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RESUMO

VILLA, Fabiola. Micropropagacéo e avaliagdo da toleréncia ao aluminio em
porta-enxertos de videira. 2008. 74p. Tese (Doutorado em Agronomia.
Fitotecnia) - Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG."

Na viticultura, as técnicas de micropropagacdo tornam-se imprescindiveis para a
obtencdo em larga escala de material de boa qualidade fitossanitaria. Assim,
objetivou-se estudar a multiplicagdo in vitro de porta-enxertos de videira, por
meio da utilizagdo de 5 concentracdes de sulfato de adenina, associado a 3 de
BAP e, 4 concentragdes de glicina associadas a 4 de inositol . Segmentos nodais
do porta-enxerto de videira ‘“VR043-43’, ‘R110’ e ‘Kobber’, com cerca de 2 cm
comprimento, oriundos de brotagdes pré-estabelecidos in vitro foram excisados e
introduzidos em tubos de ensaio contendo 15 mL do meio de cultura DSD1. Os
meios foram acrescidos de 20 g L™ de sacarose, solidificados com 6 g "' de agar
e o pH ajustado para 6,4, antes da autoclavagem a 121°C e 1 atm por 20 minutos.
Posteriormente a inoculagdo, os tubos de ensaio foram transferidos para sala de
crescimento a 25+2°C, irradiancia de 35 pmol.m™.s™ e fotoperiodo de 16 horas
diarias, permanecendo nestas condigdes por 70 dias. O delineamento
experimental utilizado foi o DIC, utilizando-se 4 repeticdes com 12 brotagdes
por tratamento. Foram avaliados numeros de folhas, comprimento da parte
aérea, peso da matéria fresca da parte aérea e de calos. Melhores resultados na
micropropagacao de ‘VR043-43’ ¢ ‘R110’ foram obtidos em meio DSD1 sem a
adigdo de sulfato de adenina e com 1,0 mg L™ de BAP. Para o porta-enxerto de
videira, melhores resultados foram obtidos na auséncia e/ou com baixas
concentracdes de glicina e concentragdo de inositol igual ou superior a
recomendada no meio de cultura DSD1. A selegdo de cultivares de planta com
tolerancia ao Al é crucial a realizacdo de uma agricultura eficiente em solos
acidos brasileiros. Por isso, objetivou-se avaliar 8 porta-enxertos de videira em
solucdo nutritiva, quando submetidos a 4 niveis de aluminio, com a finalidade de
selecionar os gendtipos mais tolerantes ao aluminio. Estacas com comprimento
de 30cm foram mantidas por 30 dias em camara fria. Apos esse periodo foram
hidratadas com agua + AIB por 24 horas na concentragdo de 2000 mg L™, sendo
colocadas posteriormente para enraizar em vermiculita + areia (1:1) durante 60
dias e a seguir transferidas para os vasos com volume de 3,5 L onde a solucdo
nutritiva estava contida. Apdés 40 dias de cultivo foram avaliados os
comprimentos da parte aérea, peso da matéria seca da parte aérea, comprimento
do sistema radicular e peso da matéria seca do sistema radicular. O delineamento

* Comité Orientador: Dr. Moacir Pasqual - UFLA (Orientador); Dr. Geraldo
Magela de Almeida Cangado - EPAMIG/Caldas (Co-orientador).



experimental utilizado foi o DIC com 5 repeti¢des. Maior comprimento da parte
aérea foi obtido pelo genotipo ‘IAC 766’ na auséncia de aluminio, e pelo
gendtipo ‘420 A’ com a dosagem de 40 mg L. Obteve-se maior peso seco da
parte aérea e peso seco da estaca de ‘IAC 572’ com 40 mg L. Maior
comprimento do sistema radicular foi obtido pelo genotipo ‘Gravesac’ na
dosagem de 10 mg L. Quanto ao peso seco do sistema radicular o ‘1045 P’
mostrou-se pouco sensivel na dosagem de 10 mg L. As cultivares ‘IAC 572’,
‘IAC 766’ e ‘1103P’ apresentaram crescimento do sistema radicular semelhante
na auséncia ou presen¢a do aluminio, o que faz supor uma boa resisténcia a
toxidade deste elemento. No quarto experimento foi avaliado a tolerancia ao Al
em 6 gendtipos de porta-enxertos de videira. As plantas cresceram em solucao
nutritiva na auséncia e com 250 e 500 uM de Al em pH 4,2. Foram avaliados
em todos os genotipos o indice fenotipico de crescimento das raizes, peso da
matéria fresca e seca das raizes, area do sistema radicular, hematoxilina e o
contetido de Al. Os porta-enxertos de videira que mostraram alta tolerancia para
a maioria dos indices fenotipicos avaliados foram o ‘Kobber’, ‘Gravesac’,
‘Paulsen 1103° ¢ ‘IAC 766’ enquanto que, os mais sensiveis ao Al foram o
‘R110° e ‘TAC 572°. Além desses pardmetros foi avaliada a exsudacdo de acidos
organicos pelo sistema radicular de ‘Kobber’ € ‘R110° cultivados in vitro na
auséncia e presenga de aluminio. O citrato foi o Unico acido orgénico cuja
resposta foi relacionada ao estresse causado pelo Al. A taxa de exsudagdo em
‘Kobber’ foi mais alta que em ‘R110°, indicando um possivel papel deste acido
na aquisicao de tolerancia ao Al em videira.

Palavras-chave: cultura de tecidos, Vitis spp., toxicidade, sistema radicular.



ABSTRACT

VILLA, Fabiola. Micropropagation and evaluation of aluminum tolerance of
rootstocks grapevine. 2008. 74 p. Thesis (Doctorate in Crop Science) - Federal
University of Lavras, Lavras, Minas Gerais, Brazil."

