna-se pouco
consiste para a diagnose da doenca, principalmente por ser uma infecgao viral,
a gual ndo apresenta sintomas expressivos em curto prazo, podendo levar

longos periodos fenoldgicos ou varios ciclos para expressar-se.

Com isso, a indexacao biolégica foi o préximo método a ser explorado
na identificacdo de virus através da exposicdo do material da planta matriz a
um bioindicador, em geral, por meio da enxertia da planta suscetivel que

apresenta sintomas da presenca de virus (SANKARAN et al., 2010).

Logo apoés, em resposta a necessidade de maior eficiéncia e preciséo,
desenvolveram-se as técnicas sorologias, através do ensaio ELISA — Enzyme-
Linked ImmunoSorbent Assay, e também as técnicas moleculares, como o RT-

PCR (Transcricdo Reversa associada a Reacdo em Cadeia da Polimerase).
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2.2. Asviroses

Foram relatadas no mundo cerca de 60 espécies de virus e agentes
subvirais para a videira. No Brasil foram detectadas pelo menos 13 espécies de
virus, dois virdides e duas doencas, possivelmente causadas por virus, que

ainda ndo possuem agente causal identificado (BASSO et al. 2014).

A legislacdo brasileira para producdo, comercializacdo e utilizacdo de
mudas de videira estabelece normas, através da Portaria N° 37 do Ministério
da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento, a fim de garantir a identidade e a
gualidade fisica e fitossanitéria dessas. As normas abrangem os viveiros e
unidades de propagacdo in vitro, e também a planta matriz e as mudas, sendo
utilizado um protocolo para diagnose para deteccédo de nove virus (Grapevine
leafroll-associated virus - GLRaV-1, -2, -3, -7; Grapevine fanleaf virus - GFLV;
Grapevine fleck virus - GFkV; Arabis Mosaic virus - ArMV; Grapevine virus A -
GVA e Grapevine virus B — GVB), considerados de interesse econémico, assim
a certificacdo das mudas esta relacionada ao nivel de tolerancia para pragas
gue variam de 0% a 2%.

No Brasil, as doencas mais importantes causadas por virus em videira e
relatadas até o momento sdo: enrolamento da folha (“Leafroll”); malformacéo
infecciosa ou doenca dos entrends curtos (“Fanleaf disease”); mancha das
nervuras (“Fleck disease”); lenho rugoso (“Rugose wood complex”) e necrose

das nervuras (“Vein necrosis disease”) (LIMA, 2009).

Essas doencas estdo associadas aos seguintes tipos virais: enrolamento
da folha (Grapevine leafroll-associated virus - GLRaV-1, -2, -3, -4, -5, -6, -7, -8
e -9); malformacdo infecciosa ou doenca dos entrendés curtos (Grapevine
fanleaf virus - GFLV); mancha das nervuras (Grapevine fleck virus - GFkV);
lenho rugoso (Grapevine virus A e Grapevine virus B) (LIMA e FAJARDO,
2012; CATARINO et al., 2013) e necrose das nervuras (agente causal ainda
ndo identificado) (LIMA, 2009). Alguns desses virus estdo inter-relacionados

taxondmicamente pela mesma familia ou pelo mesmo género (Tabela 1).
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Tabela 1. Resumo da relagdo de virus relatados na literatura, infectando a videira.

Familia Género Espécies
Grapevine virus A (GVA)
Bataflexiviridae Vitivirus
Grapevine virus B (GVB)
Ampelovirus Grapevine leafroll-associated virus 1 (GLRaV-1)

Closteroviridae

(subgrupo 1)

Grapevine leafroll-associated virus 3 (GLRaV-3)

Closterovirus

Grapevine leafroll-associated virus 2 (GLRaV-2)

Velarivirus Grapevine leafroll-associated virus 7 (GLRaV-7)
Nepovirus Arabis mosaic virus (ArMV)
(subgrupo A) Grapevine fanleaf virus (GFLV)
Secoviridae
Nepovirus
Grapevine chrome mosaic virus (GCMV)
(subgrupo B)
Tymoviridae Maculavirus Grapevine fl eck virus (GFkV)

Fonte: Fajardo, 2015. tabela adaptada.

Entre as doencas citadas anteriormente, o enrolamento da folha é a

mais disseminada e mais importante da videira, podendo infectar tanto

cultivares de copa como cultivares porta-enxerto. As plantas infectadas,

guando cultivares tintas, apresentam folhas avermelhadas, permanecendo

verdes ao longo das nervuras; enquanto que as cultivares brancas apresentam

clorose nas folhas (Figura 1) (LIMA, 2009). Mas em ambos 0s casos

desenvolvem enrolamento, para baixo, nos bordos das folhas, as mesmas

tornam-se espessas e quebradicas devido ao acumulo de carboidratos, em
consequéncia da degeneracao do floema (ROWHANI, 2005; LIMA, 2009).

:’1

Figura 3. Enrolamento-da-folha em videira tinta, folha sadia (esquerda) e infectada (direita) (A)

e enrolamento-da-folha em vinifera branca, folha sadia (direita) e infectada (esquerda) (B).
Foto: Kuhn. Fonte: Kuhn; Fajardo (2003).



A disseminacdo pode ocorrer por meio do material propagativo
(propagacéao vegetativa) e, de modo semipersistente por meio das cochonilhas
algodonosas (Familia Pseudococcidae) e das cochonolhas de carapaca
(Familia Coccidae) (Figura 2), por exemplo, para virus do género Ampelovirus,
GLRaV-1 e -3. Ja para virus do género Closterovirus, o meio de disseminacao
semipersistente ocorre por meio dos afideos, como por exemplo o GLRaV-2
(LIMA, 2009). Nove espécies de virus estdo associadas ao enrolamento,
identificados como: Grapevine leafroll-associated virus - GLRaV-1, -2, -3, -4, -5,
-6, -7, -8 € -9 (CATARINO et al., 2015).

Figura 4. Colbnia da cochonilha algodonosa (Planococcus citri), vetora do enrolamento-da-

folha, em raiz de videira. Foto: Morandi Filho. Fonte: Kuhn; Fajardo (2003).

A malformacao infecciosa ou doenca dos entrends curtos € disseminada
por nematoides do género Xiphinema, em especial as espécies X. index e X.
italiae que podem ser portadores do virus por até oito meses na auséncia de
plantas hospedeiras (LIMA, 2009).

Essa doenca foi uma das primeiras viroses descritas em videira, cujos
sintomas apresentados pelas plantas infectadas podem variar de acordo com a
estirpe do virus (Grapevine fanleaf virus), mas, no geral, a doenca afeta todos
0s 6rgédos da planta. As folhas podem apresentar deformacgdes com distribuicdo
anormal das nervuras e 0s ramos podem apresentar tamanho irregular
(encurtamento dos entre-n@s) e super brotacdo [desenvolvimento de multiplos

ramos secundarios em um unico n6 (gema)] (Figura 3) (FAJARDO, 2015).
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Figura 5. Malformagéo infecciosa ou doenca dos entrends curtos em videira: tamanho irregular,
desenvolvimento de ramos secundarios (A e B) e ramo sadio (C). Foto: Sandoz (A); Kuhn (B);
Sousa (C). Fonte: Kuhn; Fajardo et al. (2003); Costa (2005).

7

A mancha das nervuras (“Fleck disease”) é amplamente relatada em
diversos paises, onde, em geral, 0s genétipos porta-enxerto sao
assintomaticos. Os sintomas associados a essas doenca sdo manchas
cloréticas e translucidas, irregulares, que acompanham a posi¢cao das nervuras
(Figura 4). Sua propagacdo esta relacionada apenas com o material
propagativo (ramos vegetais) infectados (LIMA, 2009; BASSO et al., 2017).

Figura 6. Folhas do porta-enxerto de videira Rupestris du Lot afetado pela virose da mancha
das nervuras (B) e sadia (A). Foto: Kuhn. Fonte: Fajardo et al. (2003).

A infeccdo causada pelos virus GVA e GVB, entre outros, conhecida
como lenho rugoso (“Rugose wood complex”) é bastante complexa, pois estao
associados quatro doencas com sintomas relacionados a anomalias que
aparecem no lenho: intumescimento do caule (‘Carky bark’), associada ao
GVB; caneluras do tronco de Rupestris (‘Rupestris stem pitting’), associada ao
Rupestris stem pitting-associated virus (RSPaV); acanaladura do lenho de

Kober (‘Kober stem grooving), associada ao GVA e acanaladura do lenho de
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LN 33 (‘LN 33 stem grooving’), o qual ainda n&o foi identificado o agente

causal.

Os sintomas caracteristicos sdo deformac¢des no cilindro lenhoso da
planta e fissuras ao longo do lenho, afetando o fluxo de agua e nutrientes
(Figura 5), podendo causar também vermelhiddo que aparecem nas folhas,
ocorre inducdo de casca na regidao dos entre-nés, incompatibilidade durante
enxertia, brotac¢des tardias, entre outros (LIMA, 2009; BASSO et al., 2017).

Figura 7. Corte transversal do tronco de muda de videira (cv. Italia) exibindo engrossamento da
casca e reentrancias tipicas das caneluras do tronco (A); Retirando-se a casca, observa-se
detalhe do lenho com caneluras (B) e aspecto normal do lenho em videira com tronco sadio
(C). Foto: Fajardo. Fonte: Fajardo; Nickel (2003).

A necrose das nervuras (“Vein necrosis disease”) pode ser transmitida
através do material propagativo infectado. Essa doenca j& foi relatada no Brasil,
sendo verificada incidéncia diferenciada nas uvas de vinho, porta-enxertos e
uvas comuns, 70,8 %, 46 % e 34,4 %, respectivamente. E conhecida nas

principais regides produtoras de uva do mundo.

Na lItélia, por exemplo, foi verificada frequéncia de até 80 % em clones
de videira selecionados nas Regifes Central e Sul (FAJARDO et al., 2003). Os
sintomas estado relacionados a morte das nervuras (Figura 6), principalmente as
nervuras secundarias e terciarias, mesmo ainda nao tendo sido identificado o

agente causal, acredita-se que a doenca € causada por um virus (LIMA, 2009).
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Figura 8. Planta de videira no campo com folha basal com sintoma (A); detalhe das nervuras
necrosadas (B), porta-enxerto R110 afetado pela necrose das nervuras. Foto: Kuhn. Fonte:
Fajardo et al. (2003).

O virus do mosaico cromatico (GCMV) causa uma infeccdo que pode
reduzir o vigor das plantas e consequentemente matar as videiras. A infecgéo
interfere no metabolismo de nitrogénio das folhas nas plantas infectadas (Jaké
et al., 1966), refletindo na alteracdo do pigmento foliar (Figura 7) e afetando os
teores de acucar (Jaké et al., 1968), pode também diminuir a fixacéo
fotossintética de dioxido de carbono (Pozsar et al., 1969), o que resulta em
perdas na colheita que podem chegar a 70% (Lehoczky e Tasnady, 1971).

Os sintomas causados pelo virus estdo associados ao atrofiamento das
plantas, diminuicdo no crescimento e menor vigor. Ocorre mal formagcao das
folnas, com desenvolvimento assimétrico e aparecimento de manchas
cloréticas, além disso, os ramos também sdo afetados, ocorrendo bifurcagdes,

nés duplos, entre outros.

Em alguns casos, a folhagem de um ramo pode apresentar-se
descolorida, enquanto que nos demais ramos a coloragcdo normal das folhas
permanece conservada. As videiras infectadas, em geral, perdem o vigor
progressivamente, levando a baixa fertilidade das gemas para formacédo dos
ramos e frutos e, por fim, morte das plantas (Sarospataki, 1965; Lehoczky,
1966; Martelli et al., 1966). Um isolado do virus esta associado aos sintomas
da veia amarela em Apium graveolens (Hollings, 1965).
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Figura 9. Sintomas de campo do GCMV. Virus do mosaico cromatico da videira (GCMV):
Descoloracao amarela brilhante da folhagem mostrada na primavera por uma videira infectada
com GCMV. (G.P. Martelli),

2.3. Teste ELISA (Enzyme-Linked ImmonoSorbent Assay)

Diversos métodos soroldgicos e baseados em acidos nucléicos séo
utilizados para a deteccdo de virus. Entretanto, métodos baseados em &cidos
nucléicos como RT-PCR tém limitacdes para triagem em larga escala devido
ao seu alto custo, necessidade de médo de obra qualificada e laboratério bem
equipado e com instalacdes de boa qualidade (FAJARDO et al., 2007; RAI et
al., 2018). Por outro lado, métodos sorolégicos como ELISA e suas variantes
sdo eficientes e confidveis, e tém sido amplamente utilizados para triagem
rapida e em grande escala de videiras infectadas (ABOU GHANEM-
SABANADZOVIC et al., 2012; KUMAR et al., 2015).

O teste ELISA esta entre os métodos mais indicados para deteccao e
identificacdo de virus. E um método sorolégico baseado na rea¢éo anticorpo-
antigeno, em gue o antigeno é reconhecido por um anticorpo (imunoglobulina)
especifico, formando o complexo anticorpo-antigeno, associado a propriedades
colorimétricas, em que a reacdo é especifica para cada virus (ENGEL et al.,
2010). Esse méetodo € muito sensivel, podendo detectar entre 20 a 100 ng de
particulas virais com boa precisdo, além de apresentar-se como um teste
bastante pratico, sendo largamente utilizado em muitos estudos de deteccdo

viral em videira.

