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MULTIPLICACA O DE MATRIZES DE PORTA -ENXERTOS HIBRIDOS DE
VIDEIRA ( Vitis labruscax Vitis rotundifolia) POR MICROPROPAGACAO

RESUMO

A videira é uma espécie frutifera de grande importancia, porém a maioria das cultivares copa
e portaenxerto sdo suscetiveis a pragas e doencas, sendo o0 uso de cultivares resistentes a
forma mais eficiente de controle. As cultivares \das rotundifolia e seus hibridos tem
mostrado tolerancia a varias doencas e pragas de solo importantes na viticultura. A partir
desses conhecimentos, foram realizados cruzamentos entre cultivavedatieuscae V.
rotundifolia com o objetivo de desenvolver novos pateertos. Com a obtencdo das
matrizes hibridas, € necessario realizar a propagacao massal dessesxeotts, sendo a
micropropagacdo o método mais adequado devido a possibilidade da obtencdo de material
vegetativo de boa qualidade fitossanitaria em quetéodo de tempo. Diante disto, o objetivo

deste trabalho foi desenvolver um protocolo de micropropagacéo para a rapida producédo de
mudas dos novos poremnxertos hibridos de videira. Para a realizacdo dos experimentos
foram utilizados segmentos nodaisumdos de plantas matrizes dos seguintes cruzamentos:
Isabel x Carlos (IC125), Isabel x Bountiful (IB481), Isabel x Magndlia (IM628) Isabel x
Regale (IR423), Bordd x Carlos (BC161) e Bordd x Magnolia (BM573). Na avaliacdo de
diferentes meios de cultura (QMS/2 e GD). O meio MS/2 mostrese adequado para o
desenvolvimento das brotac6es de ambos os hibridos. Para a multiplicacdo das brotac6es foi
testada a citocinina BAP {enzilaminopurina) em diferentes concentracdes (0,0; 1,0; 2,5 e
5,0 MM), sendo que @oncentracdo de 5/0M apresentou maior numero de brotacbes por
explante, sem afetar o desenvolvimento das brotacfes. Na fase de enraizamigrtdoi
adicionada ao meio de cultura a auxina ANA (acido naftaleno acético) em diferentes
concentracbes (@, 0,2; 0,4 e 0,8mM). Houve 100% de enraizamento em todos os
tratamentos, mostrando que ndo ha necessidade da utilizacdo de auxina no meio de cultura
para promover a rizogénese desses hibridos. A adicdo de ANA ao meio de cultura prejudicou
a formacao de rotacbes nos explantes e a posterior aclimatizacdo, sendo que apos a
aclimatizacdo, os explantes pertencentes a testemunha obtiveram maior porcentagem de
sobrevivéncia. Para o enraizameasovitroforam utilizadas microestacas padronizadas com
duas folhasas quais foram tratadas com a auxina AIB (acido indolbutirico) em diferentes
concentracdes (0; 500; 1000 e 1500 Y. lAssim como no enraizamenii vitro, houve

100% de enraizamento das microestacas em todos os tratamentos, mostrando que nao é
necessda a utilizacdo de auxinas exdgenas independente do meétodo de enraizamento.
Concluise que para a micropropagacao dos pamtertos hibridos € adequada a utilizacdo

de meio MS/2 suplementado cormB®l de BAP. O enraizamentex vitro sem auxina com
simulténea aclimatizac&o pode ser utilizado para os hibridos IM628, BC161 e BM573, para 0s
hibridos 1C125 e IB481, o enraizamemovitro mostrouse mais eficiente, necessitando de

mais estudos para o enraizamegnoitro

Palavras chave muscadiniagnraizamento, aclimatizacao.



MATRIX MULTIPLICATION OF GRAPEVINE HYBRID ROOTSTOCKS (  Vitis
labruscax Vitis rotundifolia) BY MICROPROPAGATION

ABSTRACT

Grapevine is a very important fruiting species, but most scion and rootstock varieties are
susceptibleto pests and diseases. Using resistant cultivars is the most efficient way of
controlling them.Vitis rotundifolia cultivars and their hybrids have been tolerant to several
important diseases and soil pests in viticulture. Crosses betWedabrusca and V.
rotundifolia were carried out aiming to develop new rootstocks. After hybrid matrices are
obtained, it is necessary to perform rootstocks mass propagation. Micropropagation is the
most appropriate method as it is possible to get good plant qualityahatea short period of

time. Hence, the aim of this study was to develop a micropropagation protocol for fast
seedling production of new grapevine hybrid rootstocks. Nodal segments from mother plants
of the following crosses were used in the experimels@bel x Carlos (IC125), Isabel x
Bountiful (IB481), Isabel x Magndlia (IM628) Isabel x Regale (IR423), Bordd x Carlos
(BC161), and Bordd x Magnélia (BM573) in the evaluation of different growing media (QL,
MS/2, and GD). MS/2 was appropriate for shodevelopment of both hybrids. For shoot
multiplication BAP cytokinin (ebenzylaminopurine) was tested at different concentrations
(0.0; 1.0; 2.5 and 5.@M). At 5.0 M there was a greater number of shoots per explant
without affecting shoot development. [ng in vitro rooting, NAA auxin (naphthalene acetic
acid) was added to the growth medium at different concentrations (0.0; 0.2; 0.4 and)0.8
There was 100% rooting at all treatments, which shows that there is no need to use auxin in
the growth mediunto promote root formation. The addition of NAA to the growth medium
hindered shoot formation in the explants and subsequent acclimatization. After
acclimatization, explants belonging to the control showed higher survival ratexRatro
rooting, standatized micropiles with two leaves were used, which were treated with IBA
auxin (indolebutyric acid) at different concentrations (0; 500; 1000, and 1500"mgAss for

in vitro rooting, there was 100% rooting of micropiles for all treatments showinghthatse

of exogenous auxins is not required regardless of rooting method. It is possible to conclude
that micropropagation of hybrid rootstocks is suitable for the use of MS/2 medium
supplemented with 5"M of BAP. Ex vitro rooting without auxin with simulteeous
acclimatization can be used for hybrids IM628, BC161, and BM573. For IC125 and iB481,
vitro rooting was more efficient. More research is needeéxaritrorooting.

Key words: muscadine, rooting, acclimatization.
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1 INTRODUCAO GERAL

A videira € uma das espécies frutiferas mais importantes no Brasil, sendo que a
producdo nacional atingii.463.481toneladas em 2011, em uma area plantada de 81.915
hectares (IBGE, 2011). Destaca®m como principaisstados produtores Pernambuco, Bahia,
Minas Gerais, Sao Paulo, Parana, Santa Catarina e Rio Grande do Sul, sendo que em 2011 o
maior volume de mducéo foi do Rio Grande do Sul, chegando a 829.589 toneladas (IBGE,
2011).

Entretanto, apesar da importancia econdmica, a maiorigultagares copa e pora
enxertosao muito suscetiveis ao ataque de pragas e doencas, sendo decorrentes desse fato
redu@o da qualidade da produtividade dos pomaresma consequente elevacdo dos custos
de producioFONEGQ GARRIDO; GRIGOLETTI JINIOR, 2005).

Entre & principais agentes causais identificados associados a este problema e que
atualmente vém causando sériogjyizos na cultura da videira na regido Sul do Bestéo
0s patogenos que infectam as plantas através do sistema radicular, como os fungos
Cylindrocarpon sp Fusarium oxysporunf.sp. herbemontise Verticillium sp (GARRIDO;
SONEGO; GOMES, 2004) e aochonilha pérolalaterra Eurhizococcus brasiliensgis
(BOTTONet al, 2004).

As regides vinicolas do sul do Brasil sdo dominadas por diferentesepageos
hibridos norteamericanos. Algumas dessas cultivares sdo consideradas tradicionais, como
60 Soalifneo 6, 6S046, elkiodb eM.gbeBaB(Bed x \e riparid) 0ehquanto
outros foram recentemente i nt r\ bedandiedx\s , co
rupestrig. Esses portanxertos tém sido recomendados devido a sua resisténéigsaam
oxysporumSchlecht, porém, eles sdo 0s mais suscetiveis a principal praga do solo desta
regido, a pérokaaterra BOTTON; COLLETA,2010;BOTTON et al, 2010).

Até o momento, a forma de controle mais preconizada € 0 uso deeprei@os
resistentesu tolerantes (SCHUCKt al, 2007),tais como aqueles derivados da esp¥dis
rotundifolia, principalmente devido ao seu baixo custo e pequestw rile desequilibrio
ambientaSORIA; BRAGHINI, 1999).

Pesquisas tém mostradm comportamento diferenciadlosportaenxertos de videira
derivados dé/. rotundifolia 0os quais se mostraram mais resistentes dmsjpertaenxertos
pertencentes as diferentes espéciegiti®(SORIA et al, 1999).Existem evidéncias de que a
espécieV. rotundifoliae seus hibridos séo resistentes a pétakzrra e fungos de solo com
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destaque ad-usarium (ANDRADE; SCHUCK; DALBO, 1993; BOTTONet al, 2004;
DALBO; PERUZZO; SCHUCK, 2007). Alérdisso, de acordo coPOMMER et al (1997),

os hibridos deV. viniferae V. rotundifolia sdo praticamente imunes a alguns nematoides,
comoXiphinema indexe apresentam elevada resisténcia ao pulgao filoxera.

Devido as vantagens fitogenéticas, essa espécie tem sido incorporada nos programas
de melhoramento da videiraTQRREGROSA; IOPEZ 1996), sendo empregada
mundialmente como fonte de resisténcia a problemas fitossanitarios, principalmente
nematoides de solo (WALKER; WOLPERT; WEBER, 1994).

Existe, porém, uma incompatibilidade genética da especigundifolia(2n=40) para
uso cono portaenxerto das variedadesmerciais de videira (2n=38para solucionar esse
problema, sdo desenvolvidos hibridos interespecifitORREGROSA; BOUQUET1995).

Al guns h2bridos desses c-I & & a me nA\BRY., O 4i3n ¢
vinifera x V. rotundifolia), langados pelo programa de melhoramento de uva da Universidade
da Califérnia, em Davis, CA, EUAWALKER et al, 1991), sdo atualmente os principais
portaenxertos utilizados no controle da pérdiaterra no Brasil DALBO; PERUZZO;
SCHUCK 2007). No entanto, 'VR0433' ndo é mais recomendado para utilizacdo em locais
infestados por filoxera, além dissa resisténcia do porenxerto a pérotdaterra foi
recentemente posta em davidEE(CESARO, 2008) . -16 066 ¥R ®3 9 ecomen
uso eén locais infestados por virus, ja que sua resisténcia em longo prazo a filoxera também é
qguestionavel$MITH, 2010).

A partir desses conhecimentos, foram desenvolvidos cruzamentos controlad¥s entre
labruscae V. rotundifoliaem um programa de melhorante de videira déUniversidade
Federal do Parandisando a obtencdde portaenxertos resistentes @rincipais pragas e
doencas da videira. A paternidade dos hibridos interespecificos F1 foram confirmadas por
meio de marcadores SSEifiple Sequence RepsptDos cruzamentos reciprocos, 114
genotipos foram identificados como hibridos verdadeiros, obtidos a partit drusca
(cultivar Isabel) e cultivares d¥. rotundifolia (Bountiful, Carlos, Magndlia, Regale e
Roanoke)e V. labrusca (cultivar Bordd) eV. rotundifolia (cultivares Carlos, Magndlia,
Regale e RoanokepCHUCK et al., 2011).

Porém, para que se torne viavel a avaliaddgesisténcia campo desses materiais
quanto a peéroldaterra, filoxera, fusariose e algumas espécies de nematoidegyrandie
importanciaa obtencao de clones dos hibridos por propagacéo vegetativa.

A propagacao de hibridos 8 rotundifoliapelo método tradicional de estaquia tem

apresentado limitacdes, pois estacas lignificadas das variedades e hibhtdaostdadifola
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tém dificuldade na emissédo de raizaSOODE JUNIORet al, 1982; BOTELHO et al,
2005), e, além disso, exigem uma grande quantidade de material vegetativo para propagacéo,
0 que nem sempre é viavel se tratando de hibridos, constisendassim, umagrande
barreira para a producdo de mudas em larga escala.

Diversos trabalhos tém apontado as técnicas de micropropagacdo como alternativa
para a rapida propagacéao de cultivares da esgécgundifoliae, especialmente, hibridos de
Vitis e Muscadinia(WETZSTEIN; MYERS 1994).

Na viticultura, as técnicas de micropropagacdo torsanimprescindiveis para a
obtencdo em larga escala de material vegetativo de boa qualidade fitoss@14&81aZ003;
BIASI; PASSOS; POMMER, 199§.

Diante do exposto, o0 objetivdeste trabalho foi estabelecer um protocolo de
multiplicacdo para as matrizes dos pateertos hibridos de videira/( labruscax V.

rotundifolia) por micropropagacao, viabilizando sua rapida propagacéo.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1PORTAENXERTOS NA VITICULTURA

A partir do século XVIII, com o aumento do intercambio mundial de material
vegetativo, uma praga de raizes, a filoxePamkfulosphaira vitifoliae Fitch, 1855), foi
introduzida na Europa. Esse inseto provocou enormes dasosdeiras da Europa e de todo
o mundo, tornando obrigatéria a utilizacdo de perteertos resistentes a essa praga na
maioria das regides viticolas, com raras exce¢eOtJZA, 1996).

A descoberta de que espécies americanas eram resistentes, fez com que os viticultores
passassem a utilidas diretamente como poreaxerto das cultivares dé. vinifera Neste
mesmo periodo, iniciaraise 0s primeiros trabalhos de melhoramento de +eok@rtos,
permitindo o ressurgimento dos vinhedos/deinifera Selecbes d¥. riparia, V. rupestris e
V. berlandieriforam as mais utilizadas em hibridacdes. Portanto, resisténcia a filoxera foi o
primeiro critério para selecdo de peetaxertos para a ttura da videira (POMMER, 2003).

Posteriormente, os trabalhos de melhoramento buscaram além da resisténcia a filoxera,
outras qualidades como afinidade com as cultivares copa e adaptacdo as condicdes locais de
solo e clima. Como a maior parte dos progragwesnelhoramento foram desenvolvidos na
Europa, os portanxertos mais difundidos foram selecionados principalmente para tolerancia
a solos calcarios, ao déficit hidrico e buscaséoafinidade com as cultivares viniferas
plantadas nos principais paise®dutores. No entanto, pela diversidade genética,-pede
observar diferencas acentuadas entre gmrka@rtos quanto a adaptacdo as mais diversas
condi¢cdes de solo e clima (DELAS, 1992).