In the viticulture, the micropropagation’s techniques become indispensable for
obtaining in wide scale of material of good fitossanitary quality. The present
work had as objective studies the multiplication in vitro of grapevine rootstocks,
through the use of 5 concentrations of adenine sulphate, associated to 3 of BAP
and, 4 concentrations of glicine associated to 4 of inositol. Nodal segments of
grapevine rootstock ‘VR043-43’, ‘R110’ and ‘Kobber’, with about 2 cm length,
originating from plants pre-established in vitro were excised and introduced in
tubes containing 15 mL of culture medium DSD1. The culture medium were
added of 20 g L™ of sucrose, solidified with 6 g L™ of agar and the adjusted pH
for 6.4, before the sterilization to 121°C and 1 atm for 20 minutes. Later to the
inoculation, the tubes were transferred for growth room to 25+2°C, irradiance of
35 pmol.m™.s™ and photoperiod of 16 hours, staying in these conditions for
70 days. The experimental design used was DIC, being used 4 repetitions with
12 plants per treatment. They were appraised numbers of leaves, length of the
aerial part, weigh of the fresh matter of the aerial part and of callus. Better
results in the micropropagation of ‘VR043-43” and ‘R110° were obtained in the
DSD1 without the addition of adenine sulphate and with 1.0 mg L™ of BAP. For
the grapevine rootstock ‘Kobber’, better results were obtained in the absence
and/or with low glicine concentrations and same concentration of inositol or
superior to recommended in the culture medium DSD1. The selection of plants
with tolerance to Al it is crucial to the accomplishment of an efficient agriculture
in Brazilian acid soils. Therefore, it was aimed at to evaluate 8 grapevine
rootstocks in nutrition solution, when submitted at 4 levels of aluminum, with
the purpose of selecting the most tolerant genotype to the aluminum. Rootstock
with 30cm length were maintained by 30 days in cold camera. After that period
were moisturized with water + AIB for 24 hours in the concentration of
2000 mg L™, being placed later to take root in vermiculite + sands (1:1) for 60
days and to proceed transferred for the vases with 3.5L of volume where the
nutrition solution was contained. After 40 days of cultivation were appraised the
lengths of the aerial part, dry weight of the aerial part, length and dry weight of
the radicular system and dry weight of the rootstocks. The experimental design
used was DIC with 5 repetitions. Larger length of the aerial part was obtained by
the genotype ‘TAC 766’ in the absence of aluminum, and for the genotype

* Guidance Commitee: Dr. Moacir Pasqual - UFLA (Adviser); Dr. Geraldo
Magela de Almeida Cangado - EPAMIG/Caldas (Co-adviser).



‘420 A’ with the 40 mg L. Larger dry weight of the aerial part was obtained
and weigh dry of the stake of ‘IAC 572’ with 40 mg L. Larger length of the
radicular system was obtained by the genotype ‘Gravesac’ in the concentration
of 10 mg L. With relationship to the dry weight of the radicular system the
‘1045 P’ was shown little sensitive in the 10 mg L. The cvs. ‘IAC 572°, ‘IAC
766’ and ‘1103P° they presented growth of the similar radicular system in the
absence or presence of the aluminum, the one that does suppose a good
resistance to the toxicity of this element. In the fourth experiment the tolerance
was evaluated Al in 6 genotype of grapevine rootstock. The plants grew in
nutrition solution in the absence and with 250 and 500 uM of Al, in pH 4.2.
They were appraised in all the genotype the fenotipical index of growth of the
roots, weight of the fresh and dry matter of the roots, area of the radicular
system, hematoxylin and Al's content. The grapevine rootstock that showed high
tolerance for most of the indexes appraised fenotipical were ‘Kobber’,
‘Gravesac’, ‘Paulsen 1103 and ‘IAC 766’ while, the most sensitive to Al were
‘R110” and ‘IAC 572’. Beyond of those parameters the organic acids exudation
was evaluated by the radicular system of ‘Kobber’ and ‘R110’ cultivated in vitro
in the absence and presence of aluminum. The citrate was the only organic acid
whose answer was related to the stress caused by Al. The exudation rate in
‘Kobber’” was higher than in ‘R110’, indicating a possible paper of this acid in
the acquisition of tolerance to Al in grapevine.

Key words: tissue culture, Vitis spp., toxicity, radicular system.
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RESUMO

Na viticultura, as técnicas de micropropagagao tornam-se imprescindiveis para a
obtencdo em larga escala de material de boa qualidade fitossanitaria.
Objetivou-se com o trabalho estudar a multiplicagdo in vitro de dois porta-
enxertos de videira, por meio da utilizagdo de sulfato de adenina, associado ao
BAP. Segmentos nodais do porta-enxerto de videira “VR043-43" (Vitis vinifera
x V. rotundifolia) e de ‘R110” (Vitis berlandieri x V. rupestris), com cerca de
2 cm de comprimento, oriundos de brotagdes pré-estabelecidos in vitro foram
excisados e introduzidos em tubos de ensaio contendo 15 mL do meio de cultura
DSD1. O experimento constituiu-se de dois porta-enxertos de videira
conduzidos em diferentes concentracdes de sulfato de adenina (0; 20; 40; 60 e
80 mg L'l) e de BAP (0; 0,5 e 1,0 mg L'l), em fatorial 5x3, adicionadas ao meio
de cultivo. Os meios foram acrescidos de 20 g L™ de sacarose, solidificados com
6 g 1" de 4gar e o pH ajustado para 6,4, antes da autoclavagem a 121°C e 1 atm
por 20 minutos. Posteriormente a inoculagdo, os tubos de ensaio foram
transferidos para sala de crescimento a 25+2°C, irradiancia de 35 pmol.m?.s™ e
fotoperiodo de 16 horas diarias, permanecendo nestas condigdes por 70 dias. O
delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualisado, utilizando-se
quatro repeti¢des com doze brotagdes por tratamento. Foram avaliados nimeros
de folhas, comprimento da parte aérea, peso da matéria fresca da parte aérea e de
calos. Melhores resultados na micropropagagdo de ‘VR043-43" ¢ ‘R110° foram
obtidos em meio DSD1 sem a adi¢do de sulfato de adenina e com 1,0 mg L de
BAP.

Palavras-chave: micropropacdo, Vitis spp., fitormdnio.



ABSTRACT

In the viticulture, the micropropagation techniques become indispensable for the
obtaining in large scale material of good quality fitossanitary. The present work
had as objective studies the multiplication in vitro of two grapevine rootstock,
using adenine sulphate, associated to BAP. Nodal segments of grapevine
rootstock ‘VR043-43° (Vitis vinifera x V. rotundifolia) and ‘R110’
(Vitis berlandieri x V. rupestris), with 2 cm length, originating from buds
established in vitro were excisaded and introduced in tubes containing 15 mL of
culture medium DSDI1. The experiment constituted of plants and different
concentrations of adenine sulphate (0; 20; 40; 60 and 80 mg L) and
concentrations of BAP (0; 0.5 and 1.0 mg L'l), in all possible combinations,
added to the culture medium. The means were added of 20 g L ' of sucrose,
solidified with 6 g L' of agar and the adjusted pH for 6.4, before the sterilization
to 121°C and 1 atm for 20 minutes. After the inoculation, the tubes were
transferred for growth room to 25+2°C, irradiance of 35 pmol.m™s” and
photoperiod of 16 hours daily, staying in these conditions per 70 days. The
experiment was arranged in a completely randomized design, being used four
repetitions with twelve buds per treatment. They were appraised numbers of
leaves, length of the aerial part, weigh of the fresh matter of the aerial part and
callus. Better results in the micropropagation of ‘VR043-43' and ‘R110* were
obtained in the culture medium DSD1 without the addition of adenine sulphate
and with 1.0 mg L of BAP.

Key words: micropropagation, Vitis spp., fitormone.