Tendo em vista que os virus se distribuem de forma irregular dentro da
planta, a coleta do material para uso na deteccédo de virus € uma importante

etapa. Assim, é necessario considerar o estadio fenolégico da planta e o tipo
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de tecido a ser coletado, a fim de possibilitar a maior concentracdo do
fitopatdbgeno no material a ser analisado. Os tecidos coletados, como peciolos
e nervuras, sao utilizados como fonte de antigenos para GLRaVs, GVA e GVB,
e, para GFLV e GFkV, o material utilizado como fonte de antigeno € a partir de
folhas novas (LIMA, 2009). Atualmente, é possivel encontrar anticorpos
produzidos de forma comercial para diversos virus, que podem ser adquiridos

de forma individual (especificando o virus) ou o kit com mais de um anticorpo
para diferentes virus.

Os resultados obtidos com o teste ELISA séo rapidos, de 24 a 48h,
sendo de uma maneira geral as amostras consideradas positivas para a
presenca de virus quando o valor da leitura (leitura da absorbancia utilizando
espectrofotometria com 405 nm de comprimento de onda) € duas vezes
superior aguele do extrato da planta sadia (controle negativo) (Figura 7), ou de
acordo com o Protocolo do teste utilizado.
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Figura 10. Resultado de teste ELISA em amostra de videira com leitura 3h apds a reacéo do

substrato paranitrofenilfosfato na placa com complexo antigeno/anticorpo do ArMV (leitora
ELISA com filtro 405 nm de comprimento de onda).

2.4. Cultivo in vitro

Levando-se em consideracdo que a videira € propagada,
essencialmente, por propagacdo vegetativa, que apesar de proporcionar

inameros beneficios, como a conservacdo de caracteristicas genotipicas,
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apresenta como desvantagem a perpetuacdo de patdgenos, dentre eles,
principalmente os virus (DORIA et al., 2011). Assim, em alternativa a
propagacao vegetativa convencional, a micropropagacao, técnica pertencente
as praticas de cultura de tecidos vegetais, tem ganhado papel de suma
importancia na propagacéao de algumas espécies vegetais.

A cultura de tecidos vegetais apdia-se no fenbmeno da totipoténcia
celular, o qual foi descrito no inicio do século XX por Haberlandt, que
possibilitou o desenvolvimento de técnicas de cultivo in vitro (BARRUETO CID,
2001). A totipoténcia das células vegetais baseia-se na capacidade da célula
para reproduzir uma planta completa, com todas as caracteristicas e funcdes
organicas da planta original, para tanto, € necessario que se proporcione
condigdes nutricionais e ambientais adequadas (TORRES et al., 1998;
KERBAUY, 1999).

A partir do cultivo in vitro das células vegetais a totipoténcia da célula
pode ocorrer por meio da organogénese (a diferenciacdo celular resulta na
formacdo de 6rgdos) (Figura 8) ou por meio da embriogénese somatica (a
diferenciagdo celular resulta no desenvolvimento de  embrides
(GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998; PERES, 2002).

Figura 11. Plantas de Solanum lycopersicum regeneradas de folhas com calos e
mantidas em meio MS de Murashigue e Skoog (1962) suplementado com o

fitohdrmonio cinetina (citocinina). Fonte: Coutinho Neto; Silva; Goncgalves (2017).

Na cultura de tecidos vegetais é essencial a utilizacdo de métodos de
fitossanidade, como por exemplo, os métodos baseados no uso de

termoterapia ou cultura de meristema, associados ou nao, principalmente nos
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processos de certificacdo de qualidade de mudas, especialmente para clones
ou cultivares de alto valor (ALMEIDA et al. 2013). O estabelecimento de
protocolos de micropropagacdo de espécies lenhosas a partir de explantes
oriundos de plantas germinadas in vitro € mais viavel sob o ponto de vista
fisiologico e experimental, devido ao estagio juvenil e capacidade de maior
resposta in vitro, possibilitando a conducdo de inumeros experimentos
(GRATAPAGGLIA e MACHADO, 1998). Além disso, a obtencdo de explantes
assépticos resolve problemas como a dificuldade de desinfestar material
vegetal e a baixa resposta morfogénica dos tecidos arboreos adultos
(GRIGOLETTO, 1997).

De modo geral, a micropropagacao de videiras consiste no processo de
enraizamento de brotacdes axilares ou adventicias multiplicadas in vitro, para a
regeneracao de plantas inteiras (BIASI et al., 1998). Esse processo possibilita a
rapida multiplicacdo de plantas, a obtencéo de plantas-matrizes livres de virus,
a propagacao de hibridos e a preservacdo de germoplasmas de interesse
(KRUL e MOWBRAY, 1984).

E possivel verificar na literatura que os explantes normalmente utilizados
S80 0s segmentos nodais, que possuem apenas uma gema lateral com uma
pequena porcdo dos tecidos adjacentes — caule e peciolo (GRIBAUDO e
FRONDA, 1991; BIASI, et al., 1998; NALI et al., 2008), apices meristematicos,
constituidos apenas pelos apice caulinar ou apice das brotacOes laterais
(CHEE e POOL, 1982; YU e MEREDITH, 1986) e meristemas, 0s quais S0
retirados das gemas (tecido ainda nao diferenciado) (PASSOS et al., 1985;
TRONCOSO et al., 1988; KORUZA e JELASKA, 1993).

30



3. MATERIAL E METODOS

3.1. Coleta do Material para propagacao

Em julho de 2017 foram coletadas estacas lenhosas de 50 cultivares [29
cultivares de uvas de mesa (Tabela 2) e 21 cultivares de uvas de vinho (Tabela
3)] do Banco Ativo de Germoplasma (BAG) da Embrapa Semiarido da Estacdo
Experimental de Mandacaru em Juazeiro-BA, cujas coordenadas geograficas
sdo 9°24”S, 40°26’0 e 365,5 m de altitude. O clima é classificado de acordo
com Kdeppen, como Bswh, que corresponde a regido semiarida muito quente.
Foram coletadas de quatro a cinco estcas de cada cultivar, cada estaca

contendo quatro gemas.

Tabela 2. Cultivares de videira de mesa/processamento provenientes do Banco Ativo
de Germoplasma da Embrapa Semiérido.

Al1118

A1581

IAC 77526 ‘Aurora’
Beauty Seedless
Cardinal

Centennial Seedless

CG 102024 Dacari

CG 28.467 'Emperatriz’

CG 33.716

CG 39.915

CG 40016 Damarim
CG 4113

CG 87.746

CG 87.908

Christmas Rose

Concord Clone
Feal

Fiesta

Flame Seedless
Italia Clone 1
Italia Melhorada
July Muscat
Jupiter

Loose Perlette
Muscatel Caillaba
Paulistinha
Perlette

Ruby Seedless

Saturn
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Tabela 3. Cultivares de videira de vinho/processamento provenientes do Banco Ativo de
Germoplasma da Embrapa Semiarido.

Alfrocheiro Moscatel Nazareno
Barbera Moscato Canelli
Carbenet Franc Moscatuel CG 102295
Carmenére Muscat Noir
Colombard Muscat Saint Vallier
Dawn Seedless Petit Verdot

IAC 0021-14 Madalena Rainha

IAC 138-22 (Maximo) Tinta Roriz

Moscatel BRANCA Syrah

Moscatel de Hamburgo Micheli Palieri

Moscatel Grega

As estacas foram tratadas com solucéo a base de fungicida em conjunto
com um inseticida, para promover a desinfestacdo do material vegetativo antes
do plantio, que foi realizado em vasos plasticos contendo substrato composto

de 25% de vermiculita, 50% de areia fina, e 25% de humus.

Apoés o plantio os vasos permaneceram em casa de vegetacao (Figura
9), pertencente ao Laboratério de Biotecnologia da Embrapa Semiado em

Petrolina-PE, sendo irrigados manualmente uma vez ao dia.

Figura 12. Estacas lenhosas provenientes do Banco Ativo de Germoplasma de Videira da
Embrapa Semiéarido 18 dias apds o plantio em vasos plasticos contendo substrato composto de

25% de vermiculita, 50% de areia fina, e 25% de himus.
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3.2. Coleta do material vegetal

Aos 90 dias apds o plantio foram coletadas 6 folhas de cada gendtipo (3
folhas basais consideradas folhas velhas e 3 folhas apicais consideradas folhas
novas) juntamente com os peciolos. As mesmas foram identificas e colocadas
em sacos plasticos (Figura 10), ao final da coleta foram levadas ao laboratério
de Biotecnologia onde foram armazenadas em Ultrafreezer a -83 °C, para

conservacao até a realizacdo da extracdo das amostras.

Figura 13. Folhas de videira identificadas e armazenadas em sacos plasticos para
conservacao em ultrafreezer.

3.3. Processamento do Material para extragcdo do RNA

As folhas foram cortadas com o auxilio de um bisturi, separando-se
o limbo foliar das nervuras (Figura 11).

Figura 14. Processamento da folha de videira para andlise de virus: folha velha inteira (A) e
separacao do limbo filiar das nervuras e do peciolo (B).
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Ap6s os cortes, o material foi armazenado em sacos de papel,
identificados como peciolo velho (PV) (material correspondente as nervuras
mais peciolos retirados das folhas velhas) e limbo novo (LN) (material
correspondente ao limbo foliar retirado das folhas novas) de acordo com o
Protocolo do Kit Agritest para o ensaio de ELISA (Fonte: KIT AGRITEST -
PLANT HEALTH MANAGEMENT).

A primeira etapa do ensaio consistiu ha maceracao do tecido vegetal
em almofariz com auxilio de um pistilo e adicdo de nitrogénio liquido, logo
apos, adicionou-se o tampdo de extragdo (TRIS-HCI-37,2 g; TRIS-base-32g;
NaCl-8g; PVP MW 24000-20 g; PEG MW 6000-10g; NaN3-0,2 g; Tween 20-0,5
mL) 3 mL da solucéo (Figura 12), e homogeneizou-se com o pistilo para, em
seguida, filtrar o material com gaze em microtubos tipo Eppendorf de 2 mL
identificado de acordo com a respectiva amostra. Ao final o material foi mantido

em freezer a -20 °C até a continuacdo do ensaio.

Figura 15. Material de videira para extracdo (A): maceragdo com nitrogénio liquido em
almofariz com auxilio de um pistilo e adi¢do (B) e adicdo de 3 mL de solugdo do tampéo de
extracao.

3.4. Deteccdao de virus através do teste ELISA

Seguindo a ordem da sequéncia do Protocolo Agritest, 10 placas de
Microtitulagdo 96 Pocos Fundo V Estéreis (uma para cada virus) foram
separadas e identificadas de acordo com cada um dos 10 virus testados
(Figura 13).
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Figura 16. Placas de Microtitulagdo 96 Pocos (uma para cada virus). Revestimento das placas

com auxilio de micropipeta multicanal (A) e distribuicdo dos Controles Positivos (B).

Seguiu-se o protocolo para o revestimento das placas, de acordo
com a recomendacédo do fabricante para cada tipo ou grupo de virus, conforme

descrito a sequir:
Placa do GVA:

|. Revestimento com proteina A (foram diluidos 10 pL da proteina
em 10 mL da soluc&o de revestimento e distribuidos 100 uL em cada poco da
placa. Apds, a placa foi incubada em estufa a 37 °C por 2 h, seguida de 3

lavagens com solucéo de lavagem pertencente ao kit — PBS; Tween 20;

Il. Revestimento com anticorpo especifico (foram diluidos 10 pL do
anticorpo em 10 mL da solucdo de revestimento e distribuidos 100 pL em
cada poco da placa. Apés, a placa foi incubada em over night a 6 °C em
geladeira. Em seguida a placa foi lavada 3 vezes com solucédo de lavagem);

[ll. Distribuicdo das amostras (previamente retiradas do freezer para
o descongelamento, distribuidos 100 pL em cada pogo da placa), sendo
também distribuidos 100 pL dos Controles Positivo e Negativo (Figura 14), e
revestimento com anticorpo conjugado especifico (10 pL do anticorpo
especifico em 10 mL da solugdo de conjugado (100 pL em cada poco da
placa). Apoés, a placa foi incubada em estufa a 37 °C por 2 h, seguida de 3

lavagens com solucéo de lavagem pertencente ao kit);

IV. Aplicacdo do substrato com p-nitrofenilfosfato (PNPP 1
mg/mL) também distribuidos 100 uL da solucdo de PNPP por poco; e

V. leituras e interpretacdo dos resultados.
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Figura 17. Aplicacdo de amostras e controles para o teste ELISA para detec¢do de virus em
videira. Distribuicdo dos Controles Positivo e Negativo (A) e distribuicdo das amostras, placa

completa (B).