Tradicionalmente, durante muitos anos, na viticultura do Brasil, ipaimcentena
regido Sulforam usados portanxertos de alta capacidade de enraizamento e pegamento na
enxertia. Estesporan x ert os ddmge ©® SO®OB0G]1 6 Ko lmivedutros5 BB O ,
sé@o 0s mais usados na viticultura mundial e por isso foranosisa@amente na viticultura
brasileira. A constatacdo € que estes pembeertos, embora bem adaptados as condicdes
climaticas brasileiras e bem aceitos peloprodutores de uvas (matépama de alta
qualidade) ndo séo tolerantes aos problemas de asloahdi¢cdes brasileiras, acidmsom
alto teor de argila, contrarias as condi¢cdes de solos das principais regides viticolas do mundo
que s&o alcalinos (solo calcario) e arenosos (SCHROSIER; DALBQ 2004).
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As espécies d¥. rotundifoliatem se mostram mais adaptadas as condi¢des de solo
do Brasil, além de pesquisas j& terem demonstrado que essa espécie possui tolerancia a
algumas doencas e pragas de solo. Porém, o ugo rdéundifoliadiretamente como pora
enxerto para cultivares de videira ndo temo possivel por falta de compatibilidade de
enxertia entre essas espécies (SCHWEIL, 1993). Entretanto, € possivel a utilizacdo de
hibridos deV. rotundifoliacom espécies da secdo Euvitis, cuja compatibilidadexkrtéa ja
tem sido comprovada.

Os primeiros portanxertos comerciais tendo em seu parentéscotundifoliaforam
os hibridos de/. viniferax V. rotundifolia ~ 608K 6 6 €e043d 3R . Criados p
em 1948, estes dois potaxertos foram lancados pelo programa de melhoramento da
Universidade da California, Davis, e mostraram bons resultados em areas com problemas de
doencas e pragas de solo da videira (WALKd&RIL, 1991),e sdo atualmente recomendados
pela pesquisa em areas infestadas por pélelarra e Fusarium spp. (SCHUCKet al,
2007). No entanto, nas 843438 ®394%RB0Ohas daocC
recomendados para uso como p@maertos dewlo a quebra de resisténcia a filoxera
( SMI TH, 2010) . No Brasil, redgi8hlie@spobs ed &fai-
morrer em poucos anos, dependendo do grau de infestacdo pordadesta que o local
apresenta (DE CESARO, 2008).

O histéricoda viticultura vem mostrando a importancia da diversificacdo de-porta
enxertos, além da necessidade de cultivares -paartos melhoradas. A utilizacéo
generalizada de um Unico pedaxerto para todas as cultivares copa provavelmente néo
atende as cartaristicas peculiares de cada cultivar, impedindo que a planta manifeste todo
seu potencial produtivo, além de constisgr em inconveniente problema no caso de
moléstias endémicas (LEAO, 2001).

2.2MICROPROPAGACAO DA VIDEIRA

A partir da cultura de tecidos de plantas é possivel a obtencdo de plantas
geneticamente idénticas a planta matriz, em nimero elevado e curto espaco de tempo, estando
isto na dependéncia do controle da morfogénese, a qual é influenciada por variosdatores
espécie, cultivar, tipo de explante, componentes do meio nutritivo, reguladores de crescimento
e ambiente de cultivo (CARVALHO; SILVA; MEDEIROS, 2006). A cultura de tecidos tem

sido reconhecida como uma area chave da biotecnologia, devido a sagadilpotencial
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para a rapida multiplicacdo clonal e conservagdo de espécies importantes de plantas
(GHEORGHEget al, 2009).

A videira € propagada normalmente por via vegetativa. A micropropagacao apresenta
vantagens em relacdo a métodos tradicionais degagacdo vegetativa, dentre os quais se
destacam a rapidez do processo e a possibilidade de obtencdo e manutencdo de plantas
matrizes livres de viruPEIXOTO; PASQUAL, 1996).

A micropropagacado da videira € utilizada com diversos objetivos, entre osaquais
multiplicacéo rapida de plantas, propagacédo de novos hibridos e obtencédo de matrizes livres
de patdgenos, tornande uma alternativa viavel para a multiplicacdo de videiras (BIASI
PASSOS; POMMER199®; DZAZIO; BIASI; ZANETTE, 2002; COLETTQ MARTINS;
GOULART, 2008).Diversos trabalhos tém apontado as técnicas de micropropagacdo como
alternativa para a rapida propagacao de cultivares da espéoieindifoliae, especialmente,
hibridos deVitis e Muscadinia( WETZSTEIN; MYERS 1994).

O desenvolvimentade protocolos de micropropagacdo, embriogénese somatica e
cultura de células em suspensdo representam a possibilidade de superacdo dos entraves
encontrados no atual sistema de propagacédo de videiras, além de fornecerem suporte para o
melhoramento da espégbor meiade técnicas biotecnoldgicas como a hibridacdo somética e
atransformacao genética, as quais sao dependentes de protocolos eficientes de regeneracao d
plantas (CARVALHOet al, 2011).

2.2.1 Fontes de explantes

O tipo de explante exerce fortdliréncia nas subsequentes respostas obitdasro,

e dentre os explantes que podem ser utilizados, apices caulinares, gemas axilares e meristema:
isolados sdo os mais indieaina micropropagacao, pois suas célptzssuem determinacgao

para 0 crescimeatvegetativo, desenvolvendo plantas sem a passagem pela fase de calo,
guando em meio de cultivo adequado (GEORGE; HALL; DE KLERK, 2008).

A regeneracdo de videiras via organogénese tem sido descrita a partir de diferentes
explartes, tais como segmentos nsddSTAMP; COLBY; MEREDITH, 1990), apices
caulinares GOUSSARD 1981) e meristemaMEZZETTI et al, 2002).0s apices caulinares
séo retirados da extremidade apical das brotagdes com cerca de 2 a 4 primordios foliares e 0,5
a 1,5 mm de comprimentQTTI; GARAY; REGINATO, 1993; CHEE; POOL 1982;
GOUSSARD 1981).
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Os meristemas também sao retirados da extremidade das brotagdes, mas possuem um
tamanho menor do que os apices, atingindo no maximo 0,5 mm de comprimento
(TRONCOSOet al, 1988;NOVAK; JUVOVA, 1983). Meristemas menores do que 0,3 mm
dificilmente regeneram novas plant&ORUZA; JELASKA, 1993).

Também podem ser utilizados segmentos nodais que se constituem de microestacas
com apenas uma gema lateral mais uma pequena porcao dos tecidos adjaceatds e
peciolo, variando de 8 a 25 mm de comprimen@RIBAUDO; FRONDA, 191;
MARTINEZ; TIZIO, 1989; MULLINS; NAIR; SAMPET, 1979).

2.2.2 Desinfestacéo

A contaminacdo por microrganismos € um dos principais problemas
micropropagacgédo, podendo chegaslusive a ser um fator limitante para o estabelecimento e
cultivo in vitro de certos explantes (RIBA& al, 2002).

Estas contaminacdes causadas por bactérias, fungos e insetossernamseério
problema devido a competicdo pelos nutrientes, liberacédo de toxinas, modificacdo do meio de
cultura e predacdo, resultando na morte do tecido vegetal. E necesséario remover as
contaminacdes com desinfetantes antes do estabelecimettto para que ndo haja perda de
material, principalmente quando as contamina¢cfes ndo sdo detectadas precocemente. Apos a
escolha do melhor explante, este deve ser dewdf® superficialmente, pgue os
microrganismos que crescerem no meio de cultivo irdo competir com o0 explante pelos
nutrientes (SMITH, 2000).

As subgancias maisutilizadas para fazea desinfestacdo dos explants8o os
compostos a base de cloro, tais comopwo¢iorito de sddi@ de calcio, assim como o etanol,
que além da acéo germicida, tem acéo surfactante e facilita a acdo de outros produtos, sendo
utilizado em concentracées em torno de 70 a 80%, pois concentragcbes maiores podem causar
desidratacdo dos tecidos (HIRATA; MANCIRILHO, 2002).

Além do etanol e hipoclorito de sédio e de calcio, varios esterilizantes podem ser
utilizados como peréxido de hidrogénio, nitrato de prata e cloreto de mercurio, sendo que o
sucesso da desinfestacdo vai deeerdotipo e idade do explante, cardracdo do agente
desinfestantee do tempo de exposicdo. A superexposicdo do tecido aos agentes
desinfestantegeralmente, danifica o explante e leva a morte celular (SMITH, 2000).

Para a assepsia de brotacdes de estagamde n x er t o d eAODZAXI®] r a O
BIASI e ZANETTE (2002) realizaram o tratamento das brotacdes com benomyl (3,9 L
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seguida pela imersado em solucéo de hipoclorito de sédio (2,5%) maén 0 (0,1%) por 20
minutos e quatrtavagens em agua estizada.

MACHADO et al. (2006)utilizaram paraoportan x er t o d e0434i3de iurma
tratamento com Benlate® (2 g').por 10 minutos, seguido pela imersdo em etanol (70%) por
25 segundos e hipoclorito de sédio (1,5%) mais Twae 0,2%) por 15minutose quatro
lavagens em agua deionizada e esterilizada.

BERND et al (2007) utilizaram para hibridos dé labruscax V. rotundifolia um
processo de imersdo por 20 minutos em solucéao de hipoclorito de sodio a 1% (p/v) e Tween
80 (2 gotas ). O mateial foi lavado trés vezes em agua destilada estéril sob condicées

assépticas, em camara de fluxo laminar.

2.2.3 Estabelecimention vitro

A escolha adequada do meio de cultura € um fator relevante para a micropropagacao,
devido ao importante papel dos campntes minerais no processo de negacdo dos
explantes (RAMAGEWILLIAMS, 2002). Os nutrientes essenciais incluem sais organicos,
fonte de carbono e energia, vitaminas e refpries de crescimento (GAMBORGHYLUK,

1981).

Poucos sao os trabalhos de mpopagacdo d€. rotundifoliae hibridos encontrados
na literatura e, de uma maneira geral, quase todos os trabalhos apontam, como melhor meio
de cultura para a producéo de brotos, o meio MSRASHIGE; SKOOG 1962), completo
(LEE; WETZSTEIN, 1990NASR EL-DIN; RIZK; MADKOUR, 1997),com a concentracao
de sais reduzidpela metadeTORREGROSABOUQUET, 1995; TORRERBOSA;LOPEZ
1996), ou modificadoJUDASORNO;GOLDY, 1991), excetwm trabalho que indicoo
meio DSD1 BORGHEZANZet al,, 2003).

Para induzir ocrescimento dos explant@s vitro, recomendae a adicdo de uma
citocinina ao meio de cultura inicial (BOUQUET; TORREGROSA, 2003; MACHA®@L,

2006). As citocininas séo utilizadas para estimular a diviséo celular, atuando desta forma na
morfogénese (GBRGE, 1996).

A concentracdo e o tipo de citocinina, para a melhor proliferacado de brotagbes, podem
variar entre os diferentes genoétipos (DZAZIBIASI; ZANETTE, 2002). @ntudo, as
concentracdes muito elevadas também s&o prejudiciais, causando a fodmdgatacoes
anormais e hipédricas (MACHADO et al, 2006). Os primeiros trabalhos de

micropropagacao dé. rotundifoliautilizavam dosagens altas da citocinB@P (20nM e 40
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nmM), mas foi observado que essas concentracdes maiores sao letais (com 65de 71
mortalidade, respectivamente, na varied@lenmit) (LEE; WETZSTEIN, 1990).

Para BERND et al (2007), o regulador vegetal BAP apresentou os melhores
resultados na producdo de brotos, em concentracdes varidveis e especificas, para cada
variedade ouhibrido em estudo. Aindasamesma autoes verificaramque o meio GZ,
acrescido de 3 &M ergendiAdAcido de bratdc@mpoiftaenxertasf i c i
hibridos deV. labruscax V. rotundifolia.

NOVAK e JUVOVA (1983) comprovaram que BAP foi a citotia mais eficiente,
superior a cinetina e ai8openteniladenina (2iP), para estimular o crescimento de meristemas
(0,5mm) e a proliferacdo de novas brotac6es em oito clones de videira. A concentracédo de 10
nmM de BAP em meio MS estimulou o crescimentongeristemas axilares 20 dias apés o
isolamento, ocasionando a formacdo de mudltiplas brotacdes. Diversos autores também
observaram a superioridade de BAP em relagdo a outras citociBIARLASS; SKENE,

1980; GOUSSARD, 198ZRAY; BENTON, 199).

CHEEe POOL (1983) trabalhando com 21 genétipos de videira utilizaram para a fase
de estabelecimento inicial o meio de cultura Bt8n 5 nM de BAP e 0,5nM de é&cido
naftaleno acético (ANA).

Para o h?2 bHARRI©e SHEB/ENSON(1982) encontraram os melhores
resultados nesta fase cultivando &pices de gnen&m meio MS com Oshg L™ de tiamina,
100mg L™ de inositol, 30y L™ de sacarose, 8dg L™ de adenina, 17fhg L™ de fosfato de
s6dio monobasico 8 mg L™ de BAP. Os autores também utilizaram esteonmera
micropropagar outros 2legotipos de videira, reduzindaancentracdo de BAP parargy L
1

Para os cultivares ORi bier 6, BOTGARAYS on S
e REGINATO (1993) isolando apices com 0,5 a b, utilizaram para ase inicial o0 meio

MS com 3/4 de sua concentracdo normal maigy2 ' de BAP.

2.2.4 Multiplicacéo

O potencial de multiplicagéion vitro € elevado, sendo estimado B®TTI, GARAY
e REGINATO (1993) a obtencdo anual de 2.808.990 brotacdes da cudivampson
Seedles§ 26.494 brotagOes da cultivédribierde 1.213 da cultivaiBlack Seedlegsem meio
MS com 2 mgL™? de BAP, apartir de um explanteHARRIS e STEVENSON (1982)

estabeleceram um protocolo capaz de produzi0iRbrotacdes em quatneeses, a partir de
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apenas um apice meristemético. Na cultueadgices fragmentadoBARLASS e SKENE

(1980 estimaram a producdo de aproximadament@O® plantas em quatroneses.
LEWANDOWSKI ( 1991) obteve cerca de 3.000és,pl ant
utilizando um meio MS modificado e reduzindo os intervalos de repicagem, mas ressaltou a
importancia de novos isolamentos anualmente, em combinagcdo com uma proliferacdo
limitada de brotagdes, para reduzir o risco da variacdo somaclonal.

Para a multiptacdo dos explantes de videiras dois métodos sao sugemaos
baseado na formacdo de uma unica planta enraizada em meio de cultura isento de regulador
vegetal, a partir de um segmento nodal utilizado como explante. O outro visa aumentar a
eficiéncia da miropropagacédo, pela proliferacdo de gemas axilares com altos niveis de
citocinina no meio de culturagsultando na formacédo de multipla®tacdes ndo enraizadas
(BOUQUET; TORREGROSA, 2003; JONAYEBB, 1978).

