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RESUMO

O porta-enxerto de videira ‘420-A’ é um dos mais utilizados na viticultura, por
apresentar resisténcia a filoxera e nematodides e pela afinidade com importantes
variedades de copa. Com o objetivo de estabelecer um protocolo de micropropagacio
deste porta-enxerto, foram realizados varios experimentos em laboratério € casa de
vegetacdo. O estabelecimento das culturas foi realizado com segmentos nodais obtidos
de brotagdes de estacas lenhosas armazenadas sob temperatura fria (4 a 6°C) durante
periodo minimo de 30 dias. A assepsia das brotagdes foi realizada pela imersio em
benomyl 2g.L” (2 horas) e solugio de NaOCL 2,5% acrescido de tween 20 0,1% (20
minutos). Foram testadas diferentes citocininas (BAP e cinetina) em varias
concentragdes (0, 1, 5 e 10 uM), diferentes diluigdes do meio de cultura basico MS
(MS, MS/2, MS/4 e MS/8) e diferentes meios de cultura (MS, NN ¢ WPM) no cultivo
inicial. Na multiplicagdo das brota¢des foram testados diferentes meios de cultura
(MS, MS/2, NN e WPM). No enraizamento testaram-se os seguintes meios de cultura:
MS/2 liquido com espuma fenélica, MS/2 sélido e MS/2 com carvio ativado (1g.L™).
Diferentes substratos (casca de arroz carbonizada, vermiculita e Plantmax®) foram
testados na aclimatizagdo das mudas. A avaliagdo dos experimentos foi realizada pelos
seguintes pardmetros: porcentagem de brotagdes da gema axilar (>0,5 cm),
comprimento da brotagdo principal, nimero de folhas expandidas da brotagdo
principal, numero de brotos por explante e porcentagem de explantes perdidos por
contaminagdo e oxidagdo. No experimento de enraizamento também foram avaliados:
porcentagem de explantes apresentando raizes e niimero de raizes por explante. A
cinetina ndo apresentou efeito sobre todas as varidveis analisadas. JA4 a presencga de
BAP no meio de cultura nas concentragdes 1, 5 ¢ 10 uM, promoveu aumento no
namero de brotos por explante (1,3; 1,76; e 1,75), respectivamente. O aumento na
concentragdo de BAP reduziu o nimero de folhas emitidas por explante e aumentou os
sintomas de vitrificagdo, sendo os melhores resultados obtidos com 1 uM de BAP. No
cultivo inicial o meio de cultura MS com a concentragio total de sais permitiu o maior
crescimento das brotagdes (2,44 cm). As dilui¢des do meio de cultura MS em 1/4 e 1/8
mostraram-se prejudiciais ao desenvolvimento do porta-enxerto ‘420-A’, reduzindo o
crescimento das brotagdes, notadamente apds o primeiro subcultivo. Na multiplicagdo
das brotagbes o meio de cultura MS/2 foi o que apresentou melhores resultados, apesar
de ndo diferir significativamente dos meios NN ¢ WPM em todas as varidveis
analisadas. O enraizamento ocorreu naturalmente na fase de multiplicagdo, sendo
desnecessario o uso de carvdo ativado no meio de cultura. A aclimatizagdo foi
realizada com sucesso em casa de vegetagdo sob nebulizagio, obtendo-se altas taxas de
sobrevivéncia em vermiculita (95,8%) e Plantmax® (87%). Conclui-se, entdo, que o
porta-enxerto ‘420-A’ pode ser micropropagado pelo cultivo inicial de segmentos
nodais em meio de cultura MS suplementado com 1uM de BAP, multiplicagio pelo
seccionamento das brotagdes em meio MS/2 e aclimatagio em substrato vermiculita ou
Plantmax®.



ABSTRACT

The grapevine rootstock ‘420-A’ is the most utilized in viticulture. In order to
establish a protocol of micropropagation from that rootstock, was made several
experiments in vitro and glasshouse. In vitro establishment of the grapevine
- rootstock ‘420-A’ were carried out with nodal segments taken from shoots of
hardwood cuttings stocked under cold temperature (4 / 6° C) for least period of
30 days. The shoots was sterilized by dipping in benomyl (2g.L™") for 2 hours
and NaOCL 2.5% supplemented with tween 20 (0,1%) for 20 minutes. In the
initial culture, different cytokinins (BAP and kinetin) and concentrations (0/ 1/
5 and 10 pM), different MS salts concentrations (MS/ MS/2/ MS/4 and MS/8)
and different culture media (MS/ NN and WPM) were tested. During the
multiplication of shoots, different culture media (MS/ MS/2/ NN and WPM)
were tested. In the rooting different culture media was tested (MS/2 liquid with
phenolic foam; MS/2 solid and MS/2 with addition of charcoal (1g.L™"). In the
acclimatization of shoots different substracts (rice’s rind/ vermiculite and
commercial substract Plantmax®) was tested. The evaluation of the
experiments was carried out through percentage shoots of the axillary bud, main
shoot length, number of leaves for main shoot, number of shoots for explant
and percentage of the explants lost for contamination and browning. In the
rooting experiment percentage of the explants with roots and number of the
roots for explant was evaluated. The kinetin did not effect the development
shoots of axillary bud. BAP (1/ 5 and 10uM) increased the number of shoots
(1.3/ 1.76 and 1.75 shoots/explant), respectively. The increase of BAP
concentration reduced the number of leaves per explant and increased the
vitrification. The best results was obtained with 1 pM BAP. The medium
culture MS led to increase growth of shoots in the initial culture (24.4 mm). The
growing shoots was mostly inhibited in the culture media MS/4 and MS/8,
especially after their first subculture. For the multiplication of shoots the half
strength MS medium seemed to be the most appropriate. Rooting occurs during
multiplication of shoots, thus the use of charcoal in the medium culture is
indispensable for rooting. The bigger survival of shoots was registred when
were used vermiculite (95.8%) and Plantmax® (87%) for the aclimatization. It
was concluded that rootstock ‘420-A’can be micropropagated through nodal
segments in culture medium MS supplemented with 1uM BAP, the
multiplication of shoots in half strength MS medium and aclimatization with
vermiculite and Plantmax®.

Xi



1 INTRODUCAO

A cultura da videira se confunde com a prdpria histéria da agricultura. Esta
espécie milenar apresenta grande valor econdmico e social para o desenvolvimento do
nosso pais. A atividade se concentra na produgdo de uvas de mesa ¢ matéria prima na
elaboragdo de vinhos e outros derivados. Os vinhedos estdo distribuidos por quase
todo o Brasil.

A propagacdo comercial da videira é feita por meio da estaquia, enxertia,
mergulhia e em menor escala a micropropaga¢do (FACHINELLO et al., 1995).

O método de propagagdo mais empregado no Brasil, consiste no plantio de
porta-enxertos no local definitivo do futuro vinhedo para posterior enxertia no campo
das variedades de interesse (SOUZA, 1996). A formagdo do vinhedo por este método
leva no minimo dois anos e apesar de apresentar baixo custo, favorece a disseminagdo
de varias doengas (REGINA et al., 1998).

A propagacdo in vitro se apresenta como alternativa na produgdo de plantas
livres de doengas, especialmente viroses, por meio da cultura de apices caulinares e/ou
meristemas, associada ou ndo com a termoterapia. Outra importante aplicagdo esta na
micropropaga¢do de hibridos, porta-enxertos e outras espécies de grande interesse
agronomico.

Na Europa um método envolve a micropropagac;ﬁo dos porta-enxertos e
posterior enxertia verde com maquina, obtendo-se rapidamente um nimero elevado de
mudas.

As técnicas de micropropagagdo sdo uma importante alternativa visando a
formagdo mais rapida do vinhedo e a obtengdo em larga escala de material vegetativo
de boa qualidade fitossanitaria.

A micropropagagdo de videiras consiste no processo de enraizamento de
brotagdes axilares ou adventicias multiplicadas in vitro, para a regeneragdo de plantas
inteiras. Este processo possibilita a rapida multiplicagdo de plantas, a obtengdo de
planta-matrizes livres de virus, a propagagdo de hibridos e a preserva¢do de
germoplasmas de interesse (KRUL e MOWBRAY, 1984; DURAN-VILA et al., 1988).



Neste trabalho foram realizados experimentos visando o estabelecimento de um
protocolo de micropropagagdo para o porta-enxerto ‘420-A’, a partir de segmentos
nodais de brotagdes obtidas de estacas lenhosas. Este material foi obtido do
cruzamento entre as espécies Vitis berlanderi e Vitis riparia e apresenta resisténcia a
filoxera e nematdides, além da afinidade com importantes variedades de copa.

Os objetivos especificos deste trabalho foram: testar diferentes concentragdes
(1, 5 e 10 uM) de benzilaminopurina (BAP) na indugdo da brotagdo da gema axilar;
testar diferentes concentragdes (1, 5 e 10 uM) de cinetina na indugdo da brotagdo gema
axilar; testar diferentes diluigdes dos sais do meio de cultura basico Murashige e
Skoog (MS) no cultivo inicial; testar diferentes meios de cultura (MS; Nitsch e Nitsch;
Wood Plant Medium) no cultivo inicial; testar diferentes meios de cultura (MS, MS/2,
NN e WPM) na multiplicagdo das brotagdes; testar o meio de cultura MS com a
concentragdo dos sais reduzida pela metade (MS/2 sélido, MS/2 acrescido de carvio
ativado ¢ MS liquido com espuma fenélica) no enraizamento das brotagdes e testar
diferentes substratos (vermiculita, casca de arroz carbonizada e Plantmax®) na

aclimatizag¢do das mudas.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 PORTA-ENXERTO “420-A’

O porta-enxerto utilizado neste trabalho foi o ‘420-A’. Trata-se de um hibrido
originado do cruzamento entre as espécies Vitis berlanderi e Vitis riparia, realizado na
Franga, por Millardet e De Grasset (POMMER et al., 1997).

Segundo SOUSA (1996), de todos os derivados de V. berlanderi, este porta-
enxerto ¢ o mais espalhado no mundo, especialmente indicado para terrenos calcarios.
Nos Estados Unidos é recomendado como resistente a nematdides e a podriddo das
raizes.

No Rio Grande do Sul é porta-enxerto presente em todas as recomendagdes,
constando entre os oito mais indicados (SO-4; 101-14; Kober 5BB; 161-49; 16-16; R
99 e Schwarzmamm) notabilizando-se sua afinidade, sobretudo para com ‘Pinot Noir’,
“Trebbiano’, Sauvignon Blane’, ‘Pirovano 65-Itdlia’, ‘Moscatil de Hamburgo’ e
‘Cereza’ de acordo com DIAS' citado por SOUZA (1996).

Em Sdo Paulo, é também um dos mais recomendados por PEREIRA e
MARTINS? citados por SOUSA (1996), que sugerem a enxertia de Patricia’,
‘Piratininga’ e mais 3 hibridos do IAC, estas apirenas (sem sementes), sobre ‘420-A’,
com o qual apresentam aceitavel afinidade, circunstincia que se estende também sobre
‘Italia’ e ‘Rubi’, mais que de modo algum se verifica para com ‘Niagara’.

De acordo com POMMER et al. (1997), o cultivar utilizado neste trabalho
apresenta vigor médio, tem mostrado boa adaptagdo aos solos paulistas desde que ndo
sejam excessivamente acidos; para alguns, sua adaptagdo as condig¢bes locais tem-se

revelado melhor que a do Kober 5BB; suas estacas brotam tardiamente, mas com bom

'DIAS, M. F. Situagio e problemas da viticultura do Sul do Brasil. Boletim Técnico: 2, p.67-75. Porto
Alegre, 1978.