Placa do GVB:

I. Revestimento com a distribuicdo dos Controles Positivo e Negativo e
das amostras, sendo distribuidos 150 pL por poco (a placa foi incubada em
over night a 6 °C em geladeira, seguida de 3 lavagens com solucdo de lavagem

pertencente ao Kit);

Il. Revestimento com anticorpo especifico monoclonal (foram diluidos
15 pL do anticorpo especifico em 15 mL da solucdo de conjugado e
distribuidos 150 yL em cada poco da placa. Apds, a placa foi incubada em
estufa a 37 °C por 2 h, em seguida a placa foi lavada 3 vezes com a solucédo de
lavagem);

Ill. Revestimento com anticorpo especifico (foram diluidos 15 pL do
anticorpo especifico em 15 mL da solugcédo de conjugado e distribuidos 150
UL em cada poco da placa. Apds, a placa foi incubada em estufa a 37 °C por 2

h, seguida de 3 lavagens com solucao de lavagem pertencente ao Kkit);

IV. Aplicacdo do substrato com p-nitrofenilfosfato (PNPP 1 mg/mL)

também distribuidos 150 pL da solugéo por poco; e
V. leituras e interpretacdo dos resultados.
Placa do GFKV:

I. Revestimento com anticorpo especifico (foram diluidos 15 L do

anticorpo em 15 mL da solucdo de revestimento e distribuidos 150 pL em
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cada poco da placa. Apds, a placa foi incubada em estufa a 37 °C por 2 h, em

seguida a placa foi lavada 3 vezes com a solucao de lavagem);

[I. Distribuico dos Controles Positivo e Negativo e das amostras.
Foram distribuidos 150 pL por poco (a placa foi incubada em over night a 6 °C
em geladeira, seguida de 3 lavagens com solu¢cdo de lavagem pertencente ao
kit);

[ll. Revestimento com anticorpo especifico (foram diluidos 15 pL
do anticorpo especifico em 15 mL da solucdo de conjugado e distribuidos
150 uL em cada poco da placa. Apés, a placa foi incubada em estufa a 37 °C
por 2 h, em seguida a placa foi lavada 3 vezes com a solucao de lavagem);

IV. Revestimento com anticorpo especifico (foram diluidos 15 uL
do anticorpo especifico em 15 mL da solu¢cdo de conjugado e distribuidos
150 uL em cada poco da placa. Apds, a placa foi incubada em estufa a 37 °C

por 2 h, seguida de 3 lavagens com solucéo de lavagem pertencente ao kit);

V. Aplicacdo do substrato com p-nitrofenilfosfato (PNPP 1

mg/mL) também distribuidos 150 yL da solucéo por poco; e
VI. leituras e interpretacéo dos resultados.

Placas individuais para ArMV, GCMV, GFLV, GLRaV-1, GLRaV-2,
GLRaV-3 e GLRaV-7:

I. Revestimento com anticorpo especifico (foram diluidos 15 pL do
anticorpo em 15 mL da solucdo de revestimento e distribuidos 150 pL em
cada poco da placa. Apos, a placa foi incubada em estufa a 37 °C por 2 h, em

seguida a placa foi lavada 3 vezes com a solucao de lavagem);

II. Distribuicdo dos Controles Positivo e Negativo e das amostras.
Foram distribuidos 150 pL por poco (a placa foi incubada em over night a 6 °C
em geladeira, seguida de 3 lavagens com solucdo de lavagem pertencente ao

kit); Revestimento com anticorpo especifico;

[ll. Revestimento com anticorpo conjugado especifico (foram
diluidos 15 pL do anticorpo especifico em 150 mL da solu¢cdo de conjugado

e distribuidos 150 pL em cada poco da placa. Apds, a placa foi incubada em
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estufa a 37 °C por 2 h, seguida de 3 lavagens com solucdo de lavagem

pertencente ao Kit);

IV. Aplicacdo do substrato com p-nitrofenilfosfato (PNPP 1
mg/mL) também distribuidos 150 uL da solucdo de PNPP por poco; e

V. leituras e interpretacdo dos resultados.

Para leitura da absorbancia utilizou-se um leitor de microplacas
Multiskan Go (Thermo Scientific) com 405 nm de comprimento de onda (Figura
15). As amostras com absorbancia duas vezes maior que a média dos
Controles Negativos foram consideradas como positivas para a presenca do

virus.

Figura 18. Leitor de microplacas Multiskan Go (Thermo Scientific).

3.5. Cultivo in vitro de meristemas apicais e nodais

Apés a identificacdo das cultivares portadoras de virus realizou-se a
coleta das gemas apicais e nodais, a partir das cultivares cultivadas na casa de
vegetagdao. Para tanto, em janeiro 2018 os ramos desenvolvidos e
amadurecidos de todos as cultivares foram podados para proporcionar novas
brotacbes e formar novos ramos, originando mais um ciclo de brotacdes
submetidas a temperatura de 35 = 2 °C (termoterapia realizada em camara de
crescimento - Fitotron). 60 dias ap0s a poda realizou-se a coleta do material
vegetativo (gemas apicais e nodais) para a obtencdo dos explantes (para evitar
a propagacao de patégenos no material, dois dias antes da coleta realizou-se a

aplicacao de Kasumin a 1% nos vasos - 50 mL, e pulverizacdo nas folhas).
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Foram coletadas nove gemas apicais e 18 gemas nodais de cada
cultivar, para o estabelecimento (primeira fase do cultivo in vitro) (Figura 16).
Assim, os tratamentos foram constituidos por diferentes cultivares de videira:
18 cultivares de uvas de mesa/processamento, com trés repeticdes cada, cada
repeticdo com 3 tubos de ensaio para gemas apicais e seis tubos por repeticao
para as gemas nodais, totalizando 162 explantes de gemas apicais e 324
explantes de gemas nodais; e 12 cultivares de uvas de vinho/processamento,
também com trés repeticbes por cultivar, totalizando 108 explantes de gemas

apicais e 216 explantes de gemas nodais.

Figura 19. Fonte de explantes obtidos a partir de plantas de videira cultivadas em casa de

vegetacao. Gema apical (A) e gema nodal (B).

O material coletado foi acondicionado em potes de plastico
transparente e fechados com tampa para posterior transporte até o Laboréatorio
de Biotecnologia da Embrapa Semiarido. Em ambiente asséptico (camara de
fluxo laminar) os potes contendo o material foram desinfestados com alcool
70% por 1 minuto; solucdo de hipoclorito de sodio (NaOCI) a 2% por 20
minutos, sob agitacdo constante, seguida de trés lavagens com agua destilada
esterilizada.

A obtencéo dos explantes foi realizada com o auxilio de tesouras de
procedimento e pinga, esterilizados em esterilizador elétrico a 250 °C, através
do corte das gemas, retirando-se as partes vascularizadas (com vasos
condutores formados), deixando-se apenas o meristema (+ 0,5 mm de tecido)
(Figura 17), e ap0s a regeneracdo as plantas obtidas foram segmentadas e
suas porcdes nodais (0,8 a 1 cm) usadas para novas inoculacdes nas fases de

multiplicagéo.
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Figura 20. Inoculac@o dos explantes (meristemas) de videira em tubo de ensaio. Cortes para

separacdo dos meristemas (A) e inoculados nos tubos (B).

O meio de cultura utilizado foi o0 meio GALZY (1964), suplementado
com reguladores de crescimento 6-Benzilaminopurina (BAP) e &cido
indolacético (AlIA) em fases distintas, estabelecimento e multiplicacéo,
respectivamente. O meio foi distribuido em tubos de ensaio medindo 3,0 cm de
diametro por 12,0 cm de comprimento, sendo 10 mL de meio de cultura/tubo,
que foram esterilizados em autoclave durante 20 minutos a 121 °C e uma
atmosfera de pressao (1kg/cm?).

O estabelecimento ocorreu durante 45 dias e a multiplicacéo foi
realizada trés vezes com intervalos de aproximadamente 45 dias cada: primeira
multiplicacdo - 45 dias, segunda multiplicacdo: 90 dias e a terceira
multiplicacdo - 120 dias ap0s a inoculacao referencial (estabelecimento). A
terceira multiplicacdo foi realizada em potes de plastico contendo 50 mL de
meio de cultura/pote, que foram fechados com tampa prépria também de
plastico transparente. Nesse caso, foi inoculado um explante (meristema) por
tubo de ensaio (estabelecimento e primeira e segunda multiplicacdo) e 4
explantes por pote (terceira multiplicacéo).

As etapas do experimento foram organizadas em fases do cultivo in
vitro: | — estabelecimento dos meristemas em meio Galzy (1964), suplementado
com 1 mg.L™* de BAP (0s meristemas permaneceram em meio suplementado
com BAP por cerca de 20 dias, apés esse tempo foram transferidos para tubos
com meio suplementado com 2 mg.L™ de AIA; Il - 12 repicagem (multiplicacéo -
segunda fase do cultivo aos 45 dias apdés a inoculacdo) em meio Galzy,
suplementado com 2 mg.L™" de AIA; 22 repicagem — multiplicacdo em meio
Galzy suplementado com 2 mg.L? de AIA, 90 dias apés a inoculacdo; 32
repicagem - multiplicagdo 120 dias ap0s a inoculagdo em potes de plastico
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contendo 50 mL meio Galzy, suplementado com 2 mg.L? de AIA, e Il
aclimatizacdo das plantas regeneradas (165 dias ap6s a inoculacdo) em copos
descartaveis (uma planta por copo) contendo areia e vermiculita na proporcao
2:1 (viv) (Figura 18). Os copos foram fechados com copos descartaveis
transparentes perfurados para proporcionar um microclima para as plantas,
diminuindo a perda de agua por transpiracao.

Durante a fase de cultivo in vitro os tubos e potes permaneceram em
ambiente controlado (Figura 19) sob temperatura de 25 2 °C, fotoperiodo de
16 horas de luz com lampadas brancas fluorescentes e umidade relativa de
80%.

Figura 21. Aclimatizacdo das plantas de videira regeneradas a partir do cultivo in vitro de

meristemas: potes 165 dias ap0s a inoculacdo (A) e copos descartaveis com areia e vermiculita

(B).

Figura 22. Sala de cultivo (ambiente controlado) in vitro de tecidos vegetais do Laboratério de

Biotecnologia da Embrapa Semiarido.

Foram selecionadas para aclimatizacdo as plantas bem desenvolvidas
(com boa formacao da parte aérea e da raiz), com nimero de gemas maior que
guatro e deixando-se de 3 a 4 folhas no &pice da planta. Ap6s o periodo de
aclimatizagdo, as plantas sobreviventes foram levadas para a casa de
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vegetacdo, onde permaneceram até a coleta de folhas para verificacdo da

possivel presenca de virus apos o cultivo in vitro.

As plantas foram mantidas em ambiente controlado, sob temperatura de
25 a 27 °C e fotoperiodo de 16 horas de luz com l|lampadas brancas
fluorescentes durante 7 dias. Apbés esse periodo, foram transferidas para
bancada interna do Laboratério de Biotecnologia, permanecendo em
temperatura ambiente por mais 7 dias até serem transferidas para a casa de
vegetacao.

Ao final de cada fase foram contabilizados o nimero de explantes
regenerados, porcentagem de explantes regenerados e numero de gemas
formadas por explante regenerado. Para a andlise estatistica, os dados foram
transformados em x"0.5 e os resultados obtidos, quando significativos, tiveram
as meéedias comparadas pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade com

auxilio do Software Sisvar 5.6.
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4. RESULTADOS

4.1. Deteccdao de virus

Foram detectadas sete espécies virais nas 50 cultivares analisadas (29
cultivares — uva de mesa e 21 cultivares — uva de vinho). Observou-se reacéo
positiva para a presenca de seis virus (GVA, GVB, GLRaV1, GLRaVv2, ArMV e
GFLV) em 18 cultivares das uvas de mesa (Tabela 4), sendo nove infeccdes
simples (apenas um virus infectando a mesma planta) e nove infecgbes mistas
(mais de um virus infectando a mesma planta). Entre as cultivares de uva de
vinho, detectou-se a presenca de sete espécies virais (GVA, GVB, GLRaVl,
GLRaVv2, ArMV, GFLV e GCMV) (Tabela 5), sendo 5 infeccBes simples e sete

infec¢cdes com dois ou mais virus.

Tabela 4. *Deteccéo de virus em cultivares de uva de mesa provenientes do Banco Ativo de
Germoplasma da Embrapa Semiarido submetidos ao Teste ELISA.

GVA GVB GLRaVvl GLRav2 GLRaVv3 GLRaV7 GFKV ArMV GFLV GCMV

Al1118 + - - - - - - - - -
Al1581 + - - - - - - - - -
IAC 77526 ‘Aurora’ - - - + - - - + + -
Beauty Seedless - - - - - - - - + -
Cardinal - - - + - - - + + -

CG 28.467 'Emperatriz’  + - - - - - - - - -

CG 39.915 + - - - - - - - - -
CG 87.746 - - - + - - - + + -
Christmas Rose - - + + - - - + - -
Feal - + - + - - - + - -
Fiesta + - - - - - - - - -
Flame Seedless - - - + - - - + + -
Italia Melhorada - - - + - - - - + -
Jupiter + - - - - - - - - -
Muscatel Caillaba + - - - - - - - - -
Paulistinha + - - - - - - - - -
Perlette - - - + - - - - + -
Ruby Seedless + - - + - - - - - -

*Tabela resumida.
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Com isso, das cultivares de uva de mesa observou-se que 62,1%
encontram-se infectados por virus, sendo deste total 50% com infeccdo simples
e 50% com infeccdo mista, em que o virus de maior frequéncia o GLRaV2
ocorreu em nove cultivares em infeccdo mista: quatro cultivares (IAC 77526
‘Aurora’, Cardinal, CG 87.746 e Flame Seedless) com ArMV e GFLV; uma
cultivar (Christmas Rose) com o ArMV e GLRaV1, uma cultivar (Feal) com o
ArMV e GVB, duas cultivares: Italia Melhorada e Perlette (com o0 GFLV) e uma
(Ruby Seedless) com o GVA.