1 INTRODUCAO

A vitivinicultura brasileira, embora recente, tem avancado tanto nos
produtos elaborados como na producdo de uvas para consumo in natura. Em
2004, foram produzidas 1.283.203 t de uvas, segundo o IBGE. Em 2005, a
producdo de uvas foi 2,89% inferior ao ano anterior, sendo produzidas
1.246.071 t. Em 2004, 48,72% da uva produzida no Brasil foi destinada a
elaboracdo de vinhos, sucos, destilados e outros derivados Em 2005, face a
redu¢do da quantidade de uvas produzidas no Rio Grande do Sul, este percentual
foi reduzido para 44,19% (IBGE, 2005).

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 et al., 1998). Diversos trabalhos tém
apontado as técnicas de micropropagacdo como alternativa para a rapida
propagagdo de cultivares da espécie Vitis rotundifolia e, especialmente, hibridos
de Vitis e Muscadinia (Wetzstein & Myers, 1994).

As citocininas sdo derivadas da base nitrogenada adenina, sendo que
seus efeitos fisiologicos na planta estdo relacionados com a divisdo,
alongamento, diferenciacdo celular, retardamento da senescéncia, dominancia
apical, germinagdo e quebra de dorméncia de sementes (Crocomo & Cabral,
1988). A multiplicag¢do de videiras in vitro, com a utilizacao de citocininas, foi
reportada por diversos autores, contudo, suas concentracdes e tipos, para a
melhor proliferagdo de brotagdes, variou entre os diferentes genotipos estudados
(Dzazio et al., 2002).

A adenina na forma de sulfato de adenina ¢ muito utilizada em cultura
de tecidos, sendo que seu efeito pode ser comparado ao de uma citocinina fraca
ou ainda haver uma intera¢do com as proprias citocininas no meio (Caldas et al.,

1998). O sulfato de adenina foi usado em meio de multiplicagdo de mamoeiro



por Saha et al. (2004). Também foi utilizado para aumentar a taxa de
multiplicag¢do in vitro de bananeira (Menegucci et al., 1993). Segundo George &
Sherrington (1984), o sulfato de adenina parece estimular a proliferacdo de
ramos, principalmente em combinagdes com citocininas.

Guerra & Nodari (2006) relataram que a adenina, ou sulfato de adenina,
estimula o crescimento de brota¢des in vitro. E muito utilizada em cultura de
tecidos e seu efeito pode ser comparado ao de uma citocinina fraca ou, ainda
haver uma interacdo com as proprias citocininas do meio (Caldas et al., 1998).
Efeitos estimulatorios da adenina foram observadas na forma¢ao de gemas em
explantes de cambio de plantas de ulmeiro (UImus campestris, Jacquiot, 1951) e
no enraizamento de embrides somaticos de Citrus sinensis (Kochba et al., 1974).

Objetivou-se com o trabalho estudar a multiplicacdo in vitro de dois
porta-enxertos de videira, por meio da utilizacao de diferentes niveis de sulfato
de adenina, associados a diferentes concentragdes de 6-benzilaminopurina

(BAP).

2 MATERIAL E METODOS

O trabalho foi realizado no Laboratério de Cultura de Tecidos Vegetais,
localizado no Departamento de Agricultura da Universidade Federal de Lavras,

Lavras, MG.

Material vegetal

Segmentos nodais do porta-enxerto de videira ‘VR043-43’
(Vitis vinifera x V. rotundifolia) e de ‘R110’ (Vitis berlandieri x V. rupestris),
com cerca de 2 cm de comprimento, oriundos de brotagdes pré-estabelecidas in
vitro foram excisados e introduzidos em tubos de ensaio contendo 15 mL do

meio de cultura DSD1 (Silva & Doazan, 1995). Os meios de cultivo foram



acrescidos de 20 g L™ de sacarose, solidificados com 6 g L' de 4gar e o pH

ajustado para 6,4, antes da autoclavagem a 121°C e 1 atm por 20 minutos.

Descricdo dos tratamentos

O experimento consistiu dos porta-enxertos de videira (‘R100° e
VRO043-43") e de cinco diferentes concentragdes de sulfato de adenina (0; 20; 40;
60 ¢ 80 mg L) e trés de BAP (0; 0,5 ¢ 1,0 mg L"), em todas as combinagdes
possiveis, adicionadas ao meio de cultura. Posteriormente a inoculacdo, os tubos
de ensaio foram transferidos para sala de crescimento a 25 + 2°C, irradiancia de
35 pmol.m>s' e fotoperiodo de 16 horas diarias, permanecendo nestas

condi¢des por 70 dias.

Delineamento experimental e andlise estatistica
O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualisado
(DIC), em esquema fatorial, utilizando-se quatro repetigdes com doze brotagdes

por tratamento.

Avaliacoes

Apés 70 dias de cultivo, foram avaliados numeros de folhas,
comprimento da parte aérea, peso da matéria fresca da parte aérea e de calos. Os
dados foram analisados através do software Sisvar (Ferreira, 2000), utilizando

regressao polinomial para as variaveis.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Utilizando o teste F a 5% de probabilidade, observou-se interacdo
significativa para numero de folhas, comprimento da parte aérea e massa fresca

de calos do porta-enxerto de videira ‘R110’ (Tabela 1). Para o porta-enxerto de



videira ‘VR043-43* verificou-se interagdo significativa apenas para
comprimento ¢ massa fresca da parte aérea (Tabela 2).

Nao foi observada interacdo significativa para nimero de folhas de
‘VR043-43’. Com incremento nas concentragdes de sulfato de adenina no meio
de cultura, houve decréscimo no numero de folhas desse porta-enxerto. Na
auséncia dessa substancia, maior numero de folhas foi obtida (Figura 1A),

embora sem interagdo significativa.

Tabela 1 Analise de varidncia para as caracteristicas numero de folhas (NF),
comprimento da parte aérea (CPA),massa fresca da parte aérea
(PFPA) e massa fresca de calos (PFCA) do porta-enxerto de videira
‘R110’. UFLA, Lavras, MG, 2008.

Fontes de GL Quadrados médios
variagdo
NF CPA MFPA MFCA

BAP 2 13,31* 101,829*  0,00474™  0,03358%*
SA 4 46,38* 17,278*  0,00659™  0,02202*
BAP x SA 8 5,84% 28,229*%  0,00444™  0,01519*
Residuo 45 2,71 1,2344 0,00345 0,0036
CV (%) 25,44 22,87 5,68 38,51

* Significativo ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste F; n.s. = ndo significativo.
SA = sulfato de adenina.

Tabela 2 Analise de varidncia para as caracteristicas numero de folhas (NF),
comprimento da parte aérea (CPA), massa fresca da parte aérea
(MFPA) e massa fresca de calos (PFCA) do porta-enxerto de videira
‘VR043-43. UFLA, Lavras, MG, 2008.

