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Talvez ndo tenhamos conseguido fazer o melhor, mas lutamos para
que o melhor fosse feito. Ndo somos o0 que deveriamos ser, nao
somos 0 que iremos ser.. mas Gragas a Deus, ndo somos o0 que
éramos.

(Martin Luther King)

Jesus disse: (1) - Eu sou a videira, e meu pai é o lavrador. (2)
Todos os ramos que nao ddo uvas ele corta, embora eles estejam
em mim. Mas os ramos que dao uvas ele poda a fim de que fiquem
limpos e deem mais uvas ainda. (3) VVoceés ja estdo limpos por meio
dos ensinamentos que eu lhes tenho dado. (4) Continuem unidos
comigo, e eu continuarei unido com vocés. Pois, assim como o
ramo s6 da uvas quando esta unido com a planta, assim também
vocés s6 podem dar frutos se ficarem unidos comigo. (5) Eu sou a
videira, e vocés sdo os ramos. Quem esta unido comigo e eu com
ele, esse da muito fruto porque sem mim vocés ndo podem fazer
nada. (6) Quem ndo ficar unido comigo sera jogado fora e secarg;
sera como 0s ramos secos que sdo juntados e jogados no fogo, onde
sdo queimados. (7) Se vocés ficarem unidos comigo, e as minhas
palavras continuarem em voceés, vocés receberdo tudo que pedirem.
(8) E a natureza gloriosa do meu Pai se revela quando vocés
produzem muitos frutos e assim mostram que sdo meus discipulos.
(9) Assim como o meu Pai me ama eu amo Vocés; portanto,
continuem unidos comigo por meio do meu amor por VOCEs.

(Jodo 15: 1-9)
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RESUMO GERAL

A videira representa uma das mais importantes culturas no Vale do Séo Francisco,
por ser importante gerador de renda e desenvolvimento social. Destaca-se a produgéo para
0 mercado interno e externo, cujas exigéncias em competitividade demandam a
necessidade de desenvolvimento de novos materiais genéticos para o produtor. Nesse caso,
0s programas de melhoramento genético para a cultura em condi¢bes tropicais tem
empregado o cruzamento de variedades de uvas apirénicas, utilizando como suporte a
técnica de resgate de embrides, que possibilita a obtencdo de hibridos. Por outro lado, a
caracterizagdo citogenética de hibridos e parentais surge como ferramenta que pode gerar
dados importantes para os programas de melhoramento genético da videira. Contraparte, a
micropropagacao, que é a técnica de maior aplicabilidade da cultura de tecidos, tem, como
uma das muitas vantagens, a producdo em larga escala de plantas em tempo menor que o
habitual, e com garantia fitossanitaria. Por outro lado, durante a fase de aclimatizacéo da
micropropagacdo da videira ocorrem perdas significativas. Nessa fase, pelos varios
beneficios que proporcionam, os fungos micorrizicos arbusculares surgem como
alternativa de uso, pois reduzem as perdas, tornando menos estressante a passagem das
condig@es in vitro para ex vitro. Este estudo teve como objetivo avaliar citogeneticamente
variedades e hibridos de videira, bem como estudar a associacdo micorrizica no
estabelecimento ex vitro de mudas micropropagadas, buscando selecionar isolados
eficientes em promover o crescimento e absorcdo de nutrientes em hibrido apirénico de
videiras.

Palavras - chave: Fungos micorrizicos arbusculares, cromossomo, videira, cultura de
tecidos, bandeamento cromossémico.



ABSTRACT

The grapevine is one of the most important crops in the San Francisco Valley, to be
an important generator of income and social development. It is noteworthy production for
the domestic and foreign market, whose requirements demand the need for competitive
development of new genetic material to the producer. In this case, the breeding program
for cultivation in tropical conditions has employed the crossing of varieties of seedless
grapes, using as support embryo rescue technique, which enables the acquisition of hybrid
course. Moreover, the cytogenetic characterization of hybrids and parental emerges as a
tool that can generate important data for the breeding programs of the grapevine.
Counterpart, micropropagation, which is the wider applicability of the technique of tissue
culture, has, as one of the many advantages, the large scale production of plants in less
time than usual and pathogen-free. During the acclimatization phase of grapevine
micropropagation significant losses occur. The various benefits they provide, mycorrhizal
fungi are an alternative because they reduce losses, making the transition less stressful
conditions in vitro to ex vitro. This study aimed to evaluate cytogenetically vine varieties
and hybrids, as well as study the mycorrhizal association in ex vitro establishment of
plantlets, trying to select isolates effective in promoting growth and nutrient uptake in
apirenic hybrid grapesvines.

Keywords: Arbuscular mycorrhizal fungi, chromosome, grapevine, tissue culture,
chromosome banding.



INTRODUGCAO GERAL

A producdo mundial de uva de mesa encontra-se numa area total de
aproximadamente 206,3 milhes de km? distribuidos na Asia (55,9%), Europa (17,9%),
América (13,9%), Africa (12,1%) e Oceania (0,3%). Os principais paises produtores em
ordem decrescente sdo: China, Ird, Turquia, India, Egito, Italia, Estados Unidos, Chile e
Brasil (RUIZ, 2011). E uma das culturas de grande importancia ao nosso pais, sendo
cultivada em quatorze estados brasileiros, constituindo-se na base de sustentagdo da
exploracdo agroindustrial de algumas regides, ndo somente pela produgéo de uvas de mesa,
mas também de matéria-prima para a elaboracéo de vinhos e varios derivados (MARTINS,
2005). A regido do Submeédio Sao Francisco apresenta destaque tanto na producdo para
exportacao, respondendo por 97% da producéo brasileira, como para 0 consumo interno
(SILVA et al., 2009). Quanto a producéao de uvas no ano de 2011, MELLO (2011) afirmou
que houve um aumento de 12,97%, porém ndo em todas as regifes. O maior aumento
ocorreu no estado de Pernambuco (24,03%) devido ao aumento da area plantada em 2010.
Entretanto, em 2011, foi no mesmo estado que houve a maior redugdo de area plantada
(20,88%), o0 que resultard na reducdo da producdo em 2012, apds a tabulagcdo dos dados
oficiais.

A obtencdo de novas variedades de uvas sem sementes, utilizando a técnica de
resgate de embrides imaturos, apresenta alta eficiéncia, pois aumenta a frequéncia de
individuos sem sementes na progénie. Esta técnica consiste na coleta e cultivo de
sementes-traco 6 a 8 semanas apds a polinizacdo, e posterior resgate do embrido que
germina em meio de cultura especifico, gerando um ‘seedling’ ou um novo individuo. Os
primeiros trabalhos sobre esta técnica foram publicados na década de 80 (CAIN et al.,
1983; EMERSHAD e RAMMING, 1984; EMERSHAD et al., 1989; SPIEGEL ROY et al.,
1985), sendo atualmente utilizada em todos os programas de melhoramento da videira,
visando a criagdo de variedades de uvas sem sementes. No Nordeste brasileiro, €
importante a realizacdo de estudos para confirmar o protocolo utilizado em outras regides,
considerando as peculiaridades do clima tropical.

Citogeneticamente, as espécies do subgénero Vitis possuem 38 Cromossomos
(2n=6x=38), enquanto as espécies do subgénero Muscadinia contém 40 cromossomos
(2n=6x=40). Em Vitis, a hipGtese € que 0s progenitores ancestrais teriam possuido seis e

sete pares cromossdémicos, respectivamente. O cruzamento originou hibridos de



processamento de 13 monovalentes. Duplicagbes cromossomicas regeneraram tetraploides
férteis (4x=26). Cruzamento posterior dos tetraploides com diploides separados
produziram progenitores dos dois subgéneros Vitis com o numero cromossémico atual
(JACKSON, 2008).

A caracterizagdo citogenética pode ser aplicada como instrumento de avaliagdo de
plantas regeneradas in vitro e das plantas transformadas, em estudo sobre a instabilidade
cromossdmica em material conservado, nos estudos de evolucdo e citotaxonomia, e no
auxilio a caracterizacdo molecular pela localizacdo de sequéncias especificas de DNA,
através da hibridizacdo in situ. A caracterizacdo reprodutiva, que envolve a contagem do
ndmero cromossdmico, a analise meidtica, a analise do saco embrionario e a anélise da
viabilidade do poélen, pode exigir cruzamentos controlados e estudos de progénies. Seu uso
mais imediato é evitar anos de insucessos na conducdo de trabalhos de conservacdo,
multiplicagdo e uso de germoplasma, além de fornecer informagdes valiosas, de uso direto
em programas de pré-melhoramento e melhoramento de plantas (PENALOZA, 2004).
Entre os estudos citogenéticos realizados nas mais diversas espéecies, podemos destacar 0s
realizados com Vigna unguiculata e V. radiata (BORTOLETI et al.,, 2012); pera
(YAMAMOTO et al., 2012); cactaceae (ORTOLANI, 2007) ), videira (FALISTOCCO et
al., 2007) e maracuja (MELO, 2002).

Por outro lado, micorrizas sdo conhecidas pelo mutualismo entre a maioria das
plantas e espécies de fungos do solo que colonizam o tecido cortical de suas raizes
(SIEVERDING, 1991). A associacdo é importante para ambos, por oferecer condi¢Ges para
o desenvolvimento da planta e sobrevivéncia do fungo (SYLVIA, 1998). Este fato é devido
ao aumento na absorcdo de agua e nutriente do solo para o vegetal através da rede micelial
extrarradicular, em troca de fotoassimilados indispensaveis ao desenvolvimento do fungo
(NEWSHAM et al., 1995).

Diversas pesquisas tém demonstrado a eficiéncia dos fungos micorrizicos
arbusculares na producdo de mudas de diversas frutiferas, tanto para aquelas provindas da
micropropagacdo e que passam pela fase de aclimatizacdo (SAGGIN JR. & LOVATO,
1999), como para aquelas oriundas da propagacdo convencional (semente ou estacas) em
telado/viveiro (SIQUEIRA, 1994).

O primeiro passo, para a aplicacdo de fungos micorrizicos arbusculares eficientes,

deve ser obtido pela selecdo de fungos nativos e/ou exoéticos. Segundo SAGGIN e



SIQUEIRA (1996) é recomendavel que sejam inoculados fungos provindos da mesma
condicdo edafoclimatica a qual se deseja aplica-los, pois estes geralmente apresentam
melhor performance quando comparados aos introduzidos (exoticos). Porém, RUIZ-
LOZANO e AZCON (2000) mostraram que muitas vezes os isolados de condigbes
diferentes das quais se deseja aplica-los sdo mais eficientes, e outros mostram que a
eficiéncia independe das condigdes de origem (FELDMAN, 1994). Geralmente, a
inoculacdo com fungos selecionados pode ser necessaria em solos que sofreram disturbio
(eroséo, mineracdo, salinidade e metais pesados), com deficiéncia em fosforo na qual a
populagéo nativa de FMA seja baixa ou ineficiente em promover aumento na absorcao e
consequente crescimento (ABBOTT e ROBSON, 1994).

No Vale do Submédio Sdo Francisco, tanto para as variedades de mesa como
vinificacdo, sdo utilizados porta-enxertos que apresentam tolerancia a patégenos do solo, a
deficiéncia nutricional, facilidade de enraizamento e compatibilidade com a variedade
produtora. Os principais porta-enxertos utilizados no Vale do Sdo Francisco (LEAO et al.,
2009) sao o ‘IAC-313’, ‘IAC-572’ e ‘IAC- 766°, porém, existem outros como ‘Salt Creek’,
‘Dodge Ridge’, ‘Courdec 1613°, ‘Harmony’, ‘420-A’ e ‘Paulsen 1103°.

Nesse contexto, um dos entraves enfrentados para expansdo de areas com a cultura
da uva é a obtencdo de mudas sadias e certificadas. MELO (2010, dados ndo publicados)
verificou que de 479 plantas avaliadas, entre porta-enxertos e copa, aproximadamente 78%
apresentavam virus, principalmente o virus do enrolamento da folha (Grapevine leafroll—
associated virus 3-GLRaV-3). Nesse sentido, a propagacdo de mudas pela técnica de
cultivo in vitro apresenta-se como uma alternativa para producdo de plantas com
excelentes qualidades fitossanitarias, em larga escala, e em menor tempo, além de garantir
a propagacéo de plantas de alta produtividade adaptadas ao clima tropical. Por outro lado,
apesar das vantagens oferecidas pela micropropagacéo, as plantas produzidas séo isentas
de microrganismos, principalmente os benéficos como os FMA, podendo diminuir a
sobrevivéncia ou o desenvolvimento de plantas dependentes da micorrizagdo. Segundo
MATSUOKA et al. (2002) a videira é considerada fortemente dependente da associagéo
micorrizica. Da mesma forma, AGUIN et al. (2004) atribuem o beneficio da inoculagio de
FMA na aclimatizacdo de mudas micropropagadas de videira ao aumento do nimero de

raizes laterais primarias e secundarias promovidos pelo associa¢do com os fungos.



Aliada a tecnologia da micropropagacéo, a aplicacdo de FMA na aclimatizacdo vem
sendo utilizada com grande sucesso para diversas culturas, como o abacate, banana,
morango, maca, goiaba e outras (YANO-MELO et al., 1999; ESTRADA-LUNA et al.,
2000; LOCATELLI e LOVATO, 2002, TRINDADE et al., 2003), entre outros). Esses
trabalhos demonstram que a utilizacdo de FMA na aclimatizacdo aumenta a taxa de
sobrevivéncia, 0 crescimento e a absor¢do de &gua e nutrientes do solo, propiciando ainda
maior vigor e tolerancia ao transplantio para o campo, sendo tal fato de extrema

importancia para o estabelecimento de mudas de videira.

Em videira, Glomus fasciculatum foi uma das espécies predominantes no
levantamento realizado por NAPPI et al. (1980-81), sendo a colonizacdo radicular e a
densidade de esporos maior em areas com cobertura morta. POSSINGHAM e GROOT
OBBINK (1971) fizeram uma ampla avaliacdo da colonizacdo e eficiéncia simbidtica em
diferentes cultivares e espécies de videira na Australia. Posteriormente, a eficiéncia dos
FMA em aumentar o crescimento e a absorcdo de fésforo foi demonstrada para algumas
cultivares, como ‘Silvaner’ e ‘Aris’ (GEBBING et al., 1977), bem como as caracteristicas
ultraestruturais da associacdo (BONFANTE-FASOLO, 1978).

Recentemente, NIKOLAOU et al. (2002) constataram que mudas de videira
(variedade ‘Victoria’) enxertadas sobre os porta-enxertos ‘3309C° ou ‘110R’ e
micorrizadas, tiveram maior concentracdo de N, P, K e Ca, além de outros beneficios como
0 aumento no numero de nés. Os autores constataram que a colonizacdo micorrizica
variava em decorréncia do porta-enxerto utilizado. Além das vantagens no crescimento e
aquisicdo de nutrientes, NIKOLAOU et al. (2003a) verificaram que em videiras
enxertadas em diferentes porta-enxertos inoculados com Glomus mosseae, tiveram maior
tolerancia ao estresse hidrico, mediado pelo aumento na area foliar e concentragéo de P.
Esse aumento na tolerancia ao estresse € atribuido, em parte, a0 aumento na concentracao
de citocinina (NIKOLAOU et al., 2003b). Em estudo realizado por KRISHNA et al.
(2006), foi pesquisado o efeito da inoculacio de FMA (Acaulospora laevis, A.
scorbiculata, Entrophospora colombiana, Gigaspora gigantea, Glomus manihotis,
Scutellospora heterograma) e um mix comercial (contendo Glomus moessae, G. manihotis
e Gigaspora gigantea) em plantas micropropagadas de videira. Observou-se, para todos 0s
parametros avaliados, resposta positiva com os indculos de FMA. A taxa de sobrevivéncia

ex vitro, por exemplo, dobrou com a presenga deste inoculantes.



Desta forma, este trabalho objetivou caracterizar citogeneticamente duas variedades
e um hibrido intraespecifico apirénico de videira, bem como estudar o cultivo in vitro, e a
associacdo micorrizica no estabelecimento ex vitro de mudas micropropagadas, buscando

selecionar isolados eficientes em promover o crescimento e absorcao de nutrientes.



REVISAO DE LITERATURA

1. A Viticultura no Semiarido

A expansdo dos cultivos no mundo, em regra, deve-se ao desenvolvimento de
variedades adaptadas aos diferentes ambientes, na medida da diversidade genética das
espécies. A viticultura expandiu-se de zonas temperadas para regides de clima quente, com
base em cultivares tradicionais das regides de origem. O desenvolvimento de modernas
tecnologias de manejo viabilizou tecnicamente a producdo de uva em escala comercial em
regides tropicais (CAMARGO, 2008). Aliado a isso, devido as condi¢gdes ambientais do
trépico semiérido, pode-se fazer o planejamento da producdo da uva durante todo ano,
garantindo oferta permanente de uvas de boa qualidade, e com grandes possibilidades de
ocupar 0 espaco em periodos de desabastecimento no mercado internacional, quando os
precos sdo particularmente mais atrativos (LEAO, 2001).