’PEREIRA, P. M. ¢ MARTINS, F.P. Enraizamento de estacas de 3 porta-enxertos de videira, com o
emprego de fitohormonio. Anais do 1° Congresso Brasileiro de Fruticultura. Campinas, 1971.



indice de pegamento; além da resisténcia a filoxera, apresenta certa resisténcia a
nematdides e .produz flores masculinas. Bom porta-enxerto para ‘Italia’, ‘Rubr’,
‘Benitaka’ ¢ ‘Patricia’ em regides de inverno mais intenso. No caso de ‘Italia’, ‘Rubi’
e ‘Benitaka’, as plantas apresentam, com menor -evidéncia, a formagdo do

engrossamento do tronco, acima do ponto de enxertia.

2.2 MICROPROPAGACAQ DA VIDEIRA

A micropropagagédo pode ser dividida em trés fases: I-etapa de estabelecimento
do cultivo 1nicial ou primario; II-etapa de multiplicagdo das brotagdes e Ill-etapa de
enraizamento (MURASHIGE, 1974). Considera-se outras duas fases no processo: uma
etapa anterior ao isolamento, que compreende a sele¢do da planta-matriz, fornecedora
de explantes e escolha dos pré-tratamentos para promover uma determinada resposta in
vitro (DEBERGH ¢ MAENE, 1981) e outra etapa posterior ao enraizamento, que
compreende a transferéncia para o meio ambiente ( KRIKORIAN, 1991).

A micropropagagdo de videiras consiste no processo de enraizamento de
brotagdes axilares ou adventicias multiplicadas in vitro, para a regenera¢do de plantas
inteiras. Este processo possibilita a rapida multiplicagdo de plantas, a obtencdo de
planta-matrizes livres de virus, a propagagdo de hibridos € a preservagio de
germoplasmas de interesse (KRUL e MOWBRAY, 1984; DURAN-VILA et al., 1988).

Para a videira, a micropropagagdo baseia-se em dois métodos principais. O mais
utilizado segue o procedimento tradicional, descrito por MURASHIGE (1974), com
trés fases distintas. Outro método, baseia-se na produgio adventicia de brotagdes,
originarias de estruturas semelhantes a folhas, obtidas a partir de apices meristematicos
fragmentados (BARLASS e SKENE, 1978; BARLASS e SKENE, 1980a; BARLASS e
SKENE, 1980b; SKENE e BARLASS, 1980; BARLASS et al, 1981; SKENE e
BARLASS, 1983).

Por meio das técnicas de cultura de meristemas e de apices fragmentados, em
conjunto com a termoterapia, foi possivel a obtengdo de clones livres de virus, que

dificilmente eram eliminados apenas com o tratamento térmico (BARLASS et al. 1982;



KORUZA e JELASKA, 1993). Estas técnicas também aumentaram a efici€ncia da
limpeza viral, atingindo-se, em casos como o do trabalho de BARLASS (1987), 100%
de plantas sadias indexadas para os virus do intumescimento dos ramos (“corky bark’)
e das caneluras do tronco (“stem pitting”).

O isolamento de explantes tdo pequenos como os apices € oS meristemas,
também permite o estabelecimento de culturas com baixissimo indice de perdas por
contaminagdo e possibilita a eliminagio de outros patdgenos, como bactérias, virdides
e organismos semelhantes a micoplasmas

A cultura de apices fragmentados de videira foi inicialmente descrita por
BARLASS ¢ SKENE (1978), para o cultivar ‘Carbenet Sauvignon’. Os autores
obtiveram estruturas semelhantes a folhas a partir de fragmentos do 4pice
meristematico, retirado com 2 a 3 primdrdios foliares ¢ cerca de 1mm de comprimento.
Nestas estruturas houve a proliferagdo de uma grande quantidade de brotagdes (8.000
por apice meristematico).

Posteriormente, BARLASS e SKENE (1980a) aprimoraram a técnica pelo
cultivo individual dos fragmentos em gotas de meio liquido, com aproximadamente
0,05 ml, sendo adicionados progressivamente volumes maiores de meio de cultura, até
a transferéncia para o meio sélido, apos 14 dias.

Estudos anatomicos revelaram que aquelas estruturas semelhantes a folhas
foram regeneradas diretamente das células dos primoérdios foliares, sem a formagdo de
calos (BARLASS e SKENE, 1980a) e a formagéo de gemas a partir destas folhas teve
origem adventicia (BARLASS et al., 1981). Este método apresentou-se promissor para
a multiplicagdo de videiras em larga escala, pois foram obtidas aproximadamente
8000 plantas em 4 meses, a partir apenas de um apice (BARLASS e SKENE, 1978), ja
sendo testado em diversos cultivares (SKENE ¢ BARLASS, 1980), além de possibilitar
a limpeza de virus, quando em conjunto com a termoterapia (BARLASS et al., 1982;
BARLASS, 1987).

A micropropagacdo tornou-se uma alternativa viavel para a multiplicagio de
videiras muscadineas. Os cultivares da espécie Vitis rotundifolia apresentam grande

interesse para o melhoramento de plantas, principalmente para a transferéncia de genes



6

de resisténcia a pragas e doengas. Entretanto, sua propagagdo por estacas lenhosas é
muito dificil, mesmo com aplicagio exdgena de auxina (GOODE JUNIOR et al.,
1982). Mas, com a micropropagagdo, ja foi possivel realizar a multiplicagdo de
diversos cultivares, tais como: ‘Carlos’, ‘Dixie’, ‘Fry’, ‘Junbo’, ‘Magnolia’, ‘Noble’,
‘Regale’, ‘Sterling’, ‘Summit’, ‘Tarheel’, ‘Triumph’ ¢ ‘Welder’ (GRAY e FISHER,
1985, GRAY e BENTON, 1990, LEE e WETZSTEIN, 1990; SUDARSONO e
GOLDY, 1991; ROBACKER e CHANG, 1992; THIES ¢ GRAVES JUNIOR, 1992;
WETZSTEIN e MYERS, 1994).

2.2.1 Fonte de explantes

Para a micropropagagdo de videira, duas fontes basicas de explantes podem ser
utilizadas: brota¢des obtidas de estacas ou coletadas diretamente do campo durante o
periodo de crescimento (KRUL e MOWBRAY, 1984),

A utilizagdo de matrizes a campo nfo se apresenta adequada, pois perde-se
grande parte dos explantes por necrose, em poucos dias apds o isolamento (FANIZZA
et al., 1984). Isto ocorre devido ao elevado conteido de substancias fendlicas presentes
nos ramos, que oxidam in vitro, causando a morte dos explantes. Explantes retirados
de ramos localizados em regides sombreadas da planta apresentam maior sobrevivéncia
do que os retirados de ramos a pleno sol, jA que a sintese de compostos fenolicos
aumenta com a intensidade luminosa (YU ¢ MEREDITH, 1986).

Os explantes provenientes do campo também sdo mais dificeis de serem
desinfestados, resultando sempre em maior perda de material por contaminagdo com
relagdo aos obtidos em ambientes protegidos (REUSTLE et al., 1988).

Um método para a obtengdo de brotagdes a partir de estacas lenhosas foi
descrito por GOUSSARD (1981), e baseia-se na coleta de estacas com 40 cm de
comprimento durante o inverno, com tratamento com captan (2%) e armazenamento
em sacos plasticos a 2 ou 3° C. Quando ha necessidade de explantes, retiram-se as
estacas da camara fria e cortam-se as mesmas em segmentos de 12 a 15 cm, com 3

gemas, colocando-as para brotar em recipientes com 80 ml de agua, a uma temperatura
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ambiente de 28 a 30° C e com iluminagfo constante. Outros métodos semelhantes
foram utilizadas, armazenando-se as estacas em sacos plasticos em temperaturas de 4 a
7° C e promovendo a brotagio de estacas com apenas uma gema em agua, nas mesmas
condi¢des de incubagio das culturas micropropagadas (MULLINS et al., 1979; CHEE
e POOL, 1983; DALAL et al., 1992).

O procedimento possibilita a obtengdo de grande quantidade de material vegetal
homogéneo numa pequena area, durante o ano todo, conforme observado por PASSOS
(1991) que realizou uma série de estudos com diversas substincias adicionadas ao
substrato da estaca, tais como 6-benzilaminopurina, cianamida hidrogenada,
calciocianamida, acido giberélico e acido naftalenoacético, chegando a conclusdo de
que estes produtos ndo proporcionaram a obtengéo de melhores resultados de brotagéo,
do que apenas a utilizagdo de agua.

A partir das brotagdes retiram-se os explantes que normalmente sdo segmentos
nodais (GRIBAUDO e FRONDA, 1991), apices meristematicos (YU e MEREDITH,
1986) ou meristemas (PASSOS et al., 1985).

Os segmentos nodais constituem-se de micro-estacas com apenas uma gema
lateral mais uma pequena por¢do dos tecidos adjacentes do caule e peciolo, variando
de 0,8 a 2,5 cm de comprimento (MULLINS et al., 1979; MARTINEZ e TIZIO, 1989;
GRIBAUDO e FRONDA, 1991). Podem ser inoculados verticalmente ou
horizontalmente no meio de cultura (CHEE e POOL, 1982).

A posig¢do do explante nas brotagdes pode interferir no seu desenvolvimento in
vitro. Para BIASI et al.(1998b), o crescimento das brotagdes dos segmentos nodais do
porta-enxerto ‘Jales’ foi maior, a medida que se utilizaram segmentos mais préximos
da base das brotagdes das estacas. Segmentos nodais mais basais, apresentaram-se
maiores € mais lignificados do que os apicais, 0 que pode ter contribuido com maiores
reservas nutricionais para o crescimento das gemas axilares.

Ensaios mostraram que explantes oriundos da porg¢do apical de plantulas do
porta-enxerto ‘1103P’ cultivadas in vitro, produziram um niimero maior de brotagdes

que as obtidas das por¢des mediana e basal (PEIXOTO e PASQUAL, 1992). Este fato
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também foi observado com o porta-enxerto ‘RR-101-14" (PEIXOTO E PASQUAL,
1996).

Os apices meristematicos sdo retirados da extremidade apical das brotagdes com
cerca de 2 a 4 primérdios foliares e 0,5 a 1,5 mm de comprimento (GOUSSARD,
1981; CHEE e POOL, 1982; BOTTI et al., 1993), sendo cortados em pedagos
menores, quando realizada a cultura de apices fragmentados (BARLASS e SKENE,
1978).

Os meristemas também sdo retirados da extremidade das brotagdes, mas
possuem um tamanho menor do que os apices, atingindo no maximo 0,5 mm de
comprimento O\IOVAK e JUVOVA, 1983; TRONCOSO et al., 1988) com 1 ou 2
primérdios foliares (PASSOS et al, 1985). Meristemas menores do que 0,3 mm
dificilmente regeneram novas plantas (KORUZA e JELASKA, 1993).

2.2.2 Assepsia dos explantes

Os produtos geralmente utilizados para a desinfestacdo dos explantes sdo
hipoclorito de sédio (GOUSSARD, 1981; PASSOS et al., 1985), hipoclorito de calcio
(BASS et al., 1988; FANIZZA et al., 1984), alcool (HARRIS e STEVENSON, 1982;
MARTINEZ e TIZIO, 1989), cloreto de benzalcdnio (YU e MEREDITH, 1986) e
cloreto de mercario (DALAL et al, 1992). Além de produtos germicidas, outras
substincias como fungicidas (BIASI et al., 1999) e antibidticos (BIASI et al., 1998b)
sdo utilizados.