Fontes de GL Quadrados médios
variagao
NF CPA MFPA MFCA

BAP 2 118,49% 0,5954* 0,0062* 0,01319™*
SA 4 11,069% 0,1469™* 0,0039%* 0,05032*
BAP x SA 8 5,671" 0,2330* 0,00187* 0,0027™*
Residuo 45 3,673 0,0637 0,0008 0,0076
CV (%) 26,10 13,53 3,75 11,15

* Significativo ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste F; n.s. = ndo significativo.
SA = sulfato de adenina.



Para o regulador de crescimento BAP, maior nimero de folhas de

“VR043-43 foi observado com 1,0 mg L™ desse regulador (Figura 1B).
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Figura 1A Numero de folhas de plantas in vitro do porta-enxerto de videira
‘VR043-43’, influenciado pelas diferentes concentragdes de sulfato
de adenina. UFLA, Lavras, MG, 2008.
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Figura 1B Numero de folhas de plantas in vitro do porta-enxerto de videira
‘VR043-43’, influenciado pelas diferentes concentracdes de BAP.
UFLA, Lavras, MG, 2008.



Em relagdo ao porta-enxerto ‘R110°, verificou-se interacdo significativa
para as varidveis estudadas. Pelo teste de variancia, na auséncia de sulfato de
adenina e com a adi¢do de 1,0 mg L™ de BAP, resultados significativos foram
obtidos. Com incrementos na concentragdo de sulfato de adenina, decréscimo de
forma quadratica no nuimero de folhas foi verificado nesse porta-enxerto
(Figura 2). Esta diferenga no nimero de folhas dos porta-enxertos estudados
pode estar relacionada a diversidade genética que existe entre as espécies e até

mesmo entre as cultivares (Loretti & Piasani, 1982).

Y o pap = -0,00115% + 0,0367x + 7,119 R*=0,76
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Sulfato de adenina (mg L)

¢ O0de BAP ® 1,0 mg L-' de BAP

Figura 2 Numero de folhas de plantas in vitro do porta-enxerto de videira
‘R110’, influenciado por concentragdes de BAP e sulfato de adenina.

UFLA, Lavras, MG, 2008.

A interacdo entre BAP e sulfato de adenina mostrou-se significativa para
o comprimento da parte aérea dos dois porta-enxertos estudados. Para ‘R110° e
“VR043-43" as concentragdes de 0 ¢ 0,5 de BAP ¢ 0 mg L' de BAP foram
significativas, respectivamente (Figuras 3A e 3B). Com aumento nas

concentracdes de sulfato de adenina no meio e auséncia de BAP, verificou-se



decréscimo no comprimento de brotos para os dois porta-enxertos, corroborando
Machado et al. (2007), que verificou na manutengdo dos subcultivos do porta-
nxerto ‘VR043-43°, que a adicdo de BAP ndo era necessaria para a
multiplica¢do dos explantes.

O maior crescimento dos explantes na auséncia de BAP pode ser
atribuido ao efeito desse fitoregulador na morfogénese in vitro, pois o mesmo
aumenta a taxa de multiplicagdo dos explantes, porém reduz o crescimento das

brotagdes (Peixoto & Pasqual, 1996).
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Figura 3A. Comprimento da parte aérea de Figura 3B. Comprimento da parte aérea de
plantas in vitro do porta-enxerto plantas in vitro do
de videira ‘R110°, influenciado porta-enxerto  de  videira
por concentragdes de sulfato de ‘VR043-43’, influenciado por
adenina ¢ BAP. UFLA, Lavras, concentragdes de BAP. UFLA,
MG, 2008. Lavras, MG, 2008.

Maiores comprimentos da parte aérea foram observados na auséncia de
BAP e de sulfato ¢ o aumento nas concentragdes de sulfato de adenina teve um
efeito inibitério para essa variavel estudada. Varios autores afirmaram que o
BAP nao ¢ responsavel pelo alongamento de brotos (Taiz & Zeiger, 1991).

Em trabalhos in vitro com ‘VR043-43’, Machado et al. (2006)
afirmaram que a citocinina BAP teve efeito negativo na altura das brotagdes,

sendo mais evidente nas concentragdes de 0,5 e 1,0 mg L. Na auséncia de BAP,



nos quatro subcultivos, a altura em média das brotagdes foi maior que nas
concentragdes de 5,0 ¢ 10 pm. A producdo de brotagdes pouco alongadas com a
adi¢do de BAP no meio de cultura, também foi observada com as cultivares de
videira Thompson Seedless, Sonaka e Tas-e-Ganesh, sendo necessaria uma fase
de alongamento (Mhatre et al., 2000).

A Tabela 2 mostra que houve interagdo significativa para massa fresca
da parte aérea do porta-enxerto ‘VR043-43’. A auséncia ¢ 80 mg L' de sulfato
de adenina associadas a 1,0 mg L' de BAP mostraram-se eficaz para essa
variavel estudada (Figura 4). Melhores resultados foram observados na auséncia
de sulfato de adenina no meio de cultura.

Resultados satisfatorios da adi¢do de sulfato de adenina ao meio de
cultivo, melhorando a multiplicagdo em algumas espécies, sdo relatados por
autores como Schmildt et al. (2007), que recomenda a utilizagio de 30 mg L™ de

sulfato no meio de multiplicagdo para mamoeiro (Carica papaya L.).
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Figura 4. Massa fresca da parte aérea de plantas in vitro do porta-enxerto de
videira “VR043-43’, influenciado por concentra¢des de BAP e sulfato
de adenina. UFLA, Lavras, MG, 2008.



Para o porta-enxerto ‘“VR043-43" verificou-se significidncia na massa
fresca de calos apenas para o sulfato de adenina. Com aumento nas
concentrac¢des de sulfato obteve-se um decréscimo de forma quadratica na massa
fresca de calos desse porta-enxerto (Figura 5A). Houve interagdo significativa
para peso fresco de calos de ‘R110°. Resultados significativos foram observados
com a adi¢do de 1,0 mg L de BAP (Figura 5B). Incrementos nas concentragdes
de sulfato de adenina, acarretaram em decréscimo de forma quadratica na massa
fresca de calos desse porta-enxerto.

A formagdo de calos ndo ¢ desejada na micropropagacdo da videira.
Provavelmente o meio de cultivo acrescido de 1,0 mg L' de BAP e baixas
concentragdes de sulfato de adenina ndo sejam adequados para multiplicagdo in
vitro de explantes de videira estudados. Em contrapartida, no meio com adigéo
de altas concentragdes de sulfato houve menor formagdo de calos na base dos
explantes e conseqiientemente, melhor desempenho dessas brotagdes e melhor

enraizamento in vitro.
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diferentes concentragdes de sulfato concentragdes de sulfato de
de adenina. UFLA, Lavras, MG, adenina ¢ 1,0 mg L' de BAP.
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Devido a falta de informacdes sobre a influéncia do sulfato de adenina e
sua utilizacdo como fitormoénio em frutiferas in vitro, torna-se necessario a
realizacdo de trabalhos futuros, a fim de elucidar sua real fungdo na estrutura da
planta. Na literatura pouco se encontra sobre dados referentes as variedades de
videira cultivadas no Brasil. Por isso, torna-se necessario o aprofundamento das
pesquisas in Vitro e os principais efeitos que influenciam o desenvolvimento
dessas plantas, como por exemplo, luminosidade, meios de cultivo, genotipos e

fitormonios.

