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MULTIPLICACAO DE MATRIZES DE PORTA-ENXERTOS HIBRIDOS DE
VIDEIRA (Vitis labrusca x Vitis rotundifolia) POR MICROPROPAGACAQO

RESUMO

A videira é uma espécie frutifera de grande importancia, porém a maioria das cultivares copa
e porta-enxerto sdo suscetiveis a pragas e doencas, sendo o uso de cultivares resistentes a
forma mais eficiente de controle. As cultivares de Vitis 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 cultivares de V. labrusca e V.
rotundifolia com o objetivo de desenvolver novos porta-enxertos. Com a obtencdo das
matrizes hibridas, é necesséario realizar a propagacdo massal desses porta-enxertos, sendo a
micropropagacdo o método mais adequado devido a possibilidade da obtencdo de material
vegetativo de boa qualidade fitossanitaria em curto periodo de tempo. Diante disto, o objetivo
deste trabalho foi desenvolver um protocolo de micropropagacdo para a rapida producdo de
mudas dos novos porta-enxertos hibridos de videira. Para a realizacdo dos experimentos
foram utilizados segmentos nodais oriundos de plantas matrizes dos seguintes cruzamentos:
Isabel x Carlos (IC125), Isabel x Bountiful (1B481), Isabel x Magndlia (IM628) Isabel x
Regale (IR423), Bordd x Carlos (BC161) e Bordé x Magndlia (BM573). Na avaliacdo de
diferentes meios de cultura (QL, MS/2 e C,D). O meio MS/2 mostrou-se adequado para o0
desenvolvimento das brotaces de ambos os hibridos. Para a multiplicacdo das brotacdes foi
testada a citocinina BAP (6-benzilaminopurina) em diferentes concentrac6es (0,0; 1,0; 2,5 e
5,0 uM), sendo que a concentracdo de 5,0 uM apresentou maior nimero de brotagdes por
explante, sem afetar o desenvolvimento das brotacdes. Na fase de enraizamento in vitro foi
adicionada ao meio de cultura a auxina ANA (acido naftaleno acético) em diferentes
concentragbes (0,0; 0,2; 0,4 e 0,8 uM). Houve 100% de enraizamento em todos 0s
tratamentos, mostrando que ndo ha necessidade da utilizacdo de auxina no meio de cultura
para promover a rizogénese desses hibridos. A adi¢do de ANA ao meio de cultura prejudicou
a formacdo de brotacfes nos explantes e a posterior aclimatizacdo, sendo que apds a
aclimatizacdo, os explantes pertencentes a testemunha obtiveram maior porcentagem de
sobrevivéncia. Para o enraizamento ex vitro foram utilizadas microestacas padronizadas com
duas folhas, as quais foram tratadas com a auxina AIB (&cido indolbutirico) em diferentes
concentracdes (0; 500; 1000 e 1500 mg L™). Assim como no enraizamento in vitro, houve
100% de enraizamento das microestacas em todos os tratamentos, mostrando que ndo é
necessaria a utilizacdo de auxinas exdgenas independente do método de enraizamento.
Conclui-se que para a micropropagacdo dos porta-enxertos hibridos é adequada a utilizacéo
de meio MS/2 suplementado com 5 uM de BAP. O enraizamento ex vitro sem auxina com
simultanea aclimatizacdo pode ser utilizado para os hibridos IM628, BC161 e BM573, para 0s
hibridos 1C125 e 1B481, o enraizamento in vitro mostrou-se mais eficiente, necessitando de
mais estudos para 0 enraizamento ex vitro.

Palavras chave: muscadinia, enraizamento, aclimatizag&o.



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

ABSTRACT

Grapevine is a very important fruiting species, but most scion and rootstock varieties are
susceptible to 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 between V. labrusca 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 quality material at a 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 experiments: Isabel x Carlos (IC125), Isabel x
Bountiful (IB481), Isabel x Magndlia (IM628) Isabel x Regale (IR423), Bordd x Carlos
(BC161), and Bordb x Magnolia (BM573) in the evaluation of different growing media (QL,
MS/2, and C,D). MS/2 was appropriate for shoot development of both hybrids. For shoot
multiplication BAP cytokinin (6-benzylaminopurine) was tested at different concentrations
(0.0; 1.0; 2.5 and 5.0 uM). At 5.0 uM there was a greater number of shoots per explant
without affecting shoot development. During 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 uM).
There was 100% rooting at all treatments, which shows that there is no need to use auxin in
the growth medium to 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 rate. For ex vitro
rooting, standardized micropiles with two leaves were used, which were treated with IBA
auxin (indolebutyric acid) at different concentrations (0; 500; 1000, and 1500 mg L™). As for
in vitro rooting, there was 100% rooting of micropiles for all treatments showing that the use
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 uM of BAP. Ex vitro rooting without auxin with simultaneous
acclimatization can be used for hybrids IM628, BC161, and BM573. For IC125 and 1B481, in
vitro rooting was more efficient. More research is needed for ex vitro rooting.

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

A videira é uma das espécies frutiferas mais importantes no Brasil, sendo que a
producdo nacional atingiu 1.463.481 toneladas em 2011, em uma area plantada de 81.915
hectares (IBGE, 2011). Destacam-se como principais estados produtores Pernambuco, Bahia,
Minas Gerais, S&o Paulo, Parang, Santa Catarina e Rio Grande do Sul, sendo que em 2011 o
maior volume de producdo foi do Rio Grande do Sul, chegando a 829.589 toneladas (IBGE,
2011).

Entretanto, apesar da importancia econdmica, a maioria das cultivares copa e porta-
enxerto sdo muito suscetiveis ao ataque de pragas e doencas, sendo decorrentes desse fato a
reducdo da qualidade e da produtividade dos pomares com a consequente elevacdo dos custos
de produgio (SONEGO; GARRIDO; GRIGOLETTI JUNIOR, 2005).

Entre os principais agentes causais identificados associados a este problema e que
atualmente vém causando sérios prejuizos na cultura da videira na regido Sul do Brasil estdo
0s patogenos que infectam as plantas através do sistema radicular, como os fungos
Cylindrocarpon sp., Fusarium oxysporum f.sp. herbemontis e Verticillium sp. (GARRIDO;
SONEGO; GOMES, 2004) e a cochonilha pérola-da-terra (Eurhizococcus brasiliensis)
(BOTTON et al., 2004).

As regides vinicolas do sul do Brasil sdo dominadas por diferentes porta-enxertos
hibridos norte-americanos. Algumas dessas cultivares sdo consideradas tradicionais, como
‘Solferino’, ‘SO4’, ‘Kober 5BB’ ¢ ‘101-14" Mgt (V. berlandieri x V. riparia), enquanto
outros foram recentemente introduzidos, como ‘Paulsen 1103 e ‘R99” (V. berlandieri x V.
rupestris). Esses porta-enxertos tém sido recomendados devido a sua resisténcia ao Fusarium
oxysporum Schlecht, porém, eles sdo 0s mais suscetiveis a principal praga do solo desta
regido, a pérola-da-terra (BOTTON; COLLETA, 2010; BOTTON et al., 2010).

Até o momento, a forma de controle mais preconizada é o uso de porta-enxertos
resistentes ou tolerantes (SCHUCK et al., 2007), tais como aqueles derivados da espécie Vitis
rotundifolia, principalmente devido ao seu baixo custo e pequeno risco de desequilibrio
ambiental (SORIA; BRAGHINI, 1999).

Pesquisas tém mostrado um comportamento diferenciado dos porta-enxertos de videira
derivados de V. rotundifolia, os quais se mostraram mais resistentes do que 0s porta-enxertos
pertencentes as diferentes espécies de Vitis (SORIA et al., 1999). Existem evidéncias de que a

espécie V. rotundifolia e seus hibridos sdo resistentes a pérola-da-terra e fungos de solo com
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destaque ao Fusarium (ANDRADE; SCHUCK; DALBO, 1993; BOTTON et al., 2004;
DALBO; PERUZZO; SCHUCK, 2007). Além disso, de acordo com POMMER et al. (1997),
os hibridos de V. vinifera e V. rotundifolia sdo praticamente imunes a alguns nematoides,
como Xiphinema index, e apresentam elevada resisténcia ao pulgéo filoxera.

Devido as vantagens fitogenéticas, essa espécie tem sido incorporada nos programas
de melhoramento da videira (TORREGROSA; LOPEZ, 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 espécie V. rotundifolia (2n=40) para
uso como porta-enxerto das variedades comerciais de videira (2n=38). Para solucionar esse
problema, sdo desenvolvidos hibridos interespecificos (TORREGROSA; BOUQUET, 1995).

Alguns hibridos desses cruzamentos, incluindo’ VR 039-16 e ‘VR 043-43" (V.
vinifera x V. rotundifolia), langados pelo programa de melhoramento de uva da Universidade
da California, em Davis, CA, EUA (WALKER et al., 1991), sdo atualmente os principais
porta-enxertos utilizados no controle da pérola-da-terra no Brasil (DALBO; PERUZZO;
SCHUCK, 2007). No entanto, 'VR043-43' ndo é mais recomendado para utilizacdo em locais
infestados por filoxera, além disso, a resisténcia do porta-enxerto a pérola-da-terra foi
recentemente posta em ddvida (DE CESARO, 2008). O “VR 039-16’ s6 ¢ recomendado para
uso em locais infestados por virus, ja que sua resisténcia em longo prazo a filoxera também é
questionavel (SMITH, 2010).

A partir desses conhecimentos, foram desenvolvidos cruzamentos controlados entre V.
labrusca e V. rotundifolia em um programa de melhoramento de videira da Universidade
Federal do Parana visando a obtencdo de porta-enxertos resistentes as principais pragas e
doencas da videira. A paternidade dos hibridos interespecificos F1 foram confirmadas por
meio de marcadores SSR (Simple Sequence Repeats). Dos cruzamentos reciprocos, 114
genotipos foram identificados como hibridos verdadeiros, obtidos a partir de V. labrusca
(cultivar Isabel) e cultivares de V. rotundifolia (Bountiful, Carlos, Magnolia, Regale e
Roanoke) e V. labrusca (cultivar Bordd) e V. rotundifolia (cultivares Carlos, Magndlia,
Regale e Roanoke) (SCHUCK et al., 2011).

Porém, para que se torne vidvel a avaliagcdo da resisténcia a campo desses materiais
quanto a pérola-da-terra, filoxera, fusariose e algumas espécies de nematoides, é de grande
importancia a obtencdo de clones dos hibridos por propagacéo vegetativa.

A propagacao de hibridos de V. rotundifolia pelo método tradicional de estaquia tem

apresentado limitagdes, pois estacas lignificadas das variedades e hibridos de V. rotundifolia
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tém dificuldade na emissdo de raizes. (GOODE JUNIOR et al., 1982; BOTELHO et al.,
2005), e, além disso, exigem uma grande quantidade de material vegetativo para propagacao,
0 que nem sempre é viavel se tratando de hibridos, constituindo-se, assim, uma grande
barreira para a producdo de mudas em larga escala.

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

Na viticultura, as técnicas de micropropagacdo tornam-se imprescindiveis para a
obtencdo em larga escala de material vegetativo de boa qualidade fitossanitaria (BIASI, 2003;
BIASI; PASSOS; POMMER, 1998a).

Diante do exposto, o objetivo deste trabalho foi estabelecer um protocolo de
multiplicacdo para as matrizes dos porta-enxertos hibridos de videira (V. labrusca x V.

rotundifolia) por micropropagacédo, viabilizando sua rapida propagacao.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 PORTA-ENXERTOS NA VITICULTURA

A partir do século XVIII, com o aumento do intercambio mundial de material
vegetativo, uma praga de raizes, a filoxera (Daktulosphaira vitifoliae Fitch, 1855), foi
introduzida na Europa. Esse inseto provocou enormes danos nas videiras da Europa e de todo
0 mundo, tornando obrigatéria a utilizacdo de porta-enxertos resistentes a essa praga na
maioria das regides viticolas, com raras excecdes (SOUZA, 1996).

A descoberta de que espécies americanas eram resistentes, fez com que os viticultores
passassem a utilizé-las diretamente como porta-enxerto das cultivares de V. vinifera. Neste
mesmo periodo, iniciaram-se os primeiros trabalhos de melhoramento de porta-enxertos,
permitindo o ressurgimento dos vinhedos de V. vinifera. Selecdes de V. riparia, V. rupestris e
V. berlandieri foram as mais utilizadas em hibridagdes. Portanto, resisténcia a filoxera foi o
primeiro critério para selecdo de porta-enxertos para a cultura 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 programas de melhoramento foram desenvolvidos na
Europa, os porta-enxertos mais difundidos foram selecionados principalmente para tolerancia
a solos calcarios, ao déficit hidrico e buscando-se afinidade com as cultivares viniferas
plantadas nos principais paises produtores. No entanto, pela diversidade genética, pode-se
observar diferencas acentuadas entre porta-enxertos quanto a adaptacdo as mais diversas
condigdes de solo e clima (DELAS, 1992).

Tradicionalmente, durante muitos anos, na viticultura do Brasil, principalmente na
regido Sul, foram usados porta-enxertos de alta capacidade de enraizamento e pegamento na
enxertia. Estes porta-enxertos como o ‘101-14’, ‘SO4’, ‘Kobber 5BB’, ‘3309C’ entre outros
sdo 0s mais usados na viticultura mundial e por isso foram usados largamente na viticultura
brasileira. A constatacdo € que estes porta-enxertos, embora bem adaptados as condigdes
climaticas brasileiras, e bem aceitos pelos produtores de uvas (matéria-prima de alta
qualidade) ndo sdo tolerantes aos problemas de solo das condigdes brasileiras, &cidos e com
alto teor de argila, contrarias as condic¢des de solos das principais regides viticolas do mundo
que sdo alcalinos (solo calcério) e arenosos (SCHUCK; ROSIER; DALBO, 2004).
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As espécies de V. rotundifolia tem se mostrado mais adaptadas as condigdes de solo
do Brasil, além de pesquisas ja terem demonstrado que essa espécie possui tolerancia a
algumas doencas e pragas de solo. Porém, o uso de V. rotundifolia diretamente como porta-
enxerto para cultivares de videira ndo tem sido possivel por falta de compatibilidade de
enxertia entre essas espécies (SCHUCK et al., 1993). Entretanto, é possivel a utilizacdo de
hibridos de V. rotundifolia com espécies da se¢do Euvitis, cuja compatibilidade de enxertia ja
tem sido comprovada.