O benomyl é indicado como fungicida, pois apresenta amplo espectro de agdo e
¢ pouco toxico as .culturas nas concentragdes necessarias para controlar os fungos
(GRATTAPAGLIA e MACHADO, 1999)

BIASI et al. (1998b) realizaram a assepsia das brotagdes das estacas de videira
com Agrimicina® (1g.L"") durante 30 minutos, seguida pela imersio em solugio de
hipoclorito de sddio a 1% mais Tween 80 a 0,1% por 15 minutos e quatro lavagens em
agua esterilizada. A perda de explantes por contaminagdo foi em média de 7,1% em

todo o experimento, o que indica que a assepsia utilizada foi eficiente.



2.2.3 Cultura inicial

ApOs a assepsia, os explantes estdo prontos para serem inoculados no meio de
cultura, mas dificilmente o procedimento utilizado é completamente eficiente € muitos
explantes podem ser perdidos pelo desenvolvimento de micfoorganismos ou oxidacdo
(FANIZZA et al., 1984; REUSTLE et al., 1988). Neste sentido, pode-se fazer um pré-
condicionamento, inoculando os explantes em meio nutritivo sem reguladores,
transferindo para novos meios, apdés uma semana, apenas aqueles sadios e viaveis
(PASSOS et al., 1985).

O meio de cultura de pré-incubagdo utilizado para a videira por PASSOS et al.
(1985) constou de metade da concentragdo dos macronutrientes do meio MS
(MURASHIGE e SKOOG, 1962) ¢ dos micronutrientes e vitaminas do meio NN
(NITSCH e NITSCH, 1969), mais 1mg.L" de inositol, 0,8 mg.L" de cisteina, 30 g.L"
de sacarose, 4 gL de carvéo ativado, 4 g.L”' ¢ 7 gL de 4gar. Os explantes viaveis
sdo transferidos para o meio de cultura inicial onde freqiientemente adicionam-se
reguladores com o objetivo de suprir as possiveis deficiéncias nos teores endégenos de
hormoénios.

As gemas axilares ou laterais das plantas encontram-se, geralmente, inibidas
(PEIXOTO e PASQUAL, 1996). BARLASS e SKENE (1983) atribuem a regulagéo da
domindnica apical a distribuigdo de citocininas por toda a planta, podendo ser
suprimida pelo fornecimento exégeno de (BAP) ou outra citocinina.

CHEE e POOL (1989), sugeriram que a brotagdo das gemas axilares é
controlada pelo balango hormonal adequado do meio de cultura, e influenciada pelas
condi¢des de cultivo in vitro.

O regulador de crescimento mais utilizado e mais efetivo é o BAP em
concentragdes variaveis, dependendo do cultivar € do tipo de explante utilizado
(GRAY e FISHER, 1985; BASS et al., 1988; BOTTI et al., 1993; BLAZINA et al,,
1991b).

Nesta etapa a adigdo de auxinas nem sempre ¢ recomendada, pois, segundo

NOVAK e JUVOVA (1983), podem promover a formagdo indesejavel de raizes e
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calos, além de reduzir o nimero de brotagdes produzidas por explante (GRAY e
FISHER, 1985)

NOVAK e JUVOVA (1983) comprovaram que BAP foi a citocinina mais
eficiente, superior & cinetina e a 2-isopenteniladenina (2-iP), para estimular o
crescimento de meristemas (0,5 mm) e a proliferagdo de novas brotagcdes em 8 clones
de videira. A concentragio de 10uM de BAP em meio de cultura MS, estimulou o
crescimento de meristemas axilares 20 dias apds o isolamento, ocasionando a
formagdo de multiplas brotagdes.

Diversos autores também observaram a superioridade de BAP em relagdo a
outras citocininas (BARLASS e SKENE, 1980b; GOUSSARD, 1982; GRAY e
BENTON, 1990).

Para o cultivar ‘A Dona’, as concentragdes de 2 ¢ 5 uM de BAP em meio basico
NN, foram as mais apropriadas para o desenvolvimento e diferenciagdo de meristemas
com um ou dois primoérdios foliares (PASSOS et al., 1985).

CHEE e POOL (1983) trabalhando com 21 genétipos de videira utilizaram para
a fase de estabelecimento inicial o meio de cultura MS acrescido de 3 puM de tiamina,
55,5 uM de mio-inositol, 8 uM de acido nicotinico, 5 pM de piridoxina, 5 uM de
BAP, 0,5 uM de ANA, 3% de sacarose e 0,8% de agar.

Para o hibrido ‘Baco’, HARRIS e STEVENSON (1982) encontraram os
melhores resultados nesta fase cultivando apices de 3 a 8 mm em meio MS com 0,4
mg.L" de tiamina, 100 mg.L" de inositol, 30 gL' de sacarose, 80 mg.L" de adenina,
170 mg.L™" de fosfato de sodio monobasico ¢ 13 uM de BAP. Os autores também
utilizaram este meio para micropropagar outros 21 genétipos de videira, reduzindo a
concentragdo de BAP para 9 uM .

Para os cultivares ‘Ribier’, ‘Thompson Seedless’ e ‘Black Seedless’, BOTTI et
al. (1993), isolando apices com 0,5 a 1,5 mm, utilizaram para a fase inicial o meio MS
com % de sua concentragdo normal mais 9 uM de BAP.

BIASI et al.(1998a), observaram que a melhor concentragdo de BAP na indugéo

do crescimento de gemas axilares de alguns porta-enxertos, foi 10 uM. Concentragdes



11

maiores que 11,5 pM, reduziram o crescimento. Segundo, os autores a concentragio
ideal de BAP .deve-se adequar para cada cultivar micropropagado, procurando obter
brotagdes de boa qualidade com o minimo de vitrificagdo, mesmo que a taxa de
crescimento seja menor, porque o sucesso das fases subsequentes, multiplicagdo e
enraizamento, depende do bom estado fisiologico das brotagdes.

O meio de cultura mais utilizado nos trabalhos de micropropagacdo de videiras
¢ o MS. Muitas modificagdes na sua composigdo ja foram sugeridas por diversos
autores, principalmente alteracdes nos constituintes orgidnicos (HARRIS e
STEVENSON, 1982; CHEE e POOL, 1985; LEWANDOWSKI, 1991) e redugdes na
concentragdo dos macro e€ micronutrientes (BLAZINA et al, 1991a; BOTTI et al,,
1993; FANIZZA et al,, 1984).

Além do MS, outros meios de cultura foram utilizados para a micropropagagéo
de videiras, como o NN, o WPM (LLOYD ¢ MCCOWN, 1986), o C,D (CHEE e
POOL, 1983; PEIXOTO e PASQUAL, 1995b) e o Galzy (GALZY, 1964) que foi
posteriormente modificado pelo mesmo autor (GALZY, 1990).

Os meios de indugdo geralmente incluem agar na concentragdo de 6 a 8 gLt
mas na cultura de apices fragmentados o isolamento inicial ¢ realizado em meio MS
liquido suplementado com 10 uM de BAP (BARLASS e SKENE, 1980b).

BIASI et al.(1998a) avaliaram o tempo de permanéncia no meio de indugdo de
apices meristematicos, possuindo 2 ou 3 primérdios foliares € com tamanho
aproximado de 0,5mm, dos porta-enxertos ‘Jales’ e ‘Campinas’. A permanéncia no
meio de indugdo até 42 dias foi favoravel ao desenvolvimento dos explantes.

O comportamento dos explantes de videiras muscadineas € semelhante ao dos
demais cultivares, respondendo melhor & adigdo de BAP em meio de cultura MS, em
concentragdes proximas de 10 uM (GRAY e BENTON, 1990; LEE e WETZSTEIN,
1990; THIES ¢ GRAVES JUNIOR, 1992).
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2.2.4 Multiplicag8o das brotagdes

A multiplicagdo pode ser realizada pelo subcultivo das plantas seccionadas em
segmentos nodais com uma ou mais folhas, em meio de cultura isento de reguladores
de crescimento, conforme observaram BIASI et al.(1998b) com o porta-enxerto Jales’.

Nesta fase, embora o principal objetivo seja de produzir o maior nimero
possivel de plantas em menor tempo, também € importante manter a taxa de
multiplicagdo constante e conseguir brotagdes homogéneas e de boa qualidade
(GRATTAPAGLIA e MACHADO, 1999).

A rapida multiplicagdo de clones livres de virus possui grande importancia
comercial, sendo obtidos bons resultados com a micropropagagdo (KRUL e
MOWBRAY, 1984). A partir de um explante, BOTTI et al. (1993) estimaram a
obtengdo anual de 2.808.990 brotagdes do cultivar ‘Thompson Seedless’, 26.494
brotagdes do ‘Ribier’ e 1.213 do ‘Black Seedless’ em meio MS com 9 uM de BAP .

Na cultura de apices fragmentados BARLASS e SKENE (1978) estimaram a
producdo de aproximadamente 8.000 plantas em 4 meses.

HARRIS e STEVENSON (1982) estabeleceram um protocolo capaz de produzir
12.000 brotagdes em 4-meses, a partir de apenas um apice meristematico. Apés a fase
inicial, os autores transferiram os explantes para o meio de cultura MS liquido com %
de sua concentragdo normal, suplementando com 170 mg.L™" de fosfato de sédio
monobasico, 80 mgL” de adenina e 13 pM de BAP. A cada 2 a 3 semanas foi
realizada a repicagem até os brotos iniciarem a elongag¢do, reduzindo-se a concentragéo
de BAP para 8,8uM e o intervalo de repicagem para 2 semanas.

LEWANDOWSKI (199 1) obteve cerca de 3.000 plantas de videira ‘Delaware’
por més, utilizando um meio de cultura MS modificado e reduzindo os intervalos de
repicagem, mas ressaltou a importincia de novos isolamentos anualmente, em
combinagdo com uma proliferacio limitada de brotagSes, para reduzir o risco da

variagdo somaclonal.
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Para a continua multiplicagdo de brotagbes é necessaria a adigdo de citocinina
ao meio de cultura, mas, geralmente a concentragdo utilizada na fase de indugdo é
suficiente para permitir o crescimento continuo das brotagdes (KRUL e MOWBRAY,
1984). A subcultura repetida em meio de cultura com citocinina pode inibir o
crescimento das brotagdes (KORUZA e JELASKA, 1993) e concentragdes muito
elevadas de citocinina também sdo prejudiciais, causando a formagdo de brotagdes
anormais e vitrificadas (HARRIS e STEVENSON, 1982; CHEE e POOL, 1985; LEE e
WETZSTEIN, 1990).

Na micropropagagdo do cultivar ‘Summit’, a melhor produgdo de brotos foi
encontrada com a adi¢gdo de 10 uM de BAP, enquanto concentragdes superiores a 20
pM causaram redugdo na proliferagdo e crescimento dos brotos, com altos indices de
mortalidade. Brotagdes cultivadas em meio de cultura com 5 uM de BAP enraizaram

melhor do que aquelas provenientes de meios de cultura com 10 uM do mesmo
regulador (LEE ¢ WETZSTEIN, 1990).

As maiores taxas de multiplicagdo de porta-enxerto ‘1103 Paulsen’ foram
obtidas por PEIXOTO et al. (1994) com 2,2 e 4,4 uM de BAP, mas para a obtengio de
brotagdes maiores que lcm, a concentragdo de 2,2 pM foi a melhor. Concentragdes
maiores do que esta aumentaram a vitrificagdo das brotagdes.