4 CONCLUSAO

Melhores resultados na micropropagagao dos porta-enxertos de videira
‘R110° e “VR043-43" foram obtidos em meio de cultivo sem a adi¢dao de sulfato

de adenina e com 1,0 mg L' de BAP.
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RESUMO

A micropropagagdo de porta-enxerto de videira ¢ utilizada, entre outros fatores,
na obtencdo de plantas livres de virus, em curto espago de tempo e na
preservacao de germoplasma. Com o objetivo de aprimorar técnicas de cultivo
in vitro de videira, testaram-se diferentes concentragdes de glicina e inositol,
adicionadas ao meio de cultura. Para o porta-enxerto de videira ‘Kobber’, o meio
foi constituido de sais DSD1, acrescido de 20 g L' de sacarose e 7 g L™ de 4gar,
e o pH ajustado para 6,4, antes da autoclavagem a 121°C e 1 atm por 20 minutos.
O experimento com videira consistiu-se de 4 diferentes concentragdes de glicina
(0; 1,0; 2,0 e 4,0 mg L"), 4 de inositol (0; 10; 20 e 40 mg L") e suas
combinagdes. Segmentos nodais, oriundos de plantulas preestabelecidas in vitro
foram excisados e introduzidos em tubos de ensaio contendo 15 mL dos meios
de cultivo. Posteriormente, os tubos de ensaio foram transferidos para sala de
crescimento a 25 + 2'C, irradiancia de 32 pmol m *s™' e fotoperiodo de 16 horas.
O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualisado,
utilizando-se de doze plantulas por tratamento. Apds 70 dias de cultivo in vitro,
para o porta-enxerto de videira, melhores resultados foram obtidos na auséncia
e/ou com baixas concentracdes de glicina e concentragdo de inositol igual a
recomendada no meio de cultura DSDI1.

Palavras-chave: Vitis spp., vitamina, aminoacido, MS, DSD1.



ABSTRACT

The micropropagation of rootstocks is used, among other factors, to obtaining
plants virus-free, in short time and in the germoplasm preservation. Aiming to
improve the in vitro cultivation techniques of grapevine, different glycine and
inositol concentrations in the culture medium were tested. To rooststock
grapevine ‘Kobber’, the culture medium was constituted of DSD1, added of
20 g L sucrose and 7 g L agar, and the pH adjusted to 6.4 before the
sterilization of 121°C and 1 atm for 20 minutes. The work with grapevine
composed of 4 different concentrations of glycine (0; 1.0; 2.0 and 4.0 mg L™),
4 concentrations of inositol (0; 10; 20 and 40 mg L'l), and its combinations.
Nodal segments from in vitro plants was excised and introduced into test tubes
containing 15 mL of culture medium. After that, the culture tubes were
transferred in a growth room to 25 + 2°C, irradiance of 32 mol m™s" and
photoperiod of 16 hours. The experiments were settled in a completely
randomized design, using twelve explants per treatment. After 70 days of in
vitro cultivation, better results for the grapevine rootstock were obtained in the
absence and/or with low glycine concentrations and the same inositol
concentration as recommended in the DSD1 culture medium.

Key-words: Vitis spp., vitamin, aminoacid, MS, DSD1.



1 INTRODUCAO

A videira ¢ uma fruteira propagada normalmente por via vegetativa. A
utilizacdo da micropropagagdo apresenta vantagens em relagdo a métodos
tradicionais de propagacao vegetativa, dentre os quais se destacam a rapidez do
processo ¢ a possibilidade de obtencdo ¢ manutengdo de plantas matrizes livres
de virus (Chalfun et al., 1998; Peixoto & Pasqual, 1996).

Um dos objetivos da micropropagagdo ¢ a maximizagdo da
multiplicacdo de gemas. Muita atengdo para sua obtencdo tem sido dada a
manipulacdo de substincias de crescimento no meio de cultura (Lee & Ko,
1984). Varios meios de cultura t€m sido testados e um meio especifico ¢
identificado pela composicdo de sais minerais, enquanto as vitaminas, o0s
reguladores vegetais e outros suplementos organicos variam em concentragao.

A suplementag@o de um meio de cultura pode ser realizada pela inclusdo
de uma proteina hidrolisada. Qualquer efeito benéfico pode ser avaliado pela
substitui¢do desta proteina por uma mistura de aminoacidos. Os aminoacidos
tém importancia na amplificagdo das respostas morfogenéticas, proporcionando
maior crescimento ¢ facilitando a diferenciacdo no sentido da regeneragdo
(Pasqual, 2001).

O crescimento e a morfogenia de plantulas micropropagadas podem ser
melhorados com a adigdo de vitaminas ao meio de cultura. As exigéncias das
células vegetais em vitaminas estdo associadas ao tipo de cultura e a espécie
(George, 1993). Gonzales et al. (2000) observaram melhor estabelecimento
in vitro de mirtilo cv. Berkeley a partir de segmentos nodais, utilizando meio
WPM acrescido de vitaminas do MS. Em quatro genotipos de videira estudados
verificou-se melhores resultados em meio modificado, com a diminuicdo de sais

e vitaminas do meio de cultivo MS (Zlenko et al., 1995).



O objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos de diferentes
concentragdes de glicina e inositol, no cultivo in vitro do porta-enxerto de

videira ‘Kobber 5BB’.

2 MATERIAL E METODOS

O trabalho foi realizado no Laboratorio de Cultura de Tecidos Vegetais,
localizado no Departamento de Agricultura da Universidade Federal de Lavras,

Lavras, MG.

Material vegetal

Segmentos nodais do porta-enxerto de videira (Vitis berlandieri x
Vitis riparia, cv. Kobber 5BB), com 2 cm de comprimento, oriundos de
plantulas preestabelecidas in vitro foram excisados e introduzidos em tubo de
ensaio contendo 15 mL de meio de cultura DSD1 (Silva & Doazan, 1995). O
meio de cultivo foi acrescido de 20 g L' de sacarose ¢ 7 g L™ de 4gar, ¢ o pH foi
ajustado para 6,4, antes da autoclavagem a 121°C e 1 atm por 20 minutos.
Posteriormente, os tubos de ensaio contendo os explantes foram transferidos
para sala de crescimento, onde as condi¢cdes de cultivo foram mantidas a

25+ 2'C, irradiancia de 32 p.mol.m s e fotoperiodo de 16 horas.

Descricéo dos tratamentos
O experimento consistiu de diferentes concentra¢des de glicina (0; 1,0;
2,0 ¢ 4,0 mg L'l) e de inositol (0, 10, 20 e 40 mg L'l), retiradas do meio MS, em

todas as combinagdes possiveis.



