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Resumo

Abstract

Diversos fatores influenciam o processo de aclimatizagdo de plantas micropropagadas, como a concentra-
¢do de sacarose no meio de cultura e a umidade do ambiente in vitro, que é dependente da técnica utilizada
de vedacao dos frascos. O objetivo deste trabalho foi estudar o efeito da concentracdo de sacarose no meio
de cultura e a influéncia causada pela auséncia e presenca de filme de PVC na vedacgdo dos frascos na micro-
propagacdo e aclimatizagao de videiras cv. Bordo. Os explantes utilizados foram segmentos nodais com uma
gema e uma folha, medindo cerca de 10 mm de comprimento, inoculados em meio de cultura MS contendo
a metade da concentragdo de sais e isento de reguladores de crescimento. Os tratamentos resultaram da
combinagdo de diferentes concentra¢es de sacarose (0, 15 e 30 g L), com e sem vedagdo com filme de
PVC. O delineamento foi inteiramente casualisado em arranjo fatorial (3 x 2) com 5 repeticoes. Apos 48 dias
de cultivo in vitro, o experimento foi avaliado. Apos a avaliagdo, as videiras foram aclimatizadas e avaliadas
novamente apos 35 dias. As concentragdes de 15 e 30 g L' de sacarose proporcionaram 100% de plantas
enraizadas e com maior altura, maior nimero de folhas e maior comprimento médio das raizes, em relagao
a auséncia de sacarose. A vedacdo com filme de PVC foi prejudicial ao crescimento das plantas na auséncia
de sacarose, resultando em baixa sobrevivéncia na aclimatizagdo. Concluiu-se que para a aclimatizac¢do da
videira cv. Bordo, deve-se utilizar 30 g L' de sacarose e frascos com ou sem vedagdo com filme de PVC.

Palavras-chave: Cultura de tecidos. Vitis labrusca. Meio de cultura. Filme de PVC.

Many factors affect the acclimatization of micropropagated plants, like that sucrose concentration in cul-
ture medium and humidity of in vitro environmental, which is dependent of the form used to close the vessels.
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The objective of this work was to evaluate the effect of the sucrose concentration in culture medium and
the influence of PVC film to close the vessels in micropropagation and acclimatization of ‘Bordd’ grape-
vine. Nodal segments with one bud and one leaf, with 10 mm of length, were used like explants, and
cultivated in half strength MS culture medium without growth regulators. The treatments were different
sucrose concentration (0, 15 and 30 g L'') combined with or without vessels closed with PVC film. A com-
pletely randomized design, using 3 x 2 factorial treatments and 5 replications was used. After 48 days of in
vitro culture, the experiment was evaluated. After this evaluation, the grapevines were acclimatizated and
evaluated again after 35 days. The sucrose concentrations of 15 and 30 g L** showed 100% of plant root-
ing, higher length, higher number of leaves and higher root length than without sucrose. Vessels closed
with PVC film were prejudicial to plant growth without sucrose, resulting little survival in acclimatization.
In conclusion, to acclimatization of ‘Bordd’ grapevine must to be used 30 g L of sucrose and vessels closed

with or without PVC film.

Keywords: Tissue culture. Vitis labrusca. Culture medium. PVC Film.

Introducao

Dentre as cultivares de videiras americanas,
destaca-se a ‘Bordd, pertencente a espécie Vitis
labrusca. E uma cultivar utilizada para a produ-
¢do de vinho tinto comum e suco intensamen-
te coloridos, normalmente usados em cortes no
suco e vinho elaborados de ‘Isabel’ e ‘Concord’.
Possui alta resisténcia a doengas fungicas e produ-
tividade entre 10 a 25 t hal, normalmente cultiva-
da de pé-franco, sem a utilizacdo de porta-enxer-
tos, principalmente nos Estados do Sul do Brasil
(CAMARGO; MAIA, 2008).

Para assegurar um bom potencial de producao,
é importante a obten¢do de mudas a partir de plan-
tas matrizes livres de virus, que podem ser obtidas
pela micropropagacao, garantindo a eliminagao de
patégenos, como viroides, fitoplasmas e bactérias
(BIASI, 2003). Durante a micropropagacao, ha fa-
tores internos dos frascos de cultivo que afetam a
aclimatizacdo dos explantes, como: baixa intensi-
dade luminosa; baixa concentragdo de CO; duran-
te o periodo de luz; alta pressdo osmadtica no meio
de cultura, gracas a concentragio de ions inorgani-
cos e sacarose; baixa troca gasosa com o ambien-
te externo; elevada umidade do ambiente in vitro
(AFREEN, 2004).