As citocininas séo utilizadas para estimulativasédo celular, atuando desta forma na
morfogénese (GEORGE, 1996). A multiplicacdo de videimasitro, com a utilizagdo de
citocininas, foi reportada em dixsos trabalhos (DZAZIO; BIASI; ZANETTER002; GRAY;
BENTON, 1991; MEYERSON et al, 1994; MACHADO et al, 200§. Contudo, a
conentracdo e o tipo de citocinimeara amelhor proliferagcdo de brotagdeariou entre os
diferentes gendtipos estudados.chocinina BAP tem sido muito eficaz para promover
multiplicacdo de partes aéreas e inducdo de gerdesnticias em dersas espécies
(GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998). Para hibridos de videira a cinetina teve efeito
positivo ra altura das brotacdes (NOVAK; JUVOVA, 1983

2.2.5 Enraizament vitro

Para videiras, cultivares copa e pesterto, a rizogénesm vitro € fortemente
influenciada pelo gendtipo (ROUBELAKIBNGELAKIS; ZIVANOVITC, 1991),
enraizando facilmente pelo uso de meio de cultura sem regulador de cres@omeTim
adicao de auxing@RAY; FISHER, 1985).

A competéncia para o enraizamento \derotundifolia e hibridos & muitas veze
adquirida na etapa precedele multibrotacdo. TORREGROSAe BOUQUET (1995), em
estudo com diferentes hibridos derotundifolia observaram que a concexgiode 4,4nM
de BAP, que apresentou os melhores indices de multibrotacdo em meio MS/2, reduziu em
70% o posterior enraizamento, quando comparada a concentracdondé BAP, sendo o

enraizamento completamente inibido na concentracdo den8,2le BAP. Pea LEE e
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WETZSTEIN (1990), comV. rotundifoliad&ummify a reducdo da concentracdo de BAP de
10puM, em meio MS completo, no qualbtiveram o maior nimero de brotos apds 16 semanas

em cultivo, para 5vM de BAP, proporcionou melhor enraizamento, com raiza®nes e

mais ramificadas. Muitos autores obtiveram enraizamento em meio de cultura sem a adicao de
reguladores vegetais quando a etapa precedente de producdo e elongacdo de brotos foi
satisfatéria, mas a adicdo de auxinas variadas, em geral, promoveer@da porcentagem

de enraizamento, que nao atingiu 100% nos trabalhos encontrados na literatura com uvas
muscadinea$LEE; WETZSTEIN, 199; TORREGROSA,LOPEZ, 1996; NASR EiDIN;

RIZK; MADKOUR, 1997).

BIASI; PASSOS e POMMER199&) obtiveram parasegmentos nodais doorta
enxerto 0Jalesd taxas de enraizamento pr - x|
cultivar Cabernet Sauvignon, o melhor enraizamento foi obtido quando se utilizou o meio
White sem regulador de crescimentBARLASS; SKENE, 190). Ja, para algumas
cultivares, a presenca de auxina no meio € importante para o bom eard@actomo no
trabalho deGRAY e KLEIN (1989, que obtiveram 94% de enraizamento da cultivar Orlando
Seedless, utilizando o meio,[@ (CHEE; POOL, 1983) com 0,4Mit ANA. GRAY e
BENTON (1991) obtiveram 55% de enraizamento dos brotos de cultivaiésrdaundifolia
cultivadas em meio MS sem presenca de auxina e 77% com auxina.

PEIXOTO e PASQUAL (1996) obtiveram resultados onde 1,42 e 1,35 raiz foram
emitidas por exjante do portaenxertodR99 nos tratamentos com 0,22 uM e 0,44 uM de
ANA, respectivamente. JA o0 podan x e r t o0 emoénleia IM&/8, Gemitiu 2,8 raizes por
explante BIASI; PASSOS; POMMER199&).

2.2.6 Enraizamentex vitro

A inducdo ao enraizamento pode ser realiziadgitro, ou ex vitrg em substratos
poroso§PEDROTTI; VOLTOLINI, 1997). No processo de micropropagacao o enraizamento
ex vitroé mais vantajoso, pois reduz o tempo para a formacao das mudas, a mao de obra e o
custo (FEYISSA; WELANDER; NEGASH, 2007).

O enraizamentoex vitro de brotagcbes micropropagadas tem sido relatado para
diferentes espécies, por exempl@amptotheca acuminataRotula aquatica Wedelia
chinensise Malus prunifolia(MARTIN, 2003; MARTIN; BENNA; JOSEPH, 2003; LIU; LI,

2001).
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2.2.7 Aclimatizacao

A aclimatizacdo € uma fase da micropropagapé® pode ser critica se ndo permitir
elevada taxa desobrevivéncia das plantad PES DA SILVA et al, 2007). Na
aclimatizacdo, as plantas sofrem muiesiresses durante a transferéncia das condigdes
vitro para as condi¢gdexx vitra O tipo de substrato, dependendo de suas caracteristicas
fisico-quimicas, entre elas sua capacidadeetiencdo de &gua, influencia na sobrevivéncia,
crescimente desenvalimento das plantad OPES DA SILVAet al, 2006). Uma das causas
da baixa sobrevivéncia de plantaa aclimatizacadalevese aexcessiva perda de agua que
estassofrem durante o periodo de aclimatizac@dTTER; LANGHANS 1982).

BLAZINA et al (1991)obtiveram 90% de sobrevivéncia 8 viniferalL . 60Zel en
utilizando como substrato uma mistura de vermiculita, solo e mix comercial. Bons resultados
também foram obtidos pdEOMPTON e GRAY (1994), utilizando uma parte de mistura
comercial e uma de vermiculita para aclimatizacdo do hiliri®o ut h e r DZAZHy me 6
BIASI e ZANETTE (2002) obtiverarpara os substratos vermiculita e Plantmax® 95,83% e
87,50% de sobrevivéncia, respectivamgrae o portae n x er tA0d 04 20

Podese comstatar a facilidade de aclimatizacdo da videira peltss indices de
sobrevivéncia obtidos por varios autordSORUZA; JELASKA, 1993; RAVINDRA,
THOMAS, 1995; LEWANDDWSKI, 1991; BIAS] PASSOS; POMMER199&).
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3 CAPITULO |

DIFERENTES MEIOS DE CULTURA NA MICROPROPAGA(}AO DE PORTA -
ENXERTOS HIBRIDOS DE VIDEIRA Vitis labruscax Vitis rotundifolia

RESUMO

A escolha adequada do meio de cultura € um fator relevante na micropropagacao devido ao
importante papel dos componentes minerais e organicos no desenvolvimeitto dos
explantes. O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito de trés meios de,cB}yaS/2

(MS com a metade da concentracdo dos sais) e QL, em trés subcultivos de hibridos de videira
provenientes de segmentos nodais. Os hibridos utilizados foram: Isabel x Carlos (IC125),
Isabel x Bountiful (IB481), Isabel x Magndlia (IM628), IsabeRegale (IR423), Bordd x

Carlos (BC161) e Bordd x Magndlia (BM573) preestabelecidositro, provenientes do

quarto subcultivo em meio QL suplementado comib de BAP. Os subcultivos foram
realizados a cada 40 dias. Todas as culturas foram submetidasamuotoperiodo de 16

horas por dia. Para o hibrido IR423 foi realizado apenas o primeiro subcultivo, pois se
desenvolveu adequadamente apenas no meio MS/2. O mgio pCejudicou o
desenvolvimento dos hibridos 1B481 e IM628, formando apenas massa deseato
brotacdes nos explantes, sendo retirado dos demais subcultivos para esses hibridos, o meio
QL também proporcionou uma porcentagem de explantes com brotacéo inferior para esses
hibridos. O meio €D proporcionou a maior formacéo de calos e 0 menolizamanto no
primeiro subcultivo para os hibridos 1B481, IM628 e IR423, os hibridos 1C125, BC161 e
BM573 ndo demonstraram problemas de desenvolvimento em todos os meios testados. O
meio de cultura MS/2 apresentou, de forma geral, os melhores resultadasdaeraas
variaveis analisadas (porcentagem de explantes brotados, numero de folhas, altura das
brotacdes, porcentagem de formacado de calos e enraizamento) para todos os hibridos testados
Concluise que para o desenvolvimelmovitro dos hibridos d&/. labruscax V. rotundifolia
testados é recomendado o cultivo em meio de cultura MS/2.

Palavras-chave:muscadinia, cultura de tecidasultiplicagéo.
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DIFFERENT GROWTH MEDIA DURING MICROPOPAGATION OF GRAPEVINE
HYBRID ROOTSTOCKS Vitis labruscax Vitis rotundifolia

ABSTRACT

Choosing the proper growth medium is a relevant factor during micropropagation due to the
important role mineral and organic compounds play ininhétro development of explants.

The aim of this work was to evaluate the effecttoée growth media D, MS/2 (MS with

half the concentration of salts), and QL in three subcultures of grapevine hybrids from nodal
segments. Hybrids used were: Isabel x Carlos (IC125), Isabel x Bountiful (IB481), Isabel x
Magnodlia (IM628), Isabel x Rega(#R423), Bordd x Carlos (BC161), and Bordd x Magnolia
(BM573) preestablishedn vitro from four subcultures in QL supplemented withgl of

BAP. Subcultivations were performed every 40 days. All cultures were submitted to light
with photoperiod of 16ours a day. For the hybrid IR423, only the first subcultivation was
carried out as it developed appropriately only in MS/2. The medigb l@ndered the
development of IB481 and IM628, only forming mass callus without shoots in the explants,
so it was remeed from the other subcultures for these hybrids. QL also provided lower
percentage of explant shoots for these hybrids. The medizn ptovided the highest
percentage of callus formation and the lowest rooting in the first subculture for IB481, IM628,
andIR423. The hybrids IC125, BC161, and BM573 did not present development issues for all
media tested. In general, the growth medium MS/2 showed the best results for all variables
analyzed (sprouted explants rate, number of leaves, shoot height, percehtegiso
formation, and rooting) with all hybrids tested. Hence, the cultivation in the growth medium
MS/2 is recommended for the developmientitro of hybridsV. labruscax V. rotundifolia

Key words: muscadine, tissue culture, multiplication.
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3.1 INTRODUCAO

A micropropagacao da videira € utilizada com diversos objetivos, entre 0s quais a
multiplicacédo rapida de plantas, propagacédo de novos hibridos e obtencédo de matrizes livres
de patdgenos, tornande uma alternativa viavel para a multiplicacdo de vidgBaaSI;
PASSOS; POMMER, 1998a; DZAZIO; BIASI; ZANETTE, 2002; COLETTO; MARTINS;
GOULART, 2008).

Devido a grande variabilidade genética e a maior dificuldade de crescimento e
diferenciacdoin vitro, a micropropagacdo de espécies lenhosas requer estudos mais
especificos e desenvolvimento de metodologias que atendam as exigéncias do explante
(COELHO, 1999). A escolha adequada do meio de cultura € um fator relevante para a
micropropagacao, devido d@mportante papel dos componentes minerais no processo de
regengacao dos explantes (RAMAGRYILLIAMS, 2002).

Os meios nutritivos utilizados na micropropagacdo fornecem substancias essenciais
para o crescimento dos tecidos e controlam, em grande parte, o padrédo de desenvalvimento
vitro (CALDAS; HARIDASAN; FERREIRA 1998).Os nutrientes essenciais incluem sais
organicos, fonte de carbono e energia, vitaminas e reguladores de cres¢ERVIBORG;
SHYLUK, 1981).

De forma geral, a maioridos trabalhosapontancomo melhor meio de cultura para a
videira 0 meio MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962)completo, ou com metade da
concentracdae sais. @Qtros meios de cultura também s&o utilizadosno o GD (CHEE;

POOL, 1983), e QL (QUOIRIN; LEPOIVRE, 1977)

O objetivo deste trabalho foi avati diferentes meios de cultugara o melhor

desenvolvimento dbrotagdes cultivadas vitro a partir de gma axilar de segmentos nodais

deportaenxerts hibridosde videiraV. labruscax V. rotundifolia
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3.2 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram realizados no LaboratorididEopropagacédo de Plantas do
Departamento de Fitotecnia e Fitossanitarismo do Setor de Ciéncias Agrarias da Universidade
Federal do Parana (UFPR).

3.2.1 Condicdes de cultivin vitro

Todas as culturas vitro foram mantidas em sala de crescimento,ls»lfluorescente
branca fria com densi dade ?d’ fotdpérindo ae 16 & e f - t «
temperatura de 25 + 2°C. Todos os meios de cultura tiveram o pHlajpsta 5,8 e foram

esterilizados em autocladairante 20 min a 120 °C.

3.2.2 Esaibelecimentan vitro

Os explantes utilizados, para iniciar as culturasvitro, foram segmentos nodais
coletados de plantas matrizes de pernaertos hibridos de videir®. labrusca x V.
rotundifolia, provenientes dos cruzamentos das seguintes cekivisabel x Carlos, Isabel x
Bountiful, Isabel x Magnolidsabel x RegaleBordd x Carlos e Bordd x Magnol{ CHUCK
et al, 2011)mantidas em vasos contendo solo com substratoasan de vegetacidPara a
desinfestacdo, os explanfesam imersoem etanol (70%) por 25 segundos e hipoclorito de
sédio (1,5%) mais Twee20 (0,2%), por 15 minutos e quatro lavagens em agua deionizada e
esterilizada. ApGs a assepsia, as brotacbes foram seccionadas em segmentos nodais de
aproximadamente 1,0 cm de commpento, com uma gema axilar e sem folha.

Os segmentos nodais foram isolados individualmente em frascos, tampados com papel
alum2nio, contendo 10 mL de meio de <cultura
! de agar (Vetec®).

3.2.3 Efeito de diferentereios de cultura na micropropagacao das brotacoes

Os segmentos nodais obtidos a partir do quarto subcultivo em meio de cultura QL,
supl ementado com 0%'de agarNVetdo®) fdBatnPpadsniz&dcom0,5
cmde comprimento e uma folha, foramltovados em diferentes meios de cultuvts/2 (MS
com a metade da concentragdo de sais), QtDe €iplementdos com as vitaminas do meio

MS, 100 mg L* de micinositol, 30 g [* de sacarose 6 g L de agar (Vetec®)isentos de



32

reguladores vegetaiEaram utilizados tubos de ensamntendolO mL de meio de cultura,
tampados cormaluminia

As avaliacOes foram realizadas a cd@adias de cultivoem um total de trés. Apos
cada avaliacdo os segmentos nodais foram reinoculados em um novo meio deauoitara
mesma composicdo do anteriéys varidvés analisadas foramporcentagem de explantes
brotados, alturdas brotacdefcm), numero de folhagor explante, porcentagem de explantes
enraizados e porcentagem de explantes com formacao de calo

Para os hitidos Isabel x Bountiful e Isabel x Magnodlia o meio de cultus® @i
retirado apO6s o primeiro subcultivo, pois ndo desenvolveu explantes suficientes para a
continuidade dos subcultivos. Para o hibrido Isabel x Regale foi realizada avaliacdo apenas do
primeiro subcultivo, pois apenas o meio de cultura MS/2 obteve explantes suficientes para a

continuidade dos subcultivos.