Avaliacoes
Ao final de 70 dias de cultivo in vitro, foram avaliados numero de
folhas, massa fresca da parte aérea, comprimento da parte aérea, comprimento

da maior raiz, nimero de raizes ¢ massa fresca de calos para a frutifera estudada.

Delineamento experimental

Os dados foram analisados através do software Sisvar (Ferreira, 2000),
utilizando regressdo polinomial para concentra¢des de glicina e inositol. O
delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualisado (DIC), fatorial

4x4, com quatro repeticdes constituidas de trés explantes.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Foi observada interagdo significativa para glicina e inositol
separadamente em relagdo ao nimero de folhas do porta-enxerto de videira
(Figuras 1 e 2). Esses resultados divergem daqueles verificados para nimero de
folhas de amoreira-preta. Para o porta-enxerto de videira, pode-se observar que a
quantidade de folhas aumenta gradativamente até o ponto de maxima (11,69)
para 1,0 mg L' de glicina e diminui até o ponto de méxima (12,54) para
10 mg L™ de inositol.

Na Figura 1 observa-se que o aumento gradativo nas concentragdes de
inositol (retiradas do meio de cultivo MS) reduziu a emissdo de novas folhas,
corroborando assim Silva (2003), Silva et al. (2005), que estudando o
crescimento in Vitro de um hibrido de orquidea, verificou uma redu¢do no
numero de folhas emitidas em meio Knudson, com o aumento das concentragoes

de vitaminas do meio MS.
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Figura 1. Numero de folhas do porta-enxerto de videira ‘Kobber 5BB’, cultivado
em diferentes concentra¢des de inositol. UFLA, Lavras, MG, 2008.

O inositol influencia como catalisador metabdlico, o crescimento de
orgdos, confirmando sua fun¢do de estimular o crescimento geral da plantula
(George, 1993). Pode-se inferir que o inositol retirado do meio MS adicionado
ao meio de cultura DSD1 nao € necessario para promover o aumento do nimero

de folhas do porta-enxerto de videira, ‘Kobber SBB’.
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Figura 2. Numero de folhas do porta-enxerto de videira ‘Kobber 5SBB’, cultivado
em diferentes concentragdes de glicina. UFLA, Lavras, MG, 2008.



Gonzales et al. (2000) observaram melhor estabelecimento in vitro de
mirtilo cv. Berkeley, a partir de segmentos nodais, utilizando meio WPM
acrescido de vitaminas do MS. Em 4 gendtipos de videira estudados verificou-se
melhores resultados em meio modificado, com a diminui¢do de sais e vitaminas
do meio de cultivo MS (Zlenko et al., 1995).

Concentragdes superiores a 20 mg L' de inositol promoveram o
crescimento do explante, fungdo principal das vitaminas, conforme trabalho de
George, 1993.

Na Figura 3, pode-se verificar a interagdo significativa para o peso da
matéria fresca da parte aérea da espécie estudada. Maior peso da matéria fresca
da parte aérea do porta-enxerto de videira foi verificado com 20 mg L™ de
inositol, sem a adi¢do de glicina. Evidencia-se assim que, para promover peso da
matéria fresca da videira estudada, a glicina do meio MS ¢ inibitdria e o inositol

¢ benéfico.
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Figura 3. Peso da matéria fresca da parte aérea do porta-enxerto de videira
‘Kobber 5BB’, cultivado em diferentes concentragdes de glicina e
mositol. UFLA, Lavras, MG, 2008.



As concentracdes de 10 a 40 mg L™ de inositol ¢ 2 mg L™ de glicina
adicionadas no meio DSDI1 influenciaram positivamente de forma linear o
comprimento do porta-enxerto de videira (Figura 4). O crescimento geral das
plantulas é estimulado pelas vitaminas do meio de cultivo MS, influenciando

assim como catalisadores metabdlicos (George, 1993).
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Figura 4. Comprimento da parte aérea do porta-enxerto de videira ‘Kobber
5BB’, cultivado em diferentes concentragdes de glicina e inositol.
UFLA, Lavras, MG, 2008.

De acordo com os resultados obtidos neste trabalho, pode-se inferir que
ndo é necessario a utilizagdo da glicina para obtengdo de raizes nas plantulas. O
numero de raizes do porta-enxerto de videira ‘Kobber 5BB’ néo foi significativo
para as concentragdes de inositol e glicina utilizadas.

Num substrato com deficiéncia de nutrientes, como € o caso do meio de
cultura DSD1, aumentar o comprimento das raizes ¢ uma maneira da plantula
buscar os nutrientes necessarios ao seu desenvolvimento, mesmo que isto

implique em gasto de reservas.



As concentra¢des de inositol do meio MS influenciaram de maneira
positiva o crescimento dessas raizes, até o ponto de maxima (3,83 cm de
comprimento e 23,6 mg L™ de inositol), evidenciando-se que, para promover o
crescimento médio do sistema radicular de ‘Kobber 5BB’, o inositol adicionado

ao meio de cultivo DSD1 ¢ benéfico (Figura 5).
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Figura 5. Comprimento da maior raiz do porta-enxerto de videira ‘Kobber 5BB’,
cultivado em diferentes concentra¢des de inositol. UFLA, Lavras,
MG, 2008.

Pode-se observar na Figura 6 uma interagdo significativa para peso
fresco de calos do porta-enxerto estudado, sendo que, verificou-se que o inositol
incrementou linearmente o peso da matéria fresca calos com aumento de suas
concentragdes, na presenca de 2,0 mg L™ de glicina.

A formagao de calos ndo ¢ desejada nesse estudo, pois pode favorecer o
surgimento de variagdo no genoétipo. Provavelmente a glicina e o inositol do
meio MS ndo sejam adequados para a micropropagagdo do porta-enxerto de

videira ‘Kobber 5BB’, pois proporcionou calos mesmo na auséncia de ambos.
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cultivado em diferentes concentragdes de glicina e inositol. UFLA,
Lavras, MG, 2008.

Kintzios et al. (2000, 2001) observaram em um estudo com folhas de
rosa (Rosa hybrida) e de Capsicum annuum que, na presenca de 100 mg L™ de
inositol um maior crescimento de calos foi obtido. Esses verificaram também
que a glicina a 0,1 mg L™ foi a menos favoravel para o mesmo crescimento e

proliferagdo de embrides somaticos de C. annuum.