As folhas das plantas in vitro caracterizam-se por
serem delgadas, fotossinteticamente inativas, pos-
sufrem estématos ndo funcionais em baixa densida-
de, geralmente grandes e com alta condutancia esto-
matica, pelos menores e camada de cera epicuticular

fina (AFREEN, 2004) e células epidérmicas com pa-
rede celular ndo lignificada, ndo estando adaptadas
para enfrentar as condi¢des climaticas ex vitro, o
que causa perda de agua e estresse hidrico nas pri-
meiras horas de aclimatizacdo (BELLINTANI et al,,
2007). Desta forma, um nimero expressivo de es-
pécies vegetais micropropagadas nio sobrevive
quando transferidas das condi¢des in vitro para am-
biente de casa-de-vegetacdo ou campo (HAZARIKA,
2003). Entdo, uma das fases mais criticas na micro-
propagacdo, para a maioria das espécies vegetais, é
a transicdo de um meio heterotroéfico in vitro para
o autotrofico ex vitro (DESJARDINS; GROSSELIN;
YELLE, 1987).

Na micropropagac¢do, quando o crescimen-
to das plantas depende do aglicar presente no
meio de cultura, tem-se um crescimento fotomi-
xotrofico ou heterotréfico. J& quando o cresci-
mento ocorre pela inclusdo de CO, no microclima
de cultivo, como fonte de carbono para a fotos-
sintese gerar novos carboidratos, tem-se o cresci-
mento fotoautotréfico (KOZAI; ZOBAYED, 2000).
Assim, na micropropagacdo convencional, por
causa da presenca de sacarose no meio de cul-
tura, baixa intensidade luminosa, reduzida troca
gasosa, elevada umidade interna dos frascos, alta
concentracao de etileno e baixa concentragao de
CO,, as plantas in vitro podem ser caracterizadas
como heterotroficas, pois ndo produzem aguicares
suficiente para seu crescimento. Uma das formas
de promover o comportamento fotoautotréfico é
a utilizacdo da luz natural (ERIG; SCHUCH, 2005).
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Na micropropagacdo heterotrofica, a presenca
de sacarose torna-se fundamental como fonte de
carboidratos para o crescimento das plantas, con-
forme verificado em plantas de morangueiro, ba-
tata, menta, videira e ginseng brasileiro (Pfaffia
glomerata) (RIQUELME; GUINAZU; TIZIO, 1991;
SKREBSKY; NICOLOSO; MALDANER, 2006; VILLA
etal,, 2006).

0 objetivo deste trabalho foi estudar o efeito da
concentracdo de sacarose no meio de cultura e a in-
fluéncia causada pela auséncia e presenca de filme
de PVC na vedacdo dos frascos na micropropagacao
e aclimatizacdo de videiras cv. Bordod.

Materiais e métodos

0 experimento foi conduzido no Laboratério
de Micropropagacdo de Plantas e na casa-de-
-vegetacdo da Universidade Federal do Parana no
periodo de maio a agosto de 2007.

0 meio de cultura utilizado foi o MS (MURASHIGE;
SKOOG, 1962) com a metade da concentragdo de sais,
isento de reguladores de crescimento e solidificado
com 6 gL.* de agar (Vetec®). O pH do meio foi ajustado
para 5,8 antes da adicdo do dgar. Cada frasco de 250
mLrecebeu25mLdomeiode culturaeforamfechados
com tampa de polipropileno rigido e transparente
com rosca. Os frascos foram esterilizados a 120 °C e
1,5 atm de pressao por 20min.

A fonte dos explantes foram videiras cultivadas in
vitro em meio de cultura MS com 30 gL de sacarose
e isento de reguladores de crescimento. Os explantes
consistiram de segmentos nodais com 10 mm de
comprimento cada, com uma gema axilar e uma folha.