O maior crescimento dos explantes na auséncia de BAP pode ser atribuido ao
efeito desse regulador na morfogénese in vitro, BAP aumenta a téxa de multiplicagdo
dos explantes, mas em contrapartida reduz o crescimento das brotagdes (PEIXOTO e
PASQUAL, 1996).

O uso de BAP em combinagdo com a zeatina, ambos na concentragdo de 2
mg.L"', promoveu a obtengio do melhor resultado de multiplicacio (14,3
brotos/explante) para o cultivar ‘Chenin Blanc’, sendo que a concentragdo de 22uM de
BAP foi extremamente prejudicial (GOUSSARD, 1981). Entretanto para o mesmo
cultivar, o uso de 10 mg.L™' de zeatina proporcionou o desenvolvimento de brotacdes
de melhor qualidade do que as obtidas com a combinagdo de BAP e zeatina

(GOUSSARD, 1982).
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O thidiazuron, uma feniluréia, possui o efeito de citocinina mesmo em baixas
concentragdes, conforme verificaram GRIBAUDO e FRONDA (1991) para o cultivar
‘Barbera’. Entretanto, em concenﬁaq,ﬁes superiores a 0,1 uM ele provocou sintomas de
vitrificagdo, com folhas mal formadas e engrossamento das brota¢Ges, também sendo
prejudicial para o enraizamento, inibindo-o totalmente na concentra¢io de 1 pM.
GRAY e BENTON (1990), trabalhando com cultivares muscadineas, também
verificaram que apesar do thidiazuron produzir o mesmo namero de brotagdes do que o
BAP, aquelas foram atrofiadas e tortas e apresentaram dificuldade de enraizamento.

CHEE e POOL (1985) ap6s testarem diversas concentracdes de varias
substancias organicas no meio basico de MS, obtiveram a melhor multiplicagdo de
brotagdes do cultivar Remaily Seedless com 3 puM de tiamina, 55,5 pM de mio-
inositol, 8 uM de acido nicotinico € 5 pM de piridoxina, sendo que os aminoacidos
arginina, asparagina, glutamina e tirosina, em concentragdes de 0,25 at¢é 4 mM, ndo
obtiveram efeito sobre a multiplicacgdo.

PEIXOTO e PASQUAL (1995a), concluiram que a concentragdo de agar a 3,5
g.L'1 adicionada ao meio C,D, combinada com pH 3,7 e 4,7 proporcionou as maiores
taxas de multiplica¢do e de crescimento dos explantes do porta-enxerto ‘RR-101-14".

Para diversos cultivares de videiras muscadineas, GRAY e BENTON (1991)
verificaram que o meio de cultura WPM provocou a ocorréncia de vitrificagdo e
abscisdo foliar nas brotagdes, e 0os meios MS e C,D resultaram em taxas equivalentes
de multiplicagdo.

NOVAK e JUVOVA (1983) observaram que a remogdo das folhas dos
explantes afetou negativamente o enraizamento do porta-enxerto ‘André’, em meio de

cultura com 0,1 uM de BAP.
2.2.5 Enraizamento das brotagdes

A maioria dos cultivares de videira micropropagados enraizam facilmente,

sendo em geral suficiente apenas a transferéncia para um meio de cultura isento de
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reguladores de crescimento (KRUL e MOWBRAY, 1984). O enraizamento pode ser
realizado em meio de cultura solidificado com agar (CHEE e POOL, 1988), em meio
de cultura liquido com suporte de papel de filtro ou diretamente em recipientes in vivo
(HARRIS e STEVENSON, 1982).

Embora alguns cultivares apresentem enraizamento satisfatério em meio de
cultura sem auxinas, a adi¢fo de acido naftalenoacético (ANA) tem papel fundamental
na qualidade e no nimero de raizes produzidas (CHEE e POOL, 1982).

As auxinas mais utilizadas s3o o acido indol butiricoAIB (LEE e WETZSTEIN,
1990; LEWANDOWSKI, 1991; BOTTI et al., 1993) e 0 ANA (CHEE e POOL, 1982;
CHEE e POOL, 1983; CHEE e POOL, 1988; MARTINEZ e TIZIO, 1989).

O enraizamento de ‘Moscato d’Amburgo’e ‘Pinot Bianco’ foi obtido com
sucesso por CICCOTI (1982) em meio de cultura MS, com a metade da concentragdo
de sais sem auxinas, mas adicionado de 0,3 mg.L'l de tiamina.

O uso de meios de cultura mais diluidos e com menor concentragdo de sacarose,
mostraram-se mais adequados para o enraizamento (HARRIS e STEVENSON, 1982).
A redugdo de 3% para 1% no conteudo de sacarose do meio de cultura MS promoveu o
melhor crescimento das brotagdes da videira ‘Remaily Seedless’ e este aumento de
vigor foi indicado por CHEE e POOL (1988) como causa provavel da melhoria no
enraizamento. No meio de cultura com 3% de sacarose, mesmo com a adi¢do de 1,6
uM de ANA, as brotagdes enraizaram pouco e¢ com raizes de baixa qualidade,
formando plantas inadequadas para a aclimatizagdo.

Ha uma forte influéncia do gendtipo sobre a capacidade de enraizamento,
ocorrendo diferengas entre espécies ¢ entre cultivares da mesma espécie (CHEE e
POOL, 1983). No trabalho realizado por ROUBELAKIS-ANGELAKIS e
ZIVANOVITIC (1991), de quinze cultivares estudados, sete ndo enraizaram em meio
de cultura MS sem AIB, mas todos enraizaram num meio MS modificado pelos
autores, mesmo sem AIB, com excegdo dos cultivares ‘Liatiko’ e ‘SO4’°, cujo
enraizamento foi baixo em ambos os meios de cultura. A concentragdo 6tima de AIB

para os cultivares de Vitis vinifera foide 3 a 5 uyM.
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A adigdo de ImgL' de ANA foi necessaria para induzir a rizogénese em
‘Thompson Seedless’, ‘Muscat of Alexandria’, ‘Dorradillo’, ¢ Concord’, ‘Ramsey’,
‘Dog Ridge’, ‘Rupestris du Lot’, ‘R-99°, ‘1613’e ‘Harmony’, mas para ‘Cabernet
Sauvignon’ ¢ ‘Carbenet Franc’ apenas a cultura em meio de cultura White isento de
reguladores foi suficiente (BARLASS e SKENE, 1980b; SKENE e BARLASS, 1980).

O ANA aumentou a formagéo e crescimento das raizes do porta-enxerto ‘R-99’,
sendo a concentragdo de 0,22 uM a mais indicada para o enraizamento (PEIXOTO E
PASQUAL, 1996).

O uso de 1g.L" de carvdo ativado néio proporcionou aumento no enraizamento
de alguns clones de videira no trabalho realizado por NOVAK e JUVOVA (1983),
chegando até mesmo a reduzir o efeito da adigdo de auxinas. Neste trabalho a adigdo
de 0,1 pM de ANA ou AIB, em meio de cultura MS com a concentragdo reduzida pela
metade, foi eficiente na promog¢do do enraizamento, resultando em valores superiores a
90%. O ANA estimulou também a formacdo de calos na base das brotagdes, o que néio
ocorreu com o uso de AIB, em que as raizes formaram-se diretamente das brotagdes.

Para o enraizamento dos porta-enxertos ‘1103 Paulsen’ e ‘RR 101-14°, a
concentragdo de 0,02 mg.L"' de ANA foi a mais efetiva, sendo que concentragdes
superiores ndo promoveram aumentos no crescimento radicial e no nimero de raizes,
além de aumentarem a proliferagio de calos (PEIXOTO et al., 1994).

O pré-tratamento de imersdo em solugdo de AIB por 15 minutos, nas respectivas
concentragdes de 2,46 mM e 3,94 mM, evitou a formagdo de calos em brotagdes dos
cultivares ‘Marechal Foch’ e ‘Cascade’ e promoveu o melhor enraizamento em meio
de cultura MS com metade da concentragdo de sais (LI e EATON, 1984).

A utilizagio conjunta de AIB e ANA causou efeito sinérgico no enraizamento
da videira ‘Delaware’, sendo 1 gL' de ANA e 5 gL' de AIB a melhor combinago,
proporcionando um efeito claramente superior aos efeitos individuais dos reguladores,
0 que resultou em mais de 95% de brotagGes enraizadas (LEWANDOWSZKI, 1991).

O enraizamento direto das brotagdes em recipientes durante a fase de
aclimatizagdo, tem apresehtado bons resultados para diversos cultivares. Este processo

¢ mais eficiente do que o enraizamento in vifro, porque elimina uma etapa da
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micropropagagdo e resulta em plantas mais vigorosas em menor tempo (GRAY e
BENTON, 1990; GRAY ¢ BENTON, 1991).

Com o enraizamento in vivo, em substrato formado de perlita e sob nebulizagdo,
foi possivel elevar a sobrevivéncia apds o transplante do cultivar Palomini Fino,
obtendo-se até 83% de plantas enraizadas (TRONCOSO et al., 1988).

Substratos a base de turfa e solo, ou adicionados de solugdo nutritiva com
sacarose, ndo sdo adequados para o enraizamento direto, pela freqiiente contaminagio
com fungos e algas. A utilizagdo de perlita e vermiculita também requer cuidados, pois
o excesso de umidade pode ocasionar o enraizamento superficial das brotagdes,
indicando a falta de aeragdo do substrato, conforme observaram HARRIS e
STEVENSON (1982) com o cultivar Baco. Estes autores também obtiveram em
camara. de nebulizagdo resultados semelhantes ao enraizamento in vitro, com a
utilizagdo de perlita grossa, saturada do meio MS modificado com Y de sua
concentragdo, adicionado de 0,5uM de AIA e sem sacarose.

O pré-tratamento com Rootone-F®, um produto comercial a base de auxinas,
antes do transplante direto, aumentou o niimero de raizes emitidas por brotagdes de
alguns cultivares de Vitis rotundifolia, mas ndo afetou a porcentagem de enraizamento
que, apesar de ter sido inferior a obtida in vitro, proporcionou a formagdo de plantas

mais vigorosas (GRAY e BENTON, 1991).
-2.1.6 Aclimatizagdo das plantas

A aclimatizag¢do em camaras de nebulizagdo constitui-se na forma mais utilizada
para amenizar o estresse hidrico das plantas ocasionado pela saida dos frascos de
cultura. Nas primeiras semanas ap0s o transplante, a umidade relativa do ar deve
permanecer alta, pois a perda de agua pelas folhas in vitro é elevada, até que atividade
estomatica seja regularizada e aumente a camada de cuticula sobre as folhas

(LEWANDOWSKI, 1991).
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A taxa de sobrevivéncia da videira em condi¢do de nebulizagdo € alta, sendo
freqiientemente obtidos resultados acima de 90% em diversos cultivares (GALZY,
1964; BLAZINA et al., 1991b; LEWANDOWSKI, 1991).

Os substratos utilizados s@o bastante variados, incluindo solo, perlita,
vermiculita, turfa, areia e diversas misturas comerciais (BLAZINA et al., 1991b;
GRAY e BENTON, 1991; HARRIS e STEVENSON, 1982; THIES ¢ GRAVES
JUNIOR, 1992; TRONCOSO et al., 1988). A inclusio de nutrientes ao substrato, pelo
uso de adubos e solugdes nutritivas, auxilia o crescimento das plantas micropropagadas
(CHEE e POOL, 1982; LEWANDOWSKI, 1991).

No experimento realizado por BIASI et al. (1998b), a sobrevivéncia das mudas
do porta-enxerto ‘Jales’ foi maior quando estas permaneceram em recipientes
individuais fechados preenchidos com o substrato comercial Multiplant®, em cdmara

de nebulizagdo, por 3 semanas.