O segundo virus mais frequente observado foi 0 GVA que aparece em
oito cultivares (A1118, A1581, CG 28.467 ‘Emperatriz’, Fiesta, Jupiter, Muscatel
Caillaba e Paulistinha) em infec¢éo simples e em uma cultivar (Ruby Seedless)
em infeccdo mista com o GLRaV2. Observou-se a presenca de GFLV em sete
cultivares: uma infeccao simples na cultivar Beauty Seedless, quatro infecgoes
mistas com GLRaV2 e ArMV nas cultivares: IAC 77526 ‘Aurora’, Cardinal, CG
87.746 e Flame Seedless, e duas infec¢cdes mistas como GLRaV2 nas

cultivares Italia Melhorada e Perlette.

Tabela 5. *Deteccéo de virus em cultivares de uva de vinho provenientes do Banco Ativo de
Germoplasma da Embrapa Semiérido utilizando submetidos ao Teste ELISA.

GVA GVB GLRavl GLRav2 GLRav3 GLRaVv7 GFKV ArMV GFLV GCMV

Alfrocheiro - - - + - - - + + -
Barbera - + - + - - - + + -
Carbenet Franc - - - + - - - + + +
Carmenére - - + + - - - + + -

IAC 138-22 (M&ximo)  + - - - - - - - - -

Moscatel Branca + - - - - - - - - -
Moscatel Grega + - - - - - - - - -
Muscat Noir + - - - - - - - - -
Muscat Saint Vallier - - - + - - - + + -
Syrah + - - - - - - - - -
Micheli Palieri + - - + - - - - - -

*Tabela resumida



O ArMV foi identificado em seis cultivares com infeccdo mista, sendo
quatro (IAC 77526 ‘Aurora’, Cardinal, CG 87.746 e Flame Seedless) com
GLRaV2 e GFLV, uma cultivar (Christmas Rose) com GLRaV1l e GLRaV2, e
uma cultivar (Perlette) com GVB e GLRaV2. Os virus com menor frequéncia
observada foram GLRaV1 (na cultivar Feal, com infeccdo mista) e GVB (ha

cultivar Ruby Seedless, também com infec¢ao mista).

Para as cultivares de uva de vinho observou-se que 57,2% dos
gendtipos analisados encontravam-se infectados por virus, sendo deste total
41,7% de infeccao simples e 58,3% de infec¢cdo mista. Neste caso, o GLRaV2
foi também o virus de maior frequéncia quando comparado com as uvas de
mesa, ocorrendo em sete cultivares com infeccdo mista: trés cultivares
(Alfrocheiro, Moscatuel CG 102295 e Muscat Saint Vallier) com ArMV e GFLV;
uma cultivar (Barbera) com o GVB, ArMV e GFLV; uma cultivar (Cabernet
Franc) com ArMV, GFLV e GCMV, uma cultivar (Carmenére) com GLRaV1,
ArMV e GFLV, e uma cultivar (Micheli Palieri) com GVA.

Os virus GVA, GFLV e ArMV, foram identificados em seis cultivares. O
GFLV foi observado em trés cultivares (Alfrocheiro, Moscatuel CG 102295 e
Muscat Saint Vallier) em infeccdo mista com ArMV e GLRaV2; uma cultivar
(Barbera) com o GVB, ArMV e GLRaV2; uma cultivar (Cabernet Franc) com
ArMV, GLRaV2 e GCMV e uma cultivar (Carmenére) com GLRaV1l, ArMV e
GLRaVv2. Para o GVA, foram observados cinco cultivares (IAC 138-22
‘Maximo’, Moscatel Branca, Moscatel Grega, Muscat Noir e Syrah) com
infecgdo simples e uma cultivar (Micheli Palieri) em infecgdo mista com
GLRaV2. Para o ArMV foram observadas trés cultivares (ALFROCHEIRO,
Moscatuel CG 102295 e Muscat Saint Vallier) em infec¢cdo mista com GFLV e
GLRaV2; uma cultivar (Barbera) com o GVB, GFLV e GLRaV2; uma cultivar
(Cabernet Franc) com GFLV, GLRaV2 e GCMV e uma cultivar (Carmenére)
com GLRaV1, GFLV e GLRaV2.

Os virus de menor frequéncia observada foram GLRaV1 (na cultivar
Carmenére, em infeccdo mista), GVB (na cultivar Barbera, também em
infeccdo mista), quando comparados com as uvas de mesa, e GCMV (na

cultivar Cabernet Franc, também em infecgdo mista).
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As cultivares de mesa apresentaram maior porcentagem de infeccéo
(62,1%) que os genétipos para vinho (57,2%), no entanto, as Ultimas,
apresentaram maior porcentagem de infeccdo mista (58,3%) quando
comparadas as uvas de mesa (50%). Das 50 cultivares avaliadas, verificou-se
a presenca de virus em 60%, sendo que 28% dos genotipos apresentaram
infeccdo simples e 32% apresentaram infeccdo mista. O GVA e o GLRaV-2
apresentaram as maiores porcentagens de infeccéo, 31% nas uvas de mesa e
28,6% e 33,3% nas uvas de vinho. Para o GFLV e ArMV detectaram-se suas
presencas em 20,7% e 24,1% nas uvas de mesa e 28,6% de infeccdo nas uvas
de vinho. Os virus detectados em menores porcentagens foram GVB, GLRaV-1
com 3,4% nas uvas de mesa e 4,8% de infec¢do nas uvas de vinho, e GCMV

com 4,8% somente nas uvas de vinho.
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4.2. Cultivo in vitro de meristemas

Das 18 cultivares de uvas de mesa utilizadas para obtencdo dos
explantes do tipo meristemas apicais inoculados em meio de cultura para o
cultivo in vitro, observou-se capacidade regenerativa em plantas de 10
cultivares (Tabela 6). Dessa forma, somente essas 10 cultivares foram
analisadas na fase de estabelecimento (inoculac&o inicial - citada mais a frente
apenas como inoculacdo), permitindo, assim, que o0s mesmos, fossem

repicados para a multiplicacédo, fase seguinte do cultivo.

Tabela 6. Estabelecimento in vitro de videiras para mesa provenientes do Banco Ativo de
Germoplasma da Embrapa Semiarido. Numero de explantes inoculados (NUM. EXP.
INO.), nimero de explantes regenerados (NUM. EXP. REG.) e numero de gemas
formadas (NUM. GEM.) originados a partir de meristemas apicais de cultivares de uvas de
mesa. Valores seguidos da mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Scott-
Knott a 5% de significancia.

ESTABELECIMENTO

NUM. EXP. INO. NUM. EXP. REG. NUM. GEM.

A1118 9 3c Se
A1581 9 3c 8e
IAC 77526 'Aurora’ 9 od of
Beauty Seedless 9 5b 13d
Cardinal 9 od of
CG 28.467 'Emperatriz’ 9 6b 9e
CG 39.915 9 9a 12d
CG 87.746 9 6b 12d
Christmas Rose 9 od of
Feal 9 od Of
Fiesta 9 6b 30b
Flame Seedless 9 od of
Italia Melhorada 9 od of
Jupiter 9 9a 60 a
Muscatel Caillaba 9 3c 18 ¢c
Paulistinha 9 9a 32b
Perlette 9 od of
Ruby Seedless 9 od Of

TOTAL 162 59 199
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As cultivares regeneradas, no entanto, apresentaram aspectos
diferentes em relacdo a quantidade de explantes regenerados e ao numero de
gemas formados. Visualmente, observou-se o aspecto das folhas e o tamanho
entre os entre-nos nas plantas regeneradas, identificando-se diferenca entre as
cultivares para esses aspectos, sendo que algumas espécies apresentaram
plantas bem formadas (com parte aérea e raizes de tamanhos
correspondentes), como as cultivares Fiesta e Paulistinha, e outras
apresentaram plantas mal formadas (folnas muito pequenas e de aspecto
vitreo, além de ndo desenvolver raizes), como as cultivares A1581 e CG
28.467 'Emperatriz’ (Figura 20).

Figura 23. Plantas de uvas para mesa regeneradas a partir do cultivo in vitro de meristemas
apicais (segunda multiplicacdo): A1581 (A), CG 28.467 'Emperatriz’ (B) e Fiesta (C).

Foi observado resultado significativamente superior aos demais para as
cultivares CG 39.915, Jupiter e Paulistinha que apresentaram maior nimero de
explantes regenerados (9), obtendo-se 100 % de regeneracdo, seguidas por:
CG 28.467 'Emperatriz' (6), CG 87.746 (6), Fiesta (6) e Beauty Seedless (5),
observando-se 66,7% de regeneracdo para as trés primeiras, e 55,6% para a

ultima cultivar.

As cultivares A1118, A1581 e Muscatel Caillaba obtiveram trés explantes
regenerados cada, representando 33,3% de regeneracdo. As cultivares que
nao apresentaram regeneracdo dos explantes inoculados foram: IAC 77526
‘Aurora’, Cardinal, Christmas Rose, Feal, Flame Seedless, Itdlia Melhorada,
Perlette e Ruby Seedless. Para o numero de gemas (nés) formadas, observou-
se que a cultivar Jupiter obteve numero significativamente maior (60 gemas)
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gue as demais, seguida das cultivares Fiesta e Paulistinha, que diferem entre si
em numero de explantes regenerados, mas nao diferem em namero de gemas
formadas tendo 30 e 32 gemas, respectivamente. Em seguida observa-se que
CG 87.746 (12 gemas), CG 87.746 (12 gemas) e Beauty Seedless (13 gemas)
também ndo diferem entre si. A1118, A1581 e CG 28.467 'Emperatriz’
representam o grupo de cultivares com menor numero de gemas formadas,

com valores de cinco, oito e nove gemas, respectivamente.

Na primeira multiplicacdo, que ocorreu 45 dias apos a inoculacdo dos
explantes, foram repicados as 10 cultivares regeneradas na fase de
estabelecimento. Dessas, observou-se sucesso na multiplicacdo de nove

cultivares (Tabela 7).

Tabela 7. Primeira multiplicacdo in vitro de videiras para mesa provenientes do Banco
Ativo de Germoplasma da Embrapa Semiarido Numero de explantes inoculados (NUM.
EXP. INO.), numero de explantes regenerados (NUM. EXP. REG.) e nimero de gemas
formadas (NUM. GEM.) originados a partir de meristemas apicais de cultivares de uvas de
mesa (45 dias apos a inoculagéo). Valores seguidos da mesma letra na coluna néo diferem
entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de significancia.

PRIMEIRA MULTIPLICACAO

NUM. EXP. INO. NUM. EXP. REG. NUM. GEM.
A1118 5 5c¢ 10c
A1581 8 5c¢ 13¢c
Beauty Seedless 13 13b 28b
CG 28.467 'Emperatriz’ 9 9c 19c
CG 39.915 12 6¢c 13c
CG 87.746 12 0d 0d
Fiesta 30 18D 24 b
Jupiter 60 51a 148 a
Muscatel Caillaba 18 12 b 24 b
Paulistinha 32 15D 21b
TOTAL 199 134 300

A cultivar que apresentou maior numero de explantes regenerados (51)
foi a Jupiter, que representa 85% de regeneracao dos 60 explantes inoculados.

As cultivares Fiesta, Paulistinha, Beauty Seedless e Muscatel Caillaba n&o
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diferiram entre si em relacdo ao numero de explantes regenerados, cujos

valores foram 18, 15, 13 e 12, respectivamente.

No entanto, o niumero de explantes inoculados apds a repicagem de
cada um foi diferente, assim, em porcentagem de regeneracado observou-se
valores diferentes para os mesmos: Fiesta 60% de regeneracdo de 30
explantes inoculados, Paulistinha 46,9% de regeneracdo de 32 expalntes
inoculados, Beauty Seedless 100% de regeneracéo de 13 explantes inoculados
e Muscatel Caillaba com 66,7% de regeneracéo de 18 explantes inoculados.

Os menores valores (cinco, cinco, nove e seis), de explantes
regenerados foram observados nas cultivares A1118, A1581, CG 28.467
'Emperatriz’ e CG 39.915, respectivamente, porém, observou-se diferentes
valores na porcentagem de regeneracdo, sendo respectivamente: 100% de
regeneracdo de cinco explantes inoculados, 62,5% de oito explantes
inoculados, 100% de nove explantes inoculados e 50% de seis explantes

inoculados.

Em relacdo ao nimero de gemas formadas, os resultados significativos
seguem a mesma sequéncia das cultivares citadas anteriormente, observando-
se para Jupiter 148 gemas formadas, e para Fiesta, Paulistinha, Beauty
Seedless e Muscatel Caillaba, 24, 21, 28 e 24 gemas formadas,
respectivamente. Os menores valores de gemas formadas foram observados
para A1118, A1581, CG 28.467 'Emperatriz' e CG 39.915, com 10, 13, 13 e 19

gemas formadas, respectivamente.