Os primeiros porta-enxertos comerciais tendo em seu parentesco V. rotundifolia foram
os hibridos de V. vinifera x V. rotundifolia, ‘“VR 039-16" ¢ ‘VR 043-43’. Criados por Olmo
em 1948, estes dois porta-enxertos foram langados pelo programa de melhoramento da
Universidade da Califérnia, Davis, e mostraram bons resultados em areas com problemas de
doencas e pragas de solo da videira (WALKER et al., 1991), e sdo atualmente recomendados
pela pesquisa em areas infestadas por pérola-da-terra e Fusarium spp. (SCHUCK et al.,
2007). No entanto, nas areas viticolas da Califoérnia, ‘VR 043-43 ¢ “VRO 39-16’ ndo sdo mais
recomendados para uso como porta-enxertos devido a quebra de resisténcia a filoxera
(SMITH, 2010). No Brasil, recentes observagdes indicam que o ‘VR 043-43° pode definhar e
morrer em poucos anos, dependendo do grau de infestacdo por pérola-da-terra que o local
apresenta (DE CESARO, 2008).

O histérico da viticultura vem mostrando a importancia da diversificacdo de porta-
enxertos, além da necessidade de cultivares porta-enxertos melhoradas. A utilizacdo
generalizada de um unico porta-enxerto para todas as cultivares copa provavelmente ndo
atende as caracteristicas peculiares de cada cultivar, impedindo que a planta manifeste todo
seu potencial produtivo, além de constituir-se em inconveniente problema no caso de
moléstias endémicas (LEAO, 2001).

2.2 MICROPROPAGACAOQ DA VIDEIRA

A partir da cultura de tecidos de plantas € 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 varios fatores como
espeécie, cultivar, tipo de explante, componentes do meio nutritivo, reguladores de crescimento
e ambiente de cultivo (CARVALHO; SILVA; MEDEIRQOS, 2006). A cultura de tecidos tem

sido reconhecida como uma &rea chave da biotecnologia, devido a sua utilizagdo potencial
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para a réapida multiplicacdo clonal e conservagdo de espécies importantes de plantas
(GHEORGHE et al., 2009).

A videira é propagada normalmente por via vegetativa. A micropropagacédo apresenta
vantagens em relacdo a métodos tradicionais de propagacdo vegetativa, dentre os quais se
destacam a rapidez do processo e a possibilidade de obtencdo e manutencdo de plantas
matrizes livres de virus (PEIXOTO; PASQUAL, 1996).

A micropropagacdo da videira é utilizada com diversos objetivos, entre 0s quais a
multiplicacdo répida de plantas, propagacao de novos hibridos e obtencdo de matrizes livres
de patdgenos, tornando-se uma alternativa vidvel para a multiplicacdo de videiras (BIASI;
PASSOS; POMMER, 1998b; DZAZIO; BIASI; ZANETTE, 2002; COLETTO; MARTINS;
GOULART, 2008). Diversos trabalhos tém apontado as técnicas de micropropaga¢do como
alternativa para a rapida propagacao de cultivares da espécie V. rotundifolia e, especialmente,
hibridos de Vitis e Muscadinia (WETZSTEIN; MYERS, 1994).

O desenvolvimento de protocolos de micropropagacdo, embriogénese somaética e
cultura de células em suspensdo representam a possibilidade de superacdo dos entraves
encontrados no atual sistema de propagacdo de videiras, além de fornecerem suporte para o
melhoramento da espécie por meio de técnicas biotecnoldgicas como a hibridacdo somaética e
a transformacdo genética, as quais sdo dependentes de protocolos eficientes de regeneracao de
plantas (CARVALHO et al., 2011).

2.2.1 Fontes de explantes

O tipo de explante exerce forte influéncia nas subsequentes respostas obtidas in vitro,
e dentre os explantes que podem ser utilizados, apices caulinares, gemas axilares e meristemas
isolados sdo os mais indicados na micropropagacao, pois suas celulas possuem determinacéo
para 0 crescimento vegetativo, 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
explantes, tais como segmentos nodais (STAMP; COLBY; MEREDITH, 1990), éapices
caulinares (GOUSSARD, 1981) e meristemas (MEZZETTI et al., 2002). Os apices caulinares
sdo retirados da extremidade apical das brota¢des com cerca de 2 a 4 primordios foliares e 0,5
a 1,5 mm de comprimento (BOTTI; GARAY; REGINATO, 1993; CHEE; POOL, 1982;
GOUSSARD, 1981).
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Os meristemas também s&o retirados da extremidade das brotacfes, mas possuem um
tamanho menor do que os apices, atingindo no méaximo 0,5 mm de comprimento
(TRONCOSO et al., 1988; NOVAK; JUVOVA, 1983). Meristemas menores do que 0,3 mm
dificilmente regeneram novas plantas (KORUZA; JELASKA, 1993).

Também podem ser utilizados segmentos nodais que se constituem de microestacas
com apenas uma gema lateral mais uma pequena porcdo dos tecidos adjacentes do caule e
peciolo, variando de 8 a 25 mm de comprimento (GRIBAUDO; FRONDA, 1991,
MARTINEZ; T1Z10, 1989; MULLINS; NAIR; SAMPET, 1979).

2.2.2 Desinfestacédo

A contaminagdo por microrganismos € um dos principais problemas na
micropropagacédo, podendo chegar inclusive a ser um fator limitante para o estabelecimento e
cultivo in vitro de certos explantes (RIBAS et al., 2002).

Estas contaminagdes causadas por bactérias, fungos e insetos tornam-se um sério
problema devido a competicdo pelos nutrientes, liberacdo de toxinas, modificagdo do meio de
cultura e predacdo, resultando na morte do tecido vegetal. E necessario remover as
contaminagdes com desinfetantes antes do estabelecimento in vitro para que ndo haja perda de
material, principalmente quando as contaminagdes ndo sdo detectadas precocemente. Apds a
escolha do melhor explante, este deve ser desinfestado superficialmente, porque os
microrganismos que crescerem no meio de cultivo irdo competir com o explante pelos
nutrientes (SMITH, 2000).

As substancias mais utilizadas para fazer a desinfestacdo dos explantes sdo 0s
compostos a base de cloro, tais como o hipoclorito de sédio e de célcio, assim como o etanol,
que além da acdo germicida, tem acdo surfactante e facilita a acdo de outros produtos, sendo
utilizado em concentragdes em torno de 70 a 80%, pois concentragdes maiores podem causar
desidratacéo dos tecidos (HIRATA; MANCINI FILHO, 2002).

Além do etanol e hipoclorito de sodio e de calcio, varios esterilizantes podem ser
utilizados como peréxido de hidrogénio, nitrato de prata e cloreto de mercdrio, sendo que o
sucesso da desinfestagcéo vai depender do tipo e idade do explante, concentracdo do agente
desinfestante e do tempo de exposicdo. A superexposicdo do tecido aos agentes
desinfestantes, geralmente, danifica o explante e leva a morte celular (SMITH, 2000).

Para a assepsia de brotacdes de estacas do porta-enxerto de videira ‘420-A’, DZAZIO,
BIASI e ZANETTE (2002) realizaram o tratamento das brotacdes com benomyl (2 g L™Y),
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seguida pela imersdo em solucdo de hipoclorito de sodio (2,5%) mais Tween 20 (0,1%) por 20
minutos e quatro lavagens em agua esterilizada.

MACHADO et al. (2006) utilizaram para o porta-enxerto de videira ‘“VR 043-43 um
tratamento com Benlate® (2 g L™) por 10 minutos, seguido pela imersdo em etanol (70%) por
25 segundos e hipoclorito de sodio (1,5%) mais Tween-20 (0,2%) por 15 minutos e quatro
lavagens em &gua deionizada e esterilizada.

BERND et al. (2007) utilizaram para hibridos de V. labrusca x V. rotundifolia um
processo de imersdo por 20 minutos em solucdo de hipoclorito de sodio a 1% (p/v) e Tween
80 (2 gotas L™). O material foi lavado trés vezes em &gua destilada estéril sob condicdes

assépticas, em camara de fluxo laminar.

2.2.3 Estabelecimento in vitro

A escolha adequada do meio de cultura é um fator relevante para a micropropagacéo,
devido ao importante papel dos componentes minerais no processo de regeneracdo dos
explantes (RAMAGE; WILLIAMS, 2002). Os nutrientes essenciais incluem sais organicos,
fonte de carbono e energia, vitaminas e reguladores de crescimento (GAMBORG; SHYLUK,
1981).

Poucos sdo os trabalhos de micropropagacéo de V. rotundifolia e hibridos encontrados
na literatura e, de uma maneira geral, quase todos os trabalhos apontam, como melhor meio
de cultura para a producdo de brotos, 0 meio MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962), completo
(LEE; WETZSTEIN, 1990; NASR EL-DIN; RIZK; MADKOUR, 1997), com a concentracao
de sais reduzida pela metade (TORREGROSA; BOUQUET, 1995; TORREGROSA; LOPEZ,
1996), ou modificado (SUDASORNO; GOLDY, 1991), exceto um trabalho que indicou o
meio DSD1 (BORGHEZAN et al., 2003).

Para induzir o crescimento dos explantes in vitro, recomenda-se a adigdo de uma
citocinina ao meio de cultura inicial (BOUQUET; TORREGROSA, 2003; MACHADO et al.,
2006). As citocininas sdo utilizadas para estimular a diviséo celular, atuando desta forma na
morfogénese (GEORGE, 1996).

A concentracéo e o tipo de citocinina, para a melhor proliferacéo de brotagdes, podem
variar entre os diferentes gendtipos (DZAZIO; BIASI; ZANETTE, 2002). Contudo, as
concentragdes muito elevadas também sdo prejudiciais, causando a formacéo de brotacdes
anormais e hiperidricas (MACHADO et al., 2006). Os primeiros trabalhos de

micropropagacao de V. rotundifolia utilizavam dosagens altas da citocinina BAP (20 uM e 40
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uM), mas foi observado que essas concentracdes maiores sdo letais (com 65% e 71% de
mortalidade, respectivamente, na variedade ‘Summit’) (LEE; WETZSTEIN, 1990).

Para BERND et al. (2007), o regulador vegetal BAP apresentou os melhores
resultados na producdo de brotos, em concentracGes variaveis e especificas, para cada
variedade ou hibrido em estudo. Ainda os mesmos autores verificaram que o meio GZ,
acrescido de 3 uM de BAP, também foi eficiente na inducdo de brotacbes em porta-enxertos
hibridos de V. labrusca x V. rotundifolia.

NOVAK e JUVOVA (1983) comprovaram que BAP foi a citocinina mais eficiente,
superior a cinetina e a 2-isopenteniladenina (2iP), para estimular o crescimento de meristemas
(0,5 mm) e a proliferacdo de novas brotagcdes em oito clones de videira. A concentracdo de 10
uM de BAP em meio MS estimulou o crescimento de meristemas axilares 20 dias apds o
isolamento, ocasionando a formacdo de mudltiplas brotacGes. Diversos autores também
observaram a superioridade de BAP em relacdo a outras citocininas (BARLASS; SKENE,
1980; GOUSSARD, 1982; GRAY; BENTON, 1991).

CHEE e POOL (1983) trabalhando com 21 gendtipos de videira utilizaram para a fase
de estabelecimento inicial o0 meio de cultura MS com 5 uM de BAP e 0,5 uM de &cido
naftaleno acético (ANA).

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 g L™ de sacarose, 80 mg L™ de adenina, 170 mg L™ de fosfato de
s6dio monobasico e 3 mg L™ de BAP. Os autores também utilizaram este meio para
micropropagar outros 21 gendtipos de videira, reduzindo a concentracdo de BAP para2 mg L
1

Para os cultivares ‘Ribier’, ‘“Thompson Seedless’ e ‘Black Seedless’, BOTTI, GARAY
e REGINATO (1993) isolando apices com 0,5 a 1,5 mm, utilizaram para a fase inicial o0 meio

MS com 3/4 de sua concentracio normal mais 2 mg L™ de BAP.

2.2.4 Multiplicacao

O potencial de multiplicacdo in vitro é elevado, sendo estimado por BOTTI, GARAY
e REGINATO (1993) a obtencdo anual de 2.808.990 brotagdes da cultivar ‘Thompson
Seedless’, 26.494 brotagdes da cultivar ‘Ribier’ e 1.213 da cultivar ‘Black Seedless’ em meio
MS com 2 mg L de BAP, a partir de um explante. HARRIS e STEVENSON (1982)

estabeleceram um protocolo capaz de produzir 12.000 brotagdes em quatro meses, a partir de
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apenas um apice meristematico. Na cultura de &pices fragmentados, BARLASS e SKENE
(1980) estimaram a producdo de aproximadamente 8.000 plantas em quatro meses.
LEWANDOWSKI (1991) obteve cerca de 3.000 plantas de videira ‘Delaware’ por meés,
utilizando um meio MS modificado e reduzindo os intervalos de repicagem, mas ressaltou a
importancia de novos isolamentos anualmente, em combinagdo com uma proliferagéo
limitada de brotagdes, para reduzir o risco da variagdo somaclonal.

Para a multiplicacdo dos explantes de videiras dois métodos sdo sugeridos, um
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 micropropagacdo, pela proliferacdo de gemas axilares com altos niveis de
citocinina no meio de cultura, resultando na formacéo de multiplas brotacdes ndo enraizadas
(BOUQUET; TORREGROSA, 2003; JONA; WEBB, 1978).

As citocininas séo utilizadas para estimular a divisdo celular, atuando desta forma na
morfogénese (GEORGE, 1996). A multiplicacdo de videiras in vitro, com a utilizagdo de
citocininas, foi reportada em diversos trabalhos (DZAZIO; BIASI; ZANETTE, 2002; GRAY;
BENTON, 1991; MEYERSON et al., 1994; MACHADO et al., 2006). Contudo, a
concentracé@o e o tipo de citocinina para a melhor proliferacdo de brotagfes variou entre os
diferentes gendtipos estudados. A citocinina BAP tem sido muito eficaz para promover
multiplicagdo de partes aéreas e indugdo de gemas adventicias em diversas espécies
(GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998). Para hibridos de videira a cinetina teve efeito
positivo na altura das brotagdes (NOVAK; JUVOVA, 1983).

2.2.5 Enraizamento in vitro

Para videiras, cultivares copa e porta-enxerto, a rizogénese in vitro é fortemente
influenciada pelo gendtipo (ROUBELAKIS-ANGELAKIS; ZIVANOVITC, 1991),
enraizando facilmente pelo uso de meio de cultura sem regulador de crescimento ou com
adicdo de auxina (GRAY; FISHER, 1985).