2.1.7 Condig¢Ges de crescimento in vitro

As condi¢gdes de ambiente em que as culturas de videira sdo mantidas
apresentam variacdes entre os trabalhos realizados por diversos autores,
principalmente quanto a intensidade luminosa, devido as condi¢des especificas de cada
laboratdrio.

A temperatura determina a velocidade de crescimento das culturas (GALZY e
COMPAN, 1988). Apices fragmentados do cultivar ‘Cabernet Sauvignon’, quando
mantidos com temperatura de 27° C durante o periodo de luz e 20° C no escuro,
levaram 31 dias para iniciar o crescimento das brotagdes, enquanto na temperatura
constante de 35° C, a multiplicagéo ja ocorreu aos 18 dias (BARLASS et al., 1981).

Para o enraizamento de diversos cultivares de videira, a melhor temperatura
encontrada por FANIZZA et al. (1988) foi de 32° C.

As videiras podem se adaptar, dentro de certos limites, as condi¢des de
crescimento, conforme verificaram GALZY et al. (1990) com os cultivares ‘Rupestris

du Lot’, ‘Chardonnay’ e ‘Pinot Noir’. Na temperatura de 21° C e intensidade luminosa
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de 40 pmolm?s?, o genotipo e as condigdes de crescimento influenciaram no
crescimento das plantaé, mas o peso da matéria seca permaneceu estavel. J4 na
temperatura de 12° C ¢ 12 umol.m? s ocorreu um aumento no contetido de matéria
seca. Segundo os autores, isto sugere que o requerimento nutricional in vitro ndo é
apenas uma caracteristica varietal, mas também esti relacionado com as condig¢des
fisicas de crescimento.

A temperatura ndo deve atingir 38° C, pois esta foi letal para os explantes de
diversos cultivares de videira (BARLASS et al., 1981; FANIZZA et al., 1988).

O fotoperiodo pode alterar o crescimento das plantas in vitro, ja que controla as
mudangas no contetido enddgeno de hormdnios (ALLEWELDT e RADLER, 1962).
Mas o comportamento varietal ¢ bem diferenciado. CHEE e POOL (1982) verificaram
que o desenvolvimento de brotagdes e enraizamento do cultivar Rougeon foi melhor
em dias curtos (10h). Este resultado foi confirmado por CHEE e POOL (1983), que
também observaram um efeito benéfico de dias curtos (10h) na produgdo de brotagdes
de ‘Concord’ e ‘Cabernet Sauvignon’, enquanto Vitis argentifolia comportou-se
melhor em dias longos (16h). Ja outros 14 cultivares apresentaram comportamento

semelhante em dia curtos e longos.



3 MATERIAL E METODOS
3.1 LOCAL DOS EXPERIMENTOS

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Micropropaga¢do Vegetal
do Departamento de Fitotecnia e Fitossanitarismo do Setor de Ciéncias Agrarias da

Universidade Federal do Parana.

3.2 CULTIVAR UTILIZADO

O porta-enxerto utilizado neste trabalho foi o hibrido originado do cruzamento

entre as espécies Vitis berlanderi e Vitis riparia, conhecido como ‘420-A’.

3.3 FONTE DE EXPLANTES

Para o fornecimento continuo e uniforme de explantes, foi utilizada a
metodologia adaptada por BIASI et al. (1998b).

Estacas do porta-enxerto foram coletadas das plantas matrizes mantidas no
viveiro do Setor de Fruticultura da Estagdo Experimental do Canguiri da Universidade
Federal do Parana, localizada em Pinhais -PR. A coleta fo1 realizada em julho de 1999,
durante o periodo de repouso vegetativo das plantas. Depois foram tratadas por
imersdo com captan (2g.L"), enroladas em jomnal tmido, acondicionadas dentro de
sacos plasticos e armazenadas em temperatura fria (4 a 6° C) durante periodo minimo
de 30 dias.

Quando havia necessidade de explantes, as estacas foram retiradas do
refrigerador, cortadas em segmentos com 2 ou 3 gemas e colocadas para brotar em
frascos contendo cerca de 100 mL de agua, numa sala climatizada, com fotoperiodo de

16 horas, fornecida por lampadas fluorescentes e temperatura de 25+3° C. As brotagdes
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das estacas surgiram em aproximadamente 15 dias da colocagio em 4gua e foram
utilizadas nos experimentos como fonte para retirada de explantes, que consistiram em

segmentos nodais com cerca de 1cm (Figura SA, 5B).
3.4 CONDICOES DE CRESCIMENTO in vitro

Os frascos utilizados para a cultura in vitro foram tubos de ensaio com
capacidade de 32 mL, tampados com papel aluminio. Em cada tubo foram colocados
10 mL de meio de cultura. Os tubos com meio de cultura foram autoclavados a
120° C e 1 atm, por 20 minutos.

Todos os experimentos foram mantidos dentro de uma sala climatizada, com
fotoperiodo de 16 horas, fornecida por lampadas fluorescentes e temperatura de

25+3° C.
3.5 EXPERIMENTOS DE ESTABELECIMENTO INICIAL DA CULTURA

BrotagOes das estacas, com cerca de 5 nds sem as folhas, foram cortadas pelos
peciolos, e realizada assepsia pelo tratamento das brotagdes com benomyl (2g.L™")
durante 2 horas, seguida pela imersdo em solugdo de hipoclorito de sédio a 2,5% mais
Tween 20 a 0,1% por 20 minutos ¢ 4 lavagens em agua esterilizada.

O apice das brotagdes foi desprezado e o restante foi dividido em segmentos
nodais com cerca de 1 cm de comprimento cada, possuindo uma gema axilar.

O delineamento utilizado nos experimentos foi de blocos ao acaso com 4

repetigdes e 10 frascos por parcela. Em cada frasco foi colocado apenas um explante.
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3.5.1 Efeito de concentragdes de BAP no crescimento inicial da gema axilar de

segmentos nodais

O meio de cultura utilizado foi o MS com a metade da concentra¢do de sais €
solidificado com 6,5g.L' de agar (Agarge1®—Sigma).Os tratamentos tiveram as
seguintes concentragdes de BAP:

1) OuM

2) 1luM

3)5uM

4) 10uM

3.5.2 Efeito de concentragdes da cinetina no crescimento inicial da gema axilar de

segmentos nodais

O meio de cultura utilizado foi 0 MS com a metade da concentra¢do de sais e
solidificado com 6,5g/L"" de agar (Agargél®-Sig1na).

Os tratamentos tiveram as seguintes concentragdes de cinetina:

1) ouM

2) 1uM

3) 5uM

4) 10uM

3.5.3 Efeito de diferentes dilui¢des de sais do meio de cultura MS no crescimento

inicial da gema axilar de segmentos nodais

Os tratamentos foram os seguintes:
1) MS

2) MS/2

3) MS/4

4) MS/8
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A composi¢do do meio MS pode ser observada na Tabela 1. Cada tratamento foi

acrescido de 1pM de BAP por litro.

3.5.4 Efeito de diferentes meios de cultura no crescimento inicial da gema axilar de

segmentos nodais

Os tratamentos foram os seguintes meios de cultura:

1) MS

2) MS/2

3)NN

4) WPM

A composi¢do dos meios pode ser observada na Tabela 1. Cada tratamento foi

acrescido de 1uM de BAP por litro .

3.6 AVALIACAO DOS EXPERIMENTOS DE ESTABELECIMENTO INICIAL DA
CULTURA

A avaliagdo foi realizada 30 dias apds a instalagdo de cada experimento por
meio dos seguintes pardmetros: porcentagem de segmentos com brotagdo da gema
axilar (>0,5 cm), comprimento da brotagdo principal, nimero de folhas expandidas da
brotagdo principal, nimero de brotos por explante e porcentagem de explantes

perdidos por contaminagdo e oxidag@o.
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TABELA 1 - COMPOSICAO QUIMICA EM MGL' DE ALGUNS MEIOS DE CULTURA
UTILIZADOS PARA A MICROPROPAGACAO DE VIDEIRAS.

Macronutrientes - MS NN WPM
NH/NO; 1650 720 400
KNO; 1900 950 -
KH,PO, : 170 68 170
Ca(NO;y2.4H,0 - - 556
CaC12.2 Hzo 440 - 96
CaClz - 166 -
K,SO, - - 990
MgS0,.7H,0 370 185 370
Micronutrientes
Fe,S04.7H,0 27.8 27.8 27.8
FCz(SO4)3.5 Hzo - - -
Na,EDTA 37,3 373 373
H;BO; 6,2 10,0 6,2
MnSO,. H;O 16,9 18,9 223
ZnS0,.7TH,0 8,6 10,0 8.6
KI 0.830 - -
Na,Mo00,4.2H,0 0,250 0,25 0,25
CoClL.6 H,O - - -
CuS0,5 H,0 0,025 0,025 0,25
Substincias orginicas
Tiamina. HC1 0,1 0,5 1,0
Piridoxina HCI 0,5 0,5 0,5
Ac. nicotinico 0,5 5 0,5
Glicina 2 2 2
Biotina - 0,05 -
Ac. Folico - 0,5 -
Mio-mositol 100 100 100
Sacarose 30.000 20.000 20.000
pH 5,8 5,5 5,8

Fonte: MS = MURASHIGE ¢ SKOOG (1962); NN = NITSCH e NITSCH (1969);
WPM = LLOYD e McCOWN (1980).



3.7 EXPERIMENTO DE MULTIPLICACAO
3.7.1 Efeito de diferentes meios de cultura na multiplicagdo das brotagdes

O delineamento experimental utilizado foi de blocos ao acaso com 4 repeti¢des
e 10 frascos por parcela. Cada frasco recebeu um explante.

Os tratamentos foram os seguintes meios:

1) MS

2) MS/2

3) NN

4) WPM

Os explantes consistiram de segmentos nodais contendo uma folha, retirados de
plantas crescidas in vitro, provenientes do primeiro subcultivo em meio de cultura
isento de reguladores de crescimento.

A' avaliagdo do experimento foi realizada ap6s 30 dias da sua instalagdo por
meio dos seguintes pardmetros: porcentagem de segmentos com brotagdo da gema
axilar, porcentagem de explantes com raiz, comprimento da brotagfo principal, numero
de folhas da brotagdo principal e namero de explantes perdidos por contaminagdo e

oxidacdo.
3.8 EXPERIMENTO DE ENRAIZAMENTO
3.8.1 Efeito de diferentes meios de cultura no enraizamento das brotagdes

O delineamento experimental utilizado foi de blocos ao acaso com 4 repetigdes
e 10 frascos por parcela. Cada frasco recebeu um explante.

Os tratamentos foram os seguintes:

1) Meio sélido (6,5 g.L™" 4gar)

2) Meio solido (6,5 gL' 4gar) + carvio ativado (1g.L™")
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3) Meio liquido com suporte de espuma fendlica

O meio de cultura utilizado foi MS/2 isento de reguladores de crescimento. Os
explantes consistiram de segmentos nodais com 1 folha, provenientes das plantas em
fase de multiplicag3o.

A espuma fenélica da marca Oasis® foi cortada em pedagos de 2x1xlcm e
mmersa em agua deionizada por 24 horas, antes da instala¢do do experimento.