4 CONCLUSAO

Para o ‘Kobber 5BB’, melhores resultados sdo obtidos na auséncia e/ou
com baixas concentracdes de glicina e concentracdo de inositol igual a

recomendada no meio de cultura DSD1 (10 mg L™).
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RESUMO

O Brasil tem 20% do seu territdrio ocupado com solo de cerrado no qual a
elevada acidez e a toxicidade pelo aluminio dificultam a sua utilizagdo para
cultivo. Objetivaram-se, com a realizagdo deste trabalho, avaliar oito porta-
enxertos de videira quando submetidos a diferentes niveis de aluminio em
solugdo nutritiva, com a finalidade de selecionar os gendtipos mais tolerantes ao
aluminio. As estacas dos porta-enxertos de videira, com comprimento de 30cm,
foram mantidas por 30 dias em caAmara fria. Apds esse periodo, foram hidratadas
com agua + AIB, por 24 horas na concentragdo de 2000 mg L™, sendo colocadas
posteriormente para enraizar em vermiculita + areia (1:1), durante 60 dias e, a
seguir, transferidas para os vasos com volume de 3,5 L, nos quais estava a
solugdo nutritiva. As estacas dos genoétipos: ‘Gravesac’, ‘IAC766°, ‘420A°,
‘IACS572’, ‘RR101-14’, ‘Kobber 5BB’, ‘1045P” ¢ ‘1103P” foram submetidas aos
seguintes tratamentos de aluminio (0, 10, 20 ¢ 40 mg L™ de Al). Apos 40 dias de
cultivo, foram avaliados comprimento da parte aérea, peso seco da parte aérea,
comprimento do sistema radicular, peso seco do sistema radicular e peso seco da
estaca. O delineamento experimental utilizado foi o DIC, em esquema fatorial
8x4 com 5 repetigdes, perfazendo um total de 160 parcelas experimentais. Maior
comprimento da parte aérea ¢ obtido pelo gendtipo ‘TIAC766°, na auséncia de
aluminio e pelo gendtipo ‘420A°, com a dosagem de 40 mg L. Maior
comprimento do sistema radicular ¢ obtido pelo genotipo Gravesac, na dosagem
de 10 mg L. Quanto ao peso da matéria seca do sistema radicular, o ‘1045P’
mostra-se pouco sensivel na dosagem de 10 mg L. As cultivares IAC572,
IAC766 e 1103P apresentam crescimento do sistema radicular semelhante na
auséncia ou na presenga do aluminio, o que faz supor uma boa resisténcia a
toxicidade deste elemento.

Palavras- chave: Vitis spp., toxicidade, sistema radicular.



ABSTRACT

Brazil presents 20% of this territory occupied with savannah soil, that due to
your high acidity and toxicicity for the aluminum hinder your use for cultivation.
It was aimed at with this work to evaluate eight grapevine rootstock when
submitted at different levels of aluminum in nutrition solution, with the purpose
of selecting the most tolerant genotype to the aluminum. The grapevine
rootstock with 30cm length were maintained by 30 days in cold camera. After
this period they were moisturized with water + AIB for 24 hours in the
concentration of 2000 mg L™, being placed later to take root in vermiculite +
sands (1:1) for 60 days and to proceed transferred for the vases with 3.5L of
volume where the nutrition solution was contained. The genotype ‘Gravesac’,
‘TACT66°, “420A°, ‘IAC572’, ‘RR101-14°, ‘Kobber 5BB’, ‘1045 P’ and ‘1103P’
were submitted to the following treatments of aluminum (0, 10, 20 and
40 mg L' Al). After 40 days of cultivation were appraised the lengths of the
aerial part, dry weight of the aerial part, length of the radicular system, dry
weight of the radicular system and dry weight of the rootstock. The experimental
designed was DIC in factorial 8x4 with 5 repetitions with 160 experimental
portions. The largest length of the aerial part is obtained by the genotype
‘TAC766’ in the absence of aluminum, and for the genotype ‘420A’ with the
40 mg L. Larger dry weight of the aerial part and weigh dry of the rootstock
‘IAC572’ is obtained with 40 mg L™ The largest length of the radicular system
was obtained by the ‘Gravesac’ with 10 mg L. With relationship to the dry
weight of the radicular system of the ‘1045 P’ shown a little sensitive in the
concentration of 10 mg L™ The cvs. ‘TAC572”", ‘IAC766° and ‘1103P’ presente
a similar growth of the radicular system in the absence or presence of aluminum,
the one that does suppose a good resistance to the toxicicity of this element.

Key-words: Vitis spp., toxicicity, radicular system.



1 INTRODUCAO

A videira (Vitis spp,) esta entre as frutiferas mais cultivadas no mundo.
No Brasil, a produgdo concentra-se nas regioes Sul, Sudeste e Nordeste. Os
estados do Rio Grande do Sul, Sdo Paulo, Pernambuco, Parana, Bahia, Santa
Catarina e Minas Gerais sdo os principais produtores (Camargo, 1998).

O uso de porta-enxertos na viticultura ¢ comum ha mais de cem anos,
porém, as caracteristicas a serem selecionadas dependem das condigdes
intrinsecas de cada local ou regido, em adig@o a resisténcia a filoxera (Sousa,
1996). Nos ultimos anos, o Brasil tem se destacado no desenvolvimento de
novos porta-enxertos, mais adaptados as suas condigdes de clima e solo. Neste
segmento, foram criados e introduzidos novos porta-enxertos, visando atender a
condigdes como seca, calor, resisténcia a fitotoxicidade ao aluminio e acidez do
solo, colocando o pais em condigdo de destaque, no que se refere a viticultura.

O territorio brasileiro apresenta 20% de sua area ocupada com solos de
cerrado que, apesar de possuirem boas propriedades fisicas, como profundidade
e relevo plano, deixam a desejar no aspecto quimico, por serem acidos, sendo
sujeito a toxicidade do aluminio. Hamel et al. (1998) estimam que 78,4% das
terras cultivadas sejam compostas de solos acidos, impossibilitando a exploragdo
viavel da maioria das culturas.

A toxidez de aluminio (Al) € um fator importante e limitante da
producdo agricola em solos tropicais e subtropicais do mundo (Adams &
Pearson, 1967), sendo particularmente severa em pH abaixo de 5,0. Para cada
espécie, o pH critico das concentragdes toxicas depende de varios fatores do
solo, como os minerais argilosos predominantes, o nivel de matéria organica e as
concentracdes de outros cations, anions e sais totais (Fageria, 1999), sendo o
fator mais importante para o controle do AI” solavel e trocavel dos solos

(Costa, 1995). Os principais sintomas de toxicidade pelo aluminio ocorrem no



sistema radicular, gerando redugdo da divisdo celular, diminuindo o
alongamento radicular, deixando as raizes curtas, grossas, quebradi¢as ¢ com cor
amarronzada, interferindo na absorg¢do, no transporte ¢ na utilizagdo dos
nutrientes (Foy, 1974).

Uma alternativa para contornar o problema de toxidez ¢ a neutralizacao,
pelo menos em parte, do Al trocavel da solugdo do solo pela aplicagdo de
calcario. O uso de gendtipos mais tolerantes a altos niveis de Al” pode ser uma
solucdo complementar a calagem. Numerosos estudos tém sido realizados com a
utilizagdo de solugdo nutritiva e amplamente relatados, com o intuito de
determinar a tolerancia de espécies ou de variedades ao Al. Dantas et al. (2001),
estudando 18 somaclones e 3 porta-enxertos de macieira mantidos em solugao
nutritiva com Al, concluiram que algumas plantas mostraram-se bem sensiveis,
outras moderadamente tolerantes e ainda, outras, tolerantes as concentragdes de
Al empregadas.