3.24 Andlise estatistica e delineamento experimental

O delineamento experental foi inteiramente casualizadem esquema dearcela
suldividida (parcela = meioge cultura; subparcela = subcultivasin um total de trés
subcultivoscom quatro repeties e 10 explantes por unidade experimgyaed cada hibrido
testadoOs dados foram submetidos a analise de variancia e as ro@diparadas pelo teste
de Tukeya 5% de probabilidadeAs analises estatisticas foram realizadas utilizesedo
programa ASSISTAT verséo 7.6 (SILVA; AZEVEDO, 2009

3.2.5ldentificacdo dos hibridos
Para organizacdo e manuseio dos hibridos em laborat@asa de vegetacdo, foram

estabelecidos os seguintes codigos para a identificacdo dos cruzamentos:

1 Isabel x Carlos = 1C125

1 Isabel x Bountiful = 1B481

1 Isabel x Magnolia = IM628

1 Isabel x Regale = IR423

! Bordod x Carlos = BC161

1 Bordb x Magnolia = BM573
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3.3 RBSULTADOS E DISCUSSAO

3.3.1 Estabelecimenta vitro
O tratamento de desinfestacdo utilizado foi eficiente para oeéstabhento dos
segmentos nodais dos hibridos de vid&irdabruscax V. rotundifolig proporcionando uma

taxa de 9% dos explantes a&sticos e com indugdo de brotacdes.

3.3.2Diferentes meios de cultura na micropropagacéo das brotagcdes

De acordo com os resultados observados, os meios de cultura comparados para a
micropropagacaoas hibridos de videir®. labruscax V. rotundifoliademonstraram efeito
significativo para todaas variaveis analisadas, evidenciaggde a composi¢cdo do meio de
cultura influencia a morfogénese vitro, uma vez que ocorreraiferentes respostas no
desenvolimento das brotacdes

Com relacéoa porcentagm de explantes brotados os meiofdo@& QL obtiveram
melhores resultados para o hibrido 1C125 no prim@idg67 e 81,51 % respectivamenge)
terceiro (100 e 86,95% respectivameng)bcultives, porém no segundo subcultivo o meio
MS/2 proporcionou a maioropcentagem de brotacd€®7,5 %)(Tabela 1) Para os hibridos
IB481 e IM628, os meios MS/2 e QL proporcionaram os melhores resultados, aumentando a
porcentagem de brotacdes ao longo dos subcultivos, chegando a 100% de explantes brotados
no terceiro subcuito (Tabela 1).

No primeiro subcultivo o0 meio D obteve a menor porcentagel®a brotacdes para os
hibridos IB481, IM628 e IR42810; 10 e 8,75% respectivamentdevido a formacdo de
massa de calos sem brotagbes nos explaseeslo retirado dos demasbcultivos. O meio
QL também apresentou alta formacdo de calos para esses hibridos no primeiro subcultivo,
porém, gerou brotacOes suficientes para os subcukmbosequentes, exceto para o hibrido
IR423, o qual se desenvolveu satiefiamente apenas meeio MS/2(Tabela 1, Figra 1, 3 e
4). Para os hibrido BC161 e BM573 0 meio QL mostseusuperior aos demais nos trés
subcultivos, porém nédo houve grandes diferencas entre os trés meios testados, apenas no
segundo subcultivo onde o meigBCapresentou a emor porcentagem de explantes brotados
(38%) (Tabela 2).

Quantoa altura das brotagdes os trés meios de cultura testados ndo apresentaram
diferenca significativa no primeiro e segurgltcultivos para o hibrido ICR2No entanto,

no terceiro subcultivo o @0 MS/2 mostrotse superior aos demais, com brotacdes de 4,6 cm
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em meédiapara o IM628 o MS/2 também obteve melhores resultados no terceiro subcultivo
(5,87 cm)(Tabela 3).

TABELA 11 Porcentagem de explantbsotadosde hibridos de videir®l. labrusca(cultivar
Isabel) xV. rotundifolia (cultivares Carlos, Bountiful, Magndlia e Rega®)bmetidos a

diferentes meios de cultuaa longo de trés subcultivos.

Explantes brotado(%o)
Meio de cultura Primeiro subcultivd Segundo subcultivo Terceirosubcultivd
Isabel x Carlos (IC125)

C.D 71,67+£17,3 54,17+ 18,3 100,00+ 0,0
MS/2 51,25+ 19,3 97,50+ 5,0 68,13+ 21,9
QL 81,51+ 18,2 92,22+ 5,2 86,95+ 6,1

Isabel x Bountiful (IB481)
C.D 10,00+ 8,2 - -

MS/2 63,06x 23,2 82,59+ 5,3 92,50+ 9,6
QL 50,83+ 17,1 100,00+ 0,0 97,22+ 0,0
Isabel x Magndlia (IM628)

C.D 10,00+ 8,2 - -

MS/2 82,50+ 9,6 91,25+ 11,8 100,00+ 0,0
QL 38,61+ 13,1 97,22+ 5,6 100,00+ 0,0
Isabel x Regale (IR423)

C.D 8,75+ 6,3 - .
MS/2 77,50+ 26,3 - -
QL 30,56+ 13,7 - -

'Dados originais.

Para o hibrido IB481, asieios MS/2 e QL ndo mostraratiferenca significativa no
primeiro e terceiro subcultivo, apenas no segundo subcultivo o meio MS/2 rasesirdarior
com brotacOes de 2,59 cm, para o IR423 foi realizado apenas o primeiro subcultivo, no qual
0s meios MS/2 e QL foram superiores agb Csem diferenca entre si (Tabela 3). Para o
hibrido BC161 nado houve efeito dos tratamentos, apenas dos subcultivos, aumentando a altura
das brotacbes ao longo dos subcultivos. Para o BM573 o meio QL obteve os melhores
resultados no primeiro e terceiro suliisa, com brotacbes de 2,63 e 4,13 cm em média

respectivamente, no segundo subcultivo ndo houve diferenca entre os tratamentos. (Tabela 4).
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TABELA 2 i Porcentagem de explantes com brotagdo de hibridos de vMelebrusca
(cultivar Bordd) xV. rotundifolia (cultivares Carlos e Magnolis]gubmetidos a diferentes

meios de culturao longo de trés subcultivos.

Explantes brotado@o)
Meio de cultura Primeiro subcultivd Segundo subcultivo Terceiro subcultivd
Bordd x Carlos (BC161)

C.D 82,85+ 13,6 75,70+ 20,5 92,50+ 5,0

MS/2 82,50+ 17,1 77,50+ 12,6 67,50+ 18,9

QL 90,00+ 11,5 88,89+ 9,1 100,00+ 0,0
Bordd x Magndlia (BM573)

C.D 61,88+ 27,2 38,33+ 14,5 78,20+ 13,8

MS/2 70,00+ 18,3 67,50+ 18,9 94,45+ 11,1

QL 78,20+ 12,9 97,50+ 5,0 95,00+ 5,8

'Dados originais.

Houve aumento na altura das brotacbes ao longo dos subcultivos para todos os
hibridos testados, o queode ser atribuido a perda do efeito residual da citocinina BAP
utilizada nos cultivos iniciajsonde as brotac6es foram multiplicadas utilizased,0nM de
BAP em quatro subcultivos consecutivaSegundo KRUL eMOWBRAY (1984), a
concentracgdo utilizada de citocinina no cultivo inicial é suficiente para permitir o crescimento
das brotacdes nos msiale cultura isentos de regulador de crescimento, nos subcultivos
posteriores, logop maior crescimento dosxplantes na auséncia de BAP pode ser atribuido
ao efeito desse regulador merfogénesén vitro, pois BAP aumenta a taxa de multiplicagao
dosexplantes, porémeduz o crescimento das brotacffeEIXOTO; PASQUAL, 1996).

Com relagdo ao numero de folhas por explante, os meios de cultura testados
igualaramse ao longo dos subcultivos para os hibridos IC125 e 1B481, porém para o hibrido
IM628 0 meiode cultura MS/2 mostrese superior ao QL, proporcionando brotacdes com
5,83 folhas em média no terceiro subcultivo, o meio MS/2 também abi@ethor resultado
para o IR42Zom 2,75 folhas por explante em mé@iabela 5).

Para o BC161 nao houve difeganentre os tratamentos no primeiro subcultivo, no
segundo subcultivo o0 meio QL se mostrou superior aos demais com 4,45 folhas por explante
em meédia, porém no terceiro subcultivo obteve resultados semelhantgd @ont 5,43 e
4,47 folhas por explante emédtia respectivamente (Tabela 6). Para o BM573 o meio QL

obteve melhores resultados no primeiro e segundo subcultivo (4,21 e 4,37 folhas por explante
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em média respectivamente), porém no terceiro subcultivo o meio QL apresentou resultados

semelhantes ao MS/5,98 e 5,59 folhas por explante em média respectivamente) sem
diferenca entre si (Tabela 6).

TABELA 371 Altura (cm) das brotagfes de hibridos de videiréabrusca(cultivar Isabel) x
V. rotundifolia (cultivares Carlos, Bountiful, Magnolia e €yale) submetidos a diferentes
meios de culturao longo de trés subcultivos.

Altura das brotacdes (cm)
Meio de cultura Primeiro subcultivd Segundo subcultio Terceiro subcultivd
Isabel x Carlos (1C125)

C.D 2,03aB 2,59aB 3,43bA
MS/2 2,20aB 2,80aB 4,60aA
QL 1,80aB 3,16aB 3,77bA
C.V. (%) Parcela = 13,55 Subparcela = 11,60
Isabel x Bountiful (IB481)
C.D - - -
MS/2 0,97aC 2,59bB 3,86aA
QL 1,47aB 3,76aA 3,81aA
C.V. (%) Parcela = 16,88 Subparcel®d62
Isabel x Magnolia (IM628)
C.D - - -
MS/2 2,47ns 4,37ns 5,87a
QL 1,80ns 3,52ns 4,13b
C.V. (%) 34,45 17,94 10,68
Isabel x Regale (IR423)
C.D 0,92b - -
MS/2 2,50a - -
QL 2,65a - ]
C.V. (%) 39,48

1 As médias seguidas pal@esma letra mindscula na coluna e mailscula na linha ndo distatisticamente entre si. Foi
aplicado o Testde Tukey ao nivel d&% de probabilidade. ns = ndo significativo.
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TABELA 41 Altura (cm) das brotacdes de hibridos de vid¥iréabrusca(cultivar Bordd) x
V. rotundifolia (cultivares Carlos e Magnolisubmetidos a diferentes meios de cultaca

longo de trés subcultivos.

Altura das brotacdes (cm)

Meio de cultura Primeiro subcultivo Segundo subcultivo Terceiro subcultivo

Bordd x CarlofBC161) "
C.D 1,56 2,65 3,97
MS/2 1,60 3,11 3,13
QL 1,56 3,54 4,10
C.V. (%) 18,14 16,36 19,65
Bordd x Magnélia (BM573)
C.D 1,77ab 2,40ns 3,40b
MS/2 1,32b 2,14ns 3,74ab
QL 2,63a 2,83ns 4,13a
C.V. (%) 24,73 27,74 9,03

! As médias seguidas pateesma letra mindscula na coluna e mailscula na linha nédo diéstatisticamente entre si. Foi
aplicado o Testde Tukey ao nivel d&% de probabilidade. ns = ndo significativo.

Para a propagacéo vitro de videira por segmentos nodais, o numero de folhas é uma
importante variavel, pois, cada unidade de folha representa um segmento nodal que deve
conter uma gema axilar para permitir a propagacao em larga escala (CLAUMARIN
2004).

Os resultados demstram o elevadpotencial de multiplicagam vitro da videira
como foi constatado também por outros autoBEB3TTI, GARAY e REGINATO (1993)
estimarama obtencdo anual de 2.808.990 brota¢cBes da culfivampson Seedless, 26.494
brotacdes da cultivar Rigr e 1.213 da cultivar Black Seedless em meio MS com 2'rdgL
BAP, apartir de um explant¢dARRIS e STEVENSON(1982) estabeleceram um protocolo
capaz de produzir 1200 brotacbes em quatnmeses, a partir de apenas um apice
meristematico. Na culturaeddpices fragmentadoBARLASS e SKENE (1980 estimaram a
producdo de aproximadamente®d@ plantas em quatnmeses.LEWANDOWSKI (1991)
obteve cerca de 3.000 plantas de videira
modificado e reduzindo os intervalds repicagem,
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TABELA 5 7 Numero médio de folhas por explante de hibridos de vidéitalabrusca
(cultivar Isabel) x V. rotundifolia (cultivares Carlos, Bountiful, Magnélia e éyale)

submetidos a diferentes meios de culamdongo de trés subcultivos.

Numero de folhas por explante

Meio de cultura Primeiro subcultivd Segundo subcultivo Terceiro subcultivd
Isabel x Carlos (IC125)

C.D 2,94bB 2,49bB 4,25aA
MS/2 2,56bC 4,66aA 3,57aB
QL 3,83aB 4,72aA 4,15aAB
C.V. (%) Parcela = 14,44 Subparcela = 12,73
Isabel x Bountiful (IB481)
C.D - - -
MS/2 2,63aC 3,81bB 4,76aA
QL 2,19aC 5,48aA 4,80aB
C.V. (%) Parcela = 10,24 Subparcela = 7,98
Isabel x Magnolia (IM628)
C.D - - -
MS/2 3,20aC 4,64aB 5,83aA
QL 1,82bB 4,54aA 5,11bA
C.V. (%) Parcela = 5,57 Subparcela = 10,39
Isabel x Regale (IR423)
C.D 1,20b - -
MS/2 2,75a - -
QL 1,73b - -
C.V. (%) 23,36

! As médias seguidas pal@esma letra mindscula na coluna e mailscula na linha ndo distatisticamente entre si. Foi
aplicado o Testde Tukey ao nivel d&% de probabilidade.

Os cruzamentos com Isabel apresentaram maior formacéo de calos em relacdo aos
cruzamentos com Bord@abelas 7 e 8). A porcentagem de explantes com calos diminuiu ao
longo dos subcultivos. O meio MS/2 demonstrou a menor formagéo de calos na base dos
explantes para os hibridos 1B481, IM628 e IR423. O meio de cultpa nistrouse
prejudicial para o desealvimento das brotacbes dos hibridos 1B481, IM628, e IR423
formardo calos em aproximadamente ¥®@os explantes e sem formar brotacbes, sendo

retirado assn dos demais subcultivos. @eio de cultura QL também apresentou 100% de
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explantes com calos parases hibridos, porém, com formacdo de brotacdes, exceto para o
hibrido IR423, onde o meio QL também prejudicou o desenvolvimento dos explantes. (Tabela
7, Figuras 1, 3 e 4). Para os hibridos IC125, BC161 e BM573 a formacdo de calos nos
explantes foi menor ado demonstrou efeito prejudicial no desenvolvimento das brotacdes
(Tabelas 7 e 8, Figuras 2, 5 e 6).