A avaliagdo foi realizada 30 dias apds a sua instalagdo por meio dos seguintes
pardmetros: comprimento da brotagdo principal, porcentagem de segmentos com
brotagdo da gema axilar, porcentagem de explantes enraizados, numero de raizes por
explante € numero de folhas da brotacdo principal e porcentagem de explantes:

perdidos por contaminagio e oxidagdo.
3.9 EXPERIMENTO DE ACLIMATIZACAO
3.9.1 Efeito de diferentes substratos na sobrevivéncia das plantas

O experimento foi instalado em Casa de Vegetagdo. O delineamento
experimental foi de blocos ao acaso com 3 repetigdes e 8 plantas por parcela. Os
tratamentos foram os seguintes substratos:

1) Vermiculita

2) Casca de arroz carbonizada

3) Plantmax®

As plantas utilizadas neste experimento foram provenientes do experimento de
enraizamento e da fase de multiplicagdo.

Apos a retirada dos frascos, as raizes foram lavadas em agua corrente para
retirar 0 meio de cultura e as plantas foram colocadas numa bandeja com agua, onde

permaneceram até o momento do transplante. As plantas foram acondicionadas em
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tubetes em bandejas de isopor e permaneceram sob nebulizagdo, com intervalo de
regas de 30 minutos.
O experimento foi avaliado pela sobrevivéncia das plantas, 18 dias apos a sua

instalagdo.



4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 EXPERIMENTOS DE ESTABELECIMENTO INICIAL DA CULTURA

4.1.1 Efeito de concentragdes de BAP no crescimento inicial da gema axilar de

segmentos nodais

A anélise de varidncia ndo apresentou significancia para o efeito de BAP sobre
a porcentagem de gemas axilares brotadas, o comprimento das brotagdes principais € a
porcentagem de explantes perdidos por oxidagdo e contaminagdo (Anexo 1).

Porém, adi¢do de BAP no meio de cultura afetou o numero de brotos por
explante e o numero de folhas presentes na brotagdo principal (Anexo 1).

Observou-se, maior indice de brotos, quando BAP foi adicionado aos meios de
cultura (Tabela 2). As concentragdes 1, 5 ¢ 10 uM de BAP apresentaram 1,3, 1,76 e
1,75 brotos por explante, respectivamente. A multiplicidade de brotos é caracteristica
deste regulador, que induz a formagdo de grandes nimeros de brotos (MARTINELLI,
1985). Segundo MEYERSON et al. (1994), o numero de brotos por explante ¢é
genodtipo-dependente. Dos 13 cultivares avaliados neste trabalho, cultivados em meio
de cultura adicionado de 5 uM de BAP, o que produziu mais brotos foi ‘Dog Ridge’
(5,8 brotos/apice caulinar) e o menor numero foi encontrado para ‘Dixie’
(2,2 brotos/ apice caulinar).

Quantidades maiores de folhas foram encontradas nos tratamentos com auséncia
de BAP (1,42 folhas/brotagdo) e na concentragdo de 1 uM (2,11 folhas/brotagdo).
Concentragdes mais altas do regulador (5 e 10 uM) diminuiram a quantidade de folhas
(Tabela 2), afetando seu desenvolvimento e a qualidade das brotagdes, que

apresentaram sintomas de vitrificagdo. Este fendmeno é um problema comum no
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cultivo de videiras, notadamente, em altas concentragdes de BAP (GRAY e BENTON,
1991).

Apesar do comprimento das brotagdes ndo apresentar diferenga significativa
entre os tratamentos, a concentragdo de 1 uM de BAP foi a que apresentou o melhor
resultado ( 1,12 cm) .J&4 BIASI et al.(1998a) observaram que para o porta-enxerto
‘Jales’, o BAP induziu o crescimento das gemas axilares dos segmentos nodais até a
concentragdo de 11,5 pM, concentragles superiores a esta reduziram o crescimento.
Estes resultados confirmam a conclusdo de GRAY e KLEIN(1989), em que a 6tima
concentragdo de citocinina depende do cultivar e deve ser determinada caso a caso.

Mediante os resultados obtidos no presente trabalho (Tabela 2), pode-se
observar que para cada parametro analisado isoladamente, apresenta-se uma
determinada concentragio de BAP mais adequada. Confirmando os resultados
encontrados com o hibrido “‘Remaily Seedless’, em que CHEE e POOL (1985),
definiram dtimas concentragdes para a multiplicagdo do broto (5uM), para produgio
de brotos maiores (2,5uM) e para a maxima expansio dos internds (1uM). Este autores
demonstraram, que o efeito do BAP em concentragdes mais baixas, foi mais eficiente
na qualidade e crescimento do explante, como foi observado neste trabalho (Tabela 2).

BIASI et al. (1998a) e LEE e WETZSTEIN (1990), sugerem que concentragdes
de BAP devem ser determinadas no estabelecimento inicial visando a obtencgdo de
brotagdes de boa qualidade ¢ com minimo de vitrificagdo, mesmo que a taxa de
crescimento seja menor, pois, fases subsequentes dependem do bom estado fisioldgico
das brotagdes.

A média de explantes perdidos por oxidagdo e contaminagdo, em todo o
experimento foi de 50,63%. Estes resultados coincidem com os obtidos por GRAY e
KLEIN (1989), no qual 50% dos apices de ‘Blanc Du Bois’ contaminaram ou

tornaram-se necroticos e ndo cresceram.
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TABELA 2 - EFEITO DE CONCENTRACOES DE BAP EM CINCO
PARAMETROS ANALISADOS NO CRESCIMENTO INICIAL
DA GEMA AXILAR DE SEGMENTOS NODAIS DO PORTA-
ENXERTO “420-A’, APOS 30 DIAS (Experimento 4.1.1; Anexo 1)

BAP Brotagio  Comprimento das  N.° Brotos/ N.? Folhas da Explantes
(M) (%) brotagdes Explante brotagdo principal perdidos
' (cm) (%)
0 47,50° 0,76* 0,78b' 1,42ab' 60,0°
1 63,88 1,12 1,3ab 2,11a 42,5
5 90,95 0,87 1,76a 0,72b 55,0
10 66,40 0,66 1,74a 0,16b 45,0
C.V. (%) 45,59 32,96 25.65 52,03 41,93

'Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey ao nivel de 5%
de probabilidade.
*Médias nio diferem significativamente entre si, pelo teste de F a 5% de probabilidade.

4.1.2 Efeito de concentragdes da cinetina no crescimento inicial da gema axilar de

- segmentos nodais

A analise de varidncia nfo apresentou diferengas significativas entre os
resultados das variaveis analisadas (Anexo 2).

Estes resultados demonstraram o baixo efeito da cinetina no crescimento
inicial do porta-enxerto ‘420-A’. Resultados semelhantes foram obtidos por GRAY e
BENTON (1991), com varios cultivares de videira, onde meios com e sem a presenga
do regulador de crescimento apresentaram o mesmo efeito.

A ineficiéncia da cinetina no estabelecimento inicial da cultura, também pode
ser observado com Vitis rotundifolia (SUDARSONO e GOLDY, 1991), no trabalho
com 4pices fragmentados, realizado por SKENE e BARLASS (1980) e com
meristemas apicais do cultivar ‘Blanc Du Bois’ (GRAY e KLEIN, 1989).

Apesar do baixo efeito da cinetina na multiplicagio da videira, NOVAK e
JUVOVA (1983), demonstraram que este regulador afetou o crescimento e
desenvolvimento de meristemas de gemas axilares, de varios porta-enxertos, em todas

as concentragdes testadas (0,1-20puM).
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TABELA 3 - EFEITO DE CONCENTRACOES DE CINETINA EM CINCO
PARAMETROS ANALISADOS NO CRESCIMENTO INICIAL DA
GEMA AXILAR DE SEGMENTOS NODAIS DO PORTA-
ENXERTO ‘420-A’, APOS 30 DIAS. (Experimento 4.1.2; Anexo 2)

Cinetina Brotagdo Comprimento N.° Folhas/ N.° Brotos/ Explantes
(1M) (%) das brotagdes brotagdo explante Perdidos
(cm) principal (%)
0 33,63 0,96 0,91' 1 62,5
1 26,88 1,70 2,42 1 55,0
5 23,80 1,11 1,12 1 70,0
10 33,33 0,94 0,83 1 70,0
C.V.(%) 37,85 41,83 64,10 - 24,60

'Médias ndo diferem significativamente pelo teste de F ao nivel de 5% de probabilidade

4.1.3 Efeito de diferentes diluigdes de sais do meio de cultura MS no crescimento

inicial da gema axilar de segmentos nodais

As diferentes concentragdes do meio de cultura MS testadas, apresentaram
resultados significativos para o comprimento da brotagdo principal, nimero de folhas
do explante e para a porcentagem de explantes perdidos por contaminagio e oxidagado
(Anexo 3).

A porcentagem de gemas axilares brotadas e o nimero de brotos por explante,
nio foram afetados pelas diferentes concentragdes do meio MS (Anexo 3).

O maior comprimento médio da brotagdo principal da gema axilar foi de 2,4 cm
obtido no meio de cultura MS com a concentragdo normal de sais (Tabela 4 e Figura
1). Varios trabalhos indicam o meio de cultura MS no estabelecimento inicial da
cultura (GOUSSARD, 1981; GOUSSARD, 1982; NOVAK e JUVOVA, 1983; YU e
MEREDITH, 1986; LEE e WETZTEIN, 1990; GRAY e BENTON, 1990;
LEWANDOWSIKI, 1991).

O MS também foi superior no desenvolvimento de meristemas apicais do
cultivar ‘Blanc Du Bois’ (GRAY e KLEIN, 1989). Estes autores sugerem o emprego
do meio de cultura MS para a produgdo comercial, tanto pelo seu uso comum como
pela sua composi¢do ser encontrada em mix. Os resultados deste trabalho, coincidem

com os encontrados por BARLASS e SKENE (1980b), onde a concentragdo total de
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sais do MS propiciou resultados superiores aos obtidos com a concentragio reduzida
(MS/2).

Porém, a superioridade do meio de cultura MS para o comprimento da brotagéo
principal, tendeu a diminuir, igualando-se ao efeito- do MS/2, quando as brotagdes -
foram transferidas para o meio de alongamento desprovido do regulador de
crescimento, 30 dias apds a permanéncia no meio de indugdo (Anexo 8). O mesmo
ocorreu com o meio de cultura MS/4, onde observou-se a redugio do seu efeito sobre o
crescimento das brotagGes principais (Figura 2).

Para a variavel nimero de folhas as plantas apresentaram a maior quantidade
de folhas, nos meios de cultura MS, MS/2 e MS/4 (Tabela 4). Ja, BIASI et al. (1998b)
encontraram no meio de cultura MS/2 o maior namero de folhas (3,9 folhas/explante),
superando o resultado obtido com o meio de cultura MS (2,1 folhas/explante).

Os explantes do meio de cultura MS/8 foram os mais afetados pela
concentragao reduzida dos sais, apresentando menor crescimento, menor numero de
folhas e maior perda por contaminag¢io e oxidagdo (80%). Observou-se forte necrose

nos apices do explantes (Figura 1).