Aos 90 dias apOs a inoculacdo ocorreu a segunda multiplicacdo
(repicagem) das nove cultivares regeneradas na fase anterior, das quais, oito
apresentaram resultado significativo para o numero de explantes regenerados
e numero de gemas formadas: A1118, A1581, CG 28.467 'Emperatriz’, CG
39.915, Fiesta, Jupiter, Muscatel Caillaba e Paulistinha.

Foram inoculados 148 explantes do gendtipo Jupiter, o qual apresentou
0 maior numero de explantes regenerados (54) (Tabela 8), no entanto,
representou a menor porcentagem (36,5%) de regeneracdo. A1581, Fiesta,
Muscatel Caillaba e Paulistinha apresentaram o0s seguintes valores de
regeneracao: 13 (100% de regeneracdo), 16 (66,7% de regeneracao), 15

(62,5% de regeneracao) e 18 (85,7% de regeneracdo), respectivamente. As

50



cultivares A1118 e CG 39.915, também nao diferiram entre si, com 10 (100%
de regeneracdo) e nove (69,3% de regeneracdo) explantes regenerados,

respectivamente.

Tabela 8. Segunda multiplicagédo in vitro de videiras para mesa provenientes do Banco
Ativo de Germoplasma da Embrapa Semiarido. Numero de explantes inoculados (NUM.
EXP. INO.), nimero de explantes regenerados (NUM. EXP. REG.) e nimero de gemas
formadas (NUM. GEM.) originados a partir de meristemas apicais de cultivares de uvas de
mesa (90 dias apoés a inoculacéo). Valores seguidos da mesma letra na coluna néo diferem
entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de significancia.

SEGUNDA MULTIPLICACAO

NUM. EXP. INO. NUM. EXP. REG. NUM. GEM.

Al118 10 10c 22d
Al1581 13 13b 24d
Beauty Seedless 28 Oe 0g

CG 28.467 'Emperatriz’ 19 3d 7f

CG 39.915 13 9c 13 e
Fiesta 24 16 b 45D
Jupiter 148 54 a 172 a
Muscatel Caillaba 24 15D 37¢c
Paulistinha 21 18 b 39¢c
TOTAL 300 138 359

O menor numero de explantes regenerados foi observado em CG 28.467

'Emperatriz’' com trés explantes regenerados (15,8% de regeneracao).

Aos 120 dias ap06s a inoculacdo foi realizada a terceira multiplicacédo
(repicagem) com as oito cultivares regeneradas na multiplicacdo anterior.
Observou-se resultado significativo para trés cultivares, as quais diferiram entre
si para o0 numero de explantes regenerados e numero de gemas formadas:
Fiesta, Jupiter e Paulistinha. Foram inoculados 160 explantes do genotipo
Jupiter, dos quais apenas 24 explantes regeneraram plantas (Tabela 9).
Embora seja o maior de regeneracdo observado, 0 mesmo representou a
menor porcentagem (15% de regeneracdo). A cultivar Fiesta apresentou 12
explantes regenerados (30% de regeneracdo) enquanto o0 menor numero de
explantes regenerados foi observado em Paulistinha com oito explantes

regenerados (25% de regeneragao).
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Tabela 9. Terceira multiplicacdo in vitro de videiras para mesa provenientes do Banco
Ativo de Germoplasma da Embrapa Semiarido. Numero de explantes inoculados (NUM.
EXP. INO.), nimero de explantes regenerados (NUM. EXP. REG.) e nimero de gemas
formadas (NUM. GEM.) originados a partir de meristemas apicais de cultivares de uvas de
mesa (120 dias apOs a inocula¢do). Valores seguidos da mesma letra na coluna néo
diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de significAncia.

TERCEIRA MULTIPLICAGCAO

NUM. EXP. INO. NUM. EXP. REG. NUM. GEM.

Al1118 18 od od
Al1581 20 od od
CG 28.467 'Emperatriz’ 5 od od
CG 39.915 10 od od
Fiesta 40 12 b 46 b
Jupiter 160 24 a 76 a
Muscatel Caillaba 30 od od
Paulistinha 32 8c 23 ¢
TOTAL 315 44 145

Aos 165 dias ap0s a inoculacao realizou-se a aclimatizacao das plantas
regeneradas na 32 repicagem das cultivares Fiesta (12 plantas), Jupiter (24
plantas) e Paulistinha (8 plantas), sendo aclimatizadas: Fiesta - 9 plantas de 12
regeneradas, das quais 3 plantas foram descartadas por apresentarem pouco
desenvolvimento: menos de 4 gemas, raizes curtas, aspecto raquitico) em
relacdo as demais; Jupiter - 15 plantas de 24 regeneradas, sendo 9 plantas
descartadas por apresentarem as caracteristicas citadas anteriormente;
Paulistinha - 5 plantas de 8 regeneradas, sendo 3 plantas descartadas. Durante
o periodo (7 dias) em que as plantas permaneceram em temperatura ambiente
ocorreu o desenvolvimento de alguns fungos oportunistas que foram tratados

com aplicagéo de Kasumin (pulverizacéo nas folhas e no substrato).

Por outro lado, das 18 cultivares de uvas de mesa utilizadas para
obtencdo dos explantes do tipo meristemas nodais para estabelecimento em
meio de cultura para o cultivo in vitro, observou-se regeneracdo do tecido em
sete cultivares (Tabela 10). Foi observado resultado significativo para o nimero
de explantes regenerados nas cultivares A1118, A1581 e CG 39.915 (que
apresentaram maior nimero de explantes regenerados), com valores iguais a
cinco, seis e seis, representando 27,8%, 33,3% e 33,3% de regeneracao,

respectivamente.
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Tabela 10. Estabelecimento in vitro de videiras para mesa provenientes do Banco Ativo de
Germoplasma da Embrapa Semiarido. Niumero de explantes inoculados (NUM. EXP.
INO.), nimero de explantes regenerados (NUM. EXP. REG.) e numero de gemas
formadas (NUM. GEM.) originados a partir de meristemas nodais de cultivares de uvas de
mesa na inoculagao inicial. Valores seguidos da mesma letra na coluna nédo diferem entre
si pelo teste de Scott-Knott a 5% de significancia.

ESTABELECIMENTO

NUM. EXP. INO. NUM. EXP. REG. NUM. GEM.

A1118 18 Sa 10c
A1581 18 6a 12b
IAC 77526 'Aurora’ 18 od od
Beauty Seedless 18 od od
Cardinal 18 od od
CG 28.467 'Emperatriz' 18 2c 9c
CG 39.915 18 6a 9c
CG 87.746 18 od od
Christmas Rose 18 od od
Feal 18 od od
Fiesta 18 3b 12 b
Flame Seedless 18 od od
Italia Melhorada 18 od od
Jupiter 18 4b 16a
Muscatel Caillaba 18 od od
Paulistinha 18 2c 8c
Perlette 18 od od
Ruby Seedless 18 od od
TOTAL 324 28 76

A cultivar Fiesta apresentou trés explantes regenerados e a cultivar
Jupiter quatro explantes, de 18 explantes nodais inoculados, iguais a 16,7% e
22,2% de regeneracdo, enquanto CG 28.467 'Emperatriz’ e Paulistinha
apresentaram os menores valores de explantes regenerados (dois explantes

regenerados para cada cultivar), representando 11,1% de regeneracéo.

Foram repicadas, na primeira multiplicacdo (45 dias ap6s a inoculagao)
as sete cultivares regeneradas na fase de estabelecimento (inoculagao inicial -

citada apenas como inoculagdo). Dessas, observou-se regeneracédo de 100 %
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das sete cultivares: A1118, A1581, CG 28.467 'Emperatriz', CG 39.915, Fiesta,
Jupiter, e Paulistinha, sendo Jupiter a que apresentou maior namero de
explantes regenerados (11 explantes), que representa 68,75% de regeneracéo
dos 16 explantes inoculados. As cultivares A1581 e Fiesta ndo diferiram entre
si, sendo nove e oito 0s numeros de explantes regenerados, respectivamente.
A cultivar CG 28.467 'Emperatriz’ apresentou apenas dois explantes
regenerados, sendo a cultivar com 0 menor niamero de explantes regenerados

na primeira multiplicacdo dos meristemas nodais de uvas de mesa.

Para o numero de gemas formadas, observou-se, também, resultado
significativo entre as cultivares, observando-se para Jupiter 28 gemas formadas
de 11 explantes regenerados (Tabela 11), diferindo significativamente das

demais.

Tabela 11. Primeira multiplicagdo in vitro de de videiras para mesa provenientes do Banco
Ativo de Germoplasma da Embrapa Semiérido. NUumero de explantes inoculados (NUM.
EXP. INO.), nimero de explantes regenerados (NUM. EXP. REG.) e niumero de gemas
formadas (NUM. GEM.) originados a partir de meristemas nodais de cultivares de uvas de
mesa (45 dias apés a inoculacéo). Valores seguidos da mesma letra na coluna nédo diferem
entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de significancia.

PRIMEIRA MULTIPLICACAO

NUM. EXP. INO. NUM. EXP. REG. NUM. GEM.

Al118 10 5e 10d
A1581 12 9b 23b
CG 28.467 'Emperatriz’ 9 2e 7cC
CG 39.915 9 7c 11c
Fiesta 12 8b 20b
Jupiter 16 1la 28a
Paulistinha 8 4d l4c
TOTAL 76 46 113

N&o houve diferenca significativa entre as cultivares A1581 e Fiesta, as
guais apresentaram 23 e 20 gemas formadas, respectivamente. A cultivar CG
28.467 'Emperatriz’ apresentou o menor numero de gemas formadas, sendo o

valor igual a sete gemas obitidas a partir de dois explantes regenerados.
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A segunda multiplicacéo ocorreu 90 dias apos a inoculacédo, sendo que
foram regenerados 100 % das sete cultivares repicadas (Tabela 12). Houve
resultado significativo entre as cultivares para numero de explantes
regenerados e numero de gemas formadas, destacando-se o desempenho da

cultivar Jupiter com resultados semelhantes aos anteriores.

Tabela 12. Segunda multiplicacdo in vitro de videiras para mesa provenientes do Banco
Ativo de Germoplasma da Embrapa Semiarido. Numero de explantes inoculados (NUM.
EXP. INO.), numero de explantes regenerados (NUM. EXP. REG.) e nimero de gemas
formadas (NUM. GEM.) originados a partir de meristemas nodais de cultivares de uvas de
mesa (90 dias apoés a inoculacéo). Valores seguidos da mesma letra na coluna nao diferem
entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de significancia.

SEGUNDA MULTIPLICACAO

NUM. EXP. INO. NUM. EXP. REG. NUM. GEM.

Al1118 10 5b 6e
A1581 23 13 a 33c
CG 28.467 'Emperatriz’ 7 5b 7e
CG 39.915 11 6b T7e
Fiesta 20 14 a 39b
Jupiter 28 16 a 53a
Paulistinha 14 6b 22d
TOTAL 113 65 167

Para a terceira multiplicacdo (120 dias apdés a inoculacdo) foram
repicadas as sete cultivares regeneradas anteriormente. Observou-se
regeneracdo em apenas trés dessas cultivares (Tabela 13) com diferenca
significativa entre as cultivares para namero de explantes regenerados e
numero de gemas formadas, sendo observado os melhores resultados para a

cultivar Paulistinha.

A aclimatizagcdo das plantas regeneradas na terceira multiplicacéo
ocorreu aos 165 dias ap0s a inoculacao: Fiesta (6 plantas), Jupiter (6 plantas) e
Paulistinha (8 plantas). Ap0s a selecdo das plantas bem desenvolvidas para
aclimatizacdo obteve-se: quatro plantas da cultivar Fiesta, trés plantas da

cultivar Jupiter e cinco plantas da cultivar Paulistinha.
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Tabela 13. Terceira multiplicacdo in vitro de videiras para mesa provenirntes do Banco de
Germoplasma da Embrapa Semiarido. NUmero de explantes inoculados (NUM. EXP.
INO.), nimero de explantes regenerados (NUM. EXP. REG.) e nUmero de gemas
formadas (NUM. GEM.) originados a partir de meristemas nodais de cultivares de uvas de
mesa (120 dias ap0Os a inoculagédo). Valores seguidos da mesma letra na coluna néo
diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de significancia.

TERCEIRA MULTIPLICAGAO

NUM. EXP. INO. NUM. EXP. REG. NUM. GEM.

Al118 4 Oc od
A1581 28 Oc od
CG 28.467 'Emperatriz’ 5 Oc od
CG 39.915 5 Oc 0d
Fiesta 32 6b 15¢
Jupiter 47 6b 22b
Paulistinha 16 8a 33a

TOTAL 137 20 70
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Para as uvas de vinho foram inoculados meristemas apicais de 12
cultivares (Tabela 14). Desse total, apenas duas apresentaram regeneracao do
tecido inoculado: IAC 138-22 (Méaximo) e Muscat Noir, ndo havendo diferenca
significativa entres as mesmas para o numero de explantes regenerados e

namero de gemas formadas.