0 delineamento experimental utilizado foi
inteiramente casualizado em arranjo fatorial
(3 x 2) e os tratamentos resultaram da combinacgao
de diferentes concentra¢des de sacarose (0, 15 e
30 gL') com e sem vedagdo de filme de PVC
(polivinilcloreto) com espessura de 9 pm na tampa
com cinco repetices. A parcela foi composta
por trés frascos contendo quatro explantes por
frasco. Os explantes foram mantidos em sala
de crescimento com temperatura de 25 = 2 °C,
fotoperiodo de 16 horas e intensidade luminosa de
40 a 45 umol m? s,

Ap6s 48 dias de cultivo in vitro, o experimento foi
avaliado pelas seguintes variaveis: altura de plantas,

numero de folhas por planta, porcentagem de plantas
vivas, porcentagem de enraizamento e o comprimen-
to médio das trés maiores raizes por planta.

Apébs a primeira avaliacdo, as videiras foram
plantadas em tubetes de polipropileno com 53 cm?®
de volume, utilizando Plantmax HT® como substra-
to e foram colocadas em casa-de-vegetacdo com ir-
rigacdo intermitente de 15s de rega a cada 15min,
das83as 17h;acadahora,das17 as23heacada 3h.,
das 23 as 8h. Apo6s 19 dias nesse ambiente, as vi-
deiras foram mantidas na mesma casa-de-vegeta-
¢do apenas com rega uma vez ao dia. Apds 16 dias,
o experimento foi novamente avaliado pelas se-
guintes varidveis: porcentagem de sobrevivén-
cia e numero médio de folhas novas. O processo
completo de aclimatizagdo totalizou 35 dias, sendo
realizado durante o inverno.

As médias obtidas foram estudadas pela ana-
lise de variancia e pelo teste de Duncan a 5%
de probabilidade.

Resultados

Na primeira avaliacdo, realizada apo6s 48 dias
de cultivo in vitro, verificou-se que houve inte-
racdo significativa em todas as varidveis analisa-
das. O meio de cultura sem sacarose e com filme
de PVC apresentou resultados inferiores em com-
paragdo aos outros tratamentos, com a menor so-
brevivéncia, menor porcentagem de enraizamen-
to, menor altura de plantas, menor nimero de
folhas e menor comprimento de raizes (Tabela 1).
Na auséncia de sacarose, os frascos sem filme de
PVC apresentaram melhores resultados que com
filme de PVC, mas ambos foram inferiores aos ou-
tros tratamentos em relacdo a altura, nimero de
folhas e comprimento das raizes. Desta forma, na
auséncia de sacarose, a vedacdo plastica foi preju-
dicial para as plantas. Provavelmente, esse com-
portamento ocorreu pela reducdo das trocas ga-
sosas entre o ambiente externo e o interno dos
frascos, ocasionando a elevacdo na umidade rela-
tiva, o acimulo de etileno e a reducdo do CO; no
interior do frasco durante o periodo de luz, pre-
judicando o crescimento das plantas in vitro.
0 actmulo de etileno tem sido relatado em diver-
sos cultivos in vitro, ocorrendo de forma gradual
com o tempo de cultivo (FUJIWARA; KOZAI, 1995).
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Nos frascos hermeticamente fechados, o nivel de CO,
aumenta durante o periodo de escuro e reduz duran-
te o periodo de luz, em resposta da baixa taxa fotos-
sintética e alta taxa respiratéria noturna (KOZAl etal.,
1992). Isso também foi verificado na micropropa-
gacao de tomilho (Thymus vulgaris), em que a altura
das plantas, o nimero de gemas por planta e o nime-
ro de folhas por planta foi maior naquelas cultivadas
em frascos fechados com algoddo do que naqueles
fechados com aluminio ou filme de PVC (BANDEIRA
etal., 2007). Apesar de o tomilho ser uma planta her-
bacea, diferente da videira, que é uma planta lenho-
sa, 0 comportamento in vitro é semelhante entre as
espécies, pois, durante o processo de micropropaga-
¢do, o crescimento das plantas é acelerado e os sub-
cultivos sdo frequentes. A reducao da massa fresca
em plantas da bromélia Orthophytum mucugense,
apos a retirada dos frascos de cultivo e exposicdo
ao ambiente, foi muito menor naquelas cultivadas
em frascos vedados com algodao, apresentando mé-
dia de 10,9%, em relacdo aos frascos vedados com
filme de PVC, em que a perda de massa foi em mé-
dia 20,2%. Isso comprovou que a vedacdo com filme
de PVC dificulta as trocas gasosas entre o microam-
biente in vitro e o ambiente externo, impedindo o de-
senvolvimento de adaptagdes contra a perda de dgua
por transpiracdo (BELLINTANI et al., 2007).
Onumerodefolhase ocomprimento dasraizes fo-
rammaioresnostratamentoscomsacarose(Tabelal).
Isto prova que a fonte de sacarose no meio foi es-
sencial para o crescimento das plantas, ja que hou-
ve grande diferenca com relacdo a auséncia de sa-
carose. Villa et al. (2006) também obtiveram para o
porta-enxerto de videira VR043-43, um maior nu-
mero de folhas com 30 g L de sacarose, apesar de
que nao houve diferenca significativa entre 15 e 30
g L de sacarose com filme de PVC, da mesma for-
ma como observado nesse experimento. Para o por-
ta-enxerto de macieira M9, a presenca de 30 g L!
de sacarose favoreceu o enraizamento em relacdo
a auséncia de sacarose, bem como a vedacio dos
frascos com algoddo em relacdo ao papel aluminio
(SOUZA et al., 2007). Na micropropagacao de tomi-
lho, 0 aumento da concentracdo de sacarose para 40
e 50 g L' resultou numa redugio da altura e do nu-
mero de folhas por planta, sendo considerada ade-
quada a concentracdo de 30 g L'! (BANDEIRA et al.,
2007). 0 mesmo comportamento foi verificado para
a Melissa officinalis, uma espécie herbacea, com