A competéncia para 0 enraizamento de V. rotundifolia e hibridos é muitas vezes
adquirida na etapa precedente de multibrotacdo. TORREGROSA e BOUQUET (1995), em
estudo com diferentes hibridos de V. rotundifolia, observaram que a concentragdo de 4,4 uM
de BAP, que apresentou os melhores indices de multibrotacdo em meio MS/2, reduziu em
70% o posterior enraizamento, quando comparada a concentracdo de 1,1 uM BAP, sendo o

enraizamento completamente inibido na concentracdo de 8,8 uM de BAP. Para LEE e
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WETZSTEIN (1990), com V. rotundifolia ‘Summit’, a reducdo da concentracdo de BAP de
10 M, em meio MS completo, no qual obtiveram o maior numero de brotos apds 16 semanas
em cultivo, para 5 uM de BAP, proporcionou melhor enraizamento, com raizes maiores e
mais ramificadas. Muitos autores obtiveram enraizamento em meio de cultura sem a adigéo de
reguladores vegetais quando a etapa precedente de producdo e elongacdo de brotos foi
satisfatoria, mas a adi¢do de auxinas variadas, em geral, promoveu o aumento da porcentagem
de enraizamento, que ndo atingiu 100% nos trabalhos encontrados na literatura com uvas
muscadineas (LEE; WETZSTEIN, 1990; TORREGROSA; LOPEZ, 1996; NASR EL-DIN;
RI1ZK; MADKOUR, 1997).

BIASI; PASSOS e POMMER (1998a) obtiveram para segmentos nodais do porta-
enxerto ‘Jales’ taxas de enraizamento proximas de 100%, no meio MS/2 sem auxina. Para a
cultivar Cabernet Sauvignon, o melhor enraizamento foi obtido quando se utilizou 0 meio
White sem regulador de crescimento (BARLASS; SKENE, 1980). J4, para algumas
cultivares, a presenca de auxina no meio é importante para 0 bom enraizamento, como no
trabalho de GRAY e KLEIN (1989), que obtiveram 94% de enraizamento da cultivar Orlando
Seedless, utilizando o meio C,D (CHEE; POOL, 1983) com 0,4 uM ANA. GRAY e
BENTON (1991) obtiveram 55% de enraizamento dos brotos de cultivares de V. rotundifolia,
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 explante do porta-enxerto ‘R99’, nos tratamentos com 0,22 uM e 0,44 uM de
ANA, respectivamente. J& 0 porta-enxerto ‘Jales’, em meio MS/2, emitiu 2,8 raizes por
explante (BIASI; PASSOS; POMMER, 1998a).

2.2.6 Enraizamento ex vitro

A inducdo ao enraizamento pode ser realizada in vitro, ou ex vitro, em substratos
porosos (PEDROTTI; VOLTOLINI, 1997). No processo de micropropagagédo o enraizamento
ex vitro é mais vantajoso, pois reduz o tempo para a formagédo das mudas, a mao de obra e o
custo (FEYISSA; WELANDER; NEGASH, 2007).

O enraizamento ex vitro de brotagdes micropropagadas tem sido relatado para
diferentes espécies, por exemplo, Camptotheca acuminata, Rotula aquatica, Wedelia
chinensis e Malus prunifolia (MARTIN, 2003; MARTIN; BENNA,; JOSEPH, 2003; LIU; LI,
2001).
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2.2.7 Aclimatizagéo

A aclimatizacdo é uma fase da micropropagacdo que pode ser critica se ndo permitir
elevada taxa de sobrevivéncia das plantas (LOPES DA SILVA et al., 2007). Na
aclimatizacdo, as plantas sofrem muitos estresses durante a transferéncia das condicGes in
vitro para as condigdes ex vitro. O tipo de substrato, dependendo de suas caracteristicas
fisico-quimicas, entre elas sua capacidade de retencdo de agua, influencia na sobrevivéncia,
crescimento e desenvolvimento das plantas (LOPES DA SILVA et al., 2006). Uma das causas
da baixa sobrevivéncia de plantas na aclimatizacdo deve-se a excessiva perda de agua que
estas sofrem durante o periodo de aclimatiza¢do (SUTTER; LANGHANS, 1982).

BLAZINA et al. (1991) obtiveram 90% de sobrevivéncia de V. vinifera L. ‘Zelen’
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 e uma de vermiculita para aclimatizacdo do hibrido ‘Southern Home’. DZAZIO;
BIASI e ZANETTE (2002) obtiveram para os substratos vermiculita e Plantmax® 95,83% e
87,50% de sobrevivéncia, respectivamente para o porta-enxerto ‘420-A’.

Pode-se constatar a facilidade de aclimatizacdo da videira pelos altos indices de
sobrevivéncia obtidos por vaérios autores (KORUZA; JELASKA, 1993; RAVINDRA,;
THOMAS, 1995; LEWANDOWSKI, 1991; BIASI; PASSOS; POMMER, 1998a).
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3 CAPITULO |

DIFERENTES MEIOS DE CULTURA NA MICROPROPAGAQAO DE PORTA-
ENXERTOS HIBRIDOS DE VIDEIRA Vitis labrusca x Vitis rotundifolia

RESUMO

A escolha adequada do meio de cultura é um fator relevante na micropropagacao devido ao
importante papel dos componentes minerais e organicos no desenvolvimento in vitro dos
explantes. O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito de trés meios de cultura, C,D, MS/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 Magnolia (IM628), Isabel x Regale (IR423), Bordd x
Carlos (BC161) e Bordd x Magndlia (BM573) preestabelecidos in vitro, provenientes do
quarto subcultivo em meio QL suplementado com 5 uM de BAP. Os subcultivos foram
realizados a cada 40 dias. Todas as culturas foram submetidas a luz com fotoperiodo 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 meio C,D prejudicou o
desenvolvimento dos hibridos 1B481 e IM628, formando apenas massa de calos sem
brotacdes nos explantes, sendo retirado dos demais subcultivos para esses hibridos, o meio
QL também proporcionou uma porcentagem de explantes com brotacdo inferior para esses
hibridos. O meio C,D proporcionou a maior formacdo de calos e 0 menor enraizamento 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 resultados para todas as
varidveis analisadas (porcentagem de explantes brotados, numero de folhas, altura das
brotacdes, porcentagem de formacéo de calos e enraizamento) para todos os hibridos testados.
Conclui-se que para o desenvolvimento in vitro dos hibridos de V. labrusca x V. rotundifolia
testados é recomendado o cultivo em meio de cultura MS/2.

Palavras-chave: muscadinia, cultura de tecidos, multiplicacéo.



29

DIFFERENT GROWTH MEDIA DURING MICROPOPAGATION OF GRAPEVINE
HYBRID ROOTSTOCKS Vitis labrusca x Vitis rotundifolia

ABSTRACT

Choosing the proper growth medium is a relevant factor during micropropagation due to the
important role mineral and organic compounds play in the in vitro development of explants.
The aim of this work was to evaluate the effect of three growth media C,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 (I1B481), Isabel x
Magndlia (IM628), Isabel x Regale (IR423), Bordd x Carlos (BC161), and Bord6 x Magnolia
(BM573) pre-established in vitro from four subcultures in QL supplemented with 5 uM of
BAP. Subcultivations were performed every 40 days. All cultures were submitted to light
with photoperiod of 16 hours a day. For the hybrid IR423, only the first subcultivation was
carried out as it developed appropriately only in MS/2. The medium C,D hindered the
development of 1B481 and IM628, only forming mass callus without shoots in the explants,
so it was removed from the other subcultures for these hybrids. QL also provided lower
percentage of explant shoots for these hybrids. The medium C,D provided the highest
percentage of callus formation and the lowest rooting in the first subculture for 1B481, IM628,
and IR423. The hybrids 1C125, 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, percentage of callus
formation, and rooting) with all hybrids tested. Hence, the cultivation in the growth medium
MS/2 is recommended for the development in vitro of hybrids V. labrusca x V. rotundifolia.

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

A micropropagacdo da videira é utilizada com diversos objetivos, entre os quais a
multiplicacdo rapida de plantas, propagacao de novos hibridos e obtencdo de matrizes livres
de patdgenos, tornando-se uma alternativa viavel para a multiplicacdo de videiras (BIASI,
PASSOS; POMMER, 1998a; DZAZIO; BIASI; ZANETTE, 2002; COLETTO; MARTINS;
GOULART, 2008).

Devido a grande variabilidade genética e a maior dificuldade de crescimento e
diferenciacdo in 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 é um fator relevante para a
micropropagacdo, devido ao importante papel dos componentes minerais no processo de
regeneracdo dos explantes (RAMAGE; WILLIAMS, 2002).

Os meios nutritivos utilizados na micropropagagdo fornecem substancias essenciais
para o crescimento dos tecidos e controlam, em grande parte, o padrdo de desenvolvimento in
vitro (CALDAS; HARIDASAN; FERREIRA, 1998). Os nutrientes essenciais incluem sais
organicos, fonte de carbono e energia, vitaminas e reguladores de crescimento (GAMBORG,;
SHYLUK, 1981).

De forma geral, a maioria dos trabalhos, apontam como melhor meio de cultura para a
videira, o0 meio MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962) completo, ou com metade da
concentracdo de sais. Outros meios de cultura também sdo utilizados, como o C,D (CHEE;
POOL, 1983), e 0 QL (QUOIRIN; LEPOIVRE, 1977).

O objetivo deste trabalho foi avaliar diferentes meios de cultura para o melhor
desenvolvimento de brotagdes cultivadas in vitro a partir de gema axilar de segmentos nodais

de porta-enxertos hibridos de videira V. labrusca x V. rotundifolia.
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3.2 MATERIAL E METODOS

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

3.2.1 Condigdes de cultivo in vitro

Todas as culturas in vitro foram mantidas em sala de crescimento, sob luz fluorescente
branca fria com densidade de fluxo de fotons de 20 pmol m™ s, fotoperiodo de 16 h e
temperatura de 25 £ 2°C. Todos 0s meios de cultura tiveram o pH ajustado para 5,8 e foram

esterilizados em autoclave durante 20 min a 120 °C.

3.2.2 Estabelecimento in vitro

Os explantes utilizados, para iniciar as culturas in vitro, foram segmentos nodais
coletados de plantas matrizes de porta-enxertos hibridos de videira V. labrusca x V.
rotundifolia, provenientes dos cruzamentos das seguintes cultivares: Isabel x Carlos, Isabel x
Bountiful, Isabel x Magnolia, Isabel x Regale, Bordd x Carlos e Bord6 x Magndlia (SCHUCK
et al., 2011) mantidas em vasos contendo solo com substrato em casa de vegetacdo. Para a
desinfestacdo, os explantes foram imersos em etanol (70%) por 25 segundos e hipoclorito de
sodio (1,5%) mais Tween-20 (0,2%), por 15 minutos e quatro lavagens em &gua deionizada e
esterilizada. ApOs a assepsia, as brotacdes foram seccionadas em segmentos nodais de
aproximadamente 1,0 cm de comprimento, com uma gema axilar e sem folha.

Os segmentos nodais foram isolados individualmente em frascos, tampados com papel
aluminio, contendo 10 mL de meio de cultura QL, suplementado com 0,5 uM de BAPe 6 g L
! de 4gar (Vetec®).

3.2.3 Efeito de diferentes meios de cultura na micropropagacao das brotacoes

Os segmentos nodais obtidos a partir do quarto subcultivo em meio de cultura QL,
suplementado com 0,5 pM de BAP ¢ 6 g L™ de 4gar (Vetec®) foram padronizados com 0,5
cm de comprimento e uma folha, foram cultivados em diferentes meios de cultura: MS/2 (MS
com a metade da concentracédo de sais), QL e C,D, suplementados com as vitaminas do meio

MS, 100 mg L™ de mio-inositol, 30 g L™ de sacarose, e 6 g L™ de agar (Vetec®), isentos de
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reguladores vegetais. Foram utilizados tubos de ensaio, contendo 10 mL de meio de cultura,
tampados com aluminio.

As avaliacdes foram realizadas a cada 40 dias de cultivo, em um total de trés. Apos
cada avaliacdo os segmentos nodais foram reinoculados em um novo meio de cultura com a
mesma composi¢cdo do anterior. As variaveis analisadas foram porcentagem de explantes
brotados, altura das brotagdes (cm), nimero de folhas por explante, porcentagem de explantes
enraizados e porcentagem de explantes com formacéo de calo.

Para os hibridos Isabel x Bountiful e Isabel x Magndlia o meio de cultura C,D foi
retirado apds o primeiro subcultivo, pois ndo desenvolveu explantes suficientes para a
continuidade dos subcultivos. Para o hibrido Isabel x Regale foi realizada avaliagdo apenas do
primeiro subcultivo, pois apenas 0 meio de cultura MS/2 obteve explantes suficientes para a

continuidade dos subcultivos.

3.2.4 Andlise estatistica e delineamento experimental

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado em esquema de parcela
subdividida (parcela = meios de cultura; subparcela = subcultivos) em um total de trés
subcultivos com quatro repetices e 10 explantes por unidade experimental para cada hibrido
testado. Os dados foram submetidos a analise de variancia e as médias comparadas pelo teste
de Tukey a 5% de probabilidade. As analises estatisticas foram realizadas utilizando-se o
programa ASSISTAT versdo 7.6 (SILVA; AZEVEDO, 2009).

3.2.5 Identificacdo dos hibridos
Para organizacdo e manuseio dos hibridos em laboratério e casa de vegetacdo, foram

estabelecidos os seguintes codigos para a identificacdo dos cruzamentos:

e |sabel x Carlos = IC125

e |sabel x Bountiful = 1B481

e Isabel x Magnolia = IM628

e Isabel x Regale = IR423

e Bordo x Carlos = BC161

e Bordd x Magndlia = BM573
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3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.3.1 Estabelecimento in vitro
O tratamento de desinfestacdo utilizado foi eficiente para o estabelecimento dos
segmentos nodais dos hibridos de videira V. labrusca x V. rotundifolia, proporcionando uma

taxa de 95% dos explantes assepticos e com inducdo de brotagdes.

3.3.2 Diferentes meios de cultura na micropropagacao das brotacoes

De acordo com os resultados observados, os meios de cultura comparados para a
micropropagacdo dos hibridos de videira V. labrusca x V. rotundifolia demonstraram efeito
significativo para todas as variaveis analisadas, evidenciando que a composicdo do meio de
cultura influencia a morfogénese in vitro, uma vez que ocorreram diferentes respostas no
desenvolvimento das brotacdes.

Com relacdo a porcentagem de explantes brotados os meios C,D e QL obtiveram
melhores resultados para o hibrido IC125 no primeiro (71,67 e 81,51 % respectivamente) e
terceiro (100 e 86,95% respectivamente) subcultivos, porém no segundo subcultivo o meio
MS/2 proporcionou a maior porcentagem de brotacbes (97,5 %) (Tabela 1). Para os hibridos
IB481 e IM628, 0s meios MS/2 e QL proporcionaram os melhores resultados, aumentando a
porcentagem de brotagdes ao longo dos subcultivos, chegando a 100% de explantes brotados
no terceiro subcultivo (Tabela 1).