Tabela 14. Estabelecimento multiplicacdo in vitro de videiras para vinho provenirntes do
Banco de Germoplasma da Embrapa Semiarido. Numero de explantes inoculados (NUM.
EXP. INO.), niumero de explantes regenerados (NUM. EXP. REG.) e niumero de gemas
formadas (NUM.GEM.) originados a partir de meristemas apicais de cultivares de uvas de
vinho na inoculacéo inicial. Valores seguidos da mesma letra na coluna ndo diferem entre
si pelo teste de Scott-Knott a 5% de significancia.

ESTABELECIMENTO

NUM. EXP. INO. NUM. EXP. REG. NUM.GEM.

Alfrocheiro 9 Ob Ob

Barbera 9 Ob Ob

Cabernet Franc 9 Ob Ob
Carmenere 9 Ob Ob

IAC 138-22 (Maximo) 9 3a 9 a
Moscatel Branca 9 Ob Ob
Moscatel Grega 9 0b 0b
Moscatuel CG 102295 9 Ob Ob
Muscat Noir 9 3a 10a

Muscat Saint Vallier 9 Ob Ob
Syrah 9 0b 0Ob

Micheli Palieri 9 Ob Ob
TOTAL 108 6 19

Visualmente observou-se oxidacao dos tecidos vegetais da maioria das
cultivares (Figura 21) impossibilitando a regeneragdo e posterior repicagem
para as fases seguintes de multiplicacédo, também foi observada a formacao de
calos e regeneracdo em algumas cultivares, como a Moscatel Grega, no
entanto, as cultivares apresentaram vitrificacdo e nao se desenvolveram
(Figura 22).
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Figura 24. Aspecto geral do estabelecimento do cultivo in vitro de segmentos nodais de
cultivares de videira (Moscatel Branca) para vinho/processamento provenientes do Banco Ativo
de Germoplasma de Videira da Embrapa Semiarido. Observar a oxidacao intensa dos tecidos

vegetais. oxidagdo dos tecidos vegetais.

Figura 25. Aspecto geral do estabelecimento do cultivo in vitro de apices apicais de cultivares
de videira (Moscatel Grega) para vinho/processamento provenientes do Banco Ativo de
Germoplasma de Videira da Embrapa Semiarido:Observar a formagéo de calos e vitrificagdo

dos tecidos vegetais.

Na primeira multiplicacdo, que ocorreu 45 dias apés a inoculacdo dos
explantes, observou-se diferenca significativa para numero de explantes
regenerados e numero de gemas formadas entre as duas -cultivares
regeneradas no estabelecimento: IAC 138-22 (Maximo) e Muscat Noir (Tabela
15). A cultivar que apresentou maior numero de explantes regenerados e
namero de gemas formadas foi a IAC 138-22 (Maximo), sendo esses quatro e

18, respectivamente.

O numero de explantes inoculados ap6s a repicagem de cada cultivar foi
semelhante (nove explantes de IAC 138-22 (Maximo) e 10 explantes de Muscat
Noir), sendo a maior diferenca observada no numero de gemas formadas,

sendo de 18 para a primeira cultivar e nove para a segunda.
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Tabela 15. Primeira multiplicag&o multiplicacéo in vitro de videiras para vinho provenirntes
do Banco de Germoplasma da Embrapa Semiarido. Niumero de explantes inoculados
(NUM. EXP. INO.), numero de explantes regenerados (NUM. EXP. REG.) e nimero de
gemas formadas (NUM. GEM.) originados a partir de meristemas apicais de cultivares de
uvas de vinho (45 dias apdés a inoculacdo). Valores seguidos da mesma letra na coluna
nao diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de significancia.

PRIMEIRA MULTIPLICACAO

NUM. EXP. INO. NUM. EXP. REG. NUM. GEM.
IAC 138-22 (M&ximo) 9 4a 18a
Muscat Noir 10 3b 9b
TOTAL 19 7 27

Para niumero de explantes regenerados e numero de gemas formadas
entre as duas cultivares repicadas na segunda multiplicacdo, observou-se
diferenca significativa apenas para numero de gemas formadas, observando-se
gue a cultivar Muscat Noir apresentou resultado préximo ao da cultivar IAC
138-22 (Maximo), sendo 18 e 16 gemas formadas, respectivamente (Tabela
16).

Tabela 16. Segunda multiplicacéo in vitro de videiras para vinho provenirntes do Banco de
Germoplasma da Embrapa Semiarido. Numero de explantes inoculados (NUM. EXP.
INO.), nimero de explantes regenerados (NUM. EXP. REG.) e nUimero de gemas
formadas (NUM. GEM.) originados a partir de meristemas apicais de cultivares de uvas de

vinho (90 dias ap0s a inoculacdo). Valores seguidos da mesma letra na coluna néo diferem
entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de significancia.

SEGUNDA MULTIPLICAGAO

NUM. EXP. INO. NUM. EXP. REG. NUM. GEM.
IAC 138-22 (Ma&ximo) 18 5a 18a
Muscat Noir 9 4a 16 b
TOTAL 27 9 34

Aos 120 dias apds a inoculacdo foi realizada a terceira multiplicacéo
(repicagem). Foi observada diferenga significativa para nUmero de explantes
regenerados. A cultivar IAC 139-22 (Maximo) apresentou o melhor resultado,
no entanto, ndo houve diferenca significativa para o numero de gemas
formadas entre as duas cultivares repicadas (Tabela 17). Foram aclimatizadas
duas plantas da cultivar IAC 138-22 (Maximo) e uma planta da cultivar Muscat
Noir.
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Tabela 17. Terceira multiplicacdo in vitro de videiras para vinho provenirntes do Banco de
Germoplasma da Embrapa Semiarido. NUmero de explantes inoculados (NUM. EXP.
INO.), nimero de explantes regenerados (NUM. EXP. REG.) e numero de gemas
formadas (NUM. GEM.) originados a partir de meristemas apicais de cultivares de uvas de
vinho (120 dias apds a inoculacdo). Valores seguidos da mesma letra na coluna ndo
diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de significancia.

TERCEIRA MULTIPLICAGAO

NUM. EXP. INO. NUM. EXP. REG. NUM. GEM.

IAC 138-22 (Maximo) 12 2a 7 a
Muscat Noir 10 1b 4a
TOTAL 22 3 11

Por outro lado, foram inoculados meristemas nodais de 12 cultivares de
uvas de vinho, dos quais, apenas seis apresentaram regeneracao do tecido
vegetal (Tabela 18).

Tabela 18. Estabelecimento in vitro de videiras para vinho provenirntes do Banco de
Germoplasma da Embrapa Semiarido. NUmero de explantes inoculados (NUM. EXP.
INO.), nimero de explantes regenerados (NUM. EXP. REG.) e nimero de gemas
formadas (NUM. GEM.) originados a partir de meristemas nodais de cultivares de uvas de
vinho na inoculagéo inicial. Valores seguidos da mesma letra na coluna néo diferem entre
si pelo teste de Scott-Knott a 5% de significancia.

ESTABELECIMENTO

NUM. EXP. INO. NUM. EXP. REG. NUM. GEM.

Alfrocheiro 18 Ob Oc

Barbera 18 4a 14 b

Cabernet Franc 18 Ob Oc
Carmenere 18 Ob Oc
IAC 138-22 (Maximo) 18 8a 25a
Moscatel Branca 18 Ob Oc
Moscatel Grega 18 6a 18 b
Moscatuel CG 102295 18 0b Oc
Muscat Noir 18 8a 24 a

Muscat Saint Vallier 18 Ob Oc
Syrah 18 4a 20a

Micheli Palieri 18 6a 28 a

TOTAL 216 36 129
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As cultivares apresentaram diferentes aspectos de desenvolvimento
entre si, como tamanho das folhas, formacao da parte aérea e das raizes, etc.
(Figura 23). No entanto, ndo foi observada diferenca significativa para o
namero de explantes regenerados. Para numero de gemas formadas houve
diferenca significativa, sendo os melhores resultados observados para as

cultivares IAC 138-22 (Maximo), Muscat Noir, Syrah e Micheli Palieri.

Figura 26. Aspecto geral do estabelecimento do cultivo in vitro de meristemas nodais de
cultivares de videira para vinho/processamento provenientes do Banco Ativo de Germoplasma
de Videira da Embrapa Semiarido: observar a regeneracao de plantas com diferentes aspectos

de desenvolvimento, em diferentes &ngulos (A) e (B).

Foram repicadas na primeira multiplicacéo (45 dias ap0s a inoculacao)
as seis cultivares regeneradas na fase de estabelecimento: Barbera, IAC 138-
22 (Maximo), Moscatel Grega, Muscat Noir, Syrah e Micheli Palieri (Tabela 19).

Tabela 19. Primeira multiplicacéo in vitro de videiras para vinho provenirntes do Banco de
Germoplasma da Embrapa Semiarido. Niumero de explantes inoculados (NUM. EXP.
INO.), nimero de explantes regenerados (NUM. EXP. REG.) e numero de gemas
formadas (NUM. GEM.) originados a partir de meristemas nodais de cultivares de uvas de
vinho (45 dias apds a inoculacdo). Valores seguidos da mesma letra na coluna néo diferem
entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de significancia.

PRIMEIRA MULTIPLICACAO

NUM. EXP. INO. NUM. EXP. REG. NUM. GEM.
Barbera 14 6b 21c
IAC 138-22 (Maximo) 25 10a 26D
Moscatel Grega 18 6b 17c
Muscat Noir 24 12 a 29b
Syrah 20 6b 24 c
Micheli Palieri 28 14 a 39a

TOTAL 129 54 156
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Todas as cultivares apresentaram regeneracao, notando-se diferenca
significativa entre si para numero de explantes regenerados e numero de

gemas formadas.

As cultivares IAC 138-22 (Maximo), Muscat Noir e Micheli Palieri
apresentaram maior numero de explantes regenerados, diferindo
significativamente das demais. Para niumero de gemas formadas, a cultivar

Micheli Palieri apresentou o melhor resultado.

As seis cultivares repicadas na segunda multiplicacdo (90 dias apds a
inoculacéo) apresentaram regeneracao de tecido (Tabela 20). Houve resultado
significativo entre as cultivares para nimero de explantes regenerados e

namero de gemas formadas.

Observou-se melhor resultado para nimero de explantes regenerados
para as cultivares IAC 138-22 (Maximo) e Micheli Palieri que nao diferem entre
si, com 14 e 17 explantes regenerados. O menor numero de explantes
regenerados foi observado nas cultivares Barbera e Moscatel Grega, com
guatro e seis explantes regenerados.

Tabela 20. Segunda multiplicacdo in vitro de videiras para vinho/processamento
provenirntes do Banco de Germoplasma da Embrapa Semiarido.Numero de explantes
inoculados (NUM. EXP. INO.), numero de explantes regenerados (NUM. EXP. REG.) e
ndamero de gemas formadas (NUM. GEM.) originados a partir de meristemas nodais de
cultivares de uvas de vinho (90 dias ap6s a inoculacéo). Valores seguidos da mesma letra
na coluna néo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de significancia.

SEGUNDA MULTIPLICACAO

NUM. EXP. INO. NUM. EXP. REG. NUM. GEM.

Barbera 21 4c 19¢c
IAC 138-22 (Maximo) 26 14 a 37a
Moscatel Grega 17 6¢C 24 b
Muscat Noir 29 10b 28Db
Syrah 24 8b 27b
Micheli Palieri 39 17 a 42 a
TOTAL 156 59 177

Para a terceira multiplicacdo (120 dias apdés a inoculacdo) foram

repicadas as seis cultivares regeneradas anteriormente. Observou-se
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regeneracdo em apenas trés cultivares: Barbera, Moscatel Grega e Syrah
(Tabela 21). A aclimatizacéo das plantas regeneradas na terceira multiplicacao
ocorreu aos 165 dias apos a inoculacdo, sendo: Barbera com quatro plantas,

Moscatel Grega com duas plantas, e Syrah com duas plantas.

Tabela 21. Terceira multiplicagdo in vitro de videiras para vinho/processamento
provenirntes do Banco de Germoplasma da Embrapa Semiarido. Nimero de explantes
inoculados (NUM. EXP. INO.), nimero de explantes regenerados (NUM. EXP. REG.) e
namero de gemas formadas (NUM. GEM.) originados a partir de meristemas nodais de
cultivares de uvas de vinho (120 dias ap6s a inoculacao). Valores seguidos da mesma letra
na coluna néo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de significancia.

TERCEIRA MULTIPLICAGAO

NUM. EXP. INO. NUM. EXP. REG. NUM. GEM.
Barbera 12 6a 26 a
IAC 138-22 (Maximo) 28 Oc od
Moscatel Grega 16 4b 18 b
Muscat Noir 20 Oc od
Syrah 20 3b 8c
Micheli Palieri 34 Oc od
TOTAL 177 13 52

Aproximadamente 210 dias ap6s o inicio do cultivo, com as plantas
obtidas ja na casa de vegetacdo com folhas bem formadas, realizou-se uma
nova coleta de material para realizacdo do teste ELISA a fim de verificar a
presenca de virus (trés folhas basais e trés apicais de cada cultivar: Jupiter,
Fiesta, Paulistinha, IAC 138-22 ‘Maximo’, Muscat Noir, Barbera, Moscatel
Grega e Syrah). Os resultados sdo apresentados nas Tabelas 22 a 25.