Porém, para frutiferas de clima temperado, especialmente a videira, os
dados ainda sdo muito insipidos. No Brasil, em experimentos com porta-
enxertos de videira em solo, realizados por Fraguas (1999), concluiu-se que
‘R99’, ‘Rupestris du Lot’, ‘Kobber SBB’ ¢ a produtora ‘Isabel’ (que ja foi usada
como porta-enxerto) foram os mais sensiveis ao Al e o ‘1103P’, ‘RR101-14" ¢
‘196-17C1’ foram os mais tolerantes. Alvarenga (2001), realizando experimento
em casa de vegetagdo, verificou que os porta-enxertos ‘TAC572 e ‘Gravesac’
foram os mais tolerantes ao Al e¢ o ‘Kobber 5BB’ foi o mais sensivel.
Tecchio et al. (2005) avaliaram diversas variaveis fisiologicas em dois porta-
enxertos de videira cultivados em solugdo nutritiva com a adi¢do de aluminio.

Varias metodologias vém sendo desenvolvidas pelos programas de
melhoramento genético, na tentativa de identificar ou obter constitui¢des
genéticas tolerantes a este ion metalico. A avaliagdo em campo para reagdo ao

aluminio toxico € a mais utilizada pelos melhoristas, porém, pode ser detectada



também por meio de diferentes pardmetros em testes de casa de vegetagdo e
laboratorio, empregando-se solugdes nutritivas (Sanchez-Chacon et al., 2000;
Silva et al., 2004; Malavolta, 2006; Finatto et al., 2007).

Diante do exposto, objetivou-se com este trabalho avaliar as respostas de
oito porta-enxertos de videira quando submetidos a diferentes niveis de aluminio
em solugdo nutritiva, com a finalidade de selecionar os genotipos mais tolerantes

a toxidez desse elemento.

2 MATERIAL E METODOS

Local de montagem do experimento
O experimento foi realizado em 2005, na Empresa de Pesquisa
Agropecuaria de Minas Gerais (Epamig), localizada no campus da Universidade

Federal de Lavras (UFLA), em Lavras, MG.

Material vegetal

As estacas lenhosas de 1 ano foram coletadas a partir de plantas matrizes
adultas, em perfeitas condigdes de vigor e sanidade, sendo conservadas com
adequado teor de umidade, embaladas em camara fria (£5°C) para a quebra de
dorméncia até o momento do plantio (30 dias). Dos porta-enxertos empregados,
sete (‘IAC766°, ‘420A°, ‘IAC572’, ‘RR101-14’, ‘Kobber 5BB’, ‘1045P° e
‘1103P’) foram trazidos da Epamig de Caldas, MG. Apenas o ‘Gravesac’ foi
oriundo da Embrapa Uva e Vinho de Bento Gongalves, RS.

No dia anterior ao plantio, as estacas foram preparadas com um tamanho
de 30cm, por meio de um corte reto na base e outro em bisel na parte superior,
distante 2 cm da ultima gema. Estas estacas foram colocadas com a base na agua

por 24 horas, com a finalidade de promover sua reidratagao.



Tratamento das estacas

Apds o periodo de quebra de dorméncia, as estacas foram hidratadas em
agua + acido indolbutirico (AIB), por 24 horas, na concentragdo de
2.000 mg L', para que essa auxina pudesse estimular o enraizamento. Apos este
tratamento, foram enraizadas em casa de vegetacdo, em substrato a base de
vermiculita + areia lavada grossa (1:1). Apds 60 dias os genotipos foram
transferidos para os vasos com solu¢do nutritiva. A irrigagao dos vasos + estacas
foi feita diariamente e manualmente. Procurou-se manter a umidade dentro da
melhor condi¢do para o desenvolvimento das plantas.

O controle das ervas daninhas, durante a fase de enraizamento (areia +
vermiculita) foi feito manualmente, sempre que necessario, enquanto o controle
das doengas fungicas foi preventivo, utilizando-se o Mancozeb. Nao foi
observada a ocorréncia de pragas. As demais adubacdes foram realizadas

conforme indicado para a cultura (Comissao ..., 1999).

Plantio das estacas

Os vasos com capacidade de 3,5 L de volume foram pintados
externamente com tinta & base de aluminio para que adquirissem coloragao
opaca, com o0 objetivo de aumentar a reflexdo da luz solar e diminuir o
aquecimento da solug@o nutritiva no interior dos vasos (Figura 1).

Em seguida, as oito estacas foram colocadas nos vasos com a solugdo
nutritiva, contendo apenas 1/3 da concentragdo padrdo (Tabela 1). As estacas

foram mantidas na posi¢do vertical, tendo como suporte o isopor (Figura 2).



Figura 1. Detalhe do plantio das estacas de videira em vasos com capacidade de
3,5 L, pintados com tinta a base de alumino. UFLA, Lavras, MG.
2008.

Figura 2. Detalhe do plantio vertical das
estacas de videira em vasos,
tendo como suporte o isopor.
UFLA, Lavras, MG. 2008.

Solucé&o nutritiva
A solucdo nutritiva utilizada foi a de Furlani & Furlani (1998),
modificada por Santos (1998), conforme Tabela 1.



Tabela 1. Composi¢do da solucdo nutritiva de acordo com Furlani & Furlani
(1998), FCAV/UNESP, Botucatu, SP, 2003.

Macronutrientes (mg L™

NNO® NNH™ P K Ca Mg S
147,9 18,0 1,0 86,1 140,0 21,0 17,6
Micronutrientes (mg L)
Fe B Cu Mn Zn Mo Cl
5,0 0,5 0,02 0,5 0,05 0,001 19,5

Ap6s dez dias do plantio das estacas, a solucdo foi trocada por outra com
1/2 da forga e, depois de mais 10 dias, foi realizada a ultima troca com 100% de
forca. Somente apos a ultima troca de solugdo foram adicionados os devidos

tratamentos de aluminio (Tabela 2).

Tabela 2. Tratamentos referentes as doses de aluminio aplicadas aos
porta-enxertos de videira cultivados em solugo nutritiva. Epamig,
UFLA, Lavras, MG, 2008.

Tratamentos Aluminio (mg L™ mL da solucdo
1 0 0,00
2 10 0,33
3 20 0,66
4 40 1,33

Delineamento experimental

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado
(DIC), em esquema fatorial 8x4, combinando os porta-enxertos € os niveis de
aluminio, com 5 repetigdes, num total de 160 parcelas experimentais. O software
empregado para a avaliagdo dos dados experimentais foi o Sisvar (Ferreira,

2000), utilizando-