No primeiro subcultivo 0 meio C,D obteve a menor porcentagem de brotacdes para 0s
hibridos 1B481, 1IM628 e IR423 (10; 10 e 8,75% respectivamente), devido a formacdo de
massa de calos sem brotagdes nos explantes, sendo retirado dos demais subcultivos. O meio
QL também apresentou alta formacéo de calos para esses hibridos no primeiro subcultivo,
porém, gerou brotacdes suficientes para os subcultivos subsequentes, exceto para o hibrido
IR423, o qual se desenvolveu satisfatoriamente apenas no meio MS/2 (Tabela 1, Figura 1, 3 e
4). Para os hibrido BC161 e BM573 0 meio QL mostrou-se superior aos demais nos trés
subcultivos, porém ndo houve grandes diferencas entre os trés meios testados, apenas no
segundo subcultivo onde o meio C,D apresentou a menor porcentagem de explantes brotados
(38%) (Tabela 2).

Quanto a altura das brotacfes os trés meios de cultura testados ndo apresentaram
diferenca significativa no primeiro e segundo subcultivos para o hibrido 1C125. No entanto,

no terceiro subcultivo o meio MS/2 mostrou-se superior aos demais, com brotacoes de 4,6 cm
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em média, para 0 IM628 0 MS/2 também obteve melhores resultados no terceiro subcultivo
(5,87 cm) (Tabela 3).

TABELA 1 - Porcentagem de explantes brotados de hibridos de videira V. labrusca (cultivar
Isabel) x V. rotundifolia (cultivares Carlos, Bountiful, Magnolia e Regale) submetidos a
diferentes meios de cultura ao longo de trés subcultivos.

Explantes brotados (%)

Meio de cultura  Primeiro subcultivo'  Segundo subcultivo®  Terceiro subcultivo®
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 (1B481)
C.D 10,00 £ 8,2 - -
MS/2 63,06 + 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 1B481, os meios MS/2 e QL ndo mostraram diferenca significativa no
primeiro e terceiro subcultivo, apenas no segundo subcultivo o meio MS/2 mostrou-se inferior
com brotac6es de 2,59 cm, para o IR423 foi realizado apenas o primeiro subcultivo, no qual
0s meios MS/2 e QL foram superiores ao C,D, sem diferenca entre si (Tabela 3). Para o
hibrido BC161 ndo houve efeito dos tratamentos, apenas dos subcultivos, aumentando a altura
das brotagdes ao longo dos subcultivos. Para 0 BM573 o meio QL obteve os melhores
resultados no primeiro e terceiro subcultivo, com brotacdes 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 — Porcentagem de explantes com brotacdo de hibridos de videira V. labrusca
(cultivar Bordd) x V. rotundifolia (cultivares Carlos e Magnélia) submetidos a diferentes

meios de cultura ao longo de trés subcultivos.

Explantes brotados (%)

Meio de cultura  Primeiro subcultivo' ~ Segundo subcultivo®  Terceiro subcultivo®

Bordé 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 Magnélia (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 brotacdes ao longo dos subcultivos para todos os
hibridos testados, o que pode ser atribuido a perda do efeito residual da citocinina BAP
utilizada nos cultivos iniciais, onde as brotagdes foram multiplicadas utilizando-se 5,0 uM de
BAP em quatro subcultivos consecutivos. Segundo KRUL e MOWBRAY (1984), a
concentracdo utilizada de citocinina no cultivo inicial é suficiente para permitir o crescimento
das brotacBes nos meios de cultura isentos de regulador de crescimento, nos subcultivos
posteriores, logo, o maior crescimento dos explantes na auséncia de BAP pode ser atribuido
ao efeito desse regulador na morfogénese in vitro, pois BAP aumenta a taxa de multiplicagéo
dos explantes, porém reduz o crescimento das brotagdes (PEIXOTO; PASQUAL, 1996).

Com relagdo ao numero de folhas por explante, os meios de cultura testados
igualaram-se ao longo dos subcultivos para os hibridos IC125 e 1B481, porém para o hibrido
IM628 0 meio de cultura MS/2 mostrou-se superior ao QL, proporcionando brotagcdes com
5,83 folhas em média no terceiro subcultivo, 0 meio MS/2 também obteve o melhor resultado
para o IR423 com 2,75 folhas por explante em média (Tabela 5).

Para 0 BC161 ndo houve diferenca entre os tratamentos no primeiro subcultivo, no
segundo subcultivo 0 meio QL se mostrou superior aos demais com 4,45 folhas por explante
em média, porém no terceiro subcultivo obteve resultados semelhantes ao C,D com 5,43 e
4,47 folhas por explante em média respectivamente (Tabela 6). Para 0 BM573 0 meio QL
obteve melhores resultados no primeiro e segundo subcultivo (4,21 e 4,37 folhas por explante



36

em média respectivamente), porem no terceiro subcultivo o meio QL apresentou resultados
semelhantes ao MS/2 (5,98 e 5,59 folhas por explante em média respectivamente) sem
diferenca entre si (Tabela 6).

TABELA 3 — Altura (cm) das brotagdes de hibridos de videira V. labrusca (cultivar Isabel) x
V. rotundifolia (cultivares Carlos, Bountiful, Magnoélia e Regale) submetidos a diferentes
meios de cultura ao longo de trés subcultivos.

Altura das brotacdes (cm)

Meio de cultura  Primeiro subcultivo' ~ Segundo subcultivo' ~ Terceiro subcultivo®
Isabel x Carlos (1C125)

C.D 2,03 aB 2,59 aB 3,43 bA
MS/2 2,20 aB 2,80 aB 4,60 aA
QL 1,80 aB 3,16 aB 3,77 bA
C.V. (%) Parcela = 13,55 Subparcela = 11,60
Isabel x Bountiful (1B481)
C.D - - -
MS/2 0,97 aC 2,59 bB 3,86 aA
QL 1,47 aB 3,76 aA 3,81 aA
C.V. (%) Parcela = 16,88 Subparcela = 15,62
Isabel x Magnolia (IM628)
C.D - - -
MS/2 2,47 ns 4,37 ns 5,87 a
QL 1,80 ns 3,52 ns 4,13b
C.V. (%) 34,45 17,94 10,68
Isabel x Regale (IR423)
C.D 0,92b - -
MS/2 2,50 a - -
QL 2,65a - ]
C.V. (%) 39,48

As médias seguidas pela mesma letra minuscula na coluna e maiuscula na linha ndo diferem estatisticamente entre si. Foi
aplicado o Teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade. ns = ndo significativo.
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TABELA 4 — Altura (cm) das brotacGes de hibridos de videira V. labrusca (cultivar Bordd) x
V. rotundifolia (cultivares Carlos e Magndlia) submetidos a diferentes meios de cultura ao

longo de trés subcultivos.

Altura das brotacbes (cm)

Meio de cultura ~ Primeiro subcultivo ~ Segundo subcultivo ~ Terceiro subcultivo

Bordé x Carlos (BC161) "™
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 1,77 ab 2,40 ns 3,40 b
MS/2 1,32 b 2,14 ns 3,74 ab
QL 2,63a 2,83 ns 4,13 a
C.V. (%) 24,73 27,74 9,03

As médias seguidas pela mesma letra minuscula na coluna e maitscula na linha ndo diferem estatisticamente entre si. Foi
aplicado o Teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade. ns = ndo significativo.

Para a propagacao in vitro de videira por segmentos nodais, 0 namero de folhas € uma
importante variavel, pois, cada unidade de folha representa um segmento nodal que deve
conter uma gema axilar para permitir a propagacdo em larga escala (CLAUMANN et al.,
2004).

Os resultados demonstram o elevado potencial de multiplicagdo in vitro da videira,
como foi constatado também por outros autores: BOTTI, GARAY e REGINATO (1993)
estimaram a obtencdo anual de 2.808.990 brotacBes da cultivar Thompson Seedless, 26.494
brotagdes da cultivar Ribier e 1.213 da cultivar Black Seedless em meio MS com 2 mgL™ de
BAP, a partir de um explante. HARRIS e STEVENSON (1982) estabeleceram um protocolo
capaz de produzir 12.000 brotacbes em quatro meses, a partir de apenas um apice
meristematico. Na cultura de apices fragmentados, BARLASS e SKENE (1980) estimaram a
producdo de aproximadamente 8.000 plantas em quatro meses. LEWANDOWSKI (1991)
obteve cerca de 3.000 plantas de videira ‘Delaware’ por més, utilizando um meio MS

modificado e reduzindo os intervalos de repicagem,
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TABELA 5 — Numero médio de folhas por explante de hibridos de videira V. labrusca
(cultivar lIsabel) x V. rotundifolia (cultivares Carlos, Bountiful, Magnolia e Regale)

submetidos a diferentes meios de cultura ao longo de trés subcultivos.

Numero de folhas por explante

Meio de cultura  Primeiro subcultivo’  Segundo subcultivo® ~ Terceiro subcultivo®
Isabel x Carlos (IC125)

C.D 2,94 bB 2,49 bB 4,25 aA
MS/2 2,56 bC 4,66 aA 3,57 aB
QL 3,83 aB 4,72 aA 4,15 aAB
C.V. (%) Parcela = 14,44 Subparcela = 12,73
Isabel x Bountiful (1B481)
C.D - - -
MS/2 2,63aC 3,81 bB 4,76 aA
QL 2,19aC 5,48 aA 4,80 aB
C.V. (%) Parcela = 10,24 Subparcela = 7,98
Isabel x Magnolia (IM628)
C.D - - -
MS/2 3,20 aC 4,64 aB 5,83 aA
QL 1,82 bB 4,54 aA 5,11 bA
C.V. (%) Parcela = 5,57 Subparcela = 10,39
Isabel x Regale (IR423)
C.D 1,20 b - -
MS/2 2,75a - -
QL 1,73 b - -
C.V. (%) 23,36

As médias seguidas pela mesma letra minuscula na coluna e maiuscula na linha ndo diferem estatisticamente entre si. Foi
aplicado o Teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

Os cruzamentos com Isabel apresentaram maior formacdo de calos em relacdo aos
cruzamentos com Bordd (Tabelas 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 cultura C,D mostrou-se
prejudicial para o desenvolvimento das brotacGes dos hibridos 1B481, IM628, e IR423
formando calos em aproximadamente 100% dos explantes e sem formar brotacdes, sendo

retirado assim dos demais subcultivos. O meio de cultura QL também apresentou 100% de
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explantes com calos para esses hibridos, porém, com formacéo de brotacGes, exceto para 0
hibrido IR423, onde 0 meio QL também prejudicou o desenvolvimento dos explantes. (Tabela
7, Figuras 1, 3 e 4). Para os hibridos 1C125, BC161 e BM573 a formacdo de calos nos
explantes foi menor e ndo demonstrou efeito prejudicial no desenvolvimento das brotacdes
(Tabelas 7 e 8, Figuras 2, 5 e 6).

TABELA 6 — Numero médio de folhas por explante de hibridos de videira V. labrusca
(cultivar Bord6) x V. rotundifolia (cultivares Carlos e Magnolia) submetidos a diferentes

meios de cultura ao longo de trés subcultivos.

NUmero de folhas por explante

Meio de cultura  Primeiro subcultivo' Segundo subcultivo' Terceiro subcultivo®

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 Subparcela = 17,31
Bordd x Magnélia (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 Subparcela = 17,06

As médias seguidas pela mesma letra minuscula na coluna e maitscula na linha ndo diferem estatisticamente entre si. Foi
aplicado o Teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

A porcentagem de explantes enraizados aumentou ao longo dos subcultivos, 0s
hibridos 1C125, BC161 e BM573 demonstraram nao ter problemas de enraizamento em todos
0s meios de cultura testados (Tabelas 9 e 10). Os hibridos 1B481, IM628 e IR423 mostraram
diferengas significativas no enraizamento no primeiro subcultivo, onde o meio de cultura
MS/2 foi superior aos outros, chegando a 81,25, 90 e 92,5% respectivamente (Tabela 9). Na
micropropagacao de videiras geralmente séo utilizadas concentragcOes reduzidas a 3/4, 1/2 e
1/4 do meio basico de MS, principalmente na fase de enraizamento das brotagdes
(CICCOTTI, 1982; HARRIS; STEVENSON, 1982; BOTTI; GARAY; REGINATO, 1993).
De acordo com DZAZIO; BIASI e ZANETTE (2002), para o porta enxerto de videira ‘420-A’
0 meio MS/2 foi o que apresentou maior indice de enraizamento chegando a 97,5% em 30

dias.
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TABELA 7 — Porcentagem de explantes com calo de hibridos de videira V. labrusca (cultivar
Isabel) x V. rotundifolia (cultivares Carlos, Bountiful, Magnolia e Regale) submetidos a

diferentes meios de cultura ao longo de trés subcultivos.

Calos (%)
Meio de cultura  Primeiro subcultivo’  Segundo subcultivo® ~ Terceiro subcultivo®
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+55 0,00+£0,0 12,75+ 49
Isabel x Bountiful (1B481)
C.D 100,00 £ 0,0 - -
MS/2 16,25 + 14,3 250+£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 C,D foi prejudicial para o enraizamento dos hibridos 1B481 e IM628
chegando a apenas 5,00 e 7,50% respectivamente (Tabela 9), este meio de cultura possui a
maior concentracdo de ion amonio na sua composic¢do (20,61 mM), quando comparado aos
demais meios de cultura testados (Anexo 2). Em algumas plantas a presenca do ion aménio
favorece o crescimento de raizes, enquanto para outras pode ser inibitério (GEORGE, 1996).
Contudo, a presenca do ion NH;" nos meios de cultura ndo inibiu o enraizamento das
brotacdes, mas as quantidades mais elevadas no meio de cultura C,D podem ter influenciado
nos resultados obtidos.

Esse resultado é semelhante ao encontrado por MACHADO et al. (2007), em que o
meio de cultura C,D proporcionou a menor porcentagem de enraizamento para 0 porta-

enxerto ‘VR-043-43" em relagdo aos outros meios de cultura testados. Apesar disso, a partir
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dos resultados obtidos neste estudo foi possivel observar a facilidade de enraizamento in vitro
dos hibridos testados, diferente do observado em outros cultivares de videira como o
‘Southern Home’, onde foi obtido apenas 43% de brotacGes enraizadas em meio de cultura
sem auxina (COMPTON; GRAY, 1994).