reducdo da altura e area foliar das plantas cultiva-
das em meios com concentra¢ées acima de 30 gL!
de sacarose (RIBEIRO et al., 2007). Para o mamoei-
ro ‘Tainung 01’, foi observado um comportamento
quadratico das variaveis crescimento dos segmentos
nodais, comprimento da maior folha e porcentagem
de enraizamento, com o aumento da concentracido
de sacarose até concentragdes proximas de 30 gL!
(SCHMILDT; AMARAL; SCHMILDT, 2007). Ja para o
morangueiro, foi demonstrado que o aumento da
concentracdo de sacarose até 60 g L! favoreceu de
forma linear o incremento da massa seca da par-
te aérea e da raiz e, na sua auséncia, nao houve de-
senvolvimento da raiz. Dessa forma, confirmou-se
que o morangueiro apresentou um tipico compor-
tamento heterotrofico, sendo dependente da saca-
rose como fonte de carbono para o desenvolvimen-
to das plantas in vitro (CALVETE; KAMPF; SUZIN,
2002). Para o porta-enxerto de pereira OH x F97
também foi verificado maior desenvolvimento das
raizes nos meios contendo concentragdes superio-
res de sacarose (LEITE; FINARDI; FORTES, 2000).
Geralmente as condi¢Ges utilizadas para o cultivo in
vitro ndo permitem que as plantas realizem a fotos-
sintese de forma adequada para serem considera-
das autotroficas, sendo necessario o fornecimento
de carboidratos no meio de cultura. Para promover
a fotossintese e o cultivo em meio sem sacarose é
necessaria a utilizacdo de outros sistemas de culti-
vo que permitam o fornecimento de elevada inten-
sidade luminosa e aumento na taxa de CO, com ven-
tilacdo forcada (ERIG; SHUCH, 2005; KOZAI et al.,
2005). Nesse caso, o cultivo em condi¢des realmen-
te autotrdficas em meios sem sacarose pode reduzir
o custo de producdo das mudas micropropagadas,
elevar a taxa de sobrevivéncia apds a aclimatizacdo
e aumentar a sua qualidade (XIAO; KOZAI 2004).
Na segunda avalia¢do, realizada apds 35 dias de
aclimatizacdo,asobrevivénciadasplantasprovenientes
do meio de cultura com 30 gL' de sacarose foi
superior as plantas cultivadas na auséncia de sacarose
e ndo diferiu significativamente das provenientes do
meio de cultura com 15 gL' de sacarose (Tabela 2).
A sobrevivéncia de plantas aclimatizadas de ginseng
brasileiro (Pfaffia glomerata) também foi favorecida
pela presenga de sacarose no meio de cultura, sendo
os melhores resultados obtidos nas concentragoes de
45 e 60 g L', que promoveram o maior crescimento
das plantas (SKREBSKY; NICOLOSO; FERRAO, 2004).
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Tabela 1 - Porcentagem de plantas vivas, porcentagem de enraizamento, altura das plantas, numero de folhas e
comprimento médio das trés maiores raizes da videira cv. Bordé em meio de cultura com diferentes con-
centragoes de sacarose e frascos com e sem vedacao com filme de PVC (polivinilcloreto)