Tabela 22. Resultado do teste ELISA para deteccdo de virus em plantas originalmente
infectadas e regeneradas a partir do cultivo in vitro de meristemas apicais de uvas de mesa,
provenientes do Banco Ativo de Germoplasma da Embrapa Semiarido.

GVA GVB GLRavl GLRav2z ArMV GFLV

Fiesta - - - - - -
Jupiter - - - - - -

Paulistinha - - - - - -

(%) PORC. DE INFECCAO 0 0 0 0 0 0
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Tabela 23. Resultado do teste ELISA para deteccdo de virus em plantas originalmente
infectadas e regeneradas a partir do cultivo in vitro de meristemas nodais de uvas de mesa
provenientes do Banco Ativo de Germoplasma da Embrapa Semiarido.

GVA GVB GLRavl GLRav2z ArMV GFLV

Fiesta - - - - - -
Jupiter - - - - - -

Paulistinha + - - - - -

(%) PORC. DE INFECCAO 333 0 0 0 0 0

Tabela 24. Resultado do teste ELISA para deteccdo de virus em plantas originalmente
infectadas e regeneradas a partir de meristemas apicais de uvas de vinho provenientes do
Banco Ativo de Germoplasma da Embrapa Semiarido.

GVA GVB GLRavl GLRav2z ArMV GFLV

IAC 138-22 (Maximo)

Muscat Noir + - - - - -

(%) PORC. DE INFECCAO 50,0 0 0 0 0 0

Tabela 25. Resultado do teste ELISA para deteccdo de virus em plantas originalmente
infectadas e regeneradas a partir de meristemas nodais de uvas de vinho provenientes do
Banco Ativo de Germoplasma da Embrapa Semiéarido.

GVA GVB GLRaVvl GLRav2 ArMV  GFLV

Barbera - + - - - -
Moscatel Grega  + - - - - -

Syrah - - - - - -

(%) PORC. DE INFECCAO 33,3 33,3 0 0 0 0
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5. DISCUSSAO
Deteccdo de virus

Estudos sobre a incidéncia de virus em videira tém sido realizados em
diversos paises, verificando-se grande variabilidade na incidéncia de virus e
existéncia de relacdo dependente da espécie viral, do gendtipo da videira e da
regido amostrada. Contudo, normalmente, encontram-se elevados indices de
infeccdo. Catarino et al. (2015) avaliando a incidéncia de virus em videiras no
Nordeste, verificaram a presenca de GVA, GVB, GLRaV-2 e GLRaV-3 em
amostras de videiras cultivadas no Vale do Submédio do Sao Francisco,
observando, no entanto, maiores valores de incidéncia em relacdo as

porcentagens observadas no presente trabalho.

Além disso, esses autores ndo detectaram a presen¢a do GFLV. Entre
as espécies de virus que atacam a videira, os GLRaV-s representam uma das
principais restricdes para a producdo de uvas, por afetarem principalmente o
rendimento das videiras, com reducao de produtividade de até 15 a 20 %
(MARTELLI, 1993; MARTELLI e BOUND-PADIEU, 2006; RAI et al. 2018).

A infeccao causada por virus pode ser latente (sem manifestacdo dos
sintomas associados a presenca de virus nas plantas) em algumas cultivares,
podendo causar prejuizos mesmo assim. Atualmente, realiza-se trabalhos
preventivos, principalmente por meio da utilizacdo de material de plantio
saudavel e também por meio do controle das populacfes de vetores (ALMEIDA
et al., 2013; RAI et al. 2018) para controlar a disseminagcédo de viroses. Em
estudos sobre a incidéncia de virus no polo viticola Petrolina-PE/Juazeiro-BA,
Fajardo et al. (2002) observaram a presenca de GLRaV-1 e GLRaV-3.

No entanto, esses autores ndo detectaram a presenca do GLRaV-2,
como observado no presente trabalho, tanto nas cultivares de mesa como nas
cultivares de vinho, os mesmos citatram que o GLRaV-2 era ainda ausente nos
parrerais brasileiros, considerando essa uma informacé&o nao conclusiva, pois
diversos estudos afirmam que a distribuicdo de alguns GLRaV estar restrita a

certas regides e/ou variedades.
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Resultado semelhante ao relatado neste trabalho foi observado por
NASCIMENTO et al. (2015) que detectaram GVB em quase todas as plantas
analisadas, além de GVA, GFkV e GLRaV-2, ndo sendo observada a presenca
do GLRaV-3 nas plantas amostradas provenientes de vinhedos comerciais.
Esses e outros estudos propiciam conhecimento altamente relevante sobre a
incidéncia de virus, cultivares suscetiveis e distribuicdo dos agentes virais,
proporcionando informagBes que possibilitam desenvolver estratégias de

controle e manejo das viroses.

Levando-se em conta os avang¢os ha metodologia de deteccdo de virus
€ possivel estabelecer uma relacdo entre a ocorréncia desses fitopatdgenos
em videira e a ocorréncia de infeccbes mistas, que apresenta maior
predominancia em relacdo a ocorréncia das infec¢cdes simples (BASSO et al.,
2014). Sendo observado no presente estudo maior predominéncia de infeccéo
mista apenas para as uvas de vinho, e ocorréncia igual para ambas infec¢des

nas uvas de mesa.

Uma informacao importante no nosso estudo € a deteccdo da presenca
do ArMV em algumas das cultivares de videiras analisadas, sendo esse 0
primeiro relato para o Brasil. Nesse caso, vale salientar que esse virus é
considerado Praga Quarentenaria Ausente (Al) no Brasil, com base na
Instrucdo Normativa N° 41, de 1° de julho de 2008 do Ministério da Agricultura,

Pecuéaria e Abastecimento.
Cultivo in vitro de meristemas

Nas ultimas décadas foram realizados diversos estudos voltados para o
cultivo in vitro de videira. No entanto, nota-se nos varios relatos uma grande
variagao sobre o tipo de explante a ser utilizado e o meio de cultura adequado
(CHEE e POOL, 1982; GRAY e FISHER, 1985; LEE & WETZSTEIN, 1990;
BIASI et al. 1998; BERND et al. 2007; VILLA et al., 2008; ALIZADEH et al.,
2010; SKIADA et al., 2010; CARVALHO-SILVA et al., 2012; ABIDO et al., 2013;
DEV et al., 2015), tanto sobre a espécie V. vinifera como seus hibridos intra e
interespecificos, assim como outras espécies, como a V. rotundifolia (uva
Muscadinea), considerada de dificil enraizamento na propagagdo vegetativa
através de estacas (LEE e WETZSTEIN, 1990). Assim, a micropropagacao é
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considerada uma ferramenta bastante util na multiplicacdo tanto da espécie

como dos hibridos de videira.

Os resultados encontrados no presente trabalho variam entre as
cultivares como também entre as mesmas cultivares e o tipo de explante
utilizado. Essa variacdo nos resultados também tem sido relatada na literatura.
Por exemplo, diferencas significativas foram encontradas entre as cultivares e
clones de videira relacionadas ao desenvolvimento in vitro e producdo de
biomassa em estudos realizados por Lima da Silva et al. (2000), Moreira
(2000), e Borghezan et al. (2003). No entanto, a maioria desses estudos
observou resultado ainda limitado. As dificuldades encontradas na
multiplicac&o in vitro podem estar relacionadas ao fato de que muitas cultivares
utilizadas séo hibridos interespecificos, resultando em certa influéncia do

genotipo no processo de micropropagacao.

As respostas morfogenéticas observadas no presente trabalho foram
diferentes entre todas as cultivares utilizadas. Por exemplo, verificou-se uma
alternancia na regeneracao e producao de biomassa, com valores diferentes a
cada nova fase do cultivo, com variacdo entre o numero de gemas formadas (5
a 60 gemas na primeira fase, e 23 a 46 gemas na ultima fase) por cultivar e
ainda a porcentagem de regeneragéo variando de 0 % a 100 % de tecido
regenerado por cultivar. Outros trabalhos também observaram resultado
semelhante, que pode ser associado a influéncia da cultivar na capacidade de
regeneracao do tecido (MARTINELLI et al., 1996; PERES et al.,1999; NALI et
al., 2008), ou ainda relacionado também ao tipo (meristema apical ou segmento

nodal) e forma do explante utilizado (com e sem folhas na repicagem).

Existem também estudos relacionados a influéncia da composicéo
do meio de cultura, os sais e reguladores, no sucesso do procedimento. Nesse
caso, relatam-se ainda, dificuldades no desenvolvimento das brotacdes
obtidas, como observado no presente trabalho, a vitrificacdo e o pouco
desenvolvimento da parte aérea como caracteristicas observadas durante a
conducdo das multiplicacbes (MHATRE et al., 2000; ALIZADEH et al., 2010;
SKIADA et al., 2010; DEV et al., 2015; PEDRO et al., 2017).

Em um estudo com diferentes espécies, hibridos e cultivares de
videira, Gray e Fisher (1985) utilizando meio de cultura MS (1962) modificado,
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contendo 5uM de BAP, observaram rapido desenvolvimento dos apices de
videira cultivados. De Carvalho Silva et al. (2012) realizaram trabalho similar ao
anterior, utilizando meio de cultura WPM (Lloyd e McCoown, 1980) na fase de
estabelecimento e MS e MS reduzido para metade da forca dos sais nas fases
de multiplicacéo, suplementados com diferentes reguladores de crescimento, e
obtiveram resultados significativos para altura, crescimento percentual, nimero
de gemas e sobrevivéncia dos explantes durante seis meses de conservacgao in

vitro.

Além da composicdo do meio de cultura, alguns relatos sobre a
influéncia do gendtipo como principal fonte de variacdo da resposta
regenerativa in vitro sdo encontrados na literatura. Alizadeh et al. (2010), por
exemplo, trabalhando com multiplicac&o in vitro de diferentes porta-enxetos de
videira, sendo trés deles hibridos, observaram desempenho variado entre eles,
indicando que o sucesso da técnica de multiplicacdo é fortemente dependente
do gendtipo, o que possibilita a selecdo de gendtipos com alto desempenho e

boa capacidade de adaptacéao.

A fase de aclimatizacdo, que corresponde a retirada das plantas
regeneradas em condi¢des in vitro para condicdes ex vitro, também deve ser
atentamente observada e estudada. Nesta fase as plantas iniciam os
processos bioquimicos e fisiolégicos naturais necessarios para sua
sobrevivéncia fora do ambiente controlado (luz, umidade relativa e
temperatura) ao qual estavam submetidas, sendo retiradas gradativamente das
condigBes artificiais e, a partir dai, iniciando o desenvolvimento do sistema
radicular funcional, aumento da absor¢cdo de agua e nutrientes e aumento da
fotossintese (DEV et al., 2015).

Muitos fatores podem afetar o sucesso dessa transicdo, o grau de
umidade, por exemplo. Assim, em condicbes de baixa umidade ocorre uma
maior perda de agua através das folhas quando é inicialmente em baixa
porcentagem, sendo o recomendado que os teores de umidade do ambiente
durante a aclimatizacdo sejam inicialmente mais elevados, sendo diminuidos
gradativamente (MARIN et al., 1998; NORTON e SKIRVIN, 2001; NAS e
READ, 2003; BIGGER, 2010).
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No nosso trabalho, a metodologia de utilizacdo de recipientes com
cobertura (copos plasticos com cobertura transparente contendo furos) foi
eficiente para simulagédo de um ambiente com umidade relativa maior durante o
inicio da aclimatizacdo, pois ndo foi observada desidratacdo (murcha) e/ou

morte das plantas.

O desenvolvimento de protocolos para cultivo de tecidos de videira para
a obtencdo de clones idénticos a planta matriz e isentos de doencas representa
0 sucesso na utilizagdo das técnicas de que envolvem 0s processos
morfogénicos (formacdo de gemas e raizes - organogénese) ou embrides

somaticos (embriogénese).
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6. CONCLUSOES

O teste ELISA foi eficiente na deteccdo de virus em videira nas
condicOes desse trabalho, sendo os virus com maior incidéncia nas amostras
analisadas o GLRaV-2, o GVA, o ArMV e o GFLV, tanto para as cultivares de
uva de vinho, quanto nas cultivares de mesa.

O cultivo in vitro de meristemas apicais e nodais foi eficiente para
regeneracdo de plantas até a fase final de cultivo nas cultivares de mesa
Jupiter, Fiesta e Paulistinha. Para as cultivares de vinho foi eficiente para as
cultivares IAC 138-22 ‘Maximo’ e Muscat Noir, a partir dos meristemas apicais,
e para 0s genoétipos Barbera, Moscatel Grega e Syrah, a partir de meristemas
nodais.

Os explantes originados dos meristemas apicais regeneraram plantas
sem a presenca de virus para as cultivares Jupiter, Fiesta, Paulistinha e IAC
138-22 ‘Maximo’, e para os meristemas nodais dos genotipos Jupiter, Fiesta e

Syrah.
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7. CONSIDERACOES FINAIS

Faz-ze necessario a realizacdo de estudos voltados para identificagédo
do ArMV em cultivares cultivadas em parreirais comerciais, principalmente os

mais antigos.