TABELA 8 — Porcentagem de explantes com calo de hibridos de videira V. labrusca (cultivar
Bordd) x V. rotundifolia (cultivares Carlos e Magnolia) submetidos a diferentes meios de

cultura ao longo de trés subcultivos.

Calos (%)
Meio de cultura  Primeiro subcultivo' Segundo subcultivo' Terceiro subcultivo®
Bordd x Carlos (BC161)
C.D 250£5,0 0,00£0,0 0,00£0,0
MS/2 250£5,0 0,00£0,0 0,00£0,0
QL 0,00£0,0 0,00£0,0 0,00£0,0
Bordd x Magnélia (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 observados demonstram que, em geral, 0s meios MS/2 e QL obtiveram
melhores resultados para as variaveis analisadas, esses resultados sdo semelhantes aos obtidos
por DZAZIO, BIASI E ZANETTE (2002) em que meios mais concentrados como o MS,
apresentaram resultados inferiores para comprimento da brotacdo principal, nimero de folhas
do explante e porcentagem de gemas axilares brotadas, para o porta-enxerto de videira ‘420-
A’, indicando que, para esta fase, menores concentracbes de sais sdo requeridas,
demonstrando que meios mais diluidos como o MS/2 podem ser mais eficientes para o
desenvolvimento das brotacOes nas fases de alongamento e multiplicacdo. O meio MS/2
também mostrou-se superior para a micropropagacdo do porta enxerto de videira ‘Jales’,
apresentando maior numero de folhas por explante (3,91) e maior altura de brotagdes (2,11
cm) em comparagao com 0s outros meios de cultura testados (BIASI; PASSOS; POMMER,
1998b). J& 0 meio QL possui a maior quantidade do ion fosfato em sua composicao (2,00

mM) (Anexo 2), quando comparado aos outros meios de cultura testados, o balanco de
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fosforo no meio de cultura importante para o crescimento (LEE; DEFOSSARD, 1977) e
morfogénese do explante (RAMAGE; WILLIAMS, 2002).

TABELA 9 — Porcentagem de explantes enraizados de hibridos de videira V. labrusca
(cultivar Isabel) x V. rotundifolia (cultivares Carlos, Bountiful, Magnolia e Regale)
submetidos a diferentes meios de cultura ao longo de trés subcultivos.

Enraizamento (%)

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

C.D 93,00 + 8,7 87,50 £ 9,6 100,00 £ 0,0
MS/2 87,00+ 125 100,00 £ 0,0 100,00 £ 0,0
QL 91,25+6,1 100,00 +0,0 100,00 + 0,0
Isabel x Bountiful (1B481)
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 750+5,0 - -
MS/2 90,00 + 8,2 97,00 £ 6,0 100,00 £ 0,0
QL 38,00+ 16,4 87,718 £ 9,6 100,00 £ 0,0
Isabel x Regale (IR423)
C.D 68,00 + 6,3 - -
MS/2 92,50+ 9,6 - -
QL 4350+ 9,4 - -

'Dados originais
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TABELA 10 — Porcentagem de explantes enraizados de hibridos de videira V. labrusca
(cultivar Bordd) x V. rotundifolia (cultivares Carlos e Magnolia) submetidos a diferentes

meios de cultura ao longo de trés subcultivos.

Enraizamento (%)

Meio de cultura  Primeiro subcultivo® Segundo subcultivo®  Terceiro subcultivo®

Bordé x Carlos (BC161)
C.D 93,75+ 12,5 97,50 £5,0 100,00 £ 0,0
MS/2 100,00 £ 0,0 97,50 £ 5,0 100,00 £ 0,0
QL 87,50 +5,0 88,75+ 9,0 100,00 £ 0,0
Bordd x Magnélia (BM573)
C.D 90,75+ 11,9 77,00 £ 10,2 86,00 + 4,0
MS/2 92,50 + 9,6 95,00 £5,8 100,00 £ 0,0
QL 93,00 £5,0 100,00 £ 0,0 97,50+5,0

!Dados originais.

Isabel x Regale (IR423)

FIGURA 1 — Brotac6es do hibrido de videira V. labrusca (cultivar Isabel) x V. rotundifolia

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

/L
. \ @

FIGURA 2 — Brotacdes do hibrido de videira V. labrusca (cultivar Isabel) x V. rotundifolia

(cultivar Carlos) em diferentes meios de cultura. (A) Primeiro subcultivo, (B), segundo

subcultivo, (C) terceiro subcultivo. Barra = 1cm.
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Isabel x Bountiful (1B481)

MS/2

FIGURA 3 — Brotacdes do hibrido de videira V. labrusca (cultivar Isabel) x V. 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 Magndlia (IM628)

FIGURA 4 — Brotacdes do hibrido de videira V. labrusca (cultivar Isabel) x V. rotundifolia
(cultivar Magnélia) em diferentes meios de cultura. (A) Primeiro subcultivo, (B), segundo

subcultivo, (C) terceiro subcultivo. Barra = 1cm.
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Bord6 x Carlos (BC161)

C2D MS/2 QL

C2D MS/2 QL

FIGURA 5 — Brotagdes do hibrido de videira V. labrusca (cultivar Bordd) x V. rotundifolia
(cultivar Carlos) em diferentes meios de cultura. (A) Primeiro subcultivo, (B), segundo

subcultivo, (C) terceiro subcultivo. Barra = 1cm.
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Bordd x Magndlia (BM573)
A
3 L 3 i L4
9% c2D
B
C2D
C
SlLL C2D MS/2 QL

FIGURA 6 — Brotagdes do hibrido de videira V. labrusca (cultivar Bordd) x V. 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 C,D prejudica o desenvolvimento in vitro dos hibridos 1B481 e
IM628. Os meios C,D e QL prejudicam o desenvolvimento in vitro do hibrido IR423.

O meio MS/2 é adequado para o cultivo in vitro dos hibridos de V. labrusca x V.
rotundifolia testados.
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4 CAPITULO Il

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

RESUMO

O sucesso da micropropagacdo ¢ dependente da escolha adequada dos reguladores vegetais
gue controlam a morfogénese in vitro. O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito de
diferentes concentracfes de 6-benzilaminopurina (BAP), 0,0; 1,0; 2,5 e 5,0 uM, em trés
subcultivos de hibridos de videira provenientes de segmentos nodais. Os hibridos utilizados
foram: Isabel x Carlos (IC125), Isabel x Bountiful (1B481), Isabel x Magndlia (IM628),
Bordd x Carlos (BC161) e Bordd x Magnolia (BM573) preestabelecidos in vitro, provenientes
do sétimo subcultivo em meio MS/2 isento de reguladores vegetais. Os subcultivos foram
realizados a cada 40 dias. Todas as culturas foram submetidas a luz com fotoperiodo de 16
horas por dia. As variaveis analisadas mostraram comportamento semelhante para todos os
hibridos testados, sendo que a concentracdo de 5,0 uM de BAP promoveu o maior nimero de
brotacdes que aumentaram também ao longo dos subcultivos, e maior nimero de folhas, mas
com reducdo na altura das brotacGes ao longo dos subcultivos. O enraizamento diminuiu e a
formacédo de calos aumentou gradualmente com o aumento da concentracdo de BAP. Conclui-
se que para a multiplicacdo in vitro dos hibridos V. labrusca x V. rotundifolia é recomandado
0 cultivo em meio de cultura MS/2 suplementado com 5,0 uM de BAP.

Palavras-chave: muscadinia, citocinina, multiplicacéo.
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DIFFERENT BA CONCENTRATIONS DURING MICROPOPAGATION OF
GRAPEVINE HYBRID ROOTSTOCKS Vitis labrusca x Vitis rotundifolia

ABSTRACT

Micropropagation success depends on the proper choice of plant growth regulators that
control in vitro morphogenesis. The aim of this work was to evaluate the effect of different
concentrations of 6-benzylaminopurine (BAP), 0.0; 1.0; 2.5 and 5.0 uM, in three subcultures
of grapevine hybrids from nodal segments. Hybrids used were: Isabel x Carlos (1C125), Isabel
x Bountiful (1B481), Isabel x Magnolia (IM628), Bordd x Carlos (BC161), and Bordd x
Magnolia (BM573) pre-established in vitro from the seventh subculture 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. 5.0 uM 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 increasing BAP concentration. In conclusion, for
multiplying the hybrids V. labrusca x V. rotundifolia in vitro the cultivation in medium MS/2
supplemented with 5.0 uM of BAP is recommended.

Key words: muscadine, cytokinin, multiplication.
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4.1 INTRODUCAO

A videira é propagada normalmente por via vegetativa. A micropropagacdo apresenta
vantagens em relacdo aos métodos tradicionais de propagacédo, dentre as quais se destacam a
rapidez do processo e a possibilidade de obtencdo e manutencgéo de plantas matrizes livres de
virus (PEIXOTO; PASQUAL, 1996).

Para a multiplicacdo dos explantes de videiras dois métodos sdo sugeridos, um €
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 micropropagacdo, pela proliferacdo de gemas axilares com altos niveis de
citocinina no meio de cultura, resultando na formacdo de maultiplas brotagdes ndo enraizadas
(BOUQUET; TORREGROSA, 2003; JONA; WEBB, 1978).

As citocininas s@o utilizadas para estimular a divisdo celular, atuando desta forma na
morfogénese (GEORGE, 1996). A concentracdo e o tipo de citocinina, para a melhor
proliferacdo de brotacbes, podem variar entre os diferentes gendtipos (DZAZIO; BIASI;
ZANETTE, 2002), sendo a 6-benzilaminopurina (BAP) a mais utilizada e a mais efetiva para
um grande nimero de cultivares (BIASI; PASSOS; POMMER, 1998a; NOVAK; JUVOVA,
1983; GRAY; BENTON, 1991).

Para NOVAK e JUVOVA (1983), a citocinina BAP mostrou-se mais eficiente em
comparag¢do com a cinetina e a 2-isopenteniladenina (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 regulador vegetal BAP apresentou os melhores
resultados na producdo de brotos, em concentracGes variaveis e especificas, para cada
variedade ou hibrido de videira (V. labrusca x V. rotundifolia) em estudo.

O objetivo deste trabalho foi avaliar diferentes concentragdes da citocinina BAP para o
melhor desenvolvimento das brotacGes cultivadas in vitro a partir da gema axilar de

segmentos nodais dos porta-enxertos hibridos de videira V. labrusca x V. rotundifolia.
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4.2 MATERIAL E METODOS

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

4.2.1 Condigdes de cultivo in vitro

Todas as culturas in vitro foram mantidas em sala de crescimento, sob luz fluorescente
branca fria com densidade de fluxo de fotons de 20 pmol m™ s, fotoperiodo de 16 h e
temperatura de 25 £ 2°C. Todos os meios de cultura tiveram o pH ajustado para 5,8 e foram

esterilizados em autoclave durante 20 min a 120 °C.

4.2.2 Diferentes concentragcbes de 6-benzilaminopurina (BAP) na micropropagacdo das
brotacdes

Segmentos nodais obtidos do sétimo subcultivo em meio de cultura QL, isento de
reguladores vegetais, suplementado com 6 g L™ de &gar (Vetec®), dos hibridos Isabel x
Carlos, Isabel x Bountiful, Isabel x Magnélia, Bordd x Carlos e Bordd x Magnélia (SCHUCK
et al., 2011), padronizadas com 0,5 cm de comprimento e uma folha, foram cultivados em
meio de cultura MS/2, suplementado com as vitaminas do meio MS, 100 mg L™ de mio-
inositol, 30 g L™ de sacarose, e 6 g L™ de 4gar (Vetec®). Os tratamentos consistiram de
diferentes concentracdes de BAP (0; 1,0; 2,5 e 5,0 uM) em trés subcultivos. Foram utilizados
tubos de ensaio, contendo 10 mL de meio de cultura, tampados com aluminio.

As avaliacdes foram realizadas a cada 40 dias de cultivo, em um total de trés, apos
cada avaliagdo as brotagdes foram seccionadas em segmentos nodais e reinoculados em meio
de cultura com a mesma concentracdo de BAP do anterior. As varidveis analisadas foram
altura das brotac@es (cm), nimero de folhas, nimero de brota¢fes por explante, porcentagem

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

4.2.3 Andlise estatistica e delineamento experimental
O delineamento experimental foi inteiramente casualizado em esquema de parcela
subdividida (parcela = concentra¢des de BAP; subparcela = subcultivos) em um total de trés

subcultivos com quatro repeticdes e 10 explantes por unidade experimental para cada hibrido
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testado. Os dados foram submetidos & analise de variancia e anélise de regressdo. As analises
estatisticas foram realizadas utilizando-se o programa ASSISTAT versdo 7.6 (SILVA,
AZEVEDO, 2009).

4.2.4 ldentificacdo dos hibridos
Para organizacdo e manuseio dos hibridos em laboratério e casa de vegetagdo, foram

estabelecidos os seguintes codigos para a identificacdo dos cruzamentos:

e |sabel x Carlos = IC125

e Isabel x Bountiful = 1B481

e Isabel x Magndlia = IM628

e Bordd x Carlos = BC161

e Bord6 x Magndlia = BM573



58

4.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Observa-se nas Figuras 7 e 8 que o numero de brotacfes por explante aumentou ao
longo dos subcultivos, a concentragdo mais alta de BAP (5,0 uM) proporcionou 0 maior
numero de brotacGes para todos os hibridos testados, chegando a 3,1 brotacdes para o hibrido
IC125 (Figura 7D), 3,3 para o 1B481 (Figura 7E), 2,67 para 0 BC161 (Figura 8C) e 3,83 para
0 BM573 (Figura 8D) no terceiro subcultivo e 1,9 para o IM628, no segundo subcultivo
(Figura 7F), esse resultado é esperado, devido ao efeito das citocininas na morfogénese in
vitro, que estimula as brotacGes laterais, diminuindo o crescimento apical.

Esses resultados sdo semelhantes aos obtidos por AYUB et al. (2009), que observaram
para a cultivar Bordd que o maior de nimero de brota¢des por microestaca foram obtidos no
meio MS/2 com 5 uM de BAP. Para TORREGROSA e BOUQUET (1995), o meio de cultura
MS/2, suplementado com 4,4 uM de BAP, promoveu alto nlimero de brotagdes por explantes,
para os hibridos de Vitis x Muscadinia. Ja COLETTO et al. (2008) observaram, na mi-
cropropagacdo do porta-enxerto ‘Paulsen 1103’, que a concentracdo de 1 uM de BAP,
apresentou maior nimero de brotacdes. MACHADO et al. (2006) observaram para 0 porta-
enxerto “VR 043-43’ que as concentracdes de 5 ¢ 10 uM de BAP, com subcultivos a cada 45
dias, promoveram o maior numero de brotacbes. BERND et al. (2007) induziram
multibrotacdo a partir de gemas axilares de hibridos V. labrusca x V. rotundifolia em meio
Galzy, acrescido de 3 uM de BAP.