Comprimento das

Sacargse Plantas vivas (%) Enraizamento (%) Altura (cm) Numero de Folhas  trés maiores raizes
(gL?) il
Sem Com Sem Com Sem Com Sem Com Sem Com
0 100 aA 86,6 bB 100 aA 583bB  292bA  1,16bB  453bA 1,79 bB 8,35 cA 0,85 cB
15 100 aA 100 aA 100 aA 100aA  410aA 440aA  515aB 6,48aA  1549bA  13,13bB
30 100 aA 100 aA 100 aA 100aA  423aA  460aA  580aA 6,48 aA 1737aA 16,04 aA
CV.(%) 39 2,6 8,0 8,8 9,5
F 9,83 249,156 4447 52,85 21,57

Fonte: Dados da pesquisa.

Nota: Médias seguidas pela mesma letra mintscula na coluna e maitscula na linha nao diferem significativamente pelo teste de Duncan a 5% de probabilidade.

Tabela 2 - Sobrevivéncia e nimero médio de folhas novas em plantas da videira cv. Bordo, provenientes do cultivo
in vitro em meio de cultura com diferentes concentracdes de sacarose e frascos com e sem vedagao com
filme de PVC (polivinilcloreto), apds aclimatizacao

S?;:a:g)s € Sobrevivéncia (%) Numero médio de folhas novas por planta
Sem Com Sem Com
0 66,7 bA 23,5bB 0,62 aA 0,00 bB
15 84,9 aA 84,9 aA 0,67 aA 0,76 aA
30 94.9 aA 94.9 aA 0,58 aA 0,73 aA
CV.(%) 134 251
F 15,54 23,17

Fonte: Dados da pesquisa.

Nota: Médias sequidas pela mesma letra mintscula na coluna e maitscula na linha nao diferem significativamente pelo teste de Duncan a 5% de probabilidade.

Na auséncia de sacarose, a sobrevivéncia foi menor
nas plantas originadas de frascos com vedagao de filme
de PVC,em que apenas 23,3% das plantas sobreviveram
(Tabela 2). O crescimento das plantas, analisado com
base na formacao de folhas novas, foi pequeno nesse pe-
riodo, mas novamente ficou evidente que o tratamento
sem sacarose e com filme de PVCapresentou o pior com-
portamento, e as plantas ndo conseguiram emitir ne-
nhuma folha nova. Comportamento semelhante foi ob-
servado na aclimatizagao de Orthophytum mucugense:
as plantas provenientes do cultivo em frascos veda-
dos com filme de PVC e meio de cultura contendo 15
e 30 g L' de sacarose apresentaram maior sobrevivén-
cia do que as plantas cultivadas na auséncia de sacaro-
se. As plantas provenientes de frascos com vedagao de

algoddo também apresentaram sobrevivéncia supe-
rior aquelas oriundas de frascos com vedacao de fil-
me de PVC. Esse comportamento foi explicado pela
melhor adaptagdo das plantas cultivadas em fracos
com maior troca gasosa, pois a avaliagdo da espessu-
ra da parede lignificada de células da epiderme foliar
mostrou que, no momento da retirada dos frascos,
as plantas procedentes de tubos vedados com filme
PVC ndo apresentaram presenca de lignina nem es-
pessamento nas paredes das células da epiderme fo-
liar abaxial ou adaxial, enquanto as plantas proce-
dentes de tubos vedados com algodao apresentaram
paredes lignificadas em desenvolvimento nos trata-
mentos com presenca de sacarose no meio de cultura
(BELLINTANI et al,, 2007).
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Conclusoes

Para o melhor desenvolvimento da videira cv.
Bordd na fase de enraizamento e aclimatizacido re-
comenda-se o uso de 30 g L' de sacarose, em fras-
cos com ou sem filme de PVC.
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