TABELA 4 - EFEITO DE DIFERENTES DILUICOES DE SAIS DO MEIO DE
CULTURA MS EM CINCO PARAMETROS ANALISADOS NO
CRESCIMENTO INICIAL DA GEMA AXILAR DE SEGMENTOS
NODAIS DO PORTA-ENXERTO <420-A’, APOS 30 DIAS.
(Experimento 4.1.3; Anexo 3)

MS Brotagdo  Comprimento das  N.° Brotos/ N.° Folhas da Explantes
(%) brotagdes explante brotagdo principal perdidos
(cm) (%)
MS 63,48 2,44a' 1,25% 3,62a’ 52,5b'
MS/2 85,35 1,79 1,29 3,13a 42.5b
MS/4 96,43 1,25¢ 1,18 2,88a 47,5b
MS/8 82,14 0,66d 1,25 0,45b 80,0a
C.V. (%) 20,83 13,52 24,95 2431 17,02

'Médias segunidas pela mesma letra ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey ao nivel de 5%
de probabilidade.
’Médias nio diferem significativamente entre si, pelo teste de F a 5% de probabilidade.
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FIGURA 1 - Efeito de diferentes diluigdes de sais do meio de cultura MS sobre o crescimento de
gemas axilares de segmentos nodais do porta enxerto ‘420-A’ apds 30 dias de
cultivo (Experimento 4.1.3)

4

SUBCULTIVO (35 DIAS)

FIGURA 2 - Efeito de diferentes diluigdes de sais do meio de cultura MS no primeiro subcultivo
de brotagdes obtidas de gemas axilarcs de segmentos nodais do porta-enxerto
*420-A’, apos 35 dias (Experimento 4.1.3).
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4.1.4 Efeito de diferentes meios de cultura no crescimento inicial da gema axilar de

segmentos nodais

O efeito dos meios de cultura sobre o crescimento inicial das gemas axilares foi
significativo apenas para a variavel nimero de folhas por explante (Anexo 4).

O meio de cultura WPM foi o que apresentou menor niimero de folhas por
explante, sendo significativamente inferior ao do meio de cultura MS, mas nédo diferiu
dos demais tratamentos (Tabela 5). Apesar de ndo apresentar diferenga significativa
dos meios de cultura MS, MS/2 e NN para comprimento da brotag¢do principal (Anexo
4), o meio WPM foi o que apresentou menor valor (Tabela 5). Este resultado coincide
com o trabalho de GRAY e BENTON (1991), em que as brotagdes desenvolvidas no
meio de cultura WPM apresentaram-se raquiticas.

GRAY e BENTON (1990), também observaram o efeito negativo do meio basal
WPM sob o desenvolvimento de meristemas apicais de Vitis rotundifolia, em que estes
apresentaram menor numero de brotos, sintomas de vitrificagéo e sofreram absciss@o
foliar.

Maior nimero de folhas foi obtido nos meios MS com concentragdo total de
sais, MS/2 e NN (Tabela 5). Observa-se que apesar de ndo diferir significativamente
dos demais tratamentos, no meio de cultura MS ocorreu maior brotagdo das gemas
axilares e estas apresentaram maior crescimento. Estes resultados revelaram que o
meio de cultura MS foi superior ao demais meios testados (Tabela 5). Resultados
semelhantes foram obtidos por GRAY e BENTON (1990), em que o meio de cultura
MS foi considerado superior aos demais tratamentos testados (MS/2, C,D, WPM)
propiciando a obtengdo da média de 3.3 brotos por apice de varios cultivares de Vitis
rotundifolia, em 6 semanas.

Ja, para os cultivares ‘Ribier’, ‘Thompson Seedless’ e ‘Black Seedless’ foi
estabelecido para a fase inicial o meio MS %, e para a fase de proliferagio e elongagdo
o MS com concentragio total de sais (BOTTI et al., 1993).

Concentragdes reduzidas do meio de cultura MS também foram superiores no

trabalho de BIASI et al. (1998b), em que o meio MS/2 e NN apresentaram melhores
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resultados para o porta-enxerto ‘Jales’ e nio diferiram entre si em todas as variaveis

analisadas.

TABELA 5 - EFEITO DE DIFERENTES MEIOS DE CULTURA EM CINCO
PARAMETROS ANALISADOS NO CRESCIMENTO INICIAL DA
GEMA AXILAR DE SEGMENTOS NODAIS DO PORTA-ENXERTO
‘420-A’, APOS 30 DIAS. (Experimento 4.1.4; Anexo 4)

Meios Brotagdo Comprimento das N.° Brotos/ N.° Folhas da

de cultura (%) brotagdes explante brotagdo principal
(cm)

MS 40,26* 2,07% 1,00% 3,30a'

MS/2 31,10 1,47 1,25 2,41ab

NN 35,71 1,63 1,05 2,35ab

WPM 38,54 1,07 1,00 1,16b

C.V. (%) 45,45 30,92 22.89 34,19

'Médias seguidas pela mesma letra nio diferem significativamente pelo teste de Tukey ao nivel de 5%
de probabilidade.
*Médias nio diferem significativamente entre si, pelo teste de F a 5% de probabilidade.

4.2 EXPERIMENTO DE MULTIPLICACAO

4.2.1 Efeito de diferentes meios de cultura na multiplicagdo das brotagdes

A analise de varidncia apresentou significancia para o efeito dos meios de
cultura para todas as varidveis analisadas, com exce¢do para a porcentagem de
explantes perdidos por contaminagdo ou oxidagdo (Anexo 5).

A média total de explantes ndo viaveis, ou seja, perdidos por contaminagdo ou
oxidagdo em todo o experimento foi de apenas 18,75%, revelando melhor
estabelecimento deste porta-enxerto nesta fase de multiplicagdo.

Os resultados obtidos nos meios de cultura MS/2, WPM e NN n#o diferiram
significativamente entre si em todas as variaveis analisadas (Tabela 6; Figura 3).
Resultados semelhantes foram obtidos com o porta-enxerto ‘Jales’, comparando os
meios NN e MS/2, que se apresentaram superiores aos demais € ndo diferiram entre si

(BIASI et al., 1998b).
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O meio de cultura MS com concentragdo total de sais, apresentou resultados
inferiores para comprimento da brotagdo principal, nimero de folhas por explante e
porcentagem de gemas axilares brotadas, indicando que para esta fase menores
concentragdes de sais sdo requeridas (Tabela 6). Concentragdes reduzidas do meio MS
foram utilizadas por varios autores com varios cultivares de videiras (CICCOTTI,
1982; HARRIS e STEVENSON, 1982; FANIZZA et al., 1984; BOTTI et al., 1993;
BIASI et al., 1998b), principalmente na fase de enraizamento das brotagdes.
(CICCOTTI, 1982; HARRIS € STEVENSON, 1982; BOTTI et al., 1993).

O enraizamento em todo o experimento atingiu a média de 80,34%. Apesar de
ndo diferir significativamente dos meios de cultura NN ¢ WPM, o MS/2 foi que
apresentou maior percentagem de enraizamento (97,5%) ap6s 30 dias de cultivo
(Tabela 6). Este resultado demonstra a facilidade de enraizamento deste porta-enxerto
(Figura 5C), fazendo-se desnecessaria uma fase posterior para emissao de raizes.

Brotos de videira produzidos in vitro, sdo facilmente induzidos a produzir raizes
tanto pelo uso do meio de cultura contendo auxina ou sem o regulador de crescimento
(GRAY e FISHER, 1985).

A maior quantidade de folhas por explante, foi obtida nos meios de cultura
MS/2, NN e WPM atingindo as médias 2,3; 2,6; 2,3 folhas por brotacio,
respectivamente. Isto representa em termos de taxa de multiplicagdo, aproximadamente
2 a 3 novos brotos a cada 30 dias (Tabela 6) . BIASI et al. (1998b), obtiveram 3,9

folhas por brotagdo do porta-enxerto ‘Jales’ no meio MS/2, em 33 dias.
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Tabela 6 - EFEITO DE DIFERENTES MEIOS DE CULTURA EM CINCO
PARAMETROS ANALISADOS NA MULTIPLICACAO DAS
BROTACOES DE SEGMENTOS NODAIS DO PORTA-ENXERTO
‘420-A’, APOS 30 DIAS (Experimento 4.2.1; Anexo 5)

Meios de Brotagdo Comprimento  Enraizamento  N.° Folhas da Explantes
cultura (%) das brotagdes (%) brotagdo perdidos
(cm) principal (%)
MS 69,51b' 1,05b 50,00b' 1,36b" 27,5
MS/2 97,50a 1,76a 97,50a 2,34ab 12.5
NN 87,22ab 1,68a 84, 44a 2,65a 15,0
WPM 92.22a 1,86a 89.44a 2,31ab 20,0
C.V.(%) 9,33 13,52 12,01 21,39 4421

"Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de
probabilidade.
*Médias ndo diferem significativamente entre si, pelo teste de F a 5% de probabilidade.

MULTIPLICACAO

FIGURA 3 - Efeito de diferentes meios de cultura na multiplicagdo das brotagdes obtidas de
segmentos nodais do porta-enxerto ‘420-A’ (Experimento 4.2.1).
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4.3 EXPERIMENTO DE ENRAIZAMENTO
4.3.1 Efeito de diferentes meios de cultura no enraizamento das brotagoes

A anélise de varidncia ndo apresentou significincia para todas as varidveis
analisadas, com excegdo para numero de raizes por explante (Anexo 6).

O meio de cultura MS/2 liquido com espuma fendlica foi prejudicial ao
desenvolvimento dos explantes, ocasionando 100% de morte destes (Figura 4). No
entanto, a espuma fenolica como sustentagdo de explantes, € utilizada com sucesso na
micropropaga¢do de espécies florestais, como no caso do Eucaliptus sp. (HIGASHI,
1996).

Ja, o trabalho com o cultivar ‘Baco’ (V. vinifera), no qual explantes foram
sustentados com filtro de papel, explantes obtiveram 90% de enraizamento (HARRIS e
STEVENSON, 1982).

LEE ¢ WETZSTEIN (1990) ndo encontraram diferengas significativas entre os
tratamentos meio de cultura liquido € meio s6lido no enraizamento do cultivar
‘Summit’ (V. rotundifolia).

A porcentagem média de enraizamento para os tratamentos MS/2 e MS/2 mais
carvdo ativado foi considerada alta, com 80% dos segmentos nodais apresentando
raizes (Tabela 7).

Resultados semelhantes foram obtidos por BIASI et al. (1998b) com o porta-
enxerto ‘Jales’, em que obteve-se a média de 97,6% de enraizamento no meio de
cultura MS/2.

Ja, para alguns cultivares, a presenga de auxina no meio de cultura é importante
para o bom enraizamento. GRAY e KLEIN (1987), obtiveram 94% de enraizamento
do cultivar ‘Orlando Seedless’, utilizando o meio C,;D com 0,4 pM ANA.

GRAY e BENTON (1991) obtiveram 55% de enraizamento dos brotos de
cultivares de V. rotundifolia, cultivados em meio de cultura MS sem presenga de

auxina € 77% com auxina.



39

Segundo ROUBELAKIS-ANGELAKIS e ZIVANOVITC (1991), a rizdgenese é
fortemente dependente do genotipo da videira .

O maior namero de raizes por explante foi encontrado no meio de cultura MS/2
(1,97 raizes/ explante), enquanto o meio de cultura MS com presenga de carvdo, emitiu
1,6 raizes/explante (Tabela 7).

Ja, o porta-enxerto ‘Jales’, em meio de cultura MS/2 emitiu 2,8 raizes/explante
(BIASI et al., 1998D).

Apesar dos tratamentos com os meios MS/2 com e sem carvdo ativado, ndo
apresentarem diferengas significativas entre si (Anexo 6), a melhor porcentagem de
brotagdo, maior comprimento da brotacdo e maior nimero de folhas por explante
foram observados no meio de cultura MS/2 sem carvédo (Tabela 7).

O uso de 1gL’ de carvio ativado, também ndio proporcionou aumento no
enraizamento de clones de videira estudados por NOVAK e JUVOVA (1983),

chegando até reduzir o efeito da adi¢do de auxina no meio de cultura.