O ndmero de folhas também aumentou ao longo dos subcultivos devido ao aumento
no namero de brotac6es, chegando a 9,0, 10,8, 7,95 e 11,97 para os hibridos IC125, 1B481,
BC161 e BM573 respectivamente no terceiro subcultivo (Figura 7G e 7H e Figura 8E e 8F) e
5,6 folhas para o IM628 no segundo subcultivo (Figura 71), ambos na maior concentracao de
BAP (5,0 uM). Observa-se que o aumento no nimero de folhas acompanhou o aumento no
numero de brotacBes, demonstrando que houve a formacdo de tufos de brotacbes na
concentracdo de 5,0 uM de BAP (Figuras 9, 10, 11, 12 e 13), a formacéo de tufos é desejavel
na fase de multiplicacdo dos explantes, pois gera maior eficiéncia na producdo de brotagdes
por explante.

Outros autores também observaram o incremento no namero de folhas com a adigdo
de BAP no meio de cultura, para a cultivar Bordd AYUB et al. (2010), constataram que a
concentracdo de 2,5 uM de BAP, em meio MS, proporcionou o maior nimero de folhas por

microestaca de videira. BERND et al. (2007) observaram para dois hibridos de Vitis labrusca
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x V. rotundifolia que o meio de cultura MS, acrescido de 5 uM de BAP, apresentaram melhor

desenvolvimento da parte aérea, com caule levemente mais grosso e vigoroso.

Altura das brotacGes (cm)

>

Isabel x Carlos (1C125)

Isabel x Bountiful (1B481)

B

Isabel x Magnélia (IM628)

Ndmero de brotagdes por explante U

Numero de brotacdes por explante I |

Niimero de brotagdes por explante

*S Moy = 3,421 - 1,343x +0,178x% R? = 0,99** ** Tosuby = 3,115 - 0,498x + 0,032x%; R? = 0,85** *® ["195ub Y = 3,550 - 0,444x; Ri =0,93**
4 [ 2°Sub Y =3,237 - 0,4968x + 0,030x% R? = 0,71** 4 F2°SubY =1751-0,588x +0,107x% R? = 0,99* 4 k 2°Sub'Y =3,391 - 0,445x; R? = 0,81**
® 3°Sub Y =1,337 - 1,637x + 0,885’ - 0,116x"; R? = 0,99** B o5 | FSUDY=1134-0320x+ 0,049x% R? = 0,69** g L3 SUDY=2394+0160%; R =077+
15 g E % e
f‘c’u_ % 3 ‘g 3 Ry
g g g s N
= s s
& g e -
e s s 15
2 2 2
< < < 1 "
! 05
0 o o
0 1 2 3 4 o 1 2 3 4 5 o 1 2 3 4 5
BAP (uM) BAP (uM) BAP (uM)
=1°Sub 4 2°Sub 3°Sub =1°Sub A2°Sub *3Sub m19Sub 42°Sub 3FSub
Numero de brotagdes por explante
Isabel x Carlos (I1C125) Isabel x Bountiful (1B481) F Isabel x Magnélia (IM628)
4
1°Sub Y = 0,989 - 0,081 + 0,040x%; R? = 0,99** 19 Sub 'Y = 0,948 - 0,199 + 0,055x%; R? = 0,99** 1° Sub NS -
35 |2°Sub 'Y =0,904 + 0,058x + 0,061x%; R? = 0,98** 35 | 2°SubY =0,721 - 0,154x + 0,091x% R? = 0,99** 35 [ 2°Sub Y =0,997 - 0,127x + O,OSOxZ; R*=0,99**
39Sub Y = 0,114 + 0,266x; R? = 0,87** 3°Sub Y = 0,709 - 0,180 + 0,142x%; R? = 0,99** 3°Sub 'Y =1,136 - 0,112x + 0,014x"; R* = 0,96**
3r 3
25 25

20 Sub Y = 3,549 - 0,052x + 0,202x%; R® = 0,99**
3°Sub Y =0,8219 +0,731x; R? = 0,91**

Namero de folhas por explante

2°Sub Y = 3,002 - 0,647x + 0,289x’;
3°Sub Y = 2,616 - 0,461x + 0,421

Ntmero de folhas por explante
o

BAP (uM)

®1°Sub 42°Sub ®3°sub

BAP (aM)
=1°Sub 42°Sub *3°Sub

Nuamero de folhas por explante

.
5

®

e

IS

~

°

05

0 0 0
0 1 2 3 4 0 1 2 3 4 5 0 1 2 3 4 5
BAP (M) BAP (M) BAP(uM)
®1°Sub A2°Sub *3°Sub ®1°Sub 42°Sub ®3°Sub ®1°Sub 42°Sub ®3°Sub
.
Numero de folhas por explante
G Isabel x Carlos (1B125) H Isabel x Bountiful (1B481) | Isabel x Magnolia (IM628)
e Sub Y =4,013 - 0,727x + 0,184x% R? = 0,99** 2 [oswy= 3,503 - 0,807x + 0,214x% R? = 0,99** ® 1°Sub NS

20Sub Y = 4,099 - 0,428x +0,148x%; R? = 0,88**
3°Sub Y =3,952 - 0,409x - 0,015x% R? = 0,99*

°

1 2 3
BAP (uM)
=1°Sub 42°Sub ®3°Sub

FIGURA 7 — Altura das brotacdes (A, B e C), nimero de brotac6es por explante (D, Ee F) e

namero de folhas por explante (G, H e I) de hibridos de videira V. labrusca (cultivar Isabel) x

V. rotundifolia (cultivares Carlos, Bountiful e Magnolia) em diferentes concentracGes de BAP

ao longo de trés subcultivos.
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FIGURA 8 — Altura das brotacGes (A e B), nimero de brotagdes por explante (C e D) e

namero de folhas por explante (E e F) de hibridos de videira V. labrusca (cultivar Bordd) x V.

rotundifolia (cultivares Carlos e Magndlia) em diferentes concentragdes de BAP ao longo de

trés subcultivos.
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MACHADO et al. (2006) observaram que a citocinina BAP apresentou resultados
inferiores a testemunha do porta-enxerto “VR 043-43”, no primeiro subcultivo e nos cultivos
posteriores, 0 numero de folhas por brotacdo aumentou, contudo os valores foram proximos
ao da testemunha. DZAZIO, BIASI e ZANETTE (2002) encontraram maior nimero de folhas
para 0 porta-enxerto de videira ‘420-A’ nos tratamentos com auséncia de BAP e na
concentracdo de 1 uM de BAP. Também observaram que concentracbes muito altas
diminuiram a quantidade de folhas, afetando seu desenvolvimento, resultados diferentes dos
observados neste estudo.

A altura das brotacBes diminuiu ao longo dos subcultivos para todos os hibridos
testados (Figura 7A, 7B e 7C e Figura 8A, 8B e 8C). O menor crescimento dos explantes na
auséncia de BAP pode ser atribuido ao efeito desse fitorregulador na morfogénese in vitro,
pois 0 mesmo aumenta a taxa de multiplicacdo dos explantes, porém reduz o crescimento das
brotacdes (PEIXOTO; 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 efeito negativo na
altura das brotacOes do porta-enxerto de videira ‘VR 043-43°, sendo mais evidente nas
concentracdes de 5,0 e 10,0 uM. Na auséncia de BAP, nos quatro subcultivos, a altura em
média das brotacGes foi maior que nas concentragdes de 5,0 e 10 uM. A produgdo de
brotacdes pouco alongadas com a adicdo de BAP no meio de cultura, também foi observada
com as cultivares de videira Thompson Seedless, Sonaka e Tas-e-Ganesh, sendo necesséria
uma fase de alongamento (MHATRE; SALUNKHE; RAO.,2000). COLETTO et al. (2008)
observaram para o porta-enxerto de videira ‘Paulsen 1103’ que adicionando 2,5 uM BAP ao
meio de cultura tem-se um aumento no crescimento dos explantes, porém, aumentando essa
concentracdo para 5,0 uM BAP ocorreu um efeito toxico e consequentemente promoveu uma
reducdo no crescimento dos porta-enxertos.

A porcentagem de explantes com calo aumentou gradativamente com o aumento da
concentracdo de BAP chegando a 100% para os hibridos 1C125, 1B481 (Tabela 11) e BC161
(Tabela 12) no primeiro subcultivo e para o 1B628 (Tabela 11) e BM573 (Tabela 12) no
segundo subcultivo. MACHADO et al. (2006) observaram formacéo de calo em 100% das
microestacas, na presenca de duas citocininas testadas, enquanto, ndo se verificou formacéo

de calo nas microestacas na auséncia de citocinina.
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TABELA 11 - Porcentagem de explantes com calo de hibridos de videira V. labrusca (cultivar

Isabel) x V.

rotundifolia (cultivares Carlos,

Bountiful e Magnolia) em diferentes

concentracdes de BAP ao longo de trés subcultivos.

Calos (%)
BAP (uM) Primeiro subcultivo' Segundo subcultivo® Terceiro subcultivo®
Isabel x Carlos (IC125)
0,0 0,00x0,0 0,00£0,0 0,00£0,0
1,0 43,00 £5,3 75,00+ 12,9 40,00 £ 14,1
2,5 80,00 + 18,3 97,50+5,0 87,50 + 15,0
50 100,00 £ 0,0 92,50+£9,6 84,50+10,4
Isabel x Bountiful (1B481)
0,0 7,75+9,7 0,00£0,0 0,00£0,0
1,0 86,67 + 12,5 80,00 + 18,3 77,00+ 4,8
2,5 100,00 £ 0,0 92,75+ 145 100,00+ 0,0
50 100,00 £ 0,0 100,00 £ 0,0 94,75 +£6,1
Isabel x Magnolia (IM628)
0,0 15,00+ 12,9 0,00+0,0 250+5,0
1,0 36,25 +17,3 72,50 + 35,9 4750 +£5,0
2,5 90,00 £ 8,2 100,00 £ 0,0 97,50+£5,0
50 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 BAP, e diminui gradativamente com 0 aumento da concentracdo da citocinina

(Tabelas 13 e 14), o que comprova o efeito negativo das citocininas no enraizamento, devido

ao desbalanceamento dos niveis enddgenos entre citocininas e auxinas. Este resultado difere
do obtido por BERND et al. (2007) e LEE e WETZSTEIN (1990) onde o melhor

enraizamento foi verificado no meio MS com 5 uM de BAP.
Porém, TORREGROSA e BOUQUET (1995), em estudo com diferentes hibridos de

V. rotundifolia, observaram que a concentracdo de 4,4 uM de BAP, que apresentou 0s

melhores indices de multibrotacdo em meio MS/2, reduziu em 70% o posterior enraizamento,

quando comparada a concentracdo de 1,1 uM BAP, sendo o enraizamento completamente

inibido na concentracdo de 8,8 uM de BAP. MACHADO et al. (2006) observaram que para o

porta-enxerto ‘VR 043-43’ as concentracfes de BAP testadas reduziram a formacéo de raizes,
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inibindo totalmente o enraizamento no terceiro subcultivo. Para LEE e WETZSTEIN (1990) a
reducdo da concentracdo de BAP de 10 uM, em meio MS completo, onde obtiveram 0 maior
numero de brotacdes ap6s 16 semanas de cultivo, para 5 uM de BAP para V. rotundifolia

‘Summit’ proporcionou melhor enraizamento, com raizes maiores e mais ramificadas.

TABELA 12 - Porcentagem de explantes com calos, de hibridos de videira V. labrusca
(cultivar Bordd) x V. rotundifolia (cultivares Carlos e Magnolia) em diferentes concentracdes

de BAP ao longo de trés subcultivos.

Calos (%)
BAP (uM) Primeiro subcultivo' Segundo subcultivo'  Terceiro subcultivo®
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
50 100,00 £ 0,0 97,50 +5,0 95,00 £ 5,8
Bordd x Magnélia (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 60,00 = 21,6
50 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 videira V. labrusca
(cultivar Isabel) x V. rotundifolia (cultivares Carlos, Bountiful e Magnoélia) em diferentes

concentracdes de BAP ao longo de trés subcultivos.

Enraizamento (%)

BAP (uM) Primeiro subcultivo' Segundo subcultivo® Terceiro subcultivo®
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 2025+7,8

50 0,00£0,0 10,00 £ 8,2 0,00£0,0
Isabel x Bountiful (1B481)

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

50 27555 0,00£0,0 500+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

50 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 videira V. labrusca

(cultivar Bord6) x V. rotundifolia (cultivares Carlos e Magndlia) em diferentes concentragdes

de BAP ao longo de trés subcultivos.