O desenvolvimento de protocolos de cultivo in vitro de videira a partir de
meristemas, deve ser voltado para cada genoétipo, objetivando estabelecer o
tipo de explante, o meio de cultura e os reguladores decrescimento mais

adequados para o cultivo.
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9. APENDICES

Tabela 26. Deteccédo de virus em cultivares de uva de mesa provenientes do
Banco Ativo de Germoplasma da Embrapa Semiarido o Teste ELISA.

GVA GVB GLRavl GLRav2 ArMV GFLV

Al1118 + - - - - -

A1581 + - - - ) )

Aurora = IAC 77526 - - - + + +
Beauty Seedless - - - - - +
Cardinal - - - + + +

Centennial Seedless - - - - - -

CG 102024 Dacari - - - - - -

CG 28.467 'Emperatriz’  + - - - - -

CG 33.716 - - - - - -

CG 39915 + - - - - -

CG 40016 Damarim - - - - - -

CG 4113 - - - - - -

CG 87.746 - - - + + +

CG 87.908 - - - - - -

Christmas Rose - - + + + -

Concord Clone - - - - - -

Feal - + - + + -

Fiesta + - - - - -

Flame Seedless - - - + + +

Italia Clone 1 - - - - - -

Italia Melhorada - - - + - +

July Muscat - - - - - -

Jupiter  + - - - . 3

Loose Perlette - - - - - -
Muscatel Caillaba  +

Paulistinha + - - - - -

Perlette - - - +

Ruby Seedless  + - - + - -

Saturn - - - - - .

INFECCAO (%) 310 3.4 3.4 31.0 207 241
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Tabela 27. Deteccéo de virus em cultivares de uva de vinho provenientes do Banco Ativo de
Germoplasma da Embrapa Semiérido utilizando o Teste ELISA

GVA GVB GLRavl GLRav2z ArMV GFLV GCMV

Alfrocheiro - - - + + + -
Barbera - + - + + + .
Cabernet Franc - - - + + + +
Carmenere - - + + + + -
Colombard - - - - - - -

Dawn Seedless - - - - - - -

IAC 0021-14 Madalena - - - - - - -
IAC 138-22 (Maximo) +

Moscatel Branca + - - - - - -

Moscatel de Hamburgo - - - - - - -

Moscatel Grega + - - - - - -

Moscatel Nazareno - - - - - - -

Moscato Canelli - - - - - - -

Moscatuel CG 102295 - - - + + + -

Muscat Noir + - - - - - -

Muscat Saint Vallier - - - + + + -

Petit Verdot - - - - - - -

Rainha - - - - - - -

Tinta Roriz - - - - - - -

Syrah + - - - - - -

Micheli Palieri + - - + - - -

INFECCAO (%) 28.8 4.8 4.8 33.3 286 286 48




Tabela 28. Estabelecimento, primeira, segunda e terceira multiplicacdo in vitro de videiras para mesa provenientes do Banco Ativo de Germoplasma da Embrapa
Semiarido. Niumero de explantes inoculados (NUM. EXP. INO.), nimero de explantes regenerados (NUM. EXP. REG.) e niumero de gemas formadas (NUM. GEM.)
originados a partir de meristemas apicais de cultivares de uvas de mesa. Valores seguidos da mesma letra na coluna néo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5%
de significancia.

ESTABELECIMENTO PRIMEIRA MULTIPLICAGCAO SEGUNDA MULTIPLICAGAO TERCEIRA MULTIPLICAGAO

NUM. NUM. EXP.  NUM. NUM. NUM. EXP. NUM. NUM. NUM. EXP.  NUM. NUM. NUM. EXP. NUM.
EXP. INO. REG. GEM. EXP. INO. REG. GEM. EXP. INO. REG. GEM. EXP. INO. REG. GEM.
A1118 9 3c 5e 5 5c¢ 10c 10 10c 22d 18 od od
A1581 9 3c 8e 8 5c¢ 13 ¢ 13 13b 24 d 20 od od
IAC 77526 'Aurora’ 9 od of 0 od od 0 Oe 0g 0 od od
Beauty Seedless 9 5b 13d 13 13b 28Db 28 Oe Og 0 od od
Cardinal 9 od of 0 od od 0 Oe 0g 0 od od
CG 28.467 'Emperatriz' 9 6b 9e 9 9c 19¢c 19 3d 7f 5 od od
CG 39.915 9 9a 12d 12 6c¢C 13 ¢ 13 9c 13e 10 od od
CG 87.746 9 6b 12d 12 od od 0 Oe 0g 0 od od
Christmas Rose 9 od of 0 od od 0 Oe Og 0 od od
Feal 9 od of 0 od od 0 Oe 0g 0 od od
Fiesta 9 6b 30Db 30 18 b 24 b 24 16 b 45 b 40 12b 46 b
Flame Seedless 9 od of 0 od od 0 Oe 0g 0 od od
Italia Melhorada 9 od of 0 od od 0 Oe 0g 0 od od
Jupiter 9 9a 60 a 60 51a 148 a 148 54 a 172 a 160 24 a 76 a
Muscatel Caillaba 9 3c 18 ¢ 18 12b 24 b 24 15b 37c 30 od od
Paulistinha 9 9a 32b 32 15b 21b 21 18 b 39c 32 8c 23c
Perlette 9 od of 0 od od 0 Oe 0g 0 od od
Ruby Seedless 9 od of 0 od od 0 Oe 0g 0 od od
TOTAL 162 59 199 199 134 300 300 138 359 315 44 145
C.V. (%) - 24.4 18.7 - 25.9 12.9 - 21.3 10.0 - 27.3 14.1
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Tabela 29. Estabelecimento, primeira, segunda e terceira multiplicacdo in vitro de videiras para mesa provenientes do Banco Ativo de Germoplasma da Embrapa
Semiarido. Numero de explantes inoculados (NUM. EXP. INO.), nUmero de explantes regenerados (NUM. EXP. REG.) e nimero de gemas formadas (NUM. GEM.)
originados a partir de meristemas nodais de cultivares de uvas de mesa. Valores seguidos da mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5%
de significancia.

ESTABELECIMENTO PRIMEIRA MULTIPLICA(;AO SEGUNDA MULTIPLICAQAO TERCEIRA MULTIPLICA(;AO
NUM. NUM. EXP. NUM. NUM. NUM. EXP. NUM. NUM. NUM. EXP. NUM. NUM. NUM. EXP. NUM.
EXP. INO. REG. GEM. EXP. INO. REG. GEM. EXP. INO. REG. GEM. EXP. INO. REG. GEM.
Al1118 18 5a 10c 10 5e 10d 10 5b 6e 4 Oc od
A1581 18 6a 12b 12 9b 23 b 23 13a 33¢c 28 Oc od
IAC 77526 'Aurora’ 18 od od 0 of Oe 0 Oc of 0 Oc od
Beauty Seedless 18 od od 0 Of Oe 0 Oc Of 0 Oc od
Cardinal 18 od od 0 of Oe 0 Oc of 0 Oc od
CG 28.467 'Emperatriz' 18 2c 9c 9 2e 7c 7 5b 7e 5 Oc od
CG 39.915 18 6a 9c 9 7c 1llc 11 6b 7e 5 Oc od
CG 87.746 18 od od 0 of Oe 0 Oc of 0 Oc od
Christmas Rose 18 od od 0 Of Oe 0 Oc Of 0 Oc od
Feal 18 od od 0 of Oe 0 Oc of 0 Oc od
Fiesta 18 3b 12b 12 8b 20b 20 14 a 39b 32 6b 15c¢c
Flame Seedless 18 od od 0 of Oe 0 Oc Of 0 Oc od
Italia Melhorada 18 od od 0 of Oe 0 Oc of 0 Oc od
Jupiter 18 4b 16 a 16 1lla 28 a 28 16 a 53 a 47 6b 22 Db
Muscatel Caillaba 18 od od 0 of Oe 0 Oc Of 0 Oc od
Paulistinha 18 2c 8c 8 4d l4c 14 6c¢C 22d 16 8a 33a
Perlette 18 od od 0 of Oe 0 Oc Of 0 Oc od
Ruby Seedless 18 od od 0 of Oe 0 Oc of 0 Oc od
TOTAL 324 28 76 76 46 113 113 65 167 137 20 70

C.V. (%) - 28.4 21.4 - 17.3 16.6 - 24.1 10.4 - 31.4 141
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Tabela 30. Estabelecimento, primeira, segunda e terceira multiplicacdo in vitro de videiras para vinho provenientes do Banco Ativo de Germoplasma da Embrapa
Semiarido. Niumero de explantes inoculados (NUM. EXP. INO.), nimero de explantes regenerados (NUM. EXP. REG.) e niumero de gemas formadas (NUM. GEM.)
originados a partir de meristemas apicais de cultivares de uvas de vinho. Valores seguidos da mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5%

de significancia.

ESTABELECIMENTO

PRIMEIRA MULTIPLICACAO

SEGUNDA MULTIPLICACAO

TERCEIRA MULTIPLICACAO

NUM. NUM. EXP. NUM. NUM. NUM. EXP. NUM. NUM. NUM. EXP. NUM. NUM. NUM. EXP. NUM.

EXP. INO. REG. GEM. EXP. INO. REG. GEM. EXP. INO. REG. GEM. EXP. INO. REG. GEM.
Alfrocheiro 9 Ob Ob 0 Oc Oc 0 0Ob Oc 0 Oc Oc
Barbera 9 0Ob Ob 0 Oc Oc 0 0Ob Oc 0 Oc Oc
Carbenet Franc 9 Ob Ob 0 Oc Oc 0 0Ob Oc 0 0c Oc
Carmenére 9 Ob Ob 0 Oc Oc 0 Ob Oc 0 Oc Oc

IAC 138-22 (Maximo) 9 3a 9 a 9 4a 18 a 18 5a 18 a 12 2a 7a
Moscatel Branca 9 Ob Ob 0 Oc Oc 0 0b Oc 0 Oc Oc
Moscatel Grega 9 Ob Ob 0 Oc Oc 0 Ob Oc 0 Oc Oc
Moscatuel CG 102295 9 Ob Ob 0 Oc Oc 0 0b Oc 0 Oc Oc
Muscat Noir 9 3a 10a 10 3b 9b 9 4a 16 b 10 1b 4a
Muscat Saint Vallier 9 Ob Ob 0 Oc Oc 0 Ob Oc 0 Oc Oc
Syrah 9 Ob Ob 0 Oc Oc 0 0b Oc 0 Oc Oc
Micheli Palieri 9 Ob Ob 0 Oc Oc 0 0Ob Oc 0 Oc Oc
TOTAL 108 6 19 19 7 27 27 9 34 22 3 11

C.V. (%) - 29.6 23.1 - 26.1 19.7 - 28.3 24.1 - 31.4 33.5
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Tabela 31. Estabelecimento, primeira, segunda e terceira multiplicacdo in vitro de videiras para vinho provenientes do Banco Ativo de Germoplasma da Embrapa
Semiarido. Niumero de explantes inoculados (NUM. EXP. INO.), nimero de explantes regenerados (NUM. EXP. REG.) e nimero de gemas formadas (NUM. GEM.)

originados a partir de meristemas nodais de cultivares de uvas de vinho. Valores seguidos da mesma letra na coluna néo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5%

de significancia.

ESTABELECIMENTO

PRIMEIRA MULTIPLICACAO

SEGUNDA MULTIPLICACAO

TERCEIRA MULTIPLICACAO

NUM. NUM. EXP. NUM. NUM. NUM. EXP. NUM. NUM. NUM. EXP. NUM. NUM. NUM. EXP. NUM.

EXP. INO. REG. GEM. EXP. INO. REG. GEM. EXP. INO. REG. GEM. EXP. INO. REG. GEM.
Alfrocheiro 18 0Ob Oc 0 Oc od 0 od od 0 Oc od

Barbera 18 4a 14 b 14 6b 21c 21 4c 19¢ 12 6a 26 a
Carbenet Franc 18 Ob Oc 0 Oc od 0 od od 0 Oc od
Carmenére 18 Ob Oc 0 Oc od 0 od od 0 Oc od
IAC 138-22 (Maximo) 18 8a 25a 25 10 a 26 b 26 14 a 37a 28 Oc od
Moscatel Branca 18 Ob Oc 0 Oc od 0 od od 0 Oc od
Moscatel Grega 18 6a 18b 18 6b 17c 17 6c¢C 24 b 16 4b 18 b
Moscatuel CG 102295 18 Ob Oc 0 Oc od 0 od od 0 Oc od
Muscat Noir 18 8a 24 a 24 12 a 29b 29 10b 28b 20 Oc od
Muscat Saint Vallier 18 0Ob Oc 0 Oc od 0 od od 0 Oc od
Syrah 18 4a 20 a 20 6b 24 ¢ 24 8b 27b 20 3b 8c
Micheli Palieri 18 6a 28 a 28 14 a 39a 39 17 a 42 a 34 Oc od
TOTAL 216 36 129 129 54 156 156 59 177 177 13 52

C.V. (%) - 25.9 26.4 - 20.3 16.1 - 21.7 11.5 - 22.7 15.5
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