TABELA 7 - EFEITO DE DIFERENTES MEIOS DE CULTURA EM CINCO
PARAMEI‘ROS ANALISADOS NO ENRAIZAMENTO DAS
BROTACOES DO PORTA-ENXERTO °420-A’ APOS 30 DIAS.

(Experimento 4.3; Anexo 6)

MS/2 Brotagdo Comprimento  Enraizamento  N.° Raizes N.° Folhas por
(%) (cm) (%) por explante brotagdo

Sem carvdo 82,50' 1,9 87,50 1,97 2,12
ativado
Com carvio 50,30 1,77 72,50 1,6 2,10
ativado
C.V.(%) 33,13 15,51 18,40 4,98 10,72

'Médias seguidas pela mesma letra nio diferem significativamente pelo teste de F a 5% de
probabilidade.
*Médias diferem significativamente entre si, pelo teste de F a 5% de probabilidade.
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FIGURA 4. Efeito de diferentes meios de cultura no enraizamento de brotagdes obtidas de gemas
axilares de segmentos nodais do porta-enxerto ‘420-A°. A — MS/2; B — MS/2 mais
carvdo ativado; C — MS/2 liquido com espuma fenolica (Experimento 4.3.1).

4.4 EXPERIMENTO DE ACLIMATIZACAO
4.4.1 Efeito de diferentes substratos na sobrevivéncia das plantas

A andlise de variancia apresentou diferenga significativa para a porcentagem de
sobrevivéncia das brotag¢des (Anexo 7).

Os substratos vermiculita e Plantmax® ndo apresentaram diferengas
significativas entre si, obtendo-se 95,83% e 87,50% de sobrevivéncia, respectivamente
(Tabela 8). A alta sobrevivéncia das mudas de videira na fase de aclimatizagdo (Figura
5D-5E) é comum em varios trabalhos realizados (BLAZINA et al., 1991b; COMPTON
e GRAY, 1994; COMPTON e GRAY, 1994).

O menor indice de sobrevivéncia das brotagdes foi obtida no substrato com

casca de arroz carbonizada, onde apenas 45,83% das brotagdes sobreviveram.
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Estes resultados se assemelham ao trabalho de BLAZINA et al. (1991b) em que
obtiveram 90% de sobrevivéncia utilizando como substrato uma mistura de
vermiculita, solo e mix comercial.

Bons resultados também foram obtidos por COMPTON e GRAY (1994),
utilizando uma parte de mistura comercial ¢ uma de vermiculita para o hibrido
‘Southern Home’, no qual 90% das plantas aclimatizadas sobreviveram.

A videira também apresentou altos indices de sobrevivéncia nos trabalhos com
‘Delaware’, em que 95% das plantas aclimatizadas em casa de vegetagdo com solo
enriquecido sobreviveram (LEWANDOWSKI, 1991).

RAVINDRA e THOMAS ( 1995) utilizaram um substrato contendo duas partes
de areia, uma parte de solo e uma parte de formulagdo comercial contendo perlita e

vermiculita e obtiveram 90% de sobrevivéncia de plantas de Vitis vinifera.

TABELA 8 - EFEITO DE DIFERENTES SUBSTRATOS SOBRE A
SOBREVIVENCIA DE BROTACOES ACLIMATIZADAS EM
CASA DE VEGETACAO DO PORTA-ENXERTO °‘420-A’

(Experimento 4.4; Anexo 7)
Substratos Sobrevivéncia
(%)
Vermiculita 95,83*
Plantmax® 87,50ab
Casca de arroz carbonizada 45,83b
C.V. (%) ' 21,82

'Médias seguidas pela mesma letra diferem significativamente entre si, pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade.
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FIGURA 5 - Micropropagagdo do porta enxerto ‘420-A’: A-estacas com brotagdes; B-brotagdes
utilizadas para obten¢do dos segmentos nodais, C-multiplicagio in vifro; D e E-

plantas em fase de aclimatizag@o.



43

5 CONCLUSOES:

Diante dos resultados, conclui-se que:
1) O estabelecimento inicial in vitro do porta-enxerto ‘420-A’ pode ser
realizado por meio de segmentos nodais obtidos de brotagdes novas de estacas
lenhosas armazenadas sob refrigeragio (4 a 6° C), em meio de cultura MS acrescido

de 1uM de BAP.

2) A cinetina ndo € eficiente no estabelecimento inicial dos explantes in

Vitro.

3) A multiplicacdo das brotagdes pode ser realizada pelo seccionamento

destas em segmentos nodais com uma foltha, em meio de cultura MS/2.

4) O enraizamento ocorre naturalmente na fase de multiplicagdo, ndo sendo

necessario a fase de indugio de raizes.

5) A aclimatizagdo das mudas pode ser realizada em casa de vegetagdo sob

nebulizagdo, utilizando-se vermiculita ou Plantmax® como substratos.
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ANEXO 1. Resumo da andlise de varidncia do efeito do BAP na porcentagem de gemas axilares
brotadas, comprimento das brotagdes principais, nimero de brotos por explante, nimero
de folhas por brotagdo principal, porcentagem de explantes com calo e porcentagem de
explantes perdidos por contaminagdo e oxidagio.

oM

Brotagio Comprimento  Numerode  Numero de folhas Explantes
Causas de GL (%) das brotagdes brotos/ da brotacdo perdidos
variagio (cm) explante principal (%)
Blocos 3 1178.966ns 0.042ns 0.083ns 0.327ns 272.917ns
BAP 3 1285.129ns 0.162ns 0.854* 2.872%* 272.917ns
Erro 9 938.167 0.079 0.129 0.331 450.694
Total 15
Bartlzett’s 4,681 6,868 7,704 6,442 1,421

Q)

ns - Ndo significativo
*Significancia estatistica ao nivel de 5% de probabilidade de erro.
**Significincia estatistica ao nivel de 1% de probabilidade de erro

ANEXO 2. Resumo da andlise de variancia do efeito da cinetina na porcentagem de gemas axilares
brotadas, comprimento das brotagdes principais, nimero de folhas por brotagdo principal e
porcentagem de explantes perdidos por contaminagdo e oxidagdo.

oM

Brotacio Comprimento das Numero de folhas da Explantes
Causas de GL (%) brotagdes brotagdo principal perdidos
variagio (cm) (%)
Blocos 3 772.801ns 1.120ns 2.731ns 772.917ns
Cinetina 3 94.661ns 0.508ns 2.214ns 206.250ns
Erro 9 203.312 0.243 0.721 250.694
Total 15 '
Bartlett’s 1,135 1,459 0,928 1,407

Q)

ns - Ndo significativo

ANEXO 3. Resumo da analise de varidncia do efeito de diferentes concentragdes do meio MS na
porcentagem de gemas axilares brotadas, comprimento das brotagdes principais, nimero
de brotos por explante, numero de folhas por brotagio principal, porcentagem de explantes
com calo e porcentagem de explantes perdidos por contaminacdo ¢ oxidagio.

QM

Brotagio Comprimento Numero de Numero de folhas Explantes
Causas de GL (%) das brotagGes brotos/ da brotagdo perdidos
variagio (cm) explante principal (%)
Blocos 3 1837.321ns 0.121ns 0.362ns 0.159ns 272.917ns
MS 3 749.677ns 2.298*** 0.009ns 7.979%** 1122.917**
Erro 9 290.581 0.043 0.096 0.377 89.583
Total 15
Bartlett’s(Q%) 6,138 0,616 2,245 3,305 1,145

ns - Néo significativo

*Significincia estatistica ao nivel de 5% de probabilidade de erro.
**Significincia estatistica ao nivel de 1% de probabilidade de erro.
***Significincia estatistica ao nivel de 0,1% de probabilidade de erro.
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ANEXO 4. Resumo da andlise de varincia do efeito de diferentes meios de cultura na porcentagem de
gemas axilares brotadas, comprimento das brotagdes principais, namero de brotos por
explante, nimero de folhas por brotagio principal € porcentagem de explantes com calo.

QM
Brotagdo Comprimentodas ~ Numero de brotos/  Nuamero de folhas da
Causas de GL (%) brotagoes explante brotagdo principal
variagdo (cm)
Blocos 3 76.786ns 0.166ns 0.032ns 0.148ns
Meios 3 64.133ns 0.687ns 0.057ns 3.072%
Erro 9 273.792 0.234 0.061 0.622
Total 15
Bartlett’s 3,349 4,762 1,911 1,542
Q@)

ns - Nio significativo

*Significincia estatistica ao nivel de 5% de probabilidade de erro.

ANEXO 5. Resumo da analise de varidncia do efeito de diferentes meios de cultura na porcentagem de
gemas axilares brotadas, comprimento das brotagdes principais, porcentagem de explantes
com raizes, numero de folhas da brotagdo principal e porcentagem de explantes perdidos por
contaminacdo e oxidagio.

QM

Brotagdo Comprimento  Enraizamento =~ Numero de folhas  Explantes
Causas de  GL (%) das brotagdes (%) da brotagdo perdidos
variagio (cm) principal (%)
Blocos 3 105.124ns 0.137ns 24.539ns 0.085ns 83.167ns
Meios 3 590.462** 0.532% 1753.092%** 1.250* 175.000ns
Erro 9 65.283 0.076 93.051 0.215 68.722
Total 15
Bartlzett’s 1,315 7,038 3,637 0,739 6,440

Q)

ns - Nio significativo

*Significincia estatistica ao nivel de 5% de probabilidade de erro.
**Significancia estatistica ao nivel de 1% de probabilidade de erro.
***Significancia estatistica ao nivel de 0,1% de probabilidade de erro.

ANEXO 6. Resumo da analise de variincia do efeito de diferentes meios de cultura na porcentagem de

gemas axilares brotadas, comprimento das brotagbes principais,
porcentagem de explantes perdidos por contaminagdo ¢ oxidagdo,

brotagdo principal,

numero

porcentagem de explantes com raizes € no numero de raizes por explante.

de folhas por

QM
Brotagdo Comprimento  Enraizamento Numero de folhas Numero de

Causas de GL (%) das brotagdes (%) da brotagio raizes/
variagio (cm) principal explante
Blocos 3 1800.00ns 0.031ns 450.000ns 0.001ns 0.281ns
Meios 1 83.333ns 0.015ns 33.333ns 0.038ns 0.315%*
Erro 3 500.00 0.081 216.667 0.051 0.008
Total 7

Bartlzett’s 1,634 0,250 0,190 0,327 0,078

Q)

ns - Nio significativo

**Significincia estatistica ao nivel de 1% de probabilidade de erro.
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ANEXO 7. Resumo da analise de variancia do efeito de diferentes substratos na sobrevivéncia das
mudas em casa de vegetagio.

Causas de GL oM

variagio

Blocos 2 486.111ns

Tratamentos 2 2152.778*

Erro 4 277.778

Total 8

Bartlett’s 2,978
Q)

ns - Njo significativo
*Significincia estatistica ao nivel de 5% de probabilidade de erro.

ANEXO 8. Efeito de diferentes dilui¢des de sais do meio de cultura MS no primeiro subcultivo, isento
de BAP, realizado apds 30 dias em meio de indugdo com presenga de BAP, sob o
comprimento ¢ nimero de folhas da brotagdo principal de segmentos nodais do porta-
enxerto ‘420-A’, apos 35 dias.

MS Comprimento Numero de folhas
das brotagdes da brotagdo principal
(cm)
MS 3.0+£1.23' 5.943.35
MS/2 2.48 +1.43 5.85+2.21
MS/4 1.60+0.76 3.87x1.14

! Dados obtidos através do desvio padriio das médias.