Enraizamento (%)

BAP (uM) Primeiro subcultivo' Segundo subcultivo® Terceiro subcultivo®
Bordé x Carlos (BC161)
0,0 100,00 £ 0,0 100,00 £ 0,0 92,25+£5,2
1,0 82,00+54 30,00 + 20,0 13,33+125
2,5 30,00+ 14,1 13,00+ 15,4 0,00+£0,0
50 500%5,8 0,00£0,0 2,50%5,0
Bordd x Magnélia (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 7,50%5,0
50 250%50 10,00 £ 8,2 8,00+ 10,5

T o
Dados originais.
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Isabel x Carlos (1C125)

FIGURA 9 — Brotacdes do hibrido de videira V. labrusca (cultivar Isabel) x V. 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 (1B481)
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FIGURA 10 — Brotacdes do hibrido de videira V. labrusca (cultivar Isabel) x V. rotundifolia
(cultivar Bountiful) em diferentes concentraces 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 11 — Brotacdes do hibrido de videira V. labrusca (cultivar Isabel) x V. 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 12 — Brotac6es do hibrido de videira V. labrusca (cultivar Bordd) x V. rotundifolia

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

subcultivo, (C) terceiro subcultivo. Barra = 1cm.
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FIGURA 13 — Brotac6es do hibrido de videira V. labrusca (cultivar Bordd) x V. 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 5,0 uM de BAP é adequado para a

multiplicagdo in vitro dos hibridos de videira V. labrusca x V. rotundifolia testados.
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5 CAPITULO IlI

ENRAIZAMENTO in vitro, ex vitro E ACLIMATIZACAO DE PORTA-ENXERTOS
HIBRIDOS DE VIDEIRA V. labrusca x V. rotundifolia

RESUMO

A rizogénese € uma importante etapa na micropropagacdo, pois € essencial para a
sobrevivéncia das brotacGes durante a aclimatizacdo. O objetivo deste trabalho foi avaliar
diferentes concentragdes de acido naftaleno acético (ANA), 0,0; 0,2; 0,4 e 0,8 uM, no
enraizamento in vitro e diferentes concentracdes de acido indolbutirico (AIB) 0, 500, 1000 e
1500 mg L™ no enraizamento ex vitro, de hibridos de videira provenientes de segmentos
nodais e sua posterior porcentagem de sobrevivéncia apés aclimatizacdo. Os hibridos
utilizados foram: Isabel x Carlos (IC125), Isabel x Bountiful (IB481), Isabel x Magndlia
(IM628), Bordd x Carlos (BC161) e Bordd x Magndlia (BM573) preestabelecidos in vitro,
provenientes do décimo subcultivo em meio MS/2 isento de reguladores vegetais. Para o
enraizamento in vitro apos 30 dias de cultivo nas diferentes concentracbes de ANA foi
realizada a pré-aclimatizacdo dos explantes, com abertura parcial dos frascos de cultivo no 30°
dia, abertura total no 31° dia, 0s quais permaneceram abertos por mais dois dias. Apos as
avaliacbes no 34° dia, as brotagfes foram transferidas para tubetes contendo vermiculita e
deixados em camara de nebulizacdo intermitente por 21 dias, ap0s esse periodo foi avaliada a
porcentagem de sobrevivéncia das brotacGes. Para o enraizamento ex vitro 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 soluc¢des de AlB.
As microestacas foram transplantadas em tubetes contendo vermiculita e mantidas em cdmara
de nebulizacdo intermitente por 30 dias, apds esse periodo foram realizadas as avaliacdes.
Houve 100 % de enraizamento em todos os tratamentos para todos os hibridos testados. No
enraizamento in vitro a sobrevivéncia foi alta para todos os hibridos, exceto para 1B481 onde
a maior taxa de sobrevivéncia observada foi de 42,11 % no tratamento sem ANA. Para 0s
hibridos IC125 e BC161 a taxa de sobrevivéncia diminuiu gradualmente com o aumento da
concentragdo de ANA, sendo a menor taxa observada na concentracdo de 0,8 uM. No
enraizamento ex vitro as maiores taxas de sobrevivéncia foram observadas na testemunha e no
tratamento de 500 mg L™ de AIB para os hibridos IM628 e BC161, para os hibridos IC125 e
BM573 os tratamentos ndo tiveram efeito para essa variavel. Conclui-se que os hibridos de V.
labrusca x V. rotundifolia testados enraizam facilmente tanto in vitro, quanto ex vitro sem a
necessidade de auxinas exdgenas.

Palavras-chave: muscadinia, acido naftaleno acético, acido indolbutirico.
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in vitro, ex vitro ROOTING AND ACCLIMATIZATION OF GRAPEVINE HYBRID
ROOTSTOCKS V. labrusca x 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 and 0.8 um, in in vitro rooting and different
concentrations of indolebutyric acid (IBA), 0, 500, 1,000, and 1500 mg L™ in ex vitro rooting,
from grapevine hybrids from nodal segments and their subsequent survival rates after
acclimatization. Hybrids used were: Isabel x Carlos (IC125), Isabel x Bountiful (1B481),
Isabel x Magndlia (IM628), Bordd x Carlos (BC161), and Bordé x Magnolia (BM573) pre-
established in vitro from the tenth subculture in medium MS/2 without plant growth
regulators. For in vitro rooting after 30 days of cultivation at different NAA concentrations,

pre-acclimatization of explants was carried out with partial opening of flasks on the 30" day,
total opening on the 31% day, which remained open for the following two days. After
evaluations on the 34™ day, shoots were transferred to tubes containing vermiculite and left in
intermittent mist for 21 days. After this period, shoot survival rate was evaluated. For ex vitro
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 were 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. For in vitro rooting, survival was high for all hybrids, except for
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 was 0.8 um. For ex vitro rooting, the highest
survival rates were observed in the control and in the treatment with 500 mg L™ of IBA for
IM628 and BC161. For hybrids 1C125 and BM573, treatments had no effect for this variable.
It is possible to conclude that the hybrids tested, V. labrusca x V. rotundifolia, can easily root
both in vitro and ex vitro without exogenous auxins.

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

A formacao de raizes adventicias nas partes aéreas obtidas no estadio de multiplicacdo
permite a constituicdo de plantas completas, para posterior transferéncia a condicdes ex vitro.
Muitas vezes, as raizes formadas ndo apresentam caracteristicas adequadas as funcbes de
absorcéo, determinando, dentre outros fatores, a morte das mudas, quando transferidas para o
solo. O processo de enraizamento € muito complexo, incluindo fatores fisioldgicos,
bioquimicos e biologicos (fatores internos) que interagem com os fatores externos. Além
disso, a complexidade é aumentada pela variabilidade genética devido a multiplicidade das
espécies e cultivares (ASSIS; TEIXEIRA, 1998).

O enraizamento ex vitro reduz o custo de producdo das mudas, podendo viabilizar
economicamente, 0 processo de micropropagacao. Além disso, o enraizamento ex vitro tem a
vantagem de diminuir as dificuldades associadas a sobrevivéncia e ao desenvolvimento das
plantas cultivadas in vitro (GARCIA; GONZALEZ, 1992; AUGUSTO; BIASI; TELLES,
2006).

O controle do desenvolvimento de raizes adventicias € influenciado por substancias
reguladoras de crescimento e as auxinas promovem a formacgdo de primoérdios radiciais
adventicios (TAIZ; ZEIGER, 2013). As auxinas controlam processos distintos, tais como
crescimento e elongagéo celular, sendo muito utilizadas em micropropagagao para promover a
formacédo e crescimento de calos e de suspensdo de células ou érgdos, bem como para regular
a morfogénese, especialmente associadas com citocininas. As auxinas sintéticas mais
comumente usadas na micropropagacdo de videira sao o0 ANA (&cido naftaleno acético) e o
AIB (&cido indolbutirico) (CALDAS; HARIDASAN; FERREIRA, 1998; PASQUAL et al.,
1997).

O objetivo deste trabalho foi avaliar diferentes concentracbes de ANA no
enraizamento in vitro das brotacdes de porta-enxertos hibridos de videira V. labrusca x V.

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

Os experimentos foram realizados no Laboratdrio de Micropropagacao de Plantas e na
casa de vegetacdo do Departamento de Fitotecnia e Fitossanitarismo do Setor de Ciéncias

Agrérias da Universidade Federal do Parana (UFPR).

5.2.1 Condicdes de cultivo in vitro

Todas as culturas in vitro foram mantidas em sala de crescimento, sob luz fluorescente
branca fria com densidade de fluxo de fotons de 20 pmol m™ s, fotoperiodo de 16 h e
temperatura de 25 = 2°C. Os meios de cultura tiveram o pH ajustado para 5,8 e foram

esterilizados em autoclave durante 20 min a 120 °C.

5.2.2 Fonte de explantes

Para confeccdo dos explantes para o enraizamento in vitro foram utilizadas brotacdes
de hibridos de videira V. labrusca x V. rotundifolia, oriundas dos cruzamentos das seguintes
cultivares: Isabel x Carlos, Isabel x Bountiful, Isabel x Magndlia, Bord6 x Carlos e Bordd x
Magnolia (SCHUCK et al., 2011) ja preestabelecidas in vitro provenientes do décimo

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

5.2.3 Fonte de microestacas

Para confeccdo das microestacas foram utilizadas brotacdes de hibridos de videira V.
labrusca x V. rotundifolia, oriundas dos cruzamentos das seguintes cultivares: Isabel x Carlos,
Isabel x Magnolia, Bordd x Carlos e Bordd x Magnodlia (SCHUCK et al., 2011) ja
preestabelecidas in vitro provenientes do décimo subcultivo em meio de cultura MS/2 isento

de reguladores vegetais.

5.2.4 Diferentes concentraces de ANA (acido naftaleno acético) no enraizamento in vitro e
aclimatizacao das brotacoes

Segmentos nodais obtidos do décimo subcultivo em meio MS/2 isento de reguladores
vegetais suplementado com 6 g L™ de 4gar (Vetec®), dos hibridos Isabel x Carlos, Isabel x
Bountiful, Isabel x Magnolia, Bordd x Carlos e Bordd x Magnolia (SCHUCK et al., 2011),

padronizadoss com 0,5 cm de comprimento e uma folha, foram cultivados em meio de cultura
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MS/2, suplementado com as vitaminas do meio MS, 100 mg L™ de mio-inositol, 30 g L™ de
sacarose, e 6 g L™ de 4gar (Vetec®). Os tratamentos consistiram de diferentes concentracdes
de ANA (0,0; 0,2; 0,4 e 0,8 uM). Foram utilizados frascos individuais contendo 10 mL de
meio de cultura, tampados com aluminio.

Ap06s 30 dias de cultivo foi realizado o processo de pré-aclimatizacdo, que consistiu da
abertura parcial dos frascos no 30° dia e abertura total dos frascos no 31°, apds 2 dias com 0s
frascos abertos (34° dia) foi realizada a avaliacdo, as variaveis analisadas foram: porcentagem
de explantes com brotacdo, nimero de raizes por explante e comprimento médio de raizes
(cm) por explante.

Apbs a avaliacdo as brotacdes foram transplantadas em tubetes plasticos de 53 cm?®
contendo vermiculita e mantidas em cadmara de nebulizacdo intermitente por 21 dias e em
seguida foram levadas para casa de vegetacdo, onde foi avaliada a porcentagem de

sobrevivéncia das brotagdes.

5.2.5 Diferentes concentracfes de AIB (acido indolbutirico) no enraizamento ex vitro das
microestacas

As brotacdes obtidas do décimo subcultivo em meio MS/2 isento de reguladores
vegetais foram padronizadas em microestacas com duas folhas, a base das estacas foi imersa
por 10 segundos em solucdo de AIB diluido em etanol 50%. Os tratamentos consistiram de
diferentes concentracdes de AIB (0; 500; 1000 e 1500 mg L™).

As microestacas foram transplantadas em tubetes plasticos de 53 cm® contendo
vermiculita e mantidas em cadmara de nebulizacdo intermitente por 30 dias, apds esse periodo
foi realizada a avaliacdo, as variaveis analisadas foram: porcentagem de microestacas
brotadas, nimero de raizes por microestaca, comprimento meédio de raizes por microestaca

(cm) e porcentagem de sobrevivéncia de microestacas.

5.2.6 Analise estatistica e delineamento experimental

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com quatro repeticdes e 10
explantes por parcela para cada hibrido testado. Os dados foram submetidos a analise de
variancia e analise de regressdo. As analises estatisticas foram realizadas utilizando-se o
programa ASSISTAT versdo 7.6 (SILVA; AZEVEDO, 2009).
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5.2.7 Identificacdo dos hibridos

Para organizacdo e manuseio dos hibridos em laboratério e casa de vegetagdo, foram

estabelecidos os seguintes codigos para a identificacdo dos cruzamentos:

Isabel x Carlos = 1C125
Isabel x Bountiful = 1B481
Isabel x Magnolia = IM628
Bordd x Carlos = BC161
Bordd x Magnolia = BM573
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5.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.3.1 Diferentes concentraces de ANA (acido naftaleno acético) no enraizamento in vitro e
aclimatizacao das brotacoes

A porcentagem de explantes brotados diminuiu com o aumento da concentracdo de
ANA para todos os hibridos testados, exceto para o0 IM628 onde as concentracdes de ANA
ndo demonstraram efeito para essa variavel (Figura 14A, 14B e 14C e Figura 15A E 15B),
PEIXOTO e PASQUAL (1992) também observaram que o aumento na concentracdo de ANA
reduziu o nimero de brotagdes produzidas do porta-enxerto de videira ‘Paulsen 1103°. Esses
resultados concordam com os obtidos por NOVAK e JUVOVA (1983), que verificaram
efeitos prejudiciais da adicdo de ANA em meio de cultura para regeneragdo de segmentos
nodais de videira.

A diminuicdo no numero de brotacGes com o aumento da concentracdo de ANA pode-
se dever ao fato de que o estresse salino pode afetar o crescimento celular e a expansao das
folhas, tanto pela reducdo na pressdo de turgescéncia como na extensibilidade da parede
celular (PRISCO, 1980). A adigdo de ANA ao meio também provoca desbalanceamento da
relacdo enddgena de auxinas e citocininas, reduzindo o nimero de brotac6es produzidas.

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

Esse resultado € semelhante ao obtido por DZAZIO; BIASI e ZANETTE (2002) em
gue 80 % dos segmentos nodais apresentaram raizes nos meios de cultura MS/2 e MS/2 mais
carvao ativado. BIASI; PASSOS e POMMER (1998) obtiveram em segmentos nodais do
porta-enxerto ‘Jales’, taxas de enraizamento proximas de 100 %, no meio MS/2 sem auxina.

Véarios autores obtiveram enraizamento em meio de cultura sem a adicdo de
reguladores vegetais, apesar da adicdo de auxinas, em geral, promover o0 aumento da
porcentagem de enraizamento, que ndo atingiu 100 % nos trabalhos encontrados na literatura
com uvas muscadineas (LEE; WETZSTEIN, 1990; GRAY; BENTON, 1991;
TORREGROSA; LOPEZ, 1996; NASR EL-DIN; RIZK; MADKOUR, 1997).

J& para algumas cultivares, a presenca de auxina no meio é importante para 0 bom
enraizamento, como no trabalho de GRAY e KLEIN (1989) que obtiveram 94% de
enraizamento da cultivar Orlando Seedless, utilizando o meio C,D com 0.4 uM ANA e
também no trabalho de GRAY e BENTON (1991) que obtiveram 55 % de enraizamento de
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brotagdes de cultivares de V. rotundifolia cultivadas em meio MS sem auxina e 77% com
auxina.

O numero de raizes por explante aumentou linearmente com o aumento da
concentracdo de ANA, chegando a 2,88, 2,10, 3,1, 2,47 e 3,46 raizes por explante para 0s
hibridos 1C125, 1B481 e IM628, BC161 e BM573 respectivamente na concentra¢do de 0,8
uM de ANA (Figura 14D, 14E e 14F e Figura 15D e 15D). Esse resultado € semelhante aos
encontrados por GRAY e BENTON (1991) em que a cultivar Carlos obteve 2,6 raizes por
explante em meio de cultura com 1,0 uM 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 por

explante.
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FIGURA 14 — Diferentes concentracfes de ANA na porcentagem de explantes com brotacéo
(A, B e C), nimero de raizes por explante (D, E e F) e comprimento de raizes (G, H e 1) de
hibridos de videira V. labrusca (cultivar Isabel) x V. rotundifolia (cultivares Carlos, Bountiful

e Magnolia) ap6s 30 dias de cultivo in vitro e 4 dias de pré-aclimatizacéo.
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FIGURA 15 - Diferentes concentragdes de ANA na porcentagem de explantes com brotacéo
(A e B), nimero de raizes por explante (C e D) e comprimento de raizes (E e F) de hibridos de
videira V. labrusca (cultivar Bord6) x V. rotundifolia (cultivares Carlos e Magnélia) apds 30

dias de cultivo in vitro e 4 dias de pré-aclimatizacéo.