TABELA 6 i Numero médio de folhas por explante de hibridos de vide#alabrusca
(cultivar Bordd) xV. rotundifolia (cultivares Carlos e Magnolisgubmetidos a diferentes

meios de culturao longo de trés subcultivos.

Numero de folhas por explante

Meio de cultura  Primeiro subcultivd Segundo subcultiVo Terceiro subcultivb
Bordd x Carlos (BC161

C.D 2,92 aB 3,15 bB 4,47 aA

MS/2 3,48 aA 3,18 bA 3,40 bA

QL 3,15aB 4,45 aA 5,43 aA
C.V. (%) Parcela = 11,97 Subparcel# ;31

Bord6 x Magndlia (BM573)

C.D 2,92 bAB 2,19 bB 3,70 bA

MS/2 2,68 bB 2,70 bB 5,59 aA

QL 4,21 aB 4,37 aB 5,98 aA
C.V. (%) Parcela = 20,85 SubparcelZ 96

! As médias seguidas pat@esma letra mindscula na coluna e mailscula na linha ndo distatisticamente entre si. Foi
aplicado o Testde Tukey ao nivel d&% de probabilidade.

A porcentagem deexplantes enraizados aumentou ao longo dos subcultigs, o
hibridos IC125 BC161 e BM573 demonstraramio te problemas de enraizamento &vdos
os meios de culta testados (Tabelas 9 e 10). Os hibridos IB#628 e IR423mostraram
diferengas sigficativas no enraizamentoo primeiro subcultivo, onde o meio de cultura
MS/2 foi superio aos outros, chegando a 81,25, 90 e 92,5% respectivamente (Taléda 9
micropropagacao de videiras geralmente séo utilizadas concentragdes reduzidas a 3/4, 1/2 e
1/4 do meio basico de MS, principalmente na fase de enraizamento das brotacdes
(CICCOTTI, 1982;HARRIS; STEVENSON 1982;BOTTI; GARAY; REGINATO, 1993).
De acordo conDZAZIO; BIASI e ZANETTE (2002),pr a 0o porta en-Aérto
0 meio MS/2 foi o que apresentou maior indice de enraizamento chegando a &n, 56
dias
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TABELA 71 Porcentagem de explantes com calo de hibridos de videledorusca(cultivar
Isabel) xV. rotundifolia (cultivares Carlos, Bountiful, Magndlia e &yjale) submetidos a

diferentes meios de cultues longo de trés subcultivos.

Calos (%)
Meio de cultura Primeiro subcultivd Segundo subcultivo Terceiro subcultivd
Isabel x Carlos (IC125)

C.D 28,50+ 24,1 17,50+ 28,7 0,00+ 0,0
MS/2 50,75+ 14,9 0,00+ 0,0 0,00+ 0,0
QL 2,75+ 5,5 0,00+ 0,0 12,75+ 4,9
Isabel x Bountiful (IB481)

C.D 100,00+ 0,0 - -
MS/2 16,25+ 14,3 2,50+ 5,0 5,00+ 10,0
QL 100,00+ 0,0 23,89+ 17,5 7,50+ 15,0
Isabel x Magndlia (IM628)

C.D 100,00+ 0,0

MS/2 20,00+ 14,1 0,00+ 0,0 0,00+ 0,0
QL 100,00+ 0,0 0,00+ 0,0 0,00+ 0,0

Isabel x Regale (IR423)

C.D 94,25+ 6,7 - -

MS/2 11,00+ 8,4 - -

QL 90,50+ 7,0 - -

'Dados originais

O meio GD foi prejudicial para o enraizamentos hibridos 1B481 e IM628
chegando a apenas 5,00 e 7,50% eetspamente (Tabela 9gste meio de cultura possui a
maior concentracdo de ion amonio na sua composicdo (20,61 mM), quando comparado aos
demais meios de cultura testaqdsexo 2. Em algumas lpntas a presenca do iaménio
favorece o crescimento de raizes, enquanto para outras pode ser i(GEDBRGE, 1996).
Contudo, a presenca do ion NHios meios de cultura n&do inibiu enraizamento das
brotacdes, mas as quantidades mais elevadas wodeeultura €D podem ter influenciado
nosresultados obtidos.

Esse resultado € semelhante ao encontraddp@HADO et al. (2007), em que o
meio de cultura ¢D proporcionou a menor porcentagem de enraizamento para G porta

enxer toO6348%Rem rel a-«o0 aos outros meios de
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dosresultados obtidos neste estudo foi possivel observar a facilidade de enraizamigrato

dos hibridos testadosdiferente do observado emutros cultivares de videira como o

0 S o u tHho enreaddefoi obtido apenas 43% de brotacbes enraizadas em meio de cultura
sem auxingCOMPTON;GRAY, 1994).

TABELA 81 Porcentagem de explantes com calo deithilsrde videira/. labrusca(cultivar
Bord®) x V. rotundifolia (cultivares Carlos e Magnodlisgubmetidos a diferentes meios de

culturaao longo de trés subcultivos.

Calos (%)
Meio de cultura  Primeiro subcultivd Segundo subcultio Terceiro subcultivb
Bordd x Carlos (BC161)

C.D 2,50+ 5,0 0,00+ 0,0 0,00+ 0,0

MS/2 2,50+ 5,0 0,00+ 0,0 0,00+ 0,0

QL 0,00+ 0,0 0,00+ 0,0 0,00+ 0,0
Bord6 x Magndlia (BM573)

C.D 16,50+ 16,8 0,00+ 0,0 0,00+ 0,0

MS/2 12,50+ 9,6 0,00+ 0,0 0,00+ 0,0

QL 0,00+ 0,0 0,00+ 0,0 0,00+ 0,0

'Dados originais

Os resultados obssdosdemonstrangue, em geral, os meios MS/2 e QL obtiveram
melhores resultados para as variaveis analisadas, esses resultados sdo semelhantes aos obtid
por DZAZIO, BIASI E ZANETTE (2002) em que meios mais concentrados conMSp
apresentaramesultados inferiores para comprimento da brotacéo principal, nimero de folhas
do explante e porcentagem de gemas axilares brogatasp porte n x er t o de Vvi de
A 6 jndicando que, paraesta fase, menores concentracbes de sais sdo requeridas
demonstrando que meios mais diluidos como o MS/2 podem ser mais eficientes para o
desenvolvimento das brotacdes nas fases de alongamento e multiplicagdo. O meio MS/2
também mostroge superior para micropropagacdo do porta enxerto de vidéird al e s 0,
apresentando maior mero de folhas por explante (3,91) e maior altura de brotacdes (2,11
cm) em comparagao com os outros meios de cultura testados (BIASI; PASSOS; POMMER,
1998b). J& 0 meio Qpossui amaior quantidade do ion fosfato em sua composi¢édo (2,00

mM) (Anexo 2) quando comparado aos outros meios de cultura testados, o balanco de
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fésforo no meio de cultura imptante para o crescimento (LEBEFOSSARD, 1977) e
morfogénese do explante (RAMAGR/ILLIAMS, 2002).

TABELA 9 i Porcentagem de explantes enraizados de hibridos de videitabrusca
(cultivar Isabel) x V. rotundifolia (cultivares Carlos, Bountiful, Magndlia e Regale)
submetidos a diferentes meios de culamdongo de trés subcultivos.

Enraizamento (%)

Meio de cultura Primeiro subcultivd Segundo subcultivo Terceiro subcultivd
Isabel x Carlos (IC125)

C.D 93,00x 8,7 87,50+ 9,6 100,00+ 0,0
MS/2 87,00+ 12,5 100,00+ 0,0 100,00+ 0,0
QL 91,25+ 6,1 100,00+0,0 100,00+ 0,0
Isabel x Bountiful (IB481)
C.D 5,00+ 10,0 - -
MS/2 81,25+ 18,7 89,25+ 9,0 92,25+ 9,7
QL 50,75+ 12,7 100,00+ 0,0 97,50+ 5,0
Isabel x Magndlia (IM628)
C.D 7,50+ 5,0 - -

MS/2 90,00z 8,2 97,00% 6,0 100,00+ 0,0
QL 38,00+ 16,4 87,78+ 9,6 100,00+ 0,0
Isabel x Regale (IR423)

C.D 68,00+ 6,3 - -
MS/2 92,50+ 9,6 - -
QL 43,50+ 9,4 - -

'Dados originais
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TABELA 10 i Porcentagem de explantes enraizados de hibridos de videilabrusca
(cultivar Bordd) xV. rotundifolia (cultivares Carlos e Magnolis]gubmetidos a diferentes

meios de culturao longo de trés subcultivos.

Enraizamento (%)

Meio de culura  Primeirosubcultivd Segundo subcultivo Terceiro subcultivd
Bordd x Carlos (BC161)

C.D 93,75+ 12,5 97,0 +£5,0 10000 £ 0,0

MS/2 10000 £ 0,0 97,0 +5,0 10000 £ 0,0

QL 87,0 +5,0 88,75+ 9,0 10000 £ 0,0
Bordd x Magndlia (BM573)

C.D 90,75+ 11,9 77,00 £ 10,2 86,00 £ 4,0

MS/2 92,0 +9,6 9500+5,8 10000 £ 0,0

QL 93,00+ 5,0 10000 + 0,0 97,50+5,0

'Dados originais.

Isabel x Regale (IR423

FIGURA 17 Brotacdes do hibrido de videika labrusca(cultivar Isabel) xV. rotundifolia

(cultivar Regale) em diferentes meios de cultura no primeiro subcultivo. Barra = 1cm.
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Isabel x Carlos (1C125)

/L
. \ "o

FIGURA 27 Brotac6es do hibrido de videika labrusca(cultivar Isabel) xV. rotundifolia
(cultivar Carlos)em diferentes meios de cultura. (A) Primeiro subcultivo, (B), segundo

subcultivo, (C) terceiro subcultivBarra = 1cm.
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Isabel x Bountiful (IB481)

MS/2

FIGURA 37 Brotac6es do hibrido de videika labrusca(cultivar Isabel) xV. rotundifolia
(cultivar Bountiful) em diferentes meios de cultura. (A) Primeiro subcultivo, (B), segundo

subcultivo, (C) terceiro subcultivo. Barra = 1cm.
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Isabel x Magnolia (IM628)

FIGURA 47 Brotac6es do hibrido de videika labrusca(cultivar Isabel) xV. rotundifolia
(cultivar Magndlia) em diferentes meios de cultura. (A) Primeiro subcultivo, (B), segundo

subcultivo, (C) terceiro subcultivo. Barra = 1cm.
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Bordd x Carlos (BC16)

C2D MS/2 QL

C2D MS/2 QL

FIGURA 571 BrotacGes do hibrido de videika labrusca(cultivar Bordd) xV. rotundifolia
(cultivar Carlos) em diferentes meios de cultura. (A) Primeiro subcultivo, (B), segundo

subcultivo, (C) terceiro subcultivo. Barra = 1cm.
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Bord6 x Magndlia (BM573)
B
C2D
C
o C2D MS/2 QL

FIGURA 61 BrotacGes do hibrido de videika labrusca(cultivar Bordd) xV. rotundifolia
(cultivar Magnolia) em diferentes meios de cultura. (A) Primeiro subcultivo, (B), segundo

subcultivo, (C) terceiro subcultivo. Barra = 1cm.
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3.4 CONCLUSOES

O meio de cultura D prejudica o desenvolvimenia vitro dos hbridos IB481 e
IM628. Os meios €D e QL prejudicam o desenvolvimentovitro do hibrido IR423

O meio MS/2 é adequado para o cultimovitro dos hibridos de/. labruscax V.
rotundifoliatestados.
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4 CAPITULO I |

DIFERENTES CONCENTRACOES DE BAP NA MICROPROPAGACAO DE
PORTA-ENXERTOS HIBRIDOS DE VIDEIRA Vitis labruscax Vitis rotundifolia

RESUMO

O sucesso da micropropagacao € dependente da escolha adequada dos reguladores vegeta
qgue controlam a morfogénese vitro. O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito de
diferentes concentragbes debénzilaminopurina (BAP), 0,0; 1,0; 2,5 e 58, em trés
subcultivos de hibridos de videira provenientes de segmentos nodais. Os hibridos utilizados
foram: Isabel x Carlos (IC125), Isabel x Bountiful (IB481), Isabel x Magnohé6ZB),

Bordd x Carlos (BC161) e Bordd x Magndlia (BM573) preestabeleaidaso, provenientes

do sétimo subcultivo em meio MSigento de reguladores vegetai®s subcultivos foram
realizados a cada 40 dias. Todas as culturas foram submetidas a luz com fotoperiodo de 16
horas por diaAs variaveis analisadanostraramcomportamento semelhante para todos os
hibridos testados, sendo que a concentracdo dévbde BAP promoveu o maior nimero de
brotacdes que aumentaram também ao longo dos subcultivos, e maior numero de folhas, mas
com reducéo na altura das brotacéesoagd dos subcultivos. O enraizamento diminuiu e a
formacdo de calos aumentou gradualmente com o aumento da concentracdo de BAR. Conclui
se que para a multiplicac@o vitro dos hibridosV. labruscax V. rotundifoliaé recomandado

o cultivo em meio de culta MS/2 suplementado com 51 de BAP.

Palavras-chave: muscadinia, citocinina, multiplicacao
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DIFFERENT BA CONCENTRATIONS DURING MICROPOPAGATION OF
GRAPEVINE HYBRID ROOTSTOCKS Vitis labruscax Vitis rotundifolia

ABSTRACT

Micropropagation success depends on the proper choice of plant growth regulators that
controlin vitro morphogenesis. The aim of this work was to evaluate the effect of different
concentrations of-8enzylaminopurine (BAP), 0.0; 1.0; 2.5 and 514, in three subcultures

of grapevine hybrids from nodal segments. Hybrids used were: Isabel x Carlos (IC125), Isabel
X Bountiful (IB481), Isabel x Magnélia (IM628), Bordd x Carlos (BC161), and Bordd x
Magnolia (BM573) presstablishedn vitro from the seventh sahblture in medium MS/2
without plant growth regulators. Subcultivations were performed every 40 days. All cultures
were subjected to light with photoperiod of 16 hours a day. The variables analyzed showed
similar behavior for all hybrids tested. 5tfM of BAP promoted the highest number of
shoots, which also increased along subcultivations, and the highest number of leaves.
However, shoot height decreased over subcultivations. Rooting decreased and callus
formation increased gradually with the increasingPBA&oncentration. In conclusion, for
multiplying the hybridsv. labruscax V. rotundifoliain vitro the cultivation in medium MS/2
supplemented with 5.0M of BAP is recommended.