Existem mais de trinta espécies de videiras, entre as quais se destacam as europeias
(Vitis vinifera L.), americanas (Vitis labrusca e Vitis bourquina) e hibridas. As espécies
europeias sdo as mais cultivadas no mundo. Preferem os climas secos, com baixa umidade
relativa do ar e muita insolacdo, e sdo as que apresentam variedades de melhor qualidade
para a producdo de vinhos. As espécies americanas sdo mais rusticas e resistentes a
doencas, sendo as predominantes no Brasil. As hibridas sdo provenientes de cruzamentos
interespecificos (diferentes espécies) e intraespecificos (mesma espécie). Ha variedades
sem sementes, especiais para a producdo de passas de boa qualidade. As hibridas
cultivadas no Brasil foram desenvolvidas inicialmente no Instituto Agronémico de
Campinas — IAC, a partir de apirénicas americanas (uvas sem sementes). As variedades
cultivadas no Brasil pertencem as espécies Vitis vinifera e V. labrusca. No Semiarido
brasileiro, predominam as variedades ‘Italia’ e suas mutagdes ‘Benitaka’ e ‘Brasil’, ‘Red
Globe’ (uvas de mesa com sementes), ‘Sugraone’ ou ‘Festival’, ‘Crimson Seedless’ e
‘Thompson Seedless’ (uvas de mesa sem sementes) sendo estas, as mais importantes uvas
sem sementes cultivadas no Vale do S&o Francisco. Dentre as uvas para a elaboracéo de

vinhos finos, destacam-se as variedades ‘Cabernet Sauvignon’, ‘Syrah’, ‘Chenin Blanc’,



‘Sauvignon Blanc’ e ‘Moscato Canelli’, todas pertencentes a espécie V. vinifera
(CARNEIRO et al., 2007; LEAO et al., 2009).

Muitas pesquisas foram e ainda sdo realizadas no Vale do Sdo Francisco com o
objetivo de implantar, avaliar e selecionar cultivares de uva adaptadas as condi¢cdes do
semiérido, visando disponibilizar maior diversificacdo ao produtor (CAMARGO et al.,
1997; ALBUQUERQUE, 1999; LEAO, 2003).

Segundo LEAO et al. (2009), as uvas de mesa sdo utilizadas in natura ou com
finalidade decorativa. Para o consumo in natura, as frutas devem possuir caracteristicas
peculiares como: cachos atraentes e com sabor agradavel, resisténcia ao transporte e
manuseio, além de boa conservacdo pds-colheita, pois a aparéncia é um dos principais
aspectos para uma cultivar de uva de mesa. Deve apresentar também uma polpa firme e de
consisténcia crocante, com pelicula e engaco resistentes, e longa vida de prateleira. A
auséncia de sementes é uma caracteristica apreciada pelos consumidores, podendo incluir
desde a auséncia completa de sementes (paternocarpia), como ocorre com a variedade
‘Black Corinto’, até tragos de sementes de tamanhos variados (estenoespermocarpia),
como acontece na variedade ‘Thompson Seedless’ e nas demais variedades comerciais de
uvas sem sementes. Sdo exportados, anualmente, cerca de 60 mil toneladas de uva,
quantidade que pode render cerca de 140 milhdes de reais. As uvas vao a destinos como
Holanda (e paises vizinhos), Reino Unido e Estados Unidos (COUTO, 2011).

2. Resgate de Embrides e Melhoramento Genético

A cultura de embrides € utilizada em diversas estratégias, destacando-se, dentre
elas, o emprego para recuperacédo de hibridos raros, em testes de viabilidade de sementes,
ou como fonte de explante, por possuir tecidos de elevada totipoténcia (GIACOMETTI,
1990; VILLALOBOS e THORPE, 1991; HU e FERREIRA, 1999).

As diversas técnicas da cultura de tecidos sdo aplicadas de diferentes formas no

desenvolvimento de cultivares superiores de plantas. S&o utilizadas ndo necessariamente



no desenvolvimento direto de tais cultivares, mas em uma ou outra etapa do
melhoramento, oferecendo, em muitos casos solugfes Unicas. A técnica da cultura de
embribes € empregada visando a introgressdo génica através de cruzamentos entre
individuos de espécies distantes, havendo inUmeros exemplos de introgressao de genes de
importancia agrondmica de um acesso silvestre para uma cultivar comercial (FERREIRA
et al.;1998). Alguns exemplos de trabalhos envolvendo a introgressdo génica podem ser
citados, como ARAGAO et al. (2002), no qual foi feito o cultivo de embribes de tomates
in vitro visando a introgressdo de genes em hibridos interespecificos. ANGRA et al. (1999)
estudaram o trigo com o objetivo de obter, por meio do cultivo de embrides, progénies
viaveis de retrocruzamentos a partir de hibridos intergenéricos. Também, CARDOSO
(2007) realizou cruzamentos entre trigo e espécies afins, visando a introgressdo de
resisténcia a ferrugem da folha. CUNHA et al. (2010) definiram a amplitude existente da

diversidade genética do germoplasma de duas subespécies de Vitis presentes em Portugal.

Apesar de recente, o emprego da cultura de tecidos em Vitis sp., pelo resgate de
embribes nas hibridacGes entre genotipos apirénicos, pode ser considerado como a mais
significativa contribuicdo para o melhoramento da videira (MULLINS, 1990). A
partenocarpia e a estenoespermocarpia, sdo 0s dois sistemas existentes em todo mundo
com determinacdo genética para apirenia. Sdo consideradas apirénicas as espécies de
plantas capazes de produzir frutos com auséncia completa de sementes, contendo tracos de
sementes ou um ndmero muito reduzido. Quando ha auséncia total de sementes, nao
ocorrendo fecundacéo e, sendo o fruto desenvolvido exclusivamente de tecidos maternos,
denomina-se como partenocarpia. J& quando ha fecundacédo do fruto e, em seguida, ocorre
0 aborto do embrido imaturo, devido a auséncia ou ma formacdo do endosperma,
originando frutos maduros com sementes tragos poucos desenvolvidas, macias e
imperceptiveis ao consumidor, temos o sistema estenoespermocarpico (STOUT, 1936;
VAROQUAUX et al., 2000).

Devido a necessidade de ampliacdo da variabilidade genética por meio de
cruzamentos visando a selecdo de individuos apirénicos superiores, abandonaram-se a
paternocarpia e comecou-se a utilizar a estenoespermocarpia em praticamente todos 0s
programas de melhoramento que buscam obter cultivares de uva apirénicas (AMARAL et
al., 1999). Vale resaltar que, em alguns casos, embora o cruzamento sexual entre espécies

diferentes seja possivel, ocorrendo a fusdo dos gametas e a formacdo do embrido, ndo é



raro o abortamento desse embrido, pela ma formacdo do endosperma como barreira pos-
zigotica. Nesse caso, a técnica de resgate de embrides em meio de cultura permite que
estes embrifes se desenvolvam normalmente, o que possibilita a obtencdo de hibridos
interespecificos, intraespecificos, intergenéricos e, em alguns casos, até mesmo entre
espécies de familias distintas, facilitando, sobremaneira, a busca do melhorista por genes
de interesse (CANCADO et al., 2009).

POMMER et al. (1995) estudaram dezoito gendétipos de uvas (Vitis vinifera L.)
apirénicas, com épocas de maturacdo, tamanho de semente-traco e época de colheita
diferentes. Utilizando a técnica de resgate de embribes, buscaram verificar se 0 embrido
abortava a medida que amadurecia e quais percentagens de embrides permaneciam em
estddios mais avancados. Nesse caso, foi concluido que gendtipos de maturacdo tardia
apresentavam menor percentagem de embrides resgatados e germinados e,
consequentemente, menos plantulas transplantaveis, quando comparadas com genoétipos
com maturacdes precoce e média. A melhor época para o resgate dos embrides foi entre
seis a dez semanas apos o florescimento, e quanto maior forem as relacfes entre peso de
semente-traco/comprimento, maiores serdo 0s nimeros de embrifes e maior germinacao e
plantulas transplantaveis. AMARAL et al., (2001), pesquisando a influéncia do estadio de
desenvolvimento de embrides na obtencdo de plantas em cruzamentos entre genitores
apirénicos de videira, verificaram que o estadio globular foi encontrado com maior
frequéncia apesar de apresentar menor capacidade de regenerar plantas. EmbriGes no
estadio torpedo apresentaram melhor resposta para tal funcdo. No geral, constatou-se que o
estadio de desenvolvimento do embrido influencia na obtencdo de plantas, e que o resgate
de embribGes sendo feito em estadios mais avancados de desenvolvimentos leva a uma

maior capacidade de regeneracdo de plantas.

O desenvolvimento de novas variedades de uvas adaptadas para as condi¢Oes
subtropicais e tropicais tem sido uma grande meta para 0s programas de melhoramento de
uvas no Brasil (RITSCHEL et al., 2010). Recentemente, com os resultados dos atuais
programas de melhoramento, MAIA et al. (2011) realizaram estudo quanto as
caracteristicas agrondmicas, fenoldgica, area de adaptacdo e manejo, de cinco novas
cultivares de uvas para mesa (‘Dona Zila’, Tardia de Caxiais’,’BRS Clara’,”’BRS Morena’
e ‘BRS Linda’), sendo todas elas viniferas, apirénicas e adaptadas as condic¢des do Brasil,

sendo langadas pelo programa de melhoramento de uva da Embrapa Uva e Vinho.
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3. Aplicacgdes da Citogenética para o Melhoramento de Plantas

Os recursos genéticos vegetais sdo definidos como a fracdo da biodiversidade de
valor real ou com potencial de uso e que representa uma fonte imensuravel de variabilidade
genética. Compreendem as variedades tradicionais, melhoradas, as linhas avancadas e as
espécies nativas. Representam um reservatdrio natural de genes que podem ser utilizados
para producdo de novas variedades que respondam as necessidades de produtores e
consumidores. Sa0 importantes por promoverem seguranca a0 meio ambiente, ao evitar
que alteracGes nas condi¢cdes bidticas e abidticas possam causar danos irreparaveis aos
ecossistemas (GIACOMETTI, 1993; FRALEIGH, 2006; FERRAZ, 2008).

Uma colecdo de germoplasma é valorizada a medida que esta vai sendo
caracterizada. A auséncia de atividades de caracterizacdo mais detalhada, associada a falta
de conservacdo apropriada, impede o conhecimento mais profundo dos acessos,
restringindo seu aproveitamento para fins de pesquisa. A caracterizacdo e avaliacdo
proporcionam um melhor conhecimento do germoplasma disponivel, sendo essencial para
Seu uso mais intenso em etapas subsequentes, e quando bem conduzidas, apresentam
vantagens como: a) identificacdo dos acessos em duplicatas, b) o estabelecimento de
cole¢des nucleares com o minimo de redundéncia da diversidade genética reunida em uma
espécie cultivada e nas espécies silvestres a elas relacionadas, ¢) permitem a identificacdo
dos modos de reproducdo predominantes em acessos, bem como a ocorréncia de
variabilidade intrinseca em acessos individuais (FRANKEL e BROW, 1984; VALLS,
1988). Exemplos de trabalhos envolvendo o estudo citogenético de material vegetal, como,
por exemplo, a analise cariotipica das espécies da familia Asteraceae (ILNICKI et al.,
2011), o emprego da citometria de fluxo para determinar o nivel de ploidia foliar em
variedades de Vitis vinifera L. de plantas derivadas de embrides somaéticos e obtidos
através da cultura de anteras (LEAL et al., 2006), assim como a avaliacdo da estabilidade
meidtica e da variabilidade do polen de doze linhagens avangadas de pimenta
(POZZOBON et al., 2011). A caracterizacdo citogenética envolve a contagem do nimero
de cromossomos, a determinacdo do nivel de ploidia e nmero bésico de cromossomos, a
avaliagdo do comportamento meiotico e da fertilidade do pdlen, e a determinagdo da

afinidade genémica entre acessos e hibridos interespecificos, devendo ser vista como uma
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atividade bésica e um pré-requisito nas caracterizacGes de cole¢bes de germoplasma
(PAGLIARINI e POZZOBON, 2004).

A observacdo de cromossomos mitéticos, tanto para analise do ciclo mitético
quanto para o estudo do caridtipo, € geralmente feita pelas técnicas de coloracao
convencional. Essas técnicas coram 0s cromossomos por igual, isto é, indistintamente, sem
nenhuma preferéncia por determinado tipo de cromatina, composicdo do DNA ou de
proteinas. Sd8o chamadas de convencionais para serem distinguidas das técnicas de
coloracdo diferencial, desenvolvidas a partir do final dos anos 60. Nessas ultimas, sdo
incluidas as técnicas de bandeamento cromossdmico que coram principalmente, ou
exclusivamente, um determinado tipo de cromatina, permitindo observar detalhes que nao
seriam visiveis com a coloracdo convencional (GUERRA et al., 2002). Segundo
SCHWEIZER (1976), enquanto nos estudos citogenéticos convencionais as caracteristicas
do complemento cromossomico sdo definidas a partir do ndmero cromossémico,
constricBes primérias e secundarias, quanto a morfologia e posi¢do dos centrémeros; nas
técnicas de coloracdo diferencial localizam-se sequéncias ricas em bases especificas, ou
bandas cromossdmicas, com a utilizacdo de corantes fluorescentes como o 4’,-6-
diamidino-2-fenilindol, evidenciando regides heterocromaticas ricas em adenina e timina,
ou utilizando cromomicina A3 que evidencia regides ricas em guanina e citocina. Segundo
PIEROZZI (2007), o emprego de técnicas mais especificas, como a do bandeamento C
proporciona um melhor detalhamento do genoma, permitindo a diferenciacdo longitudinal
dos cromossomos através da localizacdo e visualizacdo seletiva de segmentos
heterocroméaticos de DNA, que estdo presentes em ambos os homdlogos do par de
cromossomos, mantendo-se condensados durante todo ciclo de divisdo celular, em
oposicdo aos segmentos eucromaticos que possuem um ciclo de condensagéo-
descondensacdo. Durante a metafase mitotica, 0os segmentos heterocromaticos (marcadores
cromossémicos naturais), ficam mascarados pelo grau méximo de compactacdo que 0s

cromossomos assumem nessa fase, tornando-se visiveis apenas apos o bandeamento-C.

Exemplos de trabalhos envolvendo as técnicas citogenéticas podem ser citados. Em
videira, PINTO-MAGLIO et al. (2010) analisaram cromossomos mitéticos de sete espécies
de Vitis, utilizando a coloracdo com Giemsa, e para a analise da heterocromatina
constitutiva, os corantes fluorescentes CMA3 e DAPI. Neste estudo, foram observados

2n=38 cromossomos nas espécies de Euvitis e 2n= 40 para Vitis rotundifolia var. Reagle.



12

Em cacau e cupuacu, DANTAS et al. (2010) estudaram o cariétipo utilizando o
bandeamento—C e a hibridizacdo in situ fluorescente. Foi encontrado 2n=20 e simetria
cariotipica para ambas as espécies, observando-se bandas CMA3+/DAPI- na regido do
braco longo de um unico par cromossémico. BRASILEIRO-VIDAL (2003) caracterizou
citogeneticamente oito acessos de trigo, utilizando a hibridizagdo in situ fluorescente e a
hibridizacdo gendmica in situ. MELO et al. (2003) realizaram anélise cariotipica de
diversas espécies do género Passiflora, sendo as especies distribuidas cariologicamente em

quatro grupos com a base na analise numérica e morfoldgica.

4. Aspectos Gerais dos Fungos Micorrizicos Arbusculares

A capacidade das plantas de estabelecer relagbes compativeis com certos grupos de
fungos do solo € um fenbmeno generalizado na natureza, conhecido como micorrizas.
Embora tenha surgido ha mais de 400 milhdes de anos, quando as plantas iniciaram o
processo de colonizacdo do habitat terrestre, essa associacdo s6 foi reconhecida e tratada
cientificamente no século XIX, quando foram publicados os primeiros relatos detalhados
da associacdo entre células radiculares e micélio fungico (SIQUEIRA, 1986). Micorriza é
uma associacdo mutualistica ndo patogénica entre certos fungos do solo e as raizes da
planta. Esta, através da fotossintese, disponibiliza energia e carbono para a sobrevivéncia e
multiplicacdo dos fungos, enquanto estes absorvem nutrientes minerais e agua do solo,
transferindo-os para o sistema radicular do vegetal, estabelecendo assim uma associacéo
simbiodtica mutualistica (CHU, 2005). Dos sete tipos de micorrizas conhecidos, as
micorrizas arbusculares (FMAs), formados por fungos da Ordem Glomales, sdo 0s mais
comuns no ecossistema terrestre (de ocorréncia generalizada) e sendo mais disseminados
nos tropicos; formam associacdo simbiotica com espécies de Briofitas, Pteridofitas,
Gimnospermas e Angiospermas (SIQUEIRA et al., 2002; CAVALCANTE et al., 2008-
2009).

Nos fungos micorrizicos, o processo de colonizagdo propriamente dito, tem inicio

na superficie da raiz, com a penetracdo resultante da combinacdo de pressdo mecanica e
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degradacdo enzimaética parcial da parede celular vegetal. A colonizacdo intrarradicular é
limitada aos tecidos externos a endoderme, e se d& pelo crescimento inter e intracelular das
hifas. O crescimento intracelular inicial é caracterizado pela formacdo de enovelamentos
de hifas transcelulares e pela ivaginacdo da membrana plasmatica vegetal, de modo que
ndo existe comprometimento da integridade das células hospedeiras (SIQUEIRA et al.,
2002). Em algumas células corticais, hifas intracelulares se diferenciam em arbusculos.
Durante esse processo, a parede celular fangica se torna amorfa, desaparecendo as cadeias
de quitina cristalinas. Adicionalmente ocorre intensa sintese de membrana plasmaética,
fragmentacdo do vacuolo, aumento do volume do citoplasma, decréscimo no nimero de
aminoplastos, movimentacdo do nucleo, rearranjo do citoesqueleto e aumento da atividade
de transcricdo génica, alteracGes observaveis durante o desenvolvimento dos arbusculos
(BONFANTE e PEROTTO, 1995). Segundo BRUDETT (1991), ha duas hipoteses para
explicar a origem dos FMA. Na primeira, foi sugerido que o estabelecimento da simbiose
ocorreu entre uma alga semi-aquética e um microsimbionte ancestral aquatico que pertence
aos atuais Chromistas. J& na segunda, sugere que os FMA teriam como origem um
Zigomiceto saprofitico, terrestre e ndo aquatico. Esta Gltima hiptese tem um maior
sentido, pelo fato dos fungos micorrizicos serem habitantes naturais do solo. A ocorréncia
generalizada dos fungos micorrizicos é observada nos mais variados ecossistemas, como
florestas tropicais e temperadas, desertos, dunas, pradarias e sistemas agricolas, havendo
também evidéncias fdsseis que comprovam a presenca dessas associacGes nos mais

variados hospedeiros.

Por outro lado, a pratica de inoculacdo de fungos micorrizicos arbusculares,
segundo MIRANDA (2005), é mais indicada na producdo de mudas em viveiro, sendo
necessaria, pois utiliza-se de forma frequente, subsolo ou solo esterilizado, processo que
elimina patégenos e fungos micorrizicos nativos. O crescimento das mudas de espécies
arbustivas arbéreas e frutiferas tropicais, quando inoculadas com micorrizas, ocorre mais
rapido, apresentando maior tolerancia ao estresse do transplante com maior sobrevivéncia
no campo, além de aumentar a eficiéncia do uso de corretivos e fertilizantes adicionados
nos substratos. Os FMA também contribuem significativamente para a absor¢do de
nutrientes do solo, no aumento da biomassa vegetal, e conferem a planta maior resisténcia
a estresse e patogenos (BONFATE e GENRE, 2010). SMITH et al. (2010), demonstraram
a importancia da associa¢do dos fungos micorrizicos arbusculares para diversas plantas

submetidas a estresses, como deficiéncia de nutrientes e estresse hidrico, discutindo como
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0os FMA podem influenciar a estrutura, a deposi¢cdo de carbono, e as interacbes com a
microbiota do solo e populagdes animais.

Alguns exemplos de estudos com FMA podem ser citados. Em videira, por
exemplo, SCHELLENBAUM et al. (1991) observaram a influéncia de fungos micorrizicos
no desenvolvimento de raizes de videiras micropropagadas. Ainda com videira, LEMOS
(2008) chegou a conclusédo que para o porta-enxerto ‘Harmony’, uma melhor eficiéncia
simbiotica é conseguida com o fungo micorrizico Glomus etunicatum. Em mandioca,
NASCIMENTO et al. (2011), constataram uma melhor resposta de Glomus etunicatum
para o desenvolvimento da variedade estudada. Em sorgo, ALIZADEH e PARSAEIMEHR
(2011), concluiram que o tratamento com micorrizas aumentou significativamente a
biomassa da cultura estudada, por incremento de caracteristicas das raizes como,

comprimento, proporcionada pela colonizacéo radicular.

Devido a importancia dos fungos micorrizicos, SOUZA et al. (2007), recomendam
a necessidade do fortalecimento de bancos de germoplasma como fundamental e
estratégico para 0 avanco de pesquisas na area microbiologica no Brasil, em especial para
0 estudo dos glomeromicetos, que estdo relacionados a producdo agricola, e que podem ser
utilizados para a otimizacdo de recursos ndo reutilizaveis, como fontes de fosforo,

essenciais para o agronegécio do pais.

Em todos esses casos, as caracteristicas que levam um FMA a ser eficiente
dependem de uma ampla faixa de condi¢cdes ambientais, principalmente de disponibilidade
de P no solo. Essas caracteristicas podem ser exemplificadas como a capacidade de
colonizar répida e extensivamente as raizes e de competir com outros FMA e
microrganismos pelos sitios de infeccdo e absorcdo de nutrientes; de formar um extenso e
ramificado micélio extrarradicular; de absorver nutrientes mais rapida e mais
eficientemente que as plantas; de transferir eficientemente os nutrientes absorvidos para a
planta; de promover beneficios ndo nutricionais a planta, como agregacgéo e estabilizacao
do solo, modificagBes fisiologicas, e alivio de estresses. Vale salientar que para uma
avaliacdo direta de eficiéncia simbidtica de um fungo micorrizico, seria necessario avaliar
mecanismos fisiologicos e bioquimicos envolvidos na absor¢do e no funcionamento da
simbiose (SAGGIN JR e SILVA, 2005).
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5. Utilizacdo de Fungos Micorricos Arbusculares na Etapa de Aclimatizacdo de Mudas

Micropropagadas

A propagacdo in vitro de plantas, chamada também micropropagacdo, € uma
técnica para multiplicar plantas dentro de tubos de ensaios ou similares de vidro (por isso 0
termo in vitro), sob condic¢des adequadas de assepsia, nutricdo e fatores ambientais como
luz, temperatura, oxigénio e dioxido de carbono (CID, 2012). Entre as vantagens da
micropropagacao esta a total exclusdo de microrganismos patogénicos (GRANGER et al.,
1983). Entretanto, surge como desvantagem, a eliminacdo daqueles que sdo benéficos, e
que podem auxiliar no estabelecimento e crescimento ap6s o transplantio. Na
aclimatizacdo, as plantas micropropagadas passam de uma situagdo onde os fatores
responsaveis pelo crescimento e desenvolvimento sdo controlados, para uma situacdo de
ambiente natural e autotrofico. Essas condi¢cbes ambientais podem causar estresses, além
de favorecer o ataque de microrganismos e de pragas. As plantas provenientes da cultura in
vitro sdo sensiveis e tenras, pois ndo desenvolvem eficientemente a cuticula e 0 movimento
dos estdmatos, resultando em perda de &gua por evapotranspiracdo, e sua parte celular ndo
apresenta rigidez suficiente para sustentacdo. As folhas sdo delgadas e suaves,
fotossinteticamente inativas, deixando a planta em franco heterotrofismo. Os estdmatos
ndo operam eficientemente, provocando, assim, estresses nas primeiras horas apos sairem
dos frascos de vidro. A habilidade de fazer ajustes por meio de mudangas no seu padrao de
crescimento, devido ao ambiente externo, € que vai determinar o sucesso na obtencao de
plantas micropropagadas. Geralmente, um maior controle nas condi¢cGes ambientais, como
a utilizacdo de um substrato adequado, manutencdo de umidade relativa alta,
sombreamento das plantas, controle fitossanitario e nutricdo adequada s&o suficientes para
a sobrevivéncia e o desenvolvimento das plantas micropropagadas, que estdo sendo
aclimatizadas (FACHINELLO et al., 2005).

Por outro lado, a absor¢do de nutrientes proporcionados pelos fungos micorrizicos
arbusculares € muito importante para as plantas perenes, como a maioria das especies
frutiferas, pois estas apresentam poucas raizes adventicias, sendo a superficie de absor¢éo
reduzida devido ao grande didmetro do sistema radicular BAYLIS (1975). Ainda com
relacdo as raizes, SCHELLEMBAUM et al. (1991) afirmam que os fungos micorrizicos

arbusculares exercem influéncia na morfogénese e na arquitetura do sistema radicular das



16

plantas de videira micropropagadas, garantindo um melhor desenvolvimento e formacéo da
raiz apos o transplante.

Ha trés etapas na producdo de plantas micropropagadas em que podem ser feita a
introducdo de fungos micorrizicos: a) na fase in vitro; b) durante a aclimatizacdo (post-
vitro) e, ¢) apés a aclimatizacdo (LOVATO et al.,1996).

SINGH et al. (2012) estudaram os efeitos de quatro espécies de fungos micorrizicos
arbusculares em roméas micropropagadas, sendo estes inéculos introduzidos na etapa post-
vitro, com o objetivo de obter um melhor crescimento e uma maior taxa de sobrevivéncia
na etapa de aclimatizacdo. Os efeitos dos FMA, sobre o crescimento, estado fisiolégico e
atributos bioquimicos, quando comparados com o controle, foram superiores, sendo
Glomus mosseae e G. manihotis sugeridos como os melhores isolados a serem utilizados
no transplantio destas plantas. ANZANELLO et al. (2011) realizaram estudos com a
finalidade de avaliar o comportamento de dois fungos micorrizicos sobre o crescimento
vegetativo de trés porta-enxertos de videira (‘SO4’°, ‘Paulsen 1103’ e ‘043-43"), sendo
estes procedentes de plantas micropropagadas e inoculados na etapa de aclimatizacdo. Os
FMA (Scutellospora heterogama e Glomus etunicatum), quando comparados ao controle,
tiveram um melhor resultado para o crescimento vegetativo e nutricdo dos trés porta-
enxertos. H& correlagdo da combinacgdo especifica entre isolado flngico e variedade, e 0s
beneficios proporcionados pela simbiose: Glomus etunicatum, beneficiando o porta-
enxerto ‘043-43’; Glomus etunicatum e Scutellospora heterogama, 0s porta-enxertos
‘S04’ e ‘Paulsen 1103°. Durante a etapa de aclimatizacdo e estabelecimento de dois porta-
enxertos de cerejeira, AKA-KACAR et al. (2010), avaliaram o efeito da micorrizacdo na
absorcédo de nutrientes e producdo de biomassa num total de cinco in6culos de FMA e um
“mix”destes, cujos resultados confirmaram os efeitos positivos dos inoculos sobre os
parametros analisados. Entretanto, CARNIEL (2004), estudando o uso de FMA para o
desenvolvimento de dois porta-enxertos de videira (‘Paulsen 1103’ e ‘043-43”), verificou
que estas variedades ndo sofreram influéncia dos indculos e que a alta sobrevivéncia das
plantas de videira deveu-se ao protocolo eficiente e aos cuidados tomados durante o

processo.



17

6. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ABBOTT, L.K.; ROBSON, A.D. & Gazey, C. 1994. Selection of inoculant vesicular-
arbuscular mycorrhizal fungi. Pp.461-481. In: Norris, J.R.; Read, D. & Varma, A.K. (eds.).
Techniques for Mycorrhizal Research. Methods in Microbiology. Great Britain:
Academic Press.

AGUIN, O.; MANSILLA, J. P.; VILARINO, A.; SAINZ, M. J. Effects of mycorrhizal
inoculation on root morphology and nursery production of three grapevine rootstocks.
American Journal Enology and Viticulture, Reedley, v. 55, n. 1, p. 108-111, 2004.

AKA-KACAR, Y.; AKPINAR, C.; AGAR, A.; YALCIN-MENDY, Y.; SERCE, S;
ORTA, Y. The effect of mycorrhiza in nutrient uptake and biomass of cherry rootstocks
during acclimatization. Romanian Biotechnological Letters, Roménia, v. 15, n. 3, p.
5246-5252, 2010.

ALBUQUERQUE, T.C.S. de. Avaliacdo de geno6tipos de uva no semi-arido brasileiro. In:
QUEIROZ, M.A de; GOEDERT, C. O.; RAMOS, S. R. R., (Ed.) Recursos genéticos e
melhoramento de plantas para o Nordeste brasileiro. (on-line). Verséo 1.0. Petrolina,
PE: Embrapa Semi-Arido/Brasilia, DF: Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologia,1999. Disponivel via World Wide Web <http//www.cpatsa.embrapa.br>.

ALIZADEH, O.; PARSAEIMEHR, A. A study on the inoculated root of Sorghum
vulgare by mycorrhiza under the water stress condition. Elba Bioflux, 2011, v. 3, p. 83-88,
2011.

AMARAL, A. L.; CAMARGO, U. A.; OLIVEIRA, P. R. D. Uvas sem sementes: uso da
biotecnologia na busca de novas cultivares apirénicas. Biotecnologia Ciéncia &
Desenvolvimento, v. 10, p. 108-112, 1999. Encarte especial 108.

AMARAL, A. L.; OLIVEIRA, P. R. D.; CZERMAINSKI, A. B. C.; CAMARGO, U. A.
Estadios de desenvolvimento de embrides na obtencdo de plantas em cruzamentos entre
genitores apirenos de videira. Revista Brasileira de Fruticultura, v. 23, n. 3, p. 647-651,
2001.

ANGRA, D. C.; BARBOSA, M. M.; PRESTES, A. M.; MORAES-FERNANDES, M. I. B.
de. Cultivo de embrides em retrocruzamentos entre Triticum aestivum Thell. e Agropyron
elongatum Host & Beauv. Pesquisa Agropecudria Brasileira, v. 34, n. 2, p. 209-215,
1999.

ANZANELLO, R.; SOUZA, P. V. D.; CASAMALLI, B. Fungos micorrizicos arbusculares
(FMA) em porta-enxertos micropropagados de videira. Bragantia, Campinas, v. 70, n. 2,
p. 409-415, 2011.

ARAGAO, F. A. S;; RIBEIRO, C. S. da C.; CASALI, V. W. D.; GIORDANO, L. de B.
Cultivo de embrides de tomate in vitro visando a introgressao de genes de Lycopersicon
peruvianum em L. esculentum. Horticultura Brasileira, Brasilia, DF, v. 20, n. 4, p. 605-
610, 2002.



18

BAYLIS, G. T. S. The magnolioid mycorrhiza and mycotrophy in root systems derived
from it. In: SANDERS, F. E.; MOSSE, B.; TINKER, P. B. (Ed.). Endomycorrhizas.
London: Academic Press, 1975. p. 373-389.

BONFANTE-FASOLO, P. Some ultrastructural features of the vesicular-arbuscular
mycorrhiza in the grapevine. Vitis, Geneva, v. 17, n. 4, p. 386-395, 1978.

BONFANTE, P.; PEROTTO, S. Strategies of arbuscular mycorhizal fungi when infecting
host plants. New Phytologist, Oxford, v. 130, p. 3-21, 1995.

BONFANTE, P.; GENRE, A. Mechanimis underlying beneficial plant-fungus interactions
in mycorrizhal symbiosis. Nature Communications, New York, v. 1, n. 48, 2010.

BORTOLETI, K. C. A.; BENKO-ISEPPON, A. M.; MELO, N. F.; BRASILEIRO-
VIDAL, A. C. Chromatin differentiation between Vigna radiata (L.) R. Wilczek

and V. unguiculata (L.) Walp. (Fabaceae). Plant Systematics and Evolution, New York,
v. 298, p. 689-693, 2012.

BRASILEIRO-VIDAL, A. C. Caracterizagdo cromossdmicas de hibridos
intergenéricos de trigo (Triticum aestivum x Thinopyrum ponticum) com diferentes
combinacdes. 2003. 136 f. Tese (Doutorado em Ciéncias Bioldgicas) — Universidade
Federal de Pernambuco, Recife.

BRUNDETT, M. Mycorrhizas in natural ecosystems. Advanced Ecological Research,
London, v. 21, p. 171-313, 1991.

CAIN, D. W.; EMERSHAD, R. L.; TARAILO, R.E. In ovulo embryo culture and seedling
development of seed an seedless grape (Vitis vinifera L.). Vitis, Geneva, v. 22, n. 1, p.9-
14, 1983.

CAMARGO, U. A;; MASHIMA, C. H.; CZERMAINSKI, A. B. C. Avaliacéo de
cultivares de uvas apirénicas no Vale do Sao Francisco. Bento Gongalves: EMBRAPA-
CNPUV, 1997. 7p. (EMBRAPA-CNPUV. Circular técnica, 26).

CAMARGO, U. A. Melhoramento genético: variedades de uvas sem sementes para 0
Brasil. In: CONGRESSO BRASILEIRO DE VITICULTURA E ENOLOGIA, 12. 2008.
Bento Gongalves. Anais... Bento Gongalves: Embrapa Uva e Vinho, 2008. p.185.

CANCADO, G. M. A.; RIBEIRO, A. P.; FREITAS,G. F.; SA, M. E. L.; SILVA, H.E. S;
PASQUAL, M.; VAL, A. D. B.; NUNES, C. F. Cultivo de plantas in vitro e suas
aplicacdes. Informe Agropecuario, Belo Horizonte, v. 30, n. 253, p. 64-74, 2009.

CARNEIRO, W. M.A.; COELHO, M. C. do S. G. A viticultura no Nordeste brasileiro:
caracteristicas e perspectiva da atividade para a regido. In: CONGRESSO DA
SOCIEDADE BRASILEIRA DE ECONOMIA, ADMINISTRACAO E SOCIOLOGIA
RURAL, 45., 2007, Londrina. Conhecimento para a agricultura do futuro: anais.
Londrina: SOBER: IAPAR: UEL, 2007. 1 CD-ROM .

CARDOSO, M. B. Anélises citogenéticas em linhagens sintéticas de Triticum aestivum
L. em Thell. (T. durum L. x Aegilopes tauschii Coss) e seus cruzamentos com



19

cultivares de trigo, visando a introgressdo de resisténcia a ferrugem da folha. 2007.
125 f. Tese (Doutorado em Ciéncias) — UERGS, Porto Alegre.

CARNIEL, E. Uso de fungos micorrizicos arbusculares no desenvolvimento de porta-
enxertos de videira e no controle biologico de Fusarium oxysporum f. sp. herbemontis.
2004. 84 f. Dissertacdo (Mestrado em Fitotecnia) - UFRGS, Porto Alegre.

CAVALCANTE, U. M. T.; GOTO, B. T.; MAIA, L. C. Aspecto da simbiose micorrizica
arbuscular. Anais da Academia Pernambucana de Ciéncia Agrondmica, Recife, v. 5/ 6,
p. 180-208, 2008/2009.

CHU, E. Y. Micorrizas. In: DUARTE, M. De L. R. (Ed.). Cultivo de pimenteira-do-
reino na Regido Norte. Belém, PA: Embrapa Amazénia Oriental, 2005. (Embrapa
Amazodnia Oriental. Sistemas de producdo, 1). Disponivel em: <http://sistemasde
producao.cnptia.embrapa.br/FontesHTML/Pimenta/PimenteiradoReino/paginas/micorrizas.
htm>. Acesso em: 15 jan. 2013.

CID, L. P. B. A propagacdo in vitro de plantas: o que é isso?. Disponivel em:
<http://www.biotecnologia.com.br>. Acesso em: 9 out. 2012.

CUNHA, J.; SANTOS, M. T.; VELOSO, M.; CARNEIRO, L.; EIRAS-DIAS, J;
FEVEREIRO, P. The portuguese vitis vinifera . germplasm: genetic relations between
wild and cultivated vines o germoplasma portugués de vitis vinifera L.: relacdes genéticas
entre videiras selvagens e castas cultivadas. Ciéncia e Técnica e Vitivinicola, Dois Portos,
v. 25,n. 1, p. 25-37, 2010.

COUTO, A. Dificuldade na exportacdo fez Itep abrir ecritorio em Roterda. Folha de
Pernambuco, 19 de setembro de 2011. Disponivel em: http://www.sppe.org.br/ > Acesso
em: 06 de out. de 2011.

DANTAS, L. G.; GUERRA, M. Chromatin differentiation between Theobroma cacao L.
and T. grandiflorum Schum. Genetics and Molecular Biology. Ribeirdo Preto, v. 33, n. 1.
p. 94-98, 2010.

EMERSHAD, R. L.; RAMMING, D. W. In ovulo embryo culture of Vitis vinifera L.cv.
‘Thompson Seedless’. American Journal of Botany, Bronx, v. 71, p. 873-877, 1984.

EMERSHAD, R. L.; RAMMING, D. W.; SERPE, M. D. In ovulo embryo development
and plant formation from stenospermic genotypes of Vitis vinifera L. American Journal
of Botany, Bronx, v.76, n. 3, p. 397-402, 1989.

ESTRADA-LUNA, A. A.; DAVIES JUNIOR, F. T.; EGILLA, J. N. Mycorrhizal fungi
enhancement of growth and gas exchange of micropropagated guava plantlets (Psidium
guajava L.) during ex vitro acclimatization and plant establishment. Mycorrhiza, Berlin,
v. 10, p. 1-8, 2000.

FACHINELLO, J. C.; HOFFMANN, A.; NACHTIGAL, J. C. Propagacado de plantas
frutiferas. Brasilia, DF: Embrapa Informacéo Tecnologica, 2005. 221 p.


http://sistemasde/
http://www.biotecnologia.com.br/
http://www.sppe.org.br/

20

FALISTOCCO, E.; PASSERI, V.; MARCONI, G. Investigations of 5S rDNA of Vitis
vinifera L.: sequence analysis and physical mapping. Genome, Ottawa, v. 50, p. 927-938,
2007.

FELDMANN, F.; IDCZAK, E. Inoculum production of vesicular-arbuscular mycorrhizal
fungi for use in tropical nurseries. In: NORRIS, J. R.; READ, D.; VARMA, A. K. (Ed.).
Techniques for mycorrhizal research methods in microbiology. San Diego: Academic
Press, 1994. p. 799-817.

FERRAZ, J. M. G. A insustentabilidade da revolugédo verde. Informativo Meio Ambiente
e Agricultura, v. 7, n. 26, abr/jun. 2008. Disponivel em: <http://www.
cnpma.embrapa.br>. Acesso em: 13 abr. 2011.

FERREIRA, A. G.; HU, C.Y. Cultura de embrides. In: TORRES, A. C.; CALDAS, L. S
BUSO, J.A. (Ed.) Cultura de tecidos e transformacédo genética de plantas. Brasilia, DF:
EMBRAPA-SPI: EMBRAPA-CNPH, 1998. v. 1. p. 371-393.

FRALEIGH, B. Global overview of group genetic resources. In: RUANE, J.; SONNINO,
A. (Ed.). The role of biotechnology in exploring and protecting agricultural genetic
resources. Rome: FAO, 2006. p. 21-32.

FRANKEL, O. H.; BROWN, A. H. D. Plant genetic resources today — a critical appraisal.
In: HOLDEN, J. HW.; WILLIAMS, J. T. (Ed.). Crop genetic resource: conservation and
evaluation. London: Gorge Allen & Unwin, 1984. p. 249-257.

GEBBING, H.; SCHWAB, A.; ALLEWELDT, G. Mycorrhiza of vines. Vitis, v. 16, p.
279-285, 1977.

GIACOMETTI, D.C. Impacto atual da cultura de tecidos em plantas. In: TORRES, A.C.;
CALDAS, L.S. Técnicas e aplicacdo da cultura de tecidos de plantas. Brasilia:
Ministério da Agricultura, 1990. p.19-25.

GIACOMETTI, D. C. Recursos genéticos de fruteiras nativas do Brasil. In: SIMPOSIO
NACIONAL DE FRUTEIRAS NATIVAS, 1992, Cruz das Almas. Anais... Cruz das
Almas: EMBRAPA-CNPMF, 1993. p. 13-27.

GRANGER, R. L.; PLANCHETTE, C.; FORTIN, J. A. Effect of a vesicular-arbuscular
(VA) endomycorrhizal fungus (Glomus epigaeum) on the growth and leaf mineral content
of two apple clones propagated in vitro. Canadian Journal of Plant Science, Ottawa, v.
63, p. 551-555, 1983.

GUERRA, M.; SOUZA, M. J. de. Como observar cromossomos: um guia de técnicas em
citogenética vegetal, animal e humana. Ribeirdo Preto: FUNPEC, 2002. 131 p.

HU C.Y.; FERREIRA, A.G. Cultura de embrides. In: TORRES, C.; CALDAS, L.S;
BUSO, J.M.; ed. Cultura de tecidos e transformacdo genética de plantas. Brasilia:
Embrapa- SPIIEmbrpa-CNPH, v. 1, p.371-393, 1999.


http://www/

21

ILNICKI, T.; SZELANG, Z. Chromosome numbers in Hieracium and Pilosella
(Asteraceae) from Central and Southeastern Europe. Acta Biologica Cracoviensia, v. 53,
n. 1, p. 102-110, 2011.

JACKSON, R. S. Wine science: principles and applications. 3ed. Academic Press. p. 776.
2008.

LEAL, F.; LOUREIRO, J.; RODRIGUEZ, E.; PAIS, M. S.; SANTOS, C.; PINTO-
CARNIDE, O. Nuclear DNA contento of Vitis vinifera cultivars and ploidy level analyses
of somatic embryo-derived plants obtained from anther culture. Plant Cell Reports, New
York, v. 25, p. 978-985, 2006.

LEAO, P. C. de S. Principais cultivares de uvas finas de mesa. In: LEAO, P. C. de S. (Ed.).
Uva de mesa: producdo e aspectos técnicos. Brasilia, DF: Embrapa Informacéao
Tecnologica, 2001. cap. 5, p. 26-33. (Frutas do Brasil, 13).

LEAO, P. C. de S.; SILVA, E. E. G da. Brotacio e fertilidade de gemas em uvas sem
sementes no Vale do Sdo Francisco. Revista Brasileira de Fruticultura, Jaboticabal, v.
25, n.3, p.375-378, 2003.

LEAO, P. C. de S.; SOARES, J. M.; RODRIGUES, B. L. Principais cultivares. In:
SOARES, J. M.; LEAO, P. C. de S (Eds). A vitivinicultura no Semiérido Brasileiro.
Brasilia, DF: Embrapa Informacdo Tecnoldgica; Petrolina: Embrapa Semiarido, 2009.
756p.

LEAO, P. C. de S.; SILVA, D. J.; BASSOI, L. H. Uva. In: SANTOS-SEREJO, J. A. dos.;
DANTAS, J. L. L.; SAMPAIO, C. V.; COELHO, Y. da S. (Ed). Fruticultura tropical:
espécies regionais e exdticas. Brasilia, DF: Embrapa Informacdo Tecnol6gica, 2009. p.
477-500.

LEMOS, I. B. Simbiose micorrizica arbuscular em porta-enxertos de videira (Vitis
spp.). 2008. 84 f. Dissertacdo (Mestrado em Biologia de Fungos) — Universidade Federal
de Pernambuco, Recife.

LOCATELLI, L. M.; LOVATO, P. E. Inoculacdo micorrizica e aclimatizacdo de dois
porta-enxertos de macieira micropropagados. Pesquisa Agropecuaria Brasileira, Brasilia
, DF, v. 37,n. 2, p. 177-184, 2002.

LOVATO, P. E.; GIANINAZZI-PEARSON, V.; TROUVELOT, A.; GIANINAZZI, S.
The state of art of mycorrhizas and micropropagation. Advances in Horticultural
Science, Firenze, v. 10, p. 46-52, 1996.

MAIA, J. D. G.; CAMARGO, U.A.; RITSCHEL, P. Cultivares: uvas de mesa. Bento
Gongcalves: Embrapa Uva e Vinho, 2011. 19p (Embrapa Uva e Vinho. Documentos, 74).

MARTINS, F. P. Aspecto da viticultura brasileira (2005) Disponivel em:
<http://www.toda fruta.com.br>. Acesso em: 30 ago. 2011.



22

MATSUOKA, M., SAGGIN JUNIOR, O. J.; LOUREIRO, M. F. Fungos micorrizicos
arbusculares em agrossistemas de videiras na regido de Primavera do Leste-MT. Revista
de Agricultura Tropical, Cuiab4, v. 1, p. 113-134, 2002.

MELLO, L. M. R. Atuacao do Brasil no mercado vitivinicola mundial: panorama 2011.
Bento Gongalves: Embrapa Uva e Vinho, 2012. 3 p (Embrapa Uva e Vinho. Comunicado
Técnico, 116).

MELO, N. F de. Caracterizacdo citogenética de espécies silvestres e cultivadas de
maracujazeiro (Passiflora spp.). 2002. 125 f. Tese (Doutorado em Ciéncias Bioldgicas) —
Universidade Federal de Pernambuco, Recife.

MELO, N. F.; GUERRA, M. Variability of the 5S DNAr Sites in Passifloraceae L. Species
with Distenet Base Chromosome numbers. Annalys of Botany, London, v. 92, p. 309-316,
2003.

MIRANDA, J. C. C.; VILELA, L.; MIRANDA, L. N. Dinamica e contribuicdo da
micorriza arbuscular em sistemas de producdo com rotacdo de culturas. Pesquisa
Agropecuaria Brasileira, v. 40, n. 10, p. 1005-1014, 2005.

MULLINS, M. G. Tissue culture and the genetic improvement of grapevines: a review.
Acta Horticulturae, Wageningen, n. 280, p. 11-22, 1990.

NAPPI, P.; JODICE, R.; KOFLER, A. Micorrize vescicolo-arbuscolari in vigneti dell'alto
adige sttoposti a differenti tecniche di cavarazione del suolo. Allionia, Torino, v. 24, p. 27-
42,1980/1981.

NASCIMENTO, J. M. L.; RESENDE, P. X.; VIEIRA JUNIOR, A. M.; SILVA, A.
F.;QUEIROZ, M. A. A;YANO-MELO, A. M. Desenvolvimento vegetativo de manihot
esculenta cranz. Em reposta a adubacdo fosfatada e inoculacdo micorrizica. In:
CONGRESSO BRASILEIRO DE MANDIOCA, 14.; FEIRA BRASILEIRA DA
MANDIOCA, 1., 2011, Macei6. Mandioca: fonte de alimento e energia: anais. Maceio:
ABAM: SBM, 2011. 1 CD-ROM.

NEWSHAM, K. K.; FITTER, A. R.; WATKINSON, A. R. Multi-funcionality and
biodiversity in arbuscular mycorrhizas. Trends in Ecology and Envolution, Amsterdam,
v. 10, n. 10, p. 407411, 1995.

NIKOLAU, N.; KARAGIANNIDIS, N.; KOUNDOURAS, S & FYSARAKIS, I. Effect of
different P sources in soil on increasing growth and mineral uptake of mycorrhizal Vitis
vinifera L. (cv. Victoria) vines. Journal Internacional SciencesVigne Vin, v. 36, n.4, p.
195-204, 2002.

NIKOLAOU, N.; ANGELOPOULOS, K.; KARAGIANNIDIS, N. A. Effects of drought
stress on mycorrhizal and non-mycorrhizal cabernet sauvignon grapevine, grafted onto
various rootstocks. Experimental Agriculture, London, v. 39, n. 3, p. 241-252, 2003a.

NIKOLAOU, N.; KOUKOURIKOU, M.; ANGELOPOULOQS, K. & KARAGIANNIDIS,
N. Cytokinin content and water relations of ‘Cabernet Sauvignon’ grapevine exposed to



23

drought stress. Journal of Horticultural Science & Biotechnology, West Sussex, v. 78, n.
1, p. 113-118, 2003b.

ORTOLANI, F. A.; MATAQUEIRO, M. F.; MORO, J. R. Caracterizacdo citogenética
em Schlumbergera truncata (Haworth) Moran e Schlumbergera x buckleyi (T. Moore)
Tjaden (Cactaceae). Acta Botanica Brasilica, Brasilia, DF, v. 21, n. 2, p. 361-367, 2007.

PAGLIARINI, M. S.; POZZOBON, M. T. Meiose em vegetais: um enfoque para a
caracterizacdo de germoplasma. In: CURSO DE CITOGENETICA APLICADA A
RECURSOS GENETICOS VEGETAIS, 2., 2004, Brasilia, DF. Curso... Brasilia, DF:
Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, 2005. p. 24-40. (Embrapa Recursos
Geneéticos e Biotecnologia. Documentos, 154).

PENALOZA, A. P. S. Il Curso de Citogenética Aplicada a Recursos Genéticos
Vegetais. Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia. Brasilia — DF. 8 a 12 de
novembro de 2004.

PIEROZZI, N. I. Caracteriza¢do dos cromossomos mitoticos de espécies diploides de cafa
por técnicas convencionais e de bandeamento-C e NOR. O Agrondmico, Campinas, V. 59,
n. 1, 2007.

PINTO-MAGLIO, C. A. F.; POMMER, C. V.; PIEROZZI, N. I. Giemsa staining and
fluorescent chromosome banding in some Vitis L. species. Caryologia, Firenze, v. 63, n.
4, p. 339-348,2010.

POMMER, C. V.; RAMMING, D. W.; EMERSHAD, R. L. Influéncia do genétipo, época
de maturacdo, tamanho da semente-traco e época da cultura sobre o desenvolvimento da
embrido no 6vulo e a formacdo da planta da videira. Bragantia, Campinas, v. 54, n. 2, p.
237-249,1995.

POSSINGHAM, J. V.; GROOT-OBBINK, J. Endotrophic mycorrhiza and the nutrition of
grape vines. Vitis, Geneva, v. 10, p. 120-130, 1971.

POZZOBON, M. T.; SOUZA, K. R. R. de.; CARVALHO, S. I. C.; REIFSCHNEIDER, F.
J. B. Meiose e viabilidade polinica em linhagens avancadas de pimenta. Horticultura
Brasileira, Brasilia, DF, v. 29, n. 2, p. 212-216, 2011.

RITSCHEL, P.; SEBBEN, S. de S.; CAMARGO, U. A.,; MAIA, J. D. G. Embrapa Uva e
Vinho: novas cultivares brasileiras de uva. Bento Gongalves: Embrapa Uva e Vinho, 2010.
64p.

RUIZ-LOZANO, J. M.; AZCON, R. Symbiotic efficiency and infectivity of autochthonous
arbuscular mycorrhizal Glomus sp. from saline soils and Glomus deserticola under salinity.
Mycorrhiza, Berlin, v. 10, p. 137-143, 2000.

RUIZ, V. S. Avances em viticultura em el mundo. Revista Brasileira de Fruticultura,
Jaboticabal, v. 33,p.131-143, 2011. Numero especial.



24

SAGGIN JUNIOR, O. J.; SIQUEIRA, J. O. Micorrizas arbusculares em cafeeiro. In:
SIQUEIRA, J. O. (Ed.) Avangos em fundamentos e aplicacdo de micorrizas. Lavras:
UFLA, 1996. p. 203-254.

SAGGIN JR, O. J.; LOVATO, P. E. Aplicacdo de micorrizas Arbusculares na producédo de
mudas e plantas micropropagadas. Pp. 725-773. In: SIQUEIRA, J. O.; MOREIRA, F. M.
S.; LOPES, A. S.; GUILHERME, L. R. G.; FAQUIN, V.; FURTINI NETO, A. E. &
CARVALHO, J. G. (Eds). Interelacdo fertilidade, biologia do solo e nutricdo de
plantas. Lavras: Sociedade Brasileira de Ciéncias do Solo e Universidade Federal de
Lavras/DCS, 1999.

SAGGIN JUNIOR, O. J.; SILVA, E. M. R. da. Micorriza arbuscular: papel, funcionamento
e aplicacdo da simbiose. In: AQUINO, A. M.; ASSIS, R. L. (Ed.). Processos biologicos
no sistema solo-planta: ferramentas para uma agricultura sustentavel. Brasilia, DF:
Embrapa Informacdo Tecnoldgica; Seropédica: Embrapa Agroecologia, 2005. cap.5. p.
101-149.

SCHELLEMBAUM, L.; BERTA, G.; RAVOLANIRINA, F.; TISSERANT, B;
GIANINAZI, S.; FITTER, A. H. Influence of endomycorrhizal infection on root
morphology in a micropropagated woody plant species (Vitis vinifera L.). Annals of
Botany, London, v. 68, p. 135-141, 1991.

SCHWEIZER, D. Reverse fluorescent chromosome banding with Cromomicin and
DAPI. Chromosoma, Berlin, v. 58, p. 307-354, 1976.

SIEVERDING, E. Vesicular-arbuscular mycorrhiza management in tropical
agrosystems. Eschborn: GTZ, 1991. 371 p.

SILVA, P. C. G.; CORREIA, R. C; SOARES, J. M. Historico e importancia
socioecondmica. In: SOARES, J. M,; LEAO, P. C. de S. A viticultura no Semiarido
brasileiro. Petrolina: Embrapa Semi-Arido, 2009. p. 21-34.

SMITH, S. E.; FACELLI, E.; POPE, S.; ANDREW-SMITH, F. Plant performance in
stressful environments: interpreting new and established knowledge of the roles of
arbuscular mycorrhizas. Plant Soil, The Hague, v. 326, p. 3-20, 2010.

SINGH, N. V.; SINGH, S. K,; SINGH, A. K.; MESHRAM, D. T.; SUROSHE, S. S;
MISHRA, D. C. Arbuscular mycorrhizal fungi (AMF) induced hardening of
micropropagated pomegranate (Punica granatum L.) plantlets. Scientia Horticulturae,
Amsterdam, v. 136, p. 122-127, 2012.

SIQUEIRA, J. O. Micorrizas: formas e funcdo. In: REUNIAO BRASILEIRA SOBRE
MICORRIZAS, 1., 1986, Lavras. Anais... Lavras: FAEPE, 1986. p. 5-32.

SIQUEIRA, J. O. Micorrizas arbusculares. In: ARAUJO, R. S.; HUNGRIA, M. (Ed.).
Microrganismos de importancia agricola. Brasilia, DF: Embrapa-SPI, 1994. p.154-194.

SIQUEIRA, J. O.; LAMBAIS, M. R.; STURMER, S. L. Fungos micorrizicos arbusculares.
Biotecnologia Ciéncia & Desenvolvimento, Brasilia, DF, v. 25, p. 12-21, 2002.



25

SOUZA, F.A.; SILVA, I. C. L.; BERBARA, R.L. L. Fungos micorrizicos arbusculares:
Muito mais diversos do que se imaginava. In: MOREIRA, F., ed. Biodiversidade em
ecossistemas tropicais. Lavras, UFLA, 2007. p. 501-556.

SPIEGEL-ROY, P.; SAHAR, N.; BARON, J. LAVI, U. In vitro culture and plant
formation from grape cultivars with abortive ovules and seeds. Journal of American
Society of Horticultural Science, Mount Vernon, v. 110, p. 109-112, 1985.

STOUT, A. B. Seedlessness in grapes. New York: Agricultural Experiment Station,
1936. 68 p. (Techinical Bullentin, 238).

SYLVIA, D. M. Mycorrhizal symbiosies. In: SYLVIA, D. M.; FUHRMANN, J. J;
HARTEL, P. G.; ZUBERER, D. A. (Ed.). Principles and applications of soil
microbiology. New Jersey : Prentice Hall, 1998. cap. 18, p. 408-425.

TRINDADE, A.V.; LINS, G. M. L.; MAIA, I. C. S. Substratos e fungo micorrizico
arbuscular em mudas micropropagadas de bananeira na fase de aclimatacdo. Revista
Brasileira de Fruticultura, Jaboticabal, v. 25, n. 1, p. 137-142, 2003.

VALLS, J. F. M. Caracterizagcdo morfoldgica, reprodutiva e bioguimica de germoplasma
vegetal. In: ENCONTRO SOBRE RECURSOS GENETICOS, 1., 1988, Jaboticabal.
Resumos... Jaboticabal: UNESP, 1988. p. 106-125.

VAROQUAUX, F.; BLANVILLAIN, R.; DELSENY, M.; GALLOIS, P. Less is better:
new approaches for seedless fruit production. Trends and Biotechnolology, Amsterdan, v.
18, n. 6, p. 233-242, 2002.

VILLA-LOBOS, A., V.M., THORPE, T.A. Micropropagacion: conceptos, metodologia y
resultados. In: ROCA, W.M., MROGINSKI, L.A. Cultivo de tejidos en la agricultura:
Fundamentos y Aplicaciones. Cali, Colombia : CIAT (Centro Internacional de
Agricultura Tropical), 1991, p.127-141.

YAMAMOTO, M.; TAKADA, N.; YAMAMOTO, T.; TERAKAMI, S.; SHIGETA, N,;
KUBO, T.; TOMINAGA, S. Fluorescent Staining and Fluorescence in situ Hybridization
of rDNA of Chromosomes in Pear (Pyrus spp.). Journal of the Japanese Society for
Horticultural Science, Tokyo, v. 81, n. 1, p. 35-40, 2012.

YANO-MELO, A. M.; SAGGIN JUNIOR,, O. J.; LIMA FILHO, J. M.; MELO, N. F;
MAIA, L. C. Effect of arbuscular mycorrhizal fungi on the acclimatation of
micropropagated banana plantlets. Mycorrhiza, Berlin, v. 9, p. 119-123, 1999.



CAPITULO 1
Resgate de embrides e avaliacdo do desenvolvimento in vitro de hibridos intraespecificos
de videira sem sementes (‘Superior x Thompson’)
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RESUMO

A producdo de frutas para exportacdo é uma atividade economicamente
significativa em Petrolina-PE/Juazeiro-BA, eixo do Vale do Rio S&o Francisco. A
necessidade de novos materiais genéticos mais adaptados ao clima tropical e as exigéncias
do mercado consumidor tem levado ao desenvolvimento de novas cultivares de uva finas
apirénicas. Nesse caso, a utilizacdo da técnica de resgate de embrifes tem produzido
resultados satisfatorios para a obtencdo desses materiais, principalmente nas condi¢fes do
semiarido brasileiro. O presente estudo teve por objetivo avaliar o desenvolvimento in
vitro de hibridos intraespecificos de videira (Vitis vinifera L.), provenientes do resgate de
embrides imaturos resultantes do cruzamento das variedades ‘Superior Seedless’ e
‘Thompson Seedless’. Para o estabelecimento e desenvolvimento da cultura foi utilizado o
meio nutritivo proposto por Galzy (1964) suplementado com 30g/L de sacarose, 0,1g/L de
mio-inositol, 0,002 g/L de glicina, 0,1mg/L de acido indolacético (AlA) e 6,5g/L de agar,
com pH ajustado para 5,7. O experimento foi avaliado apds 90 dias em sala de
crescimento. As variaveis mensuradas foram: namero de nds, nimero de folhas, altura das
plantas (cm), nimero de raizes e comprimento (cm) do sistema radicular e entrenos. O
periodo de 60 dias de cultivo das sementes-trago de hibridos de videira ‘Thompson
Seedless’ x ‘Superior Seedless’ resultou em um maior numero de embrides produzidos
(aproximadamente 50%), bem como em estddios de desenvolvimento melhor
caracterizados e com maiores valores de germinacao (47,3%). Os trés hibridos de videira
avaliados na micropropagacdo apresentaram valores médios dos pardmetros mensurados
muito similares, mesmo tendo sido originados a partir de embrides de diferentes estadios
de desenvolvimento.

Palavras-chaves: Vitis vinifera, uva sem sementes, cultivo in vitro de embrides.
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ABSTRACT

The production of fruit for export is an economically significant activity in
Petrolina-PE/Juazeiro-BA, S&o Francisco Valley. The need for new genetic material more
suited to the tropical climate and the demands of the consumer market, has led to the
development of new varieties of seedless grapevines. In this case, the use of the embryo
rescue technique has produced satisfactory results for obtaining these materials, especially
under semiarid Brazilian condition. The present study aimed to evaluate the in vitro
development of intraespecific hybrids of grapevine (Vitis vinifera L.) from the rescue of
immature embryos resulting from the crossing of varieties 'Superior Seedless' and
‘Thompson Seedless'. For the establishment and development of the culture was used for
Galzy proposed nutrient medium (1964) supplemented with 30g/L sucrose, 0.1 g/L myo-
inositol, 0.002 g/L glycine, 0.1 mg/L of acid indoleacetic acid (IAA) and 6.5 g/L agar, pH
adjusted to 5.7. The experiment was evaluated after 90 days in a growth chamber. The
variables measured were: number of nodes, number of leaves, plant height (cm), root
number and length (cm) of roots and internodes. The period of 60 days after inoculation of
seed trait from hybrid ‘Thompson Seedless’ x 'Superior Seedless' resulted in an increased
number of embryos produced (approximately 50%), as well as both developmental stages
and better characterized embryos with higher germination values (47.3%). The three
grapevine hybrids evaluated in micropropagation showed average values of the parameters
measured very similar, even having originated from embryos of different development
stages.

Keywords: Vitis vinifera, seedless grapes, in vitro embryos.
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INTRODUCAO

A cultura da videira apresenta especial importancia econdémica e social no
Submédio do Vale do S&o Francisco, na medida em que envolve um grande volume anual
de negdcios voltados para os mercados interno e externo, destacando-se entre as culturas
irrigadas da regido, como a que apresenta 0 maior coeficiente de geracdo de empregos
diretos e indiretos (SILVA et al., 2011).

A viticultura na regido possui especificidade em virtude da adaptacdo e do
comportamento diferenciado nessas condi¢fes climaticas. Os processos fisiologicos das
plantas sdo acelerados, a propagac¢do € muito rapida e em cerca de um ano e meio, apos 0
plantio, inicia-se a primeira safra. Considerando que o ciclo de producdo oscila em torno
de 120 dias, pode-se obter até duas safras e meia por ano, mediante 0 manejo da irrigacéo e
a realizacdo de podas programadas. Essa regido é a Unica no Brasil que exporta uva sem
semente. As variedades apirénicas representam um quarto do total das uvas finas de mesa
exportadas pelo Vale. A medida que cresce sua preferéncia entre os consumidores, ocorre a
expansdo das areas de cultivo que, no Polo de Irrigacdo de Petrolina-PE/Juazeiro-BA,
chegaram a cerca de 2.500 ha irrigados com tendéncia de expansio (ARAUJO E
ARAUJO, 2006.; ABANORTE, 2012).

Devido a tais tendéncias, é prioritario o desenvolvimento de novas variedades de
uvas finas, principalmente apirénicas, adaptadas as diferentes regides, e que apresentem
elevada fertilidade natural, qualidade compativel com as exigéncias do mercado e que
sejam menos exigentes em mao de obra especializada em praticas como o raleio de bagas
(CAMARGO et al., 2010).

A contribuicédo da biotecnologia para a cultura da videira no Vale do S&o Francisco
encontra-se principalmente na eliminagdo de virus, na sele¢do, manutencéo e multiplicacéo
de plantas com caracteres desejaveis, e na obtencdo de novas variedades sem sementes
(MELO, 2004). Nesse caso, 0 aprimoramento e uso rotineiro da técnica de resgate de
embrides sdo decisivos para o aumento da eficiéncia do programa de melhoramento
genético da videira, viabilizando a obtencdo de grande nimero de plantas apirénicas por
ciclo de cruzamento. A técnica de resgate de embribes imaturos proporciona ganhos

geneéticos importantes para o carater apirenia, com a reducdo do tamanho da semente traco,
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decorrente de cruzamentos entre genitores sem sementes (HU e FERREIRA, 1998;
CAMARGO, 2003). As vantagens decorrentes do uso dessa técnica foi avaliada por
GONCALVES et al. (2007) nas condicdes ambientais do semiarido brasileiro,
quantificando a eficiéncia na regeneracdo de plantas por cruzamento controlado quando se

aplica a técnica de resgate de embrides.

O presente estudo teve por objetivo avaliar o desenvolvimento in vitro de hibridos
intraespecificos de videira (Vitis vinifera L.) provenientes do cruzamento das variedades
‘Superior Seedless’ e ‘Thompson Seedless’, visando gerar novos genétipos para o

programa de melhoramento genético da videira.
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MATERIAL E METODOS

Os hibridos de videira utilizados no presente trabalho foram provenientes do
cruzamento entre as variedades ‘Thompson Seedless’ e ‘Superior Seedless’, realizado em
plantas cultivadas no Campo Experimental de Bebedouro da Embrapa Semiérido, de
acordo com os procedimentos propostos por POMMER (2003). Oito semanas apds 0s
cruzamentos, 152 sementes-traco foram retiradas dos frutos obtidos, sendo inoculadas em
meio de cultura de GALZY (1964) sob condic¢des assepticas. Apds 30 dias de cultivo, foi
realizado o isolamento dos embriGes imaturos em 76 sementes-traco, sendo os embrides
das outras 76 sementes isolados ap6s 60 dias de cultivo. Nesse caso, 0os embrides foram
classificados de acordo com seu estadio de desenvolvimento e inoculados em novos meios
de cultura, utilizando-se a formulacdo de GALZY (1964) (Tabela 1). Um terceiro grupo de
sementes-traco foi cultivado por 180 dias no meio de cultura inicial, como tratamento

adicional.

Para a analise da micropropagacao, foram avaliados trés hibridos, provenientes de
plantulas com 60 dias de cultivo, e obtidas a partir de embrides de cada estadio de
desenvolvimento (globular, cordiforme e torpedo), sendo utilizados segmentos nodais com
aproximadamente 1 cm de comprimento, contendo uma gema axilar. As plantulas foram
micropropagadas e inoculadas em 15 ml de meio de meio de cultura, utilizando-se tubos de
ensaio como recipientes, sendo os mesmos fechados com tampas de papel aluminio e
vedados com filme plastico PVC. Foi utilizada a formulacdo de sais inorganicos e
vitaminas proposta por GALZY (1964), suplementada com 30g/L de sacarose, 0,1g/L de
mio-inositol, 0,002 g/L de glicina, 0,1mg/L de &cido indolacético (AlA) e 6,5 g/L de agar.
O pH do meio foi ajustado para 5,7 antes da autoclavagem, sob pressdo de 1 atm e
temperatura de 121°C, por 20 minutos. O material foi cultivado durante 90 dias em sala de
crescimento com fotoperiodo de 16 h, temperatura entre 23+£27 °C e radiacao fotossintética
ativa de 40 pmol.m? s,

O delineamento experimental utilizado foi em inteiramente casualizado (DIC) com
trés tratamentos (trés hibridos de videira) em vinte cinco repeticdes. As varidveis
mensuradas foram: namero de nés, numero de folhas, nimero de raizes, altura das plantas
(cm), comprimento do sistema radicular (cm) e comprimento dos entrenos (cm). As

medicdes foram feitas com o auxilio de um paquimetro digital. A anélise da variancia foi
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realizada utilizando-se o programa SisVar (FERREIRA, 2000), sendo as médias
comparadas pelo Teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

A Tabela 1 apresenta os resultados obtidos em relagdo ao resgate de embribes
imaturos. Das 76 sementes-tracos abertas com 60 dias de cultivo foram resgatados 38
embrides, o que corresponde a 50% do total de sementes inoculadas. Desses 38 embrides,
36 germinaram, valor correspondente a 47,3% do total de sementes-traco inoculadas. Por
outro lado, das 76 sementes-tracos cultivadas por 30 dias, foram obtidos 25 embribes
(35,9% do total) dos quais 15 embrides germinaram, resultando num percentual de 19,7%
de desenvolvimento de plantulas hibridas. No controle adicional ocorreu germinagdo em

3% das sementes-traco, 120 dias apos a inoculacéo.

Estudando o resgate de embrifes imaturos de algumas variedades de videira,
VALDEZ (2005) relatou que ndo houve reducdo do numero de embrides resgatados,
mesmo quando as sementes-trago foram cultivadas por um longo periodo de tempo.
Também TIAN et al. (2008), ao utilizarem a técnica de resgate de embrides imaturos como
ferramenta para a introgressdo de genes em variedades de videira, obtiveram resultados
satisfatorios, conseguido 26,7% de embrides resgatados na variedade ‘Emerald Seedless’,
com uma percentagem de plantulas desenvolvidas de 19,6% apds 60 dias de cultivo. Por
outro lado, os resultados obtidos por YANG et al. (2007), ao realizarem estudo do resgate
de embriGes em cruzamento de variedades dipldides e tetraploides de videira,
determinaram ser entre 35-45 dias 0 melhor periodo para remocdo dos embrides das
sementes-traco. No presente estudo, observa-se que o periodo de 60 dias de cultivo das
sementes-traco resultou em um maior nimero de embrides produzidos, bem como em

estadios de desenvolvimento melhor caracterizados e com maiores valores de germinacao.

Nos dois periodos de avaliacdo, a analise do tipo de embribes resgatados em relagdo
ao sucesso da germinacdo, demonstra uma alta correlacio com o estadio de
desenvolvimento globular, cordiforme e torpedo. Os embrides resgatados aos 30 dias em
estddio indefinido ndo germinaram, provavelmente devido ao pouco tempo para O
desenvolvimento no periodo avaliado. Varios trabalhos tem demonstrado a importancia de
determinar o melhor periodo para o isolamento de embrifes imaturos provenientes de
cruzamentos em videira. Em estudo realizado por BHARATHY et al. (2005), utilizando a
técnica de resgate de embrides para a variedade de videira ‘Flame Seedless’, foram obtidos

(100%) de embrides, porem com uma capacidade inferior (< 20%) de gerar plantulas.
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RAMMING et al. (2000), por sua vez obtiveram 20 plantulas a partir de 44 embribes
resgatados do cruzamento interespecifico entre V. vinifera e V. rotundifolia. SINHG et al.
(2011) obtiveram, ap6s 28 dias de cultivo, uma taxa de germinacdo de 12,67%. Em
pesquisa realizada nas variedades de uva ‘Centennial Seedless’ e ‘Thompson Seedless’ por
TANG et al. (2009), utilizando meios de cultura suplementado com benzilaminopurina,
verificaram 11,9% de embrides desenvolvidos para a variedade ‘Thompson Seedless’. No
nosso caso, 0s Vvalores obtidos ficaram em torno de 50% de plantulas germinadas,
demonstrando a boa eficiéncia da metodologia utilizada, com a utilizacdo de 0,1 mg/L de

acido indolacético.

Tabela 1. Efeito do numero de dias de cultivo in vitro de sementes-trago, sobre o
desenvolvimento e germinagdo de embrides imaturos de hibridos de videira ‘Superior x
Thompson’.

NUmero de  Numero de
diasapésa  sementes- NUmero de embrides resgatados NUmero de embrides germinados
inoculacéo trago (%) (%)
inoculadas
25 15
(32,9%) (19,7%)
30 76 G C T C T |
14 00 03 00 03 00
(18,42%) (0,00%) (3,95%)  (10,53%) (15,78%)  (0,00%) (4,11%)  (0,00%)
38 36
(50,0%) (47,3%)
60 76 G C T C T |
15 12 04 12 04 05
(19,73%)  (15,78%) (5,26%)  (9,21%)  (19,73%) (15,78%)  (5,26%)  (6,57%)

G (globular); C (cordiforme); T (torpedo); | (indefinido)
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Figura 1. Cultivo in vitro de sementes-trago do hibrido de videira ‘Superior Seedless x
‘Thompson Seedless’. a) Sementes-traco 30 dias apos a inoculagéo. b) Germinago in vitro
de sementes-traco 120 dias apds a inoculacdo; c) Semente-traco contendo embrido no
estddio de desenvolvimento cordiforme (seta); d) Detalhe de embrido no estadio
cordiforme; e) Detalhe de embrido em estadio de desenvolvimento indefinido; f) Semente-
traco contendo embrido no estddio de desenvolvimento torpedo. Escalas em “a” e “b”
correspondem a 2 cm com ampliagdes correspondentes em “c”, “d”, “e” e “f”.

A Tabela 2 apresenta os dados para 0 nimero médio de nos, folhas, altura, nimero
de raizes, comprimento do sistema radicular e dos entren6s de trés hibridos de videira
‘Superior x Thompson’, obtidos de embrides em diferentes estddios de desenvolvimento,

apos 90 dias de cultivo in vitro.
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Tabela 2. Avaliagdo da micropropagacdo de trés hibridos de videira (‘Superior Seedless’ x
‘Thompson Seedless’) obtidos de plantulas provenientes do resgate de embrides imaturos
em diferentes estadios de desenvolvimento, ap6s 90 dias de cultivo in vitro.

Hibridos Numero  Numero  Altura(cm) NOmerode Comprime Comprimento

de nds de folhas raizes nto das dos entrends
raizes (cm) (cm)

Hibrido 1 7,72a 8,72 a 7,37 a 1,36a 3,65Db 3,79a

(globular)

Hibrido 2 7,68 a 8,64 a 6,29 b 1,32a 4,58 a 3,43b

(cordiforme)
Hibrido 3 740D 8,20 b 7,35a 1,40 a 3,47b 3,75a
(torpedo)

Médias seguidas da mesmas letras em cada coluna, ndo diferem pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Observa-se que os trés hibridos avaliados apresentam valores médios das variaveis
mensuradas muito similares, mesmo tendo sido originados a partir de embries de
diferentes estadios de desenvolvimento. Nesse caso, as plantas oriundas dos hibridos 1 e 3
apresentaram valores ligeiramente superiores ao hibrido 2 para altura e comprimento dos
entrenos. De uma maneira geral, em materiais genéticos mais proximos e sob as mesmas
condicdes de cultivo, observa-se uma maior uniformidade na resposta de crescimento in
vitro, como os resultados obtidos por MENEZES et al. (2007). Nesse caso, as variedades

de videira sem sementes apresentaram valores similares para todas as variaveis analisadas.
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CONCLUSOES

1. O periodo de 60 dias de cultivo das sementes-traco de hibridos de videira
‘Superior Seedless’ x ‘Thompson Seedless’ resulta em um maior nimero de
embrides produzidos, bem como em estadios de desenvolvimento melhor

caracterizados e com maiores valores de germinacéo.

2. Os trés hibridos de videira avaliados na micropropagacao apresentam valores
médios das variaveis mensuradas muito similares, mesmo tendo sido originados

a partir de embrides de diferentes estadios de desenvolvimento.
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Eficiéncia de isolados de fungos micorrizicos arbusculares na aclimatizacao do hibrido
intraespecifico de videira ‘Superior Seedless’ x “Thompson Seedless’
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RESUMO

A cultura de tecidos vegetais é uma técnica que permite a multiplicacdo em larga
escala de gendtipos de alta qualidade produtiva. Como as plantas oriundas do cultivo in
vitro sdo isentas de micro-organismos, muitas vezes € necessaria a inoculacdo de
organismos simbiontes para promover o0 estabelecimento e o sucesso da producdo de
plantas. Dentre os micro-organismos que podem beneficiar as plantas existem os fungos
micorrizicos arbusculares (FMA), conhecidos por aumentar a absor¢do de nutrientes e
promover o crescimento das plantas na aclimatizacdo, etapa considerada critica para o
estabelecimento da planta. O objetivo deste trabalho foi estudar a associa¢do micorrizica
no estabelecimento ex vitro das plantulas, buscando selecionar isolados eficientes em
promover o crescimento e a absorcdo de nutrientes em hibrido apirénico de videira
‘Superior x Thompson’ (V. vinifera). O delineamento experimental foi inteiramente
casualizado, composto por 4 tratamentos (1- Controle ndo inoculado, inoculados com 2-
Gigaspora albida, 3- Acaulospora longula, 4- Claroideoglomus etunicatum) em 5
repeticdes, perfazendo um total de 20 plantas aclimatizadas. Ap6s 120 dias da inoculacao
foram avaliados: nimero de folhas, peso foliar, &rea foliar, altura, didmetro do caule,
matéria seca e fresca (parte aérea e radicular), colonizacdo micorrizica, numero de
glomerosporos e teor nutricional. Em geral as videiras inoculadas com G. albida tiveram
maior desenvolvimento, verificados para nimero de folhas, area foliar e matéria seca da
raiz e da parte aérea.

Palavras-chave: micropropagacéo; Vitis vinifera L.; FMA.
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ABSTRACT

The plant tissue culture is a technique that allows multiplication of large scale
production of high quality genotypes. As the plants from in vitro cultures are free from
micro-organisms, it is often necessary inoculation of organisms’ symbionts to promote the
establishment and success of the production plants. Among the micro-organisms that can
benefit the plants are arbuscular mycorrhizal fungi (AMF), known to increase the
absorption of nutrients and promote plant growth during the acclimatization stage
considered critical to the establishment of the plant. The objective of this work was to
study the mycorrhizal association in ex vitro seedling establishment, trying to select
isolates effective in promoting growth and nutrient uptake in apirenic hybrid grapevine
'Superior X Thompson’ (V. vinifera). The experimental design was completely
randomized, with 4 treatments (1 - Control-uninoculated, inoculated with 2 - Gigaspora
albida, 3 - Acaulospora longula, 4 - Claroideoglomus etunicatum) in 5 replicates, making
a total of 20 plants acclimatized. After 120 days of inoculation were evaluated: number of
leaves, leaf weight, leaf area, height, stem diameter, fresh and dry matter (root and shoot),
mycorrhizal colonization, number of glomerospores and nutritional content. In general the
grapevines inoculated with G. albida had a higher growth, verified for leaf number, leaf
area and dry weight of root and shoot.

Keywords: micropropagation; Vitis vinifera L.; AMF.
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INTRODUCAO

A cultura de tecidos vegetais € uma técnica de grande aplicacdo na agricultura
(ANDRADE, 2002), permitindo a producdo de plantas geneticamente superiores e
idénticas, em larga escala, e em curto periodo. A técnica de micropropagacdo pode ser
aplicada para a producéo de videiras viabilizando a implantagdo da cultura (COLLETO et
al., 2008) e de novos gendtipos. Porém, uma das etapas criticas da micropropagacao € a
aclimatizacdo, devido a transferéncia das plantas das condic¢des in vitro para a ex vitro
(RIBEIRO et al., 2012).

Os entraves para a sobrevivéncia das plantas na fase de aclimatizacdo pode ser
transposto com a utilizacdo de fungos benéficos, como os micorrizicos arbusculares, que
exercem importante papel no estabelecimento e desenvolvimento de plantas
micropropagadas (OLIVEIRA et al., 2010). Os fungos micorrizicos arbusculares (FMA)
formam simbiose com a maioria das plantas e ndo ha especificidade hospedeira, mas
combinagBes mais favoraveis podem existir (MOREIRA e SIQUEIRA, 2006). A
micorrizagdo das plantas proporciona melhoria no estado nutricional e incremento no
crescimento, minimizando os efeitos adversos de estresses bioticos e abidticos (SMITH e
READ, 2008).

A videira é altamente dependente da associacdo micorrizica (BUTTENBENDER e
SOUZA, 2005), porém é importante considerar que a utilizacdo de diferentes espécies e/ou
isolados de FMA pode resultar em diferentes respostas pelos hospedeiros (COSTA et al.,
2001). Nessas plantas, a associacdo micorrizica proporciona beneficios no crescimento e
absorcdo de nutrientes. AGOSTINE (2002) analisando o desempenho de dois porta-
enxertos de videira (‘Paulsen 1103° e ‘101-14 Milladert et De Grasset’) inoculadas com
isolados de FMA (Glomus clarum, Gigaspora margarita e Scutellospora pellucida)
verificou maior crescimento destes porta-enxertos quando inoculados com G. clarum.
Além de aumentar o desenvolvimento, MOTOSUGI et al. (2002) constataram que a
inoculagcdo com isolados de Gigaspora margarita em porta-enxertos de videira (‘Glorie de
Montepellier’, ‘Rupestris St. George’ e ‘Courdec 3309’) incrementava a absor¢do de
fosforo. Em estudo realizado por SCHREINER et al. (2008) em videira da variedade

‘Pinot noir’, a inoculagdo com Glomus mosseae também foi eficiente para aumentar a
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absorcdo de fosforo. Além de aumentar a absorcdo de fosforo, os FMA incrementam o
peso seco da parte aérea e do nimero de nos em videira (KARAGIANNIDIS et al., 2007).

A inoculagdo com o isolado de G. etunicatum influenciou o potencial hidrico, a
taxa fotossintética e a sobrevivéncia de plantas ‘Sauvignon Blanc’ enxertadas com o porta-
enxerto ‘Richter 99° nos estadios iniciais de crescimento (VAN ROOYEAN et al., 2004).
Em pesquisa realizada por KRISHINA et al. (2005), foi observado que videiras var. ‘Pusha
Navrang’ micorrizadas apresentavam maior sobrevivéncia ao serem transplantadas para as
condicbes de casa de vegetacdo, demonstrando melhoria no estado fisiologico e
nutricional. Estudando o crescimento e a aquisi¢do de nutrientes em gendtipos de videira,
OZDEMIR et al. (2010) obtiveram maior crescimento de plantas micorrizadas do que as
ndo micorrizadas. Recentemente, SINGH et al. (2011) estudando a associagcdo micorrizica
em hibridos provenientes de hibridagdes das variedades de videira de ‘Pusa Urvashi’ e
‘Beauty Seedless’ (como genitores femininos) e ‘Pusa Seedless’ e ‘Perlette’ (utilizados
como genitores masculinos), verificaram que as plantas inoculadas com uma mistura de

FMA tinham maior taxa de sobrevivéncia (>80 %) do que as plantas ndo inoculadas.

Portanto, o presente estudo teve por objetivo estudar a associacdo micorrizica no
estabelecimento ex vitro, buscando selecionar isolados eficientes em promover o
crescimento e absor¢do de nutriente em hibrido apirénico de videira ‘Superior x

Thompson’.
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MATERIAL E METODOS

O material vegetal utilizado na aclimatizacdo foram os hibridos apirénicos de
videira ‘Superior x Thompson’ produzidos a partir de cruzamentos artificiais controlados
das variedades ‘Superior Seedless’ e ‘Thompson Seedless’, e obtidos por meio da técnica
de resgate de embrides, sendo conservados no Banco Ativo de Germoplasma in vitro da

Embrapa Semiarido.

Para 0 experimento de aclimatizacdo foi utilizado substrato constituido de solo
(Latossolo): vermiculita: areia (2:1:1 v/v) esterilizado em autoclave a 120 °C por 1h30min
por trés dias consecutivos. AplGs este procedimento o substrato foi armazenado em
recipiente fechado e mantido por 15 dias em repouso. O solo apresentava as seguintes
caracteristicas: pH 6,4; 0,37 dS/m de Condutividade Elétrica; 2,68 g/kg de M.O; 9,9
mg/dm?® de P; 0,21, 1,2; 0,4; 0,03 e 0,05 cmolc/dm?® respectivamente de K, Ca, Mg, Na e
Al.

Os isolados de FMA utilizados foram: Acaulospora longula Spain & Schenck,
Gigaspora albida Schenck & Smith (Univasf 31) e de Claroideoglomus etunicatum (W.N.
Becker & Gerd.) C. Walker & A. Schiiler (Univasf 06). Esses isolados foram
multiplicados em associacdo com o sorgo (Sorghum bicolor), duas gramineas (Panicum sp.
e Brachiaria sp.) e uma leguminosa (Lablab purpureus), em vasos com solo (argissolo) e
areia (1:1 v/v) que foram previamente esterilizados; o cultivo foi mantido em casa de
vegetacdo por 120 dias. O nimero de glomerosporos por grama de solo-inéculo era de 24,
12,5 e 18 para Acaulospora longula, Gigaspora albida e Claroideoglomus etunicatum,
respectivamente. O solo-in6culo foi mantido em geladeira a 4 °C por 3 meses. Foram
aplicados para todos os tratamentos com FMA (A. longula, C. etunicatum e G. albida) 16
gramas de solo-in6culo, abaixo do sistema radicular das plantulas que apresentavam duas

folhas apicais. Os recipientes utilizados foram copos descartaveis de 500 mL.

O delineamento experimental foi do tipo inteiramente casualizado com quatro
tratamentos (1. N&o inoculado — controle; inoculado com 2. Acaulospora longula; 3.
Gigaspora albida; e 4. Claroideoglomus etunicatum), em 5 repeticdes.

O experimento foi conduzido no Laboratorio de Biotecnologia da Embrapa
Semiérido, Petrolina-PE. Os recipientes foram cobertos com um copo transparente de 500
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mL de forma a simular uma camara Umida, permanecendo por duas semanas nesta
condigdo. Apds este periodo, os copos de cobertura foram retirados e as plantulas
transferidas para outra area do laboratério proxima as janelas, para receberem radiacédo
solar, com fotoperiodo de 8h diarias de luz, com temperatura de 25+3 °C, permanecendo
por mais duas semanas. As plantas foram transferidas para casa de vegetacdo com
temperatura de 25+3 °C, 90 % de U.R. e 250-500 pmol.m?.s™ de radiacéo fotossintética
ativa. No decorrer de todo o experimento as plantas foram regadas com agua destilada, e
avaliadas a cada 30 dias quanto a sobrevivéncia, altura, didmetro do colo e nimero de

folhas.

Apbs cerca de 120 dias da inoculagdo inicial das plantas, além das avaliacdes
realizadas a cada 30 dias, foram avaliadas a &rea foliar, matéria fresca e seca do sistema
radicular e da parte aérea (sendo considerado separadamente o caule das folhas), teor
nutricional, colonizacdo micorrizica e nimero de glomerosporos. A avaliacdo da area foliar
foi feita com o auxilio do aparelho de andlise foliar Li 3100 (LI — Co inc. Linconl, Neb.
USA). Para o didmetro do caule foi utilizado um paquimetro digital, e a matéria fresca e
seca do sistema radicular e da parte aérea foram obtidas por pesagem em balanca
semianalitica. A matéria seca foi obtida apds secagem em estufa a 60 °C até peso
constante. A avaliacdo nutricional da matéria seca da parte aérea e da raiz foi feita segundo
a metodologia da EMBRAPA (1999).

Para a avaliacdo da coloniza¢do micorrizica 0,5 g de raizes finas foram separadas,
lavadas, clarificadas e coradas com azul de tripano 0,05 % (PHILLIPS e HAYMAN,
1970). A colonizacdo micorrizica foi avaliada pela técnica de intersecdo dos quadrantes
(GIOVANETTI e MOSSE, 1980), contando-se 100 intersectos.

Os glomerosporos foram extraidos do solo utilizando a técnica de peneiramento
umido, seguido por centrifugacdo em agua e sacarose (GERDEMANN e NICOLSON,

1963 e JENKINS, 1964) e quantificados em estereomicroscopio com aumento de 50 X.

Para as variaveis analisadas foi realizada a analise de variancia (ANAVA) e as
médias foram comparadas pelo teste de Tukey (p<0,05). Os dados de colonizacdo e
nameros de glomerosporos foram transformados em arcoseno da raiz de x/100 e raiz de X +

1, respectivamente. O programa utilizado foi 0o STATISTICA 5.0.

RESULTADOS E DISCUSSAO
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A taxa de sobrevivéncia das plantas do hibrido apirénico de videira ‘Superior x
Thompson’ foi de 100 % na aclimatizagdo. Estes valores sdo similares aos obtidos por
CARNIEL (2004), que obteve para o portas-enxerto ‘Paulsen 1103’ e ‘043-43’ médias de
95 e 98,89 % de sobrevivéncia das plantas micropropagadas e inoculadas com Glomus

clarum e Acaulospora sp.

Tabela 1. Area foliar (AF), matéria fresca foliar (MFF), matéria seca foliar (MSF), matéria
fresca (MFA) e seca (MSA) parte aérea, matéria fresca (MFR) e seca (MSR) radicular no
hibrido apirénico de videira ‘Superior x Thompson’, ap6s 120 dias em casa de vegetacao.

Tratamentos  AF MFF MSF MFA MSA MFR MSR
(cm?) (9) (9) (9) (9) (9) (9)

NI 34,664b 2814ab 0,134b 3,106a 0,094b 1442a 0,504Db
GA 85,124a 2912a 0327a 2926b 0,18 a 1552a 1,082a
CE 47,902b 2,694b 0198b 3,098a 0112b 0,596b 0,568 b
AL 39,836b 2,816ab 0,144b 3,096a 0,114b 1536a 0514D

NI- ndo inoculado; GA- Gigaspora albida; CE- Claroideoglomus etunicatum; AL- Acaulospora longula.
Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey 5 %.

A area foliar das plantas inoculadas com Gigaspora albida (85,124 cm?) foi
estatisticamente superior aos demais tratamentos. Plantas inoculadas com Acaulospora
longula (39,836 cm?), C. etunicatum (47,902 cm?) e ndo inoculadas com FMA, néo
diferiram estatisticamente entre si. O beneficio da micorrizacdo por G. albida na expansédo
da érea foliar pode ser decorrente de uma maior afinidade deste isolado com o hibrido de
videira testado, visto que as médias da area foliar dos demais isolados de FMA néo
diferiram significamente pelo teste aplicado das ndo inoculadas (Tabela 1). Registros dos
efeitos benéficos da inoculagdo de FMA em videira tambem foram feitos por KRISHINA
et al. (2005), que obtiveram valores de area foliar aproximadamente 50% maiores nas

plantas micorrizadas, quando comparados aos valores obtidos em plantas ndo micorrizadas.

Para matéria fresca da parte aérea, as videiras inoculadas com Acaulospora longula (3,09

g), C. etunicatum (3,09 g) e ndo micorrizadas (3,10 g) nédo diferiram estatisticamente,
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apresentando médias superiores as plantas inoculadas com G. albida (Tabela 1). Porém,
para biomassa seca da parte aérea, maiores valores foram encontrados em videiras
inoculadas com G. albida (0,18 g), seguidos por A. longula e C. etunicatum e néo

inoculadas com FMA, que ndo diferiram estatisticamente entre si.

A matéria aérea foliar das plantas micorrizadas com G. albida (2,912 g) foi superior
ao verificado nos demais tratamentos, enquanto que plantas inoculadas com C. etunicatum

tiveram menor média (2,694 g), diferindo significativamente dos valores de G. albida.

Para a varidvel matéria fresca radicular, os hibridos apirénicos de ‘Superior X
Thompson’ inoculados com A. longula (1,53 g), G. albida (1,55 g) e ndo micorrizadas
(1,44 g) nao diferiram estatisticamente entre si, sendo os valores destes tratamentos
superiores aos encontrado em plantas micorrizadas por C. etunicatum. Em porta-enxerto de
videira ‘S04’ provindos de estacas, CANGAHUALA-INOCENTE et al. (2011)
observaram que apds cinco meses da inoculagdo com duas espécies de Glomus (G.
irregulare e G. mosseae), maior desenvolvimento foi observado com plantas micorrizadas
por G. mosseae, sugerindo que independentemente da origem das plantas (estacas ou
segmentos nodais), a combinacdo isolado de FMA e gendtipo vegetal determina o
beneficio que a micorrizacdo pode proporcionar.

Por outro lado, a colonizacdo micorrizica observada em plantas inoculadas com C.
etunicatum, A. longula e G. albida, variou entre 12,6 e 14,4% neste experimento. Na
regido do Vale do Sdo Francisco, estudos em campo demonstram que a colonizagdo
micorrizica pode variar de 4,7 a 15,9%, em videira ‘Festival Seedless’ enxertada sobre
porta-enxerto ‘IAC-766’, respectivamente em cultivo convencional e orgénico (FREITAS
et al.,, 2011). Outros estudos mostram colonizacdo com valores de até 70%, como
observado em dez porta-enxerto de videira em condi¢Ges de campo (SCHREINER, 2003),
e de até 60% em casa de vegetacdo, em videiras ‘Asgari’, ‘Khalili’, ‘Keshmesh’ e
‘Shahroodi’ micorrizadas por trés espécies de FMA (Glomus mosseae, G. fasciculatum e
G. intraradices) (EFTEKHARI et al., 2012). Estas diferencas indicam que a condicao de
cultivo (casa de vegetagdo ou campo), o tempo para o estabelecimento da simbiose e os
genotipos de planta e fungo influenciam na colonizacdo micorrizica. Porém, mesmo com
percentuais de colonizagcdo micorrizica abaixo de 15%, foi possivel obter diferencas
estatisticas entre as plantas micorrizadas por G. albida e as ndo inoculadas para 0s

parametros de crescimento e teor de alguns nutrientes. Nesse caso, 0 numero estimado de
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glomerosporos das espécies de FMA utilizadas, variou de 1,5 a 4,5 por grama de solo
(Figura 1).
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Figura 1. a) Colonizacdo micorrizica e b) Ndimero de glomerosporos em videira (hibrido
‘Superior x Thompson’), apds 120 dias de cultivo em casa de vegetagao.

Tabela 2. Namero de folhas, altura e didmetro do colo de hibridos de ‘Superior x
Thompson’, inoculados ou nao com fungos micorrizicos arbusculares, na fase de
aclimatizacdo ap6s 120 dias na casa de vegetacdo, cujos resultados ndo diferiram
estatisticamente pelo Teste de Tukey 5%.

Tratamentos Numero Folhas Altura (cm) Diametro do colo (mm)
Nao inoculadas 6,00 8,58 2,13
G. albida 6,80 8,00 2,32
A. longula 6,00 9,03 1,93
C. etunicatum 6,33 7,02 2,42

Quanto ao teor de nutrientes, as Tabelas 3 e 4 apresentam os resultados obtidos em
cada tratamento, cujos valores sdo apresentados de forma separada nas folhas, caule e
raizes. Foi constatada maior quantidade de varios elementos macronutrientes na parte aérea
das plantas colonizadas por FMA. Nesse caso, podemos destacar o P, K, Ca e Mg, com

valores de 30 a 100% superiores aos teores observados nas plantas ndo inoculadas. Nos
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tecidos radiculares, houve aumento no teor de P e K, observando-se um aumento de quase
cinco vezes no teor de K no tratamento com C. etunicatum, quando comparado ao

tratamento ndo inoculado.

Em relacdo aos micronutrientes, foi constatada maior quantidade de alguns
elementos na parte aérea das plantas colonizadas por FMA, destacando-se o Fe, com
aumento de até 8 vezes, Mn e Zn, com valores de 20 a 90% superiores aos teores
observados nas plantas ndo inoculadas. Por outro lado, observou-se uma diminuicdo do
teor de Na nas folhas das plantas colonizadas por FMA, cujos valores foram inferiores ao
observado no tratamento ndo inoculado. Entretanto, o teor de Na foi maior no caule das
plantas colonizadas por FMA. Nas raizes das plantas colonizadas com C. etunicatum houve
aumento no teor de Cu e Fe, quando comparadas aos demais tratamentos.

O aumento nos teores de varios elementos em plantas micorrizadas de videira tem
sido relatados, como nos trabalhos de VAN ROOYEN et al. (2004); SCHREINER, 2007;
CHENG et al. (2008); ANZANELLO et al. (2011); e OZDEMIR et al. (2010).

Tabela 3. Teor de macronutrientes (g Kg™) em videira (hibrido ‘Superior x Thompson”)
inoculadas ou ndo com FMA (Acaulospora longula, Claroideoglomus etunicatum e

Gigaspora albida), apds 120 dias em casa de vegetacao.

Tratamentos N P K Ca Mg S
Folha

NI na 0,69 3,73 9,30 2,60 0,50

A. longula 14,50 1,41 6,76 16,10 5,30 0,69

C. etunicatum 16,82 1,10 5,75 17,90 5,35 0,67

G. albida 16,53 0,92 5,24 13,15 3,65 0,53
Caule

NI 6,38 1,04 2,73 5,00 2,20 0,44

A. longula 6,38 2,05 6,76 6,10 2,75 1,00

C. etunicatum na 1,20 1,21 10,35 3,40 0,51

G. albida 5,51 1,22 2,73 6,8 2,55 0,56




NI
A. longula
C. etunicatum

G. albida
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7,38
6,96
8,12

6,96

1,05
2,06
1,59

1,39

2,73
5,75
11,79

3,23

Raiz
7,6
7,1
7,85

8,3

3,35
3,05
3,35

3,30

0,56
0,66
1,34

0,63

NI — ndo inoculado; na — nao avaliado (material insuficiente para analise)

Tabela 4. Teor de micronutrientes (mg kg~) em videira (hibrido ‘Superior x Thompson”)
inoculadas ou ndo com FMA (Acaulospora longula, Claroideoglomus etunicatum e
Gigaspora albida), apds 120 dias em casa de vegetacao.

Tratamentos B Cu Fe Mn Zn Na
Folha
NI Na 4,0 90,0 90,0 5,0 1.905,39
A. longula 45,91 4,0 741,0 169,0 8,0 1.502,47
C. etunicatum Na 3,0 481,0 171,0 7,0 1.099,55
G. albida Na 5,0 120,0 114,0 7,0 998,82
Caule
NI 48,32 2,0 346,0 102,0 16,0 696,63
A. longula 28,37 10,0 450,0 93,0 11,0 1.401,74
C. etunicatum 20,91 7,6 1.000,0 117,0 12,0 1.603,20
G. albida 13,46 10,0 722,0 190,0 19,0 1.502,47
Raiz
NI 29,33 15,6 1.320,0 83,0 10,0 3.214,88
A. longula 31,73 10,1 1.210,0 75,0 15,0 2.106,85
C. etunicatum 26,44 30,0 1.900,0 84,0 10,0 3.013,42
G. albida 30,53 147 1.400,0 83,0 14,0 2.811,96

NI — ndo inoculado; na — ndo avaliado (material insuficiente para analise).
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CONCLUSAO

1. A selecdo do isolado de G. albida é favoravel para incrementar as variaveis de
crescimento dos hibridos apirénicos de videira na fase de aclimatizacdo, enquanto
que a inoculacdo com G. albida, C. etunicatum e A. longula favorece o aumento no

teor de nutrientes.

2. A utilizagcdo dos FMA mostra-se como uma tecnologia eficiente na melhoria da
qualidade bioldgica das plantas durante a fase de aclimatizacao.

3. O Teor de P, Ca e Mg é superior nos tratamentos com FMA em relagdo as plantas
n&o inoculadas nos trés segmentos da planta (folha, raiz e caule).
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APENDICE

Figura 2. Aclimatizagdo de plantas de videira ‘Superior x Thompson’ inoculadas ou néo
com fungos micorrizicos arbusculares. Observe em C) da esquerda para direita,
tratamentos: Controle ndo inoculado; inoculados com 1. Acaulospora longula, 2.
Gigaspora albida e 3. Claroideoglomus etunicatum.

Figura 3. Plantas de videira Superior x Thompson 30 dias ap6s aclimatizacdo. Da
esquerda para direita, tratamentos: Controle ndo inoculado; inoculados com 1. Acaulospora
longula, 2. Claroideoglomus etunicatum e 3. Gigaspora albida.
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CAPITULO 3

Analise citogenética convencional e bandeamento CMAS3/DAPI em hibrido intraespecifico
de videira e seus progenitores (Vitis vinifera L.)
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RESUMO

O género Vitis apresenta espécies com dois nimeros cromossémicos principais,
destacando-se V. vinifera (2n=38) e V. rotundifolia (2n=40). A caracterizacdo citogenética
tem sido uma ferramenta importante, auxiliando programas de melhoramento genético com
informacOes relevantes para a selecdo de material genético de interesse agricola. O
presente estudo teve por objetivo caracterizar citogeneticamente, com uso da técnica
convencional com Giemsa 2% e por bandeamento cromossémico com os fluorocromos
CMA e DAPI, as variedades apirénicas de videira ‘Superior Seedless’ e ‘Thompson
Seedless’, e o hibrido intraespecifico ‘Superior x Thompson’ (Vitis vinifera L.). Nas trés
variedades estudadas foram observados 2n=38 cromossomos, com morfologia de
submetacéntrica a metacéntrica, e tamanhos cromossémicos médios variando entre 0,69 e
0,97um. O caridtipo apresentou-se como simétrico nas trés variedades, com valores entre
1,28 e 1,34 de indice de relacdo entre os maiores e 0s menores cromossomos. A coloragéo
cromossdmica fluorescente permitiu a visualizacdo de quatro blocos CMA positivos nas
trés variedades estudadas e nenhum bloco DAPI positivo foi visualizado.

Palavras — chaves: Corantes fluorescentes, Heterocromatina, hibridacdo intraespecifica,
Vitis vinifera.
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ABSTRACT

The genus Vitis species presents two main chromosome numbers, especially V.
vinifera (2n = 38) and V. rotundifolia (2n=40). The cytogenetic characterization has been
an important tool, helping breeding programs with information relevant to the selection of
genetic material of agricultural interest. The present study aimed to characterize
cytogenetically, using the conventional technique Giemsa 2% and by chromosome banding
with DAPI and fluorochrome CMA, seedless varieties of grapevine 'Superior Seedless' and
‘Thompson Seedless’, and intraspecific hybrid 'Superior’ x ‘Thompson' (Vitis vinifera). In
the three varieties were observed 2n = 38 chromosomes, with the morphology from
submetacentric to metacentric, chromosome average sizes ranging between 0.69 and 0.97
pum. The karyotype appeared as symmetrical into three varieties, with values between 1.28
and 1.34 index ratio between the largest and smallest chromosomes. The chromosomal
differential staining allowed the visualization of four blocks CMA positive into three
varieties. The chromosomal fluorescent staining allowed the visualization of four blocks
CMA positive in three varieties and no block DAPI positive was visualized.

Key -words: Fluorescent dyes, Heterochromatin, intraspecific hybridization, Vitis vinifera.
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INTRODUCAO

A videira (Vitis vinifera L.) é uma das plantas cultivadas mais importantes
economicamente, apresentando diversas variedades para 0 consumo in natura e para
processamento. Nesse caso, a caracterizacao e identificacdo de variedades de uva tem sido
sempre uma rotina para a agricultura, bem como para os programas de pesquisa com
melhoramento genético. Tradicionalmente, métodos baseados em caracteristicas
morfologicas foram utilizados para delimitacdo das espécies, resultando muitas vezes em
falhas na sua diferenciacdo (FORNECK et al.;2009).

O estudo citogenético convencional e uso de fluorocromos sdo ferramentas
importantes para o conhecimento das mais diversas espécies silvestres e cultivadas. No
género Vitis, véarias espécies tem sido caracterizadas citogeneticamente, como V. latiofolia
(SALUNKHE et al., 1999), V. cinerea, V. champinii, V. vinifera e o hibrido interespecifico
entre V. rontudifolia e V. vinifera (PIEROZZI e POMMER, 2005), todas com numero
cromossémico 2n=38. A videira possui cromossomos pequenos, com tamanhos médios
variando entre 1,09 um e 2,37 um (HAAS e ALLEWELDT, 2000). Morfologicamente, a
maioria dos cromossomos apresenta constricbes primarias em posicbes medianas a
submedianas, sendo observada uma constricdo secundaria no maior par cromossémico,
como relatado para a variedade ‘Thompson Seedless’ (PATIL e JADHAVI, 1985), e para
as especies V. vinifera, V. rotundifolia e o seu hibrido interespecifico (PATIL e PATIL,
1992). Trabalhos envolvendo a caracterizagdo da heterocromatina constitutiva tém sido
feitos por alguns autores, sendo relatado até cinco pares de bandas C nos bracgos curtos de
diferentes cromossomos (YINGHCHIN et al., 1988), ou entre dois ou quatro cromossomos
com bandas CMA positivas em sete espécies do género Vitis (PINTO-MAGLIO et al.,
2010).

O presente estudo teve por objetivo obter informagbes sobre a variabilidade
cariomorfoldgica em trés gendtipos apirénicos de videira, mediante andlise citogenetica

com coloragéo convencional e com fluorocromos base especificos.
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MATERIAL E METODOS

Os materiais estudados no presente trabalho foram as variedades apirénicas
‘Superior Seedless’, ‘Thompson Seedless’ e seu hibrido intraespecifico ‘Superior x
Thompson’, provenientes do Banco Ativo de Germoplasma de Videira da Embrapa

Semiarido, localizado em Petrolina-PE.

Estacas de cada material foram enraizadas em vasos contendo substrato, para
posterior coleta e tratamentos, conforme metodologia descrita por GUERRA e SOUZA
(2002). Para as andlises mitdticas, pontas de raizes foram pré-tratadas com 8-
hidroxiquinoleina 0,002 M, durante 24 horas, a 8 °C, e fixadas em Carnoy 3:1 (etanol:
acido acético glacial, v/v). Para o preparo das laminas visando coloracdo convencional, o
material foi lavado rapidamente por duas vezes em agua destilada e hidrolisado em HCI
5N, por 20 minutos. As pontas de raizes foram transferidas para laminas, enxugadas
cuidadosamente, sendo acrescida uma gota de acido acético a 45% e preparadas pela
técnica do esmagamento entre lamina e laminula. O material foi corado com Giemsa 2% e
montado em meio Entellan. As melhores células foram capturadas com camera digital
DFX 350 da Leica, acoplada a um microscépio de fluorescéncia Leica DM 2000. Para a
identificacdo do nimero e morfologia cromossdémica, foram examinadas seis células por
individuo. As medic¢des cromossdmicas foram realizadas com o auxilio do programa Image
Tool (DONALD, 2007). Os cromossomos foram mensurados levando-se em consideragéo
0 comprimento cromossémico total (TCL), devido a dificuldade para diferenciar bracos
curtos e bracos longos, sendo organizados na construcdo dos idiogramas, em ordem

decrescente de tamanho (Figura 3).

Nas preparagdes citologicas para o bandeamento cromossémico com 0s
fluorocromos cromomicina A3 (CMA3) e 4°,6-diamidino-2-fenilindol (DAPI), pontas de
raizes foram pré-tratadas e fixadas como descrito para a analise convencional, seguindo o
protocolo de GUERRA e SOUZA (2002) com algumas modificacGes. Para o preparo das
laminas o protocolo seguido foi o de SCHWEIZER e AMBROS (1994), com pequenas
modificacOes, onde as raizes passaram por digestdo enzimatica em solu¢do contendo 2%
de celulase e 20% de pectinase. Em seguida, as ldminas foram preparadas pela técnica do

esmagamento, sendo coradas e posteriormente analisadas em microscopio de fluorescéncia
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Leica DM 2000. As melhores células foram capturadas em camera digital Leica DFX 350,
com o auxilio do programa Leica QFish.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram observados 2n=38 cromossomos para 0s trés gendtipos analisados, com
morfologia variando de metacéntrica a submetacéntrica, e tamanhos entre 0,69 e 0,97 pum
(Figura 1).

Devido ao pequeno tamanho dos cromossomos nao foi possivel diferenciar a regido
centromérica, sendo possivel observar um par de satélites em algumas células. O
comprimento do complemento cromossémico haploide também foi similar para as trés
variedades, com valores médios de 16,71 um para a variedade ‘Superior Seedless’, 14,82
pm para ‘Thompson Seedless’, e 15,23 um para o hibrido intraespecifico ‘Superior x
Thompson’. O caridtipo apresentou-se como Ssimétrico nas trés variedades, com valores
entre 1,28 e 1,34 de indice de relagdo entre os maiores e menores cromossomos. A Tabela
1 apresenta uma sintese dos resultados obtidos. Varios artigos relatam a dificuldade de
caracterizacdo citogenética em espécies com cromossomos de tamanhos entre 1 e 2 um,
embora muitos desses resultados contribuam para o entendimento da evolucdo e no
melhoramento genético, como em Coffea canephora (FONTES e CARVALHO, 2001),
maracuja (MELO e GUERRA, 2003) e videira (PINTO-MAGLIO et al., 2010).

No presente trabalho, o uso dos corantes fluorescentes CMA3 e DAPI permitiu
observar quatro blocos CMAS3 para as trés variedades de videira analisadas. Para as
variedades ‘Superior Seedless’ e ‘Thompson Seedless’, as marcacdes heterocromaticas
com CMAS localizaram-se nas regides terminais de dois cromossomos e pericentromérica
de outros dois. No hibrido intraespecifico foi observada a marcacdo de quatro blocos
CMAS3 (Figura 2).

Utilizando corantes base-especificos (CMA3 e DAPI), PINTO-MAGLIO et al.
(2010) caracterizaram citogeneticamente sete espécies de videira (V. champinii, V. cinerea,
V. girdiana, V. labrusca, V. rotundifolia, V. rupestris e V. vinifera), observando em todas,
bandas CMAS positivas. Ainda nesse estudo, foram evidenciadas de duas a quatro bandas
CMA positivas entre as espécies, sendo que para V. vinifera variedade ‘Italia’ foram
encontradas apenas trés bandas CMAS3 positivas, o0 que difere dos dados observados no
nosso estudo. Nesse caso, o heteromorfismo para as bandas CMA em V. vinifera pode ser

atribuido a um dos trés fatores: a) ao pequeno tamanho do bloco rico em guanina/citosina,
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0 qual ndo pode ser visualizado; b) ao alto grau de condensacdo dos cromossomos
analisados; ou ¢) a mudancas estruturais nos cromossomos, devido a pressao de sele¢do em
novas variedades cultivadas.

De modo geral, fica evidente a importancia da caracterizagdo citogenética em
videira, utilizando diversas metodologias para um melhor detalhamento das informacdes,
com o intuito de utilizad-las em pesquisas voltadas para o melhoramento genético da

cultura.
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CONCLUSOES

1. Nas trés variedades de videira estudadas sdo observados 2n=38
cromossomos, com morfologia de submetacéntrica a metacéntrica, e

tamanhos cromossémicos médios variando entre 0,69 e 0,97 pm.

2. O caridtipo apresenta-se como simétrico nas trés variedades, com
valores entre 1,28 e 1,34 de indice de relacdo entre os maiores e

menores Cromossomos.

3. A coloracdo cromossdmica com fluorocromos permite a visualizacdo de
quatro blocos CMA positivos nas trés variedades estudadas, sendo dois
localizados na regido terminal e dois na regido pericentromérica dos

Cromossomaos.



APENDICE

Tabela 1. MedicGes do conjunto cromossémico haploide das variedades de videira
‘Superior Seedless’, ‘Thompson Seedless’ e do hibrido intraespecifico ‘Superior’ x
‘Thompson’.

Variedades
Cromossomo
Superior Seedless Thompson Seedless  Superior x Thompson
CA(m) CR((%) CA@Em) CR(%) CA (um) CR (%)
1 0,97 5,75 0,93 6,28 0,91 5,98
2 0,96 5,80 0,90 6,07 0,91 5,98
3 0,96 5,75 0,89 6,01 0,87 571
4 0,95 5,69 0,85 5,74 0,85 5,58
5 0,93 5,57 0,83 5,60 0,84 5,52
6 0,92 5,51 0,80 5,40 0,83 5,45
7 0,92 5,51 0,79 5,33 0,82 5,38
8 0,92 5,51 0,79 5,33 0,82 5,38
9 0,90 5,39 0,79 5,33 0,80 5,25
10 0,88 5,27 0,78 5,26 0,80 5,25
11 0,87 5,21 0,76 5,13 0,80 5,25
12 0,87 5,21 0,75 5,06 0,78 5,12
13 0,85 5,09 0,74 4,99 0,77 5,06
14 0,84 5,03 0,73 4,93 0,77 5,06
15 0,83 4,97 0,70 4,72 0,76 4,99
16 0,83 4,97 0,70 4,72 0,73 4,79
17 0,80 4,79 0,70 4,72 0,73 4,79
18 0,78 4,67 0,70 4,72 0,73 4,79
19 0,73 4,37 0,69 4,66 0,71 4,66
CCH 16,71 100,06 14,82 100 15,23 99,99

CA= comprimento absoluto; CR= comprimento relativo; CCH= Comprimento do conjunto haploide.
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Figura 1. Cromossomos metafasicos de trés variedades de Vitis vinifera L. com 2n=38. “a”
metafase e “b” prometifase em ‘Superior Seedless’, “c” metafase em ‘Thompson
Seedless’, e “d” metafase no hibrido intraespecifico ‘Superior x Thompson’. Barra em “d”

corresponde a 2 pum.
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Figura 2. Cromossomos metafasicos de trés variedades de Vitis vinifera L. corados com
CMA (amarelo) e DAPI (azul). “a” e “b” ‘Superior Seedless’, “c” e “d” ‘Thompson
Seedless’, “e” e “f” hibrido intraespecifico ‘Superior x Thompson’. Setas apontam para
blocos CMA positivos em “a”, “c” e “e”. Barra em “f” corresponde a 2 um.
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Figura 3. Idiogramas das variedades e do hibrido intragspecifico. A) ‘Superior Seedless’;
B) ‘Thompson Seedless’; C) ‘Superior Seedless x Thompson Seedless’. Em amarelo
bandas de CMA3+ nas regides pericentroméricas e terminais.
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CONCLUSOES GERAIS

- O periodo de 60 dias de cultivo das sementes-traco de hibridos de videira ‘Superior
Seedless’ x ‘Thompson Seedless’ resulta em um maior nimero de embrides produzidos,
bem como em estadios de desenvolvimento melhor caracterizados e com maiores valores

de germinacéo.

- Os trés hibridos de videira avaliados na micropropagacao apresentam valores médios das
variaveis mensuradas muito similares, mesmo tendo sido originados a partir de embrides

de diferentes estadios de desenvolvimento.

- A selecdo do isolado de G. albida é favoravel para incrementar as varidveis de
crescimento dos hibridos apirénicos de videira na fase de aclimatizacdo, enquanto que a
inoculagdo com G. albida, C. etunicatum e A. longula favorece o aumento no teor de

nutrientes.

- A utilizagdo dos FMA mostra-se como uma tecnologia eficiente na melhoria da qualidade
bioldgica das plantas durante a fase de aclimatizacao.

- O Teor de P, Ca e Mg € superior nos tratamentos com FMA em relacdo as plantas ndo

inoculadas nos trés segmentos da planta (folha, raiz e caule).

- Nas trés variedades de videira estudadas sdo observados 2n=38 cromossomos, com
morfologia de submetacéntrica a metacéntrica, e tamanhos cromossémicos médios

variando entre 0,69 e 0,97 um.

- O cari6tipo apresenta-se como simétrico nas trés variedades, com valores entre 1,28 e

1,34 de indice de relacdo entre 0s maiores € menores Cromossomaos.

- A coloracdo cromossémica com fluorocromos permite a visualizacdo de quatro blocos
CMA positivos nas trés variedades estudadas, sendo dois localizados na regido terminal e

dois na regido pericentromeérica dos Cromossomos.