Ja VILLA et al. (2008), observaram que com o aumento das concentracfes de ANA
ocorreu um decrescimo de forma quadratica no numero de raizes do porta-enxerto “VR 043-
43°. PEIXOTO et al., (1994) obtiveram resultados inferiores a este estudo com 1,42 e 1,35
raiz por explante do porta-enxerto ‘R99’, nos tratamentos com 0,22 uM e 0,44 uM de ANA
respectivamente.

Apesar do aumento no nimero de raizes com o aumento da concentracdo de ANA, 0s
hibridos testados demonstraram enraizar mesmo sem a presenca dessa auxina no meio de
cultura. Outros autores também observaram resultados semelhantes como SILVA et al.

(2003), que obtiveram 1,3, 1,6 e 2,3 raizes para 0s porta-enxertos ‘Paulsen’, ‘VR 043-43’ ¢
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‘Gravesac’ respectivamente em meio DSD1 sem reguladores vegetais e AYUB et al. (2010),
que obtiveram em meio MS/2 sem auxina 2,3 raizes por explante da cultivar Bordd.

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 (0,8 uM) (Figura 14H e 141 e Figura 15F). Porém, ndo houve efeito
significativo para o hibrido 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 na fase de inducdo da rizogénese, sendo prejudiciais na fase de
alongamento das mesmas. Por esta razdo é, as vezes, recomendada a utilizagdo de dois meios
de cultura para a rizogénese. Primeiramente, as partes aéreas permanecem em meio com
auxina, favorecendo a inducéo e posteriormente passaria para meio sem auxina, estimulando
assim a rizogénese e o crescimento das raizes. Este processo tem sido adotado com frequéncia
em espécies lenhosas, coniferas e frutiferas (FETT NETO et al., 1992).

A aclimatizacdo é uma fase da micropropagacdo que pode ser critica se ndo permitir
elevada taxa de sobrevivéncia das plantas (SILVA et al., 2007). Na aclimatizacdo as plantas
sofrem muitos estresses durante as condi¢bes in vitro para as condi¢cBes ex vitro, pois
apresentam conexdes vasculares entre caule e raizes ainda deficientes, além de excessiva
transpiracdo devido aos estdbmatos ndo funcionais e a precaria camada de cera epicuticular.
Devido a esses fatores é realizada a pré-aclimatizacdo das brotacdes, para que estas se
adaptem ao ambiente ex vitro. As Figuras 16 e 17 demonstram que o método de pré-
aclimatizacdo utilizado neste estudo nédo prejudicou a integridade das brotacbes a serem
aclimatizadas.

A porcentagem de sobrevivéncia apos a aclimatizagdo foi alta em todos os tratamentos
para o hibrido 1C125, sendo a maior porcentagem observada no tratamento sem auxina
(95,83%) diminuindo com o aumento da concentracdo de ANA (Tabela 15). Essa diminuicéo
também foi observada para o hibrido BC161 onde a maior porcentagem de sobrevivéncia foi
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 concentracdo de 0,8

uM de ANA (97,5%) (Tabela 15). Para o BM573 as maiores porcentagens de sobrevivéncia
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foram observadas nos tratamentos sem auxina e 0,4 uM de ANA com 87,5 e 90%

respectivamente (Tabela 16).

= 1C125 A

< ¥ S
s i

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

s I1B481 B
ES
Lk | '}3’

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

= IM628 C

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

FIGURA 16 — Brotacdes de hibridos de videira V. labrusca (cultivar Isabel) x V. rotundifolia
(cultivares Carlos (A), Bountiful (B) e Magnolia (C)) apo6s 30 dias de cultivo in vitro em

diferentes concentracdes de ANA e 4 dias de pré-aclimatizagdo. Barra = 1cm.
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FIGURA 17 — Brotac@es de hibridos de videira V. labrusca (cultivar Bord6) x V. rotundifolia
(cultivares Carlos (A) e Magnolia (B)) ap6s 30 dias de cultivo in vitro em diferentes

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

O hibrido 1B481 apresentou a menor porcentagem de sobrevivéncia entre todos 0s
testados, sendo 42,11% a maior taxa observada (no tratamento sem auxina) (Tabela 15),
observa-se também que esse hibrido foi 0 que apresentou a menor porcentagem de explantes
com brotacOes (apenas 60%) (Figura 14B), o que é um numero baixo comparado aos outros
hibridos testados. Esse resultado demonstra a importancia das brotagdes e das folhas na
sobrevivéncia durante a aclimatizacdo, pois sdo responsaveis pela realizacdo da fotossintese, e
pela producdo e translocacao de substancias necessarias ao desenvolvimento das brotacdes.

As altas porcentagens de sobrevivéncia ap0s aclimatizacdo encontradas nesse estudo

sdo semelhantes as encontradas por SILVA et al., (2003) de 96% para o porta-enxerto
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‘Paulsen 1103°, 95% para o ‘Gravesac’ e 93% para o “VR 043-43’ e por BIASI, PASSOS e
POMMER (1998) de 92,5% para 0 porta-enxerto ‘Jales’.

TABELA 15 — Porcentagem de sobrevivéncia de explantes de hibridos de videira V. labrusca
(cultivar Isabel) x V. rotundifolia (cultivares Carlos, Bountiful e Magnoélia) em diferentes
concentragfes de ANA apos 21 dias de aclimatizagdo em cdmara de nebulizag&o.

Sobrevivéncia (%)

ANA (M) Isabel x Carlos (1C125)" Isabel x Bountiful (1B481)" Isabel x Magnélia (IM628)*

0,0 95,83 a 42,11 a 95,00 a
0,2 83,78 b 34,21a 65,00 C
0,4 79,49 ¢ 21,62 b 85,00 b
08 74,19 d 21,43 b 97,50 a
C.V. (%) 2,34 13,27 3,17

1 As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si. Foi aplicado o Teste de Tukey ao nivel de 5%
de probabilidade.

TABELA 16 — Porcentagem de sobrevivéncia de explantes de hibridos de videira V. labrusca
(cultivar Bordd) x V. rotundifolia (cultivares Carlos e Magndlia) em diferentes concentracdes
de ANA apés 21 dias de aclimatizacdo em camara de nebulizacao.

Sobrevivéncia (%)
ANA (uM) Bordé x Carlos (BC161)"  Bordd x Magnélia (BM573)"

0,0 76,19 a 87,50 a
0,2 75,00 a 80,00 b
0,4 41,67 b 90,00 a
08 25,00 ¢ 77,50 b
C.V. (%) 4,99 3,24

1 - - . L - .
As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si. Foi aplicado o Teste de Tukey ao nivel de 5%
de probabilidade.
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FIGURA 18 — Brotagdes dos hibridos de videira V. labrusca x V. rotundifolia apos 21 dias de

aclimatizacdo em camara de nebulizacéo.
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5.3.2 Diferentes concentrac@es de AIB (&cido indolbutirico) no enraizamento ex vitro das
microestacas

Observa-se nas tabelas 17 e 18 que nao houve efeito dos tratamentos quanto a
porcentagem de brotacdes para os hibridos testados, exceto para o hibrido BC161, onde o
tratamento sem AIB obteve a maior porcentagem de microestacas brotadas (95,83%) e os
tratamentos com 1.000 mg L™ e 1.500 mg L™ de AIB as menores com 42,08 e 43,75%
respectivamente. Essa tendéncia de reducdo das brotagdes em estacas herbaceas, pode ocorrer,
possivelmente, quando a auxina sintética mobiliza nutrientes, inibindo a brotacdo quando
aplicada na base da microestaca (FELIPPE, 1986).

TABELA 17 — Porcentagem de microestacas brotadas de hibridos de videira V. labrusca
(cultivar Isabel) x V. rotundifolia (cultivares Carlos e Magnolia) em diferentes concentracfes

de AIB apo6s 30 dias em cdmara de nebulizagéo.

AIB (mgL™)  Isabel x Carlos (IC125)" Isabel x Magnélia (IM628) ™

Microestacas brotadas (%)

0 72,92 75,00
500 50,00 62,26
1000 75,00 29,47
1500 20,83 58,82

C.V. (%) 58,98 38,28

ns = ndo significativo.

TABELA 18 — Porcentagem de microestacas brotadas de hibridos de videira V. labrusca
(cultivar Bordd) x V. rotundifolia (cultivares Carlos e Magndlia) em diferentes concentracdes
de AIB apo6s 30 dias em cadmara de nebulizagéo.

AIB (mg L")  Bordd x Carlos (BC161)* Bordd x Magnélia (BM573)™
Microestacas brotadas (%)

0 95,83 a 83,03
500 61,31 ab 70,98
1000 42,08 b 85,42
1500 43,75 b 79,38

C.V. (%) 34,45 20,56

! As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si. Foi aplicado o Teste de Tukey ao nivel de 5%
de probabilidade. ns = ndo significativo.



89

De acordo com ZUFFELLATO-RIBAS e RODRIGUES (2001), a auxina sintética,
dependendo da concentracdo e tempo de exposicdo, inibe ou estimula o crescimento e a
diferenciacdo dos tecidos, existindo um nivel 6timo para estas respostas fisioldgicas,
dependendo diretamente dos niveis endogenos dessas substancias.

Houve 100% de enraizamento para todos os hibridos testados em todos os tratamentos,
0 que demonstra a facilidade de enraizamento desses gendtipos, sem a necessidade de auxinas
exogenas, ou seja, 0s niveis enddgenos de auxinas das microestacas sdo satisfatorios para

promover a rizogénese.
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FIGURA 19 — Diferentes concentrac@es de AIB no nimero de raizes por microestaca (A e B),
comprimento de raizes (cm) por microestaca (C e D) e sobrevivéncia (%) de microestacas (E
e F) apos 30 dias de enraizamento ex vitro de hibridos de videira V. labrusca (cultivar Isabel)

x V. rotundifolia (cultivares Carlos e Magnolia).
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O numero de raizes por microestaca aumentou com o aumento da concentracdo de
AIB para todos os hibridos (Figuras 21 e 22), chegando a 21,96 raizes para o hibrido 1C125
(Figura 19A), 7,74 raizes para o IM628 (Figura 19B), 10,25 raizes para o BC161 (Figura
20A) e 6,23 raizes para 0 BM573 (Figura 20B), na concentracdo de 1500 mg L™ de AIB.

BOTELHO et al. (2005a) também observaram o incremento no ndmero de raizes em
estacas herbaceas do porta-enxerto “VR 043-43’ tratadas com AIB, que chegou a 21,2 raizes
por estaca na dose de 1000 mg L™

O comprimento de raizes diminui linearmente com o aumento das concentracdes de
AIB para todos os hibridos testados (Figuras 21 e 22), sendo 0 maior comprimento de raizes
observado na testemunha, 4,95 cm para o hibrido 1C125 (Figura 19C), 6,74 cm para o IM628
(Figura 19D), 3,29 cm para 0 BC161 (Figura 20C) e 5,85 para 0 BM573 (Figura 20D). Nos
estagios iniciais de inducdo do enraizamento, altas concentracfes de auxinas sao necessarias,
mas sdo inibitorias a organizagdo e crescimento dos primdrdios radiciais (TAIZ; ZEIGER,
2013).

BOTELHO et al. (2005b) também observaram para o porta-enxerto ‘VR 043-43" 0
efeito negativo das concentraces de AIB em estaquia, onde a testemunha também apresentou
comprimento de raizes superior ao das estacas tratadas com AIB (9,29 cm). J& em outros
trabalhos como o de FARIA et al. (2007) com estaquia do porta-enxerto ‘Jales’, as
concentracfes de AIB ndo mostraram diferenca estatistica, porém apesar de ndo haver
diferenca a testemunha apresentou maior comprimento de raizes (3,3 cm) em comparacao
com a concentracdo de 2000 mg L™ de AIB (1,6 cm).

A porcentagem de sobrevivéncia diminui linearmente com a concentragdo de AIB para
os hibridos IM628 (Figura 19F) e BC161 (Figura 20E). BIASI, POMMER e PINO (1997)
também observaram que o aumento da concentracdo de AIB causou uma elevacdo na
mortalidade das estacas dos porta-enxertos “Jales', "Campinas', "Riparia do Travil' e "Kober
5BB', sendo encontrada uma regressdo linear significativa para essa variavel. Isso evidencia
um efeito toxico das concentragcdes mais elevadas de AIB. LONE et al. (2010) encontraram
para 0 porta-enxerto ‘“VR 043-43” um resultado semelhante onde para as doses aplicadas de
AIB foi verificada maior porcentagem de sobrevivéncia no grupo controle (sem aplicacdo de
AIB).

MACHADO et al. (2005) encontraram um resultado semelhante com estacas do porta-
enxerto “VR 043-43’, em que a porcentagem de estacas mortas teve um comportamento
quadratico crescente, de acordo com a analise de regressdo. A menor porcentagem de estacas
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mortas ocorreu na auséncia de AIB (2,5 %), enquanto com a maior concentra¢do da auxina
(3.000 mg L™) utilizada, obtiveram-se 43,8 % de estacas mortas.

Ja para os hibridos IC125 e BM573 ndo houve efeito dos tratamentos para essa
variavel, porém, para o IC125, observa-se que houve diminuicdo de 53% para 22% de
sobrevivéncia da testemunha para a maior concentracdo de AIB utilizada (Figura 19E),
enquanto que para 0 BM573 as porcentagens de sobrevivéncia foram proximas a 100% em

todos os tratamentos (Figura 20F).
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FIGURA 20 — Diferentes concentrac@es de AIB no nimero de raizes por microestaca (A e B),
comprimento de raizes (cm) por microestaca (C e D) e sobrevivéncia (%) de microestacas (E
e F) apds 30 dias de enraizamento ex vitro de hibridos de videira V. labrusca (cultivar Bordd)

x V. rotundifolia (cultivares Carlos e Magnolia).



Isabel x Carlos (IC125)

/ 1000 mg L

500 mg L

1500 mg L

Isabel x Magndlia (IM628)

0mgL"! 1000 mg L!

1500 mg L'

92

FIGURA 21 — Microestacas de hibridos de videira V. labrusca (cultivar Isabel) x V.

rotundifolia (cultivares Carlos e Magndlia) em diferentes concentracfes de AIB, apos 30 dias

de enraizamento ex vitro. Barra =1 cm.
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