Key words: muscadine, cytokinin, multiplication.
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4.1INTRODUCAO

A videira é propagadaormalmente por via vegetativa. A micropropagacao apresenta
vantagens em relacdosmeétodos tradicionais daopagacaodentre agjuais se destacam a
rapidez do processo e a possibilidade de obtencdo e manutencao aemkntzes livres de
virus PEIXOTO; PASQUAL 1996).

Para a multiplicacdo dos explantes de videiras dois métodos sdo sugeridos, um é
baseado na formacdo de uma unica planta enraizada em meio de cultura isento de regulador
vegetal, a partir de um segmentodal utilizado como explante. O outro visa aumentar a
eficiéncia da micropropagacéo, pela proliferacdo de gemas axilares com altos niveis de
citocinina no meio de cultura, resultando na formacamadkiplasbrotacées ndo enraizadas
(BOUQUET; TORREGROSA2003; JONA; WEBB, 1978).

As citocininas séo utilizadas para estimular a divisdo celular, atuando desta forma na
morfogénese (GEORGE, 1996). A concentracdo e o tipo de niitacipara a melhor
proliferacdo de brotacGes, podem variar entre osratitesgendtipos (DZAZIO; BIASI;
ZANETTE, 2002), sendo a-Benzilaminopurina (BAP) a mais utilizada e a mais efetiva para
um grande nimero de cultivares (BIA®IASSOS; POMMER1998&; NOVAK; JUVOVA,

1983; GRAY;BENTON, 199).

ParaNOVAK e JUVOVA (1983), a citocima BAP mostrotse mais eficiente em
comparacdao com arwtina e a asopenteniladenina (2ip), para estimular o crescimento de
meristemas e a proliferacdo de novas brotacGes, em oito clones de videira, assim como
BERND et al (2007), observou que o regdta vegetal BAP apresentou os melhores
resultados na producdo de brotos, em concentracdes varidveis e especificas, para cada
variedade ou hibrido de videifd. labruscax V. rotundifolig em estudo.

O objetivo deste trabalho foi avaliar diferentes comegides da citocinina BAP para o
melhor desenvolvimento das brotagfes cultivaohasvitro a partir da gema axilar de

segmentos nodais dos peeiaxertos hibridos de videika labruscax V. rotundifolia.
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4.2 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foramealizados no Laboratério de Micropropagacao de Plantas do
Departamento de Fitotecnia e Fitossanitarismo do Setor de Ciéncias Agrarias da Universidade
Federal do Parana (UFPR).

4.2.1 Condigdes de cultivia vitro

Todas as culturas vitro foram mantidagm sala de crescimento, sob luz fluorescente
branca fria com densi dade ?d’ fotdpérindo ae 16 & e f - t «
temperatura de 25 + 2°C. Todos os meios de cultura tiveram o pH ajustado para 5,8 e foram

esterilizados em autocladairane 20 min a 120 °C.

4.2.2 Diferentes concentragbes debénzilaminopurina (BAP) na ieropropagacéodas
brotacdes

Segmentos nodais obtidalo sétimosubcultivo em meio de cultura Qisento de
reguladores vegetaisuplementada@om 6 g L' de agar Yetec®), dos hibridos Isabel x
Carlos, Isabel x Bountiful, Isabel x Magndlia, Bordd x Carlos e Bordd x Mag{&G&lUCK
et al, 2011) padronizadas com 0,5 cde comprimento e uma folha, foram cultivados em
meio de cultura MS/2, suplementado com as vitasido meio MS, 100 mg“Lde mio
inositol, 30 g [* de sacarose, e 6 g'lde agar (Vetec®). Os tratamentos consistiram de
di ferentes concentra-»es de BAP (0; 1, 0; 2,
tubos de ensaio, contendo 10 mL de nigicultura, tampados com aluminio.

As avaliacbes foram realizadas a cada 40 dias de cultivo, em um total de trés, apés
cada avahcao as brotacdes foram seccionadas em segmentos nogiaisceladoem meio
de culturacom a mesma concentracdo de BAPatiterior. As variaveis analisadas foram
altura das brotagbes (cm), numero de folhas, nimero de brotacfes por explante, porcentagem

de explantes enraizados e porcentagem de explantes com formacao de calo.

4.2 3 Analise estatistica e delineamento experimental
O delineamento experental foi inteiramente casualizado em esquema de parcela
subdividida (parcela = concentracdes de BAP; subparcela = subcultivos) em um total de trés

subcultivoscom quatro repeties e 10 explantes por unidade experimgyded cada hibrido
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testadoOs dados foram submetidos a analise de variaraiglése de regressads analises
estatisticas foram realizadas utilizarso 0 programa ASSISTAT versao 7.6 (SILVA;
AZEVEDO, 2009.

4.2 4 ldentificacdo dos hibridos
Para orgaizacdo e manuseio dos hibridos em laboratdrio e casa de vegetagdo, foram
estabelecidos os seguintes codigos para a identificacdo dos cruzamentos:
1 Isabel x Carlos = 1C125
Isabel x Bountiful = 1B481
Isabel x Magndlia = IM628
Bordo x Carlos = BC161

)
)
)l
1 Bordbé xMagnolia = BM573
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4.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Observase nas Figuras 7 edlie o numero de brotacfes por explante aumentou ao
longo dos subcultivos, a concentracdo mais alta de BAPn§d)Oproporcionou o maior
namero de brotacdes pamos os hibridos testados, chegando a 3,1 brotacdes para o hibrido
IC125(Figura 7D, 3,3 para o IB481Figura 7E), 2,67 para o BC161 (Figura 8C) e 3,83 para
o0 BM573 (Figura 8D)no terceiro subcultivee 1,9 para o IM628, no segundo subcultivo
(Figura 7H, esse resultado € esperado, devido ao efegaittzcininas na morfogénesn
vitro, que estimula as brotacdes laterais, diminuindo o crescimento apical.

Esses resultados sdo semelhantes aos obtidésruiB et al.(2009) queobservaram
para a cultivar Brdé queo maiorde nimero dérotagbes por microestaca foram obtidos no
mei o MS/ R deBAR REARTORREGROSAe BOUQUET (1995), o meio de cultura
MS/ 2, suplementado com 4,4 €M de BAP, pr omc
para os hibridos d¥itis x Muscadinia JACOLETTO et al. (2008) observaram, na mi
cropropagacdo do portnxerto Paulsen 1108 que aconcentr a-«o He 1
apreserdu maior nimero de brotag6@4ACHADO et al (2006)obsrvarampara o porta
enxert o-48gildas 0ohcentracbesfle e 10 &M de BAP, com s
dias, promoveram o maior namero de brotacBERND et al. (2007) induziram
multibrotacdo a partir de gemas axilares de hibridobruscax V. rotundifoliaem meio
Galzy, acrescido der8M de BAP.

O nimero de folhas também aumentou ao longo dosudtiNos devido ao aumento
no nimero de brotacbes, cheganal®,0,10,8 7,95 e 11,97 para os hibridos 1C125, 1B481,
BC161 e BM573espectivamente no terceiro subcultiffagura 7G e 7H e Figura 8E e 8F)

5,6 folhas paa o IM628 no segundo subcultivo (Figura 71), ambos na maior concentragéo de
BAP (5,0nM). Obsena-se que 0 aumento no numero de folhas acompanhou o aumento no
namero de brotacdes, demonstrando que houve a formacdo de tufos de brotacées na
concentracdo de 5r@M de BAP (Figuras 9, 10, 11, 12 e 13), a formacé&o de tufos é desejavel
na fase de multipliggio dos explantes, pois gera maior eficiéncia na producao de brotactes
por explante.

Outros autores também observaram o incremento no numero de folhas com a adigéo
de BAP no meio de culturparaa cultivar Bord6 AYUBet al (2010), constataram que a
concentracdo de 2,5%M de BAP, em meio MS, proporcionou o maior numero de folhas por

microestaca de videir@ERND et al (2007) observaram padmis hibridos d#/itis labrusca



x V. rotundifoliag u e o

mei o de cul

tur a

59

MS, acresc

desenvolvimento da parte aérea, com caule levemente mais grosso e vigoroso.
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FIGURA 71 Altura das brotagde#\( B e C), nimero de brotagfes por explante (D, Ee F) e

namero de folhas por explante (G, H e 1) de hibridos de vilfeil@rusca(cultivar Isabel) x

V. rotundifolia(cultivares Carlos, Bountiful e Magnodligjn diferentes concentractes de BAP

ao longo de trés subcultivos.
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FIGURA 81 Altura das brotacbes (A e B), numero de brotacbes por explante (C e D) e

namero de folhas por explante (E e F) de hibridos de vidleigbrusca(cultivar Bordd) xV.

rotundifolia (cultivares Carlos e Magndli@m diferentes concentracbes de Bad’longo @

trés subcultivos.
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MACHADO et al. (2006) observaram que a citocinina BAP apresentou resultados
inferiores a testemuntdo portae n x e r t 0 -4 & ¥dRprinde#o3subcultivo e nos cultivos
posteriores, o imero de folhas por brotacdonaentou, contudo osalores foram préximos
ao da testemunhBZAZIO, BIASI e ZANETTE (2002)encontraram maior numero de folhas
para o porte nx er t o d e -A @nod watamentos écdn? Quséncia de BAP e na
concentracdo de 1M de BAP. Também observaram que concentracdesito altas
diminuiram a quantidade de folhas, afetando seu desenvolvimento, resultados diferentes dos
observados neste estudo.

A altura das brotacdes diminuao longo dos subcultivopara tods os hibridos
testados (Figura 7A, 7B e 7C e Figura 8A, 8B3.8 menorcrescimento dos explantes na
auséncia de BAP pode ser atribuido ao efeito desse fitorregulador na morfagéviese
pois 0 mesmo aumenta a taxa de multiplicacdo dos explantes, porém reduz o crescimento das
brotacoes REIXOTO; PASQUAL 1996) Esse efeito pode ser observado nas figuras 9, 10,
11,12 e 13.

MACHADO et al. (2006) afirmaram que a citocinina BAP teve efeiggativo na
altura das brotacBedo portaen x er t o de v-4 3 @endo anaisdevitentsdsd 3
concentracdes de 5,0 e 1. Na ausénciale BAP, nos quatro subcultivos, a altura em
média das brotacBes foi maior que nas concentracbes de 5,01 0. AgpMducdo de
brotacdes pouco alongadeam a adicdo de BAP no meio de cultura, tamli@nobservada
com as cultivares deideira ThompsorSeedless, Sonaka e T@a&anesh, sendoecesséria
uma fase de alongamento (MHATRE; SALUNKHE; RAZD00). COLETTO et al (2008)
observaranparaoporte n x ert o de v i deue adxionand@5elM eBndoP1 1 0 3
meio de culturdemse um aumentano crescimento dosxplantes, porém, aumentanelssa
concentracdpara 5,6 M B AP uaro efeitotéxico e consequentemente promowvena
reducao no crescimento dos pestaertos.

A porcentagem de explantes com calo aumentou gradativamente aomento da
concentracdo de BAEhegando a 100% para os hibridos IC125, IB481 (Tabela 11) e BC161
(Tabela 12) no primeiro subcultivo e para o 1B628 (Tabela 11) e BM573 (Tabela 12) no
segundo subcultivaMACHADO et al (2006) observararformacéo de calo em 100% das
microestacas, na presenca de duas citocininas testadasn, ndo se verificou formacao

de calo nasnicroestacas na auséncia de citocinina



62

TABELA 11 - Porcentagem de explantes com calo de hibridos de videlabrusca(cultivar
Isabel) x V. rotundifolia (cultivares Carlos, Bountiful e Magndliagm diferentes

concentracdes de BA® longo de trés subcultivos.

Calos (%)
BAP (mM) Primeiro subcultivd Segundo subcultivo Terceiro subcultivb
Isabel x Carlos (IC125)
0,0 0,00+ 0,0 0,00+ 0,0 0,00+ 0,0
1,0 43,00x 5,3 75,00+ 12,9 40,00+ 14,1
2,5 80,00+ 18,3 97,50+ 5,0 87,50+ 15,0
5,0 100,00+ 0,0 92,50+ 9,6 84,50+ 10,4
Isabel x Bountiful (IB481)
0,0 7,75+ 9,7 0,00+ 0,0 0,00+ 0,0
1,0 86,67+ 12,5 80,00« 18,3 77,00t 4,8
2,5 100,00+ 0,0 92,75+ 14,5 100,00+ 0,0
5,0 100,00+ 0,0 100,00+ 0,0 94,75+ 6,1
Isabel x Magnolia (IM628)
0,0 15,00+ 12,9 0,00+ 0,0 2,50+ 5,0
1,0 36,25+ 17,3 72,50+ 35,9 47,50 5,0
2,5 90,00+ 8,2 100,00+ 0,0 97,50+ 5,0
5,0 95,00« 10,0 100,00+ 0,0 97,50+ 5,0

T o
Dados originais.

Como era de se esperar a porcentagem de enraizamento foi maior na testemunha, sem
adicdo de BAPe diminui gradativamente com o aumento da concentragdo da citocinina
(Tabelas 13 e 14p que comprea o efeito negativdas citocininas no enraizamento, devido
ao desbalanceamento dos niveis enddgenos entre citocininas e dtsteassitado difere
do obtido porBERND et al (2007) e LEE e WETZSTEIN (1990) onde o melhor
enraizamento foi verificado no meio MS com

Porém, TORREGROSAe BOUQUET (1995), em estudo com diferentes hibridos de
V. rotundifolia, observaram que aoncentracdale 4,4nM de BAP, que apresentou 0s
melhores indices de multibrotacdo em meio MS/2, reduziu em 70% o0 posterior enraizamento,
quando comparada a concentracdo denM1BAP, sendo o enraizamento completamente
inibido na concentracdo de 8181 de BAP. MACHADO et al. (2006)observaram que para o

portae n X e r t0434 8 ¥ dwracentracbes de BAP testadas reduzirdomraacéo de raizes,
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inibindo totalmente o enraizamento teoceiro subcultivoPara LEE e WETZSTEIN (1990) a
reducdo da concentracédo BAP de 10mM, em meio MS completo, onde obtiveram o maior
namero de brotacdes apds 16 semanas de cultivo, parside BAP paraV. rotundifolia

0 S u mpropbréionou melhor enraizamento, com raizes maiores e mais ramificadas.

TABELA 12 - Porcentagem de explantes com calos, de hibridos de videitabrusca
(cultivar Bord6) xV. rotundifolia(cultivares Carlos e Magnoli@m diferentes concentracdes

de BAPao longo de trés subcultivos.

Calos (%)
BAP (M) Primeiro subcultivd Segundasubcultivd Terceiro subcultivb
Bordd x Carlos (BC161)
0,0 2,50£5,0 0,00+ 0,0 0,00+ 0,0
1,0 92,25+ 5,2 97,50+ 5,0 46,33+ 17,3
2,5 92,50+ 9,6 100,00+ 0,0 82,50+ 9,6
5,0 100,00+ 0,0 97,50+ 5,0 95,00+ 5,8
Bordd x Magndlia (BM573)
0,0 0,00+ 0,0 0,00+ 0,0 0,00+ 0,0
1,0 89,75+ 8,2 100,00+ 0,0 29,00+ 24,3
2,5 97,00+ 6,0 100,00+ 0,0 60,00x 21,6
5,0 97,50+ 5,0 96,67+ 4,7 76,75+ 10,4

T o
Dados originais.
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TABELA 13 - Porcentagem de explantes enraizados, de hibridos de vMeil@rusca
(cultivar Isabel) xV. rotundifolia (cultivares Carlos, Bountiful e Magnoli@m diferentes

concentracdes de BA® longo de trés subcultivos.

Enraizamento (%)

BAP (mM) Primeiro subcultivd Segundo subcultivo Terceiro subcultivb
Isabel x Carlos (IC125)

0,0 100,00+ 0,0 97,50+ 5,0 100,00+ 0,0

1,0 100,00+ 0,0 80,00+ 8,2 50,00+ 8,2

2,5 90,00+ 8,2 40,00+ 14,1 20,25+ 7,8

5,0 0,00+ 0,0 10,00+ 8,2 0,00+ 0,0
Isabel x Bountiful (IB481)

0,0 100,00+ 0,0 90,00+ 11,5 92,50+ 5,0

1,0 80,00+ 8,2 80,00+ 8,2 79,25+ 9,4

2,5 52,50+ 9,6 30,25+ 21,4 10,25+ 8,2

5,0 2,75+ 55 0,00+ 0,0 5,00+ 5,8
Isabel x Magnolia (IM628)

0,0 97,50+ 5,0 100,00+ 0,0 97,50+ 5,0

1,0 94,75+ 6,1 100,00+ 0,0 100,00+ 0,0

2,5 92,50+ 9,6 87,50+ 9,6 90,00 8,2

5,0 45,00+ 20,8 33,50+ 10,8 7,75+ 9,7

T o
Dados originais.
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TABELA 14 - Porcentagem de explantes enraizados, de hibridos de vMeil@rusca

(cultivar Bordd)x V. rotundifolia(cultivares Carlos e Magnoli@m diferentes concentragbes

de BAPao longo de trés subcultivos.

Enraizamento (%)

BAP (mM) Primeiro subcultivd Segundo subcultivo Terceiro subcultivb
Bordd x Carlos (BC161)
0,0 100,00+ 0,0 100,00+ 0,0 92,25+ 5,2
1,0 82,0054 30,00+ 20,0 13,33+ 12,5
2,5 30,00+ 14,1 13,00+ 15,4 0,00+ 0,0
5,0 5,00+ 5,8 0,00+ 0,0 2,50+ 5,0
Bordd x Magndlia (BM573)
0,0 100,00 £ 0,0 100,00+ 0,0 92,50 £ 9,6
1,0 55,75+ 11,4 30,00 £ 8,2 59,25 + 19,6
2,5 15,50 £ 16,1 3,67 5,2 7,50x5,0
5,0 250+£5,0 10,00+ 8,2 8,00+ 10,5

I o
Dados originais.
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Isabel x Carlos (IC125)

FIGURA 97 Brotac6es do hibrido de videika labrusca(cultivar Isabel) xV. rotundifolia
(cultivar Carlos) em diferentes concentracdes de BAP. (A) Primeiro subcultivo, (B), segundo

subcultivo, (C) terceiro subcultivo. Barra = 1cm.
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Isabel x Bountiful (IB481)
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FIGURA 107 Brotac6es do hibrido de videixa labrusca(cultivar Isabel) XV. rotundifolia
(cultivar Bountiful) em diferentes concentracdes de BAP. (A) Primeiro subcultivo, (B),

segundo subcultivo, (C) terceiro subcultivo. Barra = 1cm.
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Isabel x Magndlia (IM628)
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FIGURA 1171 Brotacdes do hibrido de videika labrusca(cultivar Isabel) xXV. rotundifolia
(cultivar Magndlia) em diferentes concentracdes de BAP. (A) Primeiro subcultivo, (B),

segundo subcultivo, (C) terceiro subcultivo. Barra = 1cm.
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Bordd x Carlos (BC161)
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FIGURA 127 Brotacdes do hibrido de videi¥a labrusca(cultivar Bordd) xV. rotundifolia

(cultivar Carlos) em diferentes concentragdes de BAP. (A) Primeiro subcultivo, (B), segundo

subcultivo, (C) terceiro subcultivo. Barra = 1cm.
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Bordd x Magndlia (BM573)
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FIGURA 1371 Brotacdes do hibrido de videi¥a labrusca(cultivar Bordd) xV. rotundifolia
(cultivar Magndlia) em diferentes concentracdes de BAP. (A) Primeiro subcultivo, (B),

segundo subcultivo, (C) terceiro subcultivo. Barra = 1cm.
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4.4 CONCLUSOES

O meio de cultura MS/2 suplementado com BN de BAP é adequado para a

multiplicacéoin vitro dos hibridos de videird. labruscax V. rotundifoliatestados.
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5 CAPITULO Il

ENRAIZAMENTO in vitro, ex vitroE ACLIMATIZACAO DE PORTA -ENXERTOS
HIBRIDOS DE VIDEIR A V. labruscax V. rotundifolia

RESUMO

A rizogénese € uma importante etapa na micropropagacdo, pois € essencial para a
sobrevivéncia das brotacBes durante a aclimatizacdo. O objetivo deste trabalho foi avaliar
diferentes concentracdes de acido naftaleno acético (ANA), 0,0; 0,2; 0,4 reM(,80
enraizamentan vitro e diferentes concentracdes de acido indolbutirico (AIB) 0, 500, 1000 e
1500 mg [* no enraizament@x vitra de hibridos de videira provenientes de segmentos
nodais e sua posterior porcentagem de sobrevivéncia apos aclimatizacdo. Os hibridos
utilizados foram: Isabel x Carlos (IC125), Isabel x Bountiful (IB481), Isabel x Magndlia
(IM628), Bordd x Carlos (BC161¢ Bordd x Magndlia (BM573) preestabelecidnsvitro,
provenientes do décimo subcultivo em meio MS/2 isento de reguladores vegetais. Para o
enraizamentan vitro apds 30 dias deultivo nas diferentes concentracdes de ANA foi
realizada a praclimatizacaalos explantes, com abertura parcial dos frascos de cultivo no 30°
dia, abertura total no 31° dia, 0s quais permaneceram abertos por mais dois dias. Apds as
avaliagcdes no 34° dia, as brotacdes foram transferidas para tubetes contendo vermiculita e
deixadosem camara de nebulizacéo intermitente por 21 dias, apds esse periodo foi avaliada a
porcentagem de sobrevivéncia das brotagcbes. Para o enraizaxerti@ foram utilizadas
brotacdes obtidas do décimo subcultivo em meio MS/2 isento de reguladores vegetais
padronizadas em microestacas com duas folhas e tratadas com as diferentes solugdes de AIB.
As microestacas foram transplantadas em tubetes contendo vermiculita e mantidas em camara
de nebulizacdo intermitente por 30 dias, apds esse periodo foram reahzadealiacoes.

Houve 100 % de enraizamento em todos os tratamentos para todos os hibridos testados. No
enraizamentan vitro a sobrevivéncia foi alta para todos os hibridos, exceto para 1B481 onde

a maior taxa de sobrevivéncia observada foi de 42,11 #ateonento sem ANA. Para os
hibridos IC125 e BC161 a taxa de sobrevivéncia diminuiu gradualmente com o aumento da
concentracdo de ANA, sendo a menor taxa observada na concentracao ndé. 0N®
enraizament@x vitroas maiores taxas de sobrevivéncia fordoservadas na testemunha e no
tratamento de 500 mg'Lde AIB para os hibridos IM628 e BC161, para os hibridos IC125 e
BM573 os tratamentos néo tiveram efeito para essa variavel. Geadjuie os hibridos dé
labruscax V. rotundifoliatestados enraima facilmente tanton vitro, quantoex vitrosem a
necessidade de auxinas exégenas.

Palavras-chave:muscadinia, acido naftaleno acético, acido indolbutirico.
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in vitro, ex vitroROOTING AND ACCLIMATIZATION OF GRAPEVINE HYBRID
ROOTSTOCKS V. labruscax V. rotundifolia

ABSTRACT

Rhizogenesis is an important phase in micropropagation once it is essential for shoot survival
during acclimatization. This study was aimed at evaluating different concentrations of
naphthalene acetic acid (NAA), 0.0; 0.2; 0.4 @8 nm, in in vitro rooting and different
concentrations of indolebutyric acid (IBA), 0, 500, 1,000, and 1500 Trig kx vitrorooting,

from grapevine hybrids from nodal segments and their subsequent survival rates after
acclimatization. Hybrids used were: Isabel x Carlos (IC125), Isabel x Bountiful (IB481),
Isabel x Magndlia (IM628), Bordd x Carlos (BC161), and Bordd x Magr(@hM573) pre
establishedin vitro from the tenth subculture in medium MNSwithout plant growth
regulators. Foin vitro rooting after 30 days of cultivation at different NAA concentrations,

pre-acclimatization of explants was carried out with partial apgif flasks on the é'bday,

total opening on the $1day, which remained open for the following two days. After
evaluations on the 84day, shoots were transferred to tubes containing vermiculite and left in
intermittent mist for 21 days. After this ped, shoot survival rate was evaluated. Epvitro
rooting, shoots from the tenth subculture were used in the medium MS/2 without plant growth
regulators, standardized in micropiles with two leaves and treated with different IBA
solutions. Micropiles we transplanted in tubes with vermiculite and kept in intermittent mist
for 30 days. After this period, evaluations were carried out. There was 100% rooting in all
treatments for hybrids tested. Rorvitro rooting, survival was high for all hybrids, exddor

IB481, for which the highest survival rate observed was 42.11% in the treatment without
NAA. For IC125 and BC161, the survival rate decreased gradually with the increasing NAA
concentration and the lowest rate observed wasvh8 For ex vitro rooting, the highest
survival rates were observed in the control and in the treatment with 500" myIBA for

IM628 and BC161. For hybrids IC125 and BM573, treatments had no effect for this variable.
It is possible to conclude that the hybrids testédalruscax V. rotundifolia, can easily root
bothin vitro andex vitrowithout exogenous auxins.

Key words: muscadine, naphthalene acetic acid, indolebutyric acid.
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5.1 INTRODUCAO

A formacao de raizes adventkiaas partes aéreas obtidasestadiale multiplicacao
permitea corstituicdo de plantas completg@ra posterior transferéncia a condicérwitra
Muitas vezes, as raizdsrmadas ndo apresentam caracteristicas adequadas assfule;d
absorcéo, determinando, dentrerostfatores, a mortedas mudasjuando transferidas para o
solo. O pocesso de enraizamento € muitomplexo, incluindo fatores fisiojicos,
bioquimicos e biolégicogfatores internos) que interagem com os fatores externos. Além
disso, acomplexidade € aumentada pehkxiabiidade genética devido raultiplicidade das
espécies e cultivareA$SIS; TEIXEIRA 1998).

O enraizamenta@x vitro reduz o custo de producdtas mudas, podendo viabilizar
economicamente, 0 processo de micropropagaém disso, 0 enraizamenéx vitrotem a
vantagem de diminuir as dificuldades associadas a sobrevivéncia e ao desenvolvimento das
plantas cultivadasn vitro (GARCIA; GONZALEZ, 1992; AUGUSTO BIASI; TELLES,
2006).

O controle do desenwdmento de raizes adventiciagnfluenciado por sub&hcias
regulacdras de crescimento e as auxinas promovem a formacgdo de primoérdios radiciais
adventicios TAIZ; ZEIGER, 2013. As auxinas controlam processos distintos, tais como
crescimento elongacéo celular, sendo muito utilizadas em micropropagacaprpanaver a
formacdo e crescimento de calos e de suspensédo de células ou 6rgamsnbegrara regular
a morfogénese, especialmente associadas com citocilfAsasauxinas sintéticas mais
comumente usadas na micropropagacado de vidéoao ANA(acido naft&eno acético) e o
AIB (acido indolbutirico) (CALDAS; HARIDASAN; FERREIRA1998; PASQUALet al,
1997).

O objetivo deste trabalho foi avaliar diferentes concentracdoes de ANA no
enraizamentan vitro das brotacées de powmaxertos hibridos de videiMd. labruscax V.

rotundifolia, e a posterior porcentagem de sobrevivéncia na aclimatizacao.
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5.2 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram realizados no Laboratorio de Micropropagacéo de Plaatas
casa de vegetacatn Departamento de Fitotecnia e Fitossanitarismo do Setor de Ciéncias

Agrérias da Universidade Federal do Parana (UFPR).

5.2.1 Condicdes de cultivin vitro

Todas as culturas vitro foram mantidas em sala de crescimento, sob luz fluorescente
brancaf ri a com densidade de f k'yufetaperidde defl6 o n s
temperatura de 25 + 2°C.sOneios de cultura tiveram o pH ajustado para 5,8 e foram

esterilizados emutoclaw durante 20 min a 120 °C.

5.22 Fonte de explantes

Para confeccao dos explantes para o enraizantenttro foram utilizadas brotacdes
de hibridos de videir®. labrusca x V. rotundifoliaoriundasdos cruzamentodas seguintes
cultivares: Isabek Carlos Isabel x Bountiful|Jsabelx Magndlia Bordd x Calos e Bordd x
Magnolia (SCHUCK et al., 2011) j& preestabelecidas vitro provenientes do décimo

subcultivo em meio de cultura MS/2 isento de reguladores vegetais.

5.2.3Fonte de microestacas

Para confeccadas microestacas foram utilizadas brotacdes de hibridos de wdeira
labruscax V. rotundifolig oriundas dos cruzamentos das seguintes cultiviaedsel x Carlos,
Isabel x Magndlia,Bordd x Carlos e Bordé x Magnolia (SCHUCH: al, 2011) ja
preestabeledasin vitro provenientes do décimo subcultivo em meio de cultura MS/2 isento

de reguladores vegetais.

5.2.4Diferentes concentracdes de ANA (&cido naftaleno acético) no enraizameitto e
aclimatizacao das brotacoes

Segmentos nodais obtidos do aégisubcultivo em meio MS/2 isento de reguladores
vegetaissuplementadeom 6 g L* de agar Yetec®), dos hibridos Isabel x Carlos, Isabel x
Bountiful, Isabel x Magndlia, Bordb x Carlos e Bordd x Magnolia (SCHWsElL, 2011),

padronizados com 0,5 cnde comprimento e uma folha, foram cultivados em meio de cultura
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MS/2, suplementado com as vitaminas do meio MS, 100 TngeLmicinositol, 30 g I de
sacarose, e 6 g'lde agar (Vetec®)Os tratamentos consistiram de diferentes concentracdes
de ANA (0,0; 0,2; 0,4 e 0,& M.)Foram utilizados frascos individuacontendol0 mL de

meio de cultura, tampados ca@tuminio.

Apéds 30 dias de cultivo foi realizado o processo deapliénatizacdo, que consistiu da
abertura parcial dos frascos no 30°elabertua total dos frascos no 31°, apos 2 dias com 0s
frascos abertos (34° dia) foi realizada a avaliacédo, as variaveis analisadapfocamagem
de explantes com brotac&mimero de raizes por explante e comprimento médio de raizes
(cm) por explante.

Ap6s aavaliacdo as brotacdes foram transplantadas em tubetes plasticos d& 53 cm
contendo vermiculita e mantidas em camara de nebulizacdo intermitente por 21 dias e em
seguida foram levadas para casa de vegetacdo, onde foi avaliada a porcentagem de

sobrevivéncialas brotagoes.

5.2.5Diferentes concentracdes de AIB (acido indolbutirico) no enraizanegntirodas
microestacas

As brotacdes obtidas do décimo subcultivo em meio MS/2 isento de reguladores
vegetais foram mhonizadas em microestacas com diadtzas, a base das estacas foi imersa
por 10 segundos em solucédo de AIB diluido em etanol 50%. Os tratamentos consistiram de
diferentes concentragées de AIB (0; 500; 1000 e 1500 g L

As microestacas foram transplantadas em tubetes plasticos de *58octendo
vermiculita e mantidas em camara de nebulizacdo intermitente por 30 dias, apds esse periodo
foi realizada a avaliacdo, as variaveis analisadas foporcentagem de microestacas
brotadas nimero de raizes por microestaca, comprimento médio d&s nadr microestaca

(cm) e porcentagem de sobrevivéncia de microestacas.

5.2.6Andlise estatistica e delineamento experimental

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com quatro repeticoes e 10
explantes por parcela para cada hibrido test®s dados foram submetidos a analise de
varianciae analise de regressao. As analises estatisticas foram realizadas ut$ieando
programa ASSISTAT versao 7.6 (SILVA; AZEVEDO, 2009).
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5.2.7Identificacédo dos hibridos
Para organizacdo e manuseio ddwsidos em laboratorio e casa de vegetacdo, foram
estabelecidos os seguintes codigos para a identificacdo dos cruzamentos:
1 Isabel x Carlos = 1C125
Isabel x Bountiful = 1B481
Isabel x Magnolia = IM628
Bordd x Carlos = BC161

)l
)l
)
1 Bordd x Magnolia = BM573
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5.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.3.1 Diferentes concentracdes de ANA (&cido naftaleno acético) no enraizametntoe
aclimatizacao das brotacoes

A porcentagem de explantes brotaddisninuiu com o aumento da concentracao de
ANA para todos os hibridos testados, exceto para o IM628 onde as concentracfes de ANA
ndo demonstraram efeito para essa variavel (Figura 14A, 14B e 14C e Figura 15A E 15B),
PEIXOTO e PASQUAL (1992lambém observam que o aumento na concentracdo de ANA
reduziu o numero de brotacdes produzidagortae n x er t o de vi d.&ssesa 0P
resultados concordamom os obtidos por NOVAK e JUVOVA1983), que verificaram
efeitos prejudiciais da adicdo de ANA em mdm cultura para regeneracao de segmentos
nodais de videira.

A diminuicdo no nimero de brotacdes com o aumento da concentracibAdeode
se dever ao fato de queestresse salino pode afetar o crescimeelolar e a expanséo das
folhas, tanto pelaeducdo na pressao dergescéncia como na extensibilidade da parede
celular (PRISCO, 1980A adicdo de ANA ao meio também provoca desbalanceamento da
relacdo enddégena de auxinas e citocininas, reduzindo o numero de brotacfes produzidas.

A porcentagem denraizamento atingiu 100 % para todos os hibridos testados e em
todos os tratamentos, incluindo a testemunha, demonstrando que ndo ha necessidade de
adicdo de auxinas exdégenas no meio de cultura para promover a rizogénese.

Esse resultado € semelhanteoatido porDZAZIO; BIASI e ZANETTE (2002)em
gue 80 % dos segmentos nodais apresentaram raizegemssde culturddS/2 e MS/2 mais
carvao ativadoBIASI; PASSOS e POMMER (1998)btiveramem segmentos nodais do
portae n x e r t daxas desehraizamenpodximas de 1006, no meio MS/2 sem auxina.

Varios autores obtiveram enraizamento em meio de cultura sem &o ade
reguladores vegetais, apesar da adicdo de auxinas, em geral, pramauerento da
porcentagem de enraizamento, que ndo atingild@@strabalhos encontrados na literatura
com wuvas muscadineasLHE; WETZSTEIN 1990; GRAY; BENTON, 1991;
TORREGROSA; LOPEZ1996;NASR EL-DIN; RIZK; MADKOUR, 1997).

Japara algumas cultivares, a presenca de auxina no mgipcgtante para o bom
enraizanento, como no trabalho d&RAY e KLEIN (1989) queobtiveram 94% de
enraizamento da cultivar Orlando Seedleggsizando o meio @ com OANA e e M
também no trabalho de GRAY e BENTON (1991) que obtiveram 55 % de enraizamento de
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brotacdes de cultivares dé rotundifolia cultivadas em meio MS sem auxina e 77% com

auxina.

O numero de raizes por explante aumentou linearmente com o0 aumento da
concentracdale ANA, chegando a 2,88, 2,18,1, 2,47 e 3,4Gaizes por explante para os
hibridos IC125, 1B481 e IM628C161 e BM573 respectivamente na concentrat£@,8
nmM de ANA (Figural4D, 14E e 14F e Figura 15D e IbBsse resultado é semelhante aos
encontrados por GRAY e BENTON (1991) em que a cultivar Carlos obteve 2,6 raizes por
explante em meio de cultura cdn® nM de ANA, porém para as cultivares Welder e Jumbo

essa concentracdo de ANA ndo se mostrou eficiente, apresentando apenas 1,2 e 0,8 raizes po

explante.
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FIGURA 1471 Diferentes concentracdes de ANA porcentagem de explantes com brotacao
(A, B e C), niumero de raizes por explante (D, E e F) e comprimento de raizes (G, H e |) de
hibridos de videird/. labrusca(cultivar Isabel) XV. rotundifolia(cultivares Carlos, Bountiful

e Magnalia) apos 30 dias de cultivovitro e 4 dias de praclimatizacéo.
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Explantes com brotados (%)

A Bordd x Carlos (BC161) B Bordd x Magnélia (BM573)
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FIGURA 15- Diferentes concentracdes de ANA na porcentagem de explantes com brotagao
(A e B), numero de raizes por explante (C e D) e comprimento de raizes (E e F) de hibridos de
videiraV. labrusca(cultivar Bord®) xV. rotundifolia(cultivares Carlos e Magnolia) ap86

dias de cultivan vitro e 4 dias de préclimatizagéao.

JAVILLA et al (2008),0bservaram que com aumento das concentracdes de ANA
ocorreu um decréscimo de forma quadratica no numero de raipestde n x er t o- 6 VR
4 3 BEIXOTO et al, (1999 obtiveram resultados inferiores a este estudo tet@ e 1,35
raiz por explante do portanxertodR993 nos tratamentos com 0,22M Oglde M de ANA
respectivamente.

Apesar do aumento no nimero de raizes com o aumento da concentracdo de ANA, os
hibridos estados demonstraram enraizar mesmo sem a presesga alixina no meio de
cultura. Qutros autores também observaram resultados semelhantes como SIL®A

(2003), que obtiveram 1,3, 1,6 e 2,3 raizes paraos-pantx er t os O Pa-48B&é8emnobd,
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0 Gr ;& e¥pectivamente em meio DSD1 sem reguladores vegetais e AlYalB(2010),
que obtiveram em meio MS/2 sem auxina 2,3 raizes por explante da ddtidar

O comprimento de raizes diminuiu com o aumento da concentracdo de ANA para 0s
hibridos 1B481, IM628 e BM573 apresentando raizes com 2,43, 3,25 e 3,69 cm
respectivamente em meio MS/2 sem auxina e 1,21, 1,96 e 2,35 cm respectivamente, na maior
concentracdo de ANA (0,8M) (Figura 14H e 141 e Figura 15F). Porém, ndo houve efeito
significativo para o torido 1C125 (Figura 14G) e para o hibrido BC161 houve um aumento
linear no nimero de raizes com ao aumento da concentracdo de ANA (Figura 15E).

A diminuicdo no comprimento de raizes pode ser explicada pelo fato de que as auxinas
sdo necessarias apenas fase de inducdo da rizogénese, sendo prejudiciais na fase de
alongamento das mesmas. Por estdo é, as vezes, recomendada a utilzdeddois meios
de cultura para rizogénese. Primeiramente, as partes aéreas permanecem em meio com
auxina, favorecenda inducéo e posteriormente passaria para meiocasgma, estimulando
assim a rizogénese e 0 crescimento das raizespiestsso tem sido adotado cémeguéncia
em especies lenhosasniferas e frutiferad=ETT NETOet al, 1992).

A aclimatizacdo € umtase da micropropagacado que pode ser critica se ndo permitir
elevada taxa de sobrevivéncia das plantas (SILVA et al., 2007). Na aclimatizacéo as plantas
sofrem muitos estresses durante as condigbedtro para as condicBesx vitrg pois
apresentam comées vasculares entre caule e raizes ainda deficientes, além de excessiva
transpiracdo devido aos estbmatos ndo funcionais e aipreaénrada de cera epicuticular.
Devido a esses fatores € realizada aggfénatizacdo das brotacdes, para que estas se
adgptem ao ambientex vitra As Figuras 16 e ldemonstramque o0 método de pré
aclimatizacao utilizado neste estudo néo prejudicou a integridade das brotacbes a serem
aclimatizadas.

A porcentagem de sobrevivéncia ap0s a aclimatizacéo foi alta em toddsmemtas
para o hibrido IC125, sendo a maior porcentagem observada no tratamento sem auxina
(95,83%) diminuindo com o aumento dancentracdo de ANA (Tabela 15)sda diminuicao
também foi observada para o hibrido BC161 onde a maior porcentagem de Solbra\ivi
observada no tratamento sem auxina (76,19%) e a menor porcentagem foi observada na maior
concentracdo de ANA (25%) (Tabela 16). Para o IM628 as maiores porcentagens de
sobrevivéncia foram observadas no tratamento sem auxina (95%) e na conueldrgd

mM de ANA (97,5%) (Tabela 15). Para o BM573 as maiores porcentagens de sobrevivéncia
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foram observadas nos tratamentos sem auxina eni4de ANA com 87,5 e 90%

respectivamente (Tabela 16).

= IC125 A
”~ _N\
‘ 2.
SH D

0,0 uM 0,2 uM 0.4 M 0,8 uM

S IB481 B
ES
T oa S "9

0,0 UM 0,2 UM 0,4 UM 0,8 UM

= IM628 C

R_‘ N 4 L ’

0,0uM 0,2 uM 0,4uM 0,8 uM

FIGURA 167 Brotactes de hibridos de videWalabrusca(cultivar Isabel) XV. rotundifolia
(cultivares Carlos (A), Bountiful (B) e Magndlia (C)) apos 30 dias de cuitivaitro em

diferentes concentracdes de ANA e 4 dias deapliéhatizacdo. Barra = 1cm.
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FIGURA 1771 Brotacdes de hibridos de videWa labrusca(cultivar Bord®) xV. rotundifolia
(cultivares Carlos (A) e Magndlia (B)) apdés 30 dias de cultivovitro em diferentes

concentracdes de ANA e 4 dias de-acématizacao. Barra = 1 cm.

O hibrido 1B481 apresentou a menor porcentagem de sobrevivéncia entre todos os
testados, sendo 42,11%0 maior taxa observada (no tratamento sem auxina) (Tabela 15),
observase também que esse hibrido foi 0 que apresentou a menor porcentagem de explantes
com brotacdes (apenas 60%) (Figura 14B), o que € um numero baixo comparado aos outros
hibridos testadosEsse resultado demonstra a importancia das brotacbes e das folhas na
sobrevivéncia durante a aclimatizacdo, pois sdo responsaveis pela realizagdo da fotossintese, €
pela producédo e translocacéo de substancias necessarias ao desenvolvimento das brotagdes.

As altas porcentagens de sobrevivéncia apos aclimatizacdo encontradas nesse estudo

sdo semelhantes as encontradas por SllefAal, (2003) de 96% para o poraxerto
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6Paul sen 1103606, 95% para o43d&GreavesmacBl ASP3
POMMER (1998) de 92,5% paraopodgan x er t o 6Jal es 6.

TABELA 1571 Pacentagem de sobrevivéncia de explantes de hibridos de wdealarusca
(cultivar Isabel) xV. rotundifolia (cultivares Carlos, Bountiful e Magnoli@m diferentes
concentracdes de ANApOs 21 dias de aclimatizagdo em camara de nebulizacao.

Sobrevivéncia (%)

ANA (M) Isabel x Carlos (1C125' Isabel x Bountiful (IB481) Isabel x Magndlia (IM628)

0,0 95,83a 42,11a 95,00a
0,2 83,78b 34,21a 65,00C
0,4 79,49c 21,62b 85,00b
0,8 74,19d 21,43b 97,50a

C.V. (%) 2,34 13,27 3,17

1 As médias seguidas paleesma letra ndo difereestatisticamente entre si. Foi aplicado o Tdst€ukey ao nivel d&%
de probabilidade.

TABELA 167 Porcentagem de sobrevivéncia de explantes de hibridos de Wdéalarusca
(cultivar Bordd) xV. rotundifolia(cultivares Carlos e Magnoli@m diferentes concentractes
de ANA apés 21 dias de aclimatizacdo em camara de nebulizagéo.

Sobrevivéncia (%)
ANA (mM) Bordé x Carlos (BC161) Bordd x Magndlia (BM573)

0,0 76,19a 87,9 a
0,2 75,00 a 80,00 b
0,4 41,670 90,00 a
0,8 25,00 ¢ 77,9 b

C.V. (%) 4,99 3,24

! As médias seguidas peal@esma letra ndo difereastatisticamente entre si. Foi aplicaddestede Tukey ao nivel d&%
de probabilidade.
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FIGURA 1871 Brotagfes dos hibridos de videWalabruscax V. rotundifoliaapds 21 dias de

aclimatizacdo em camara de nebulizacéo.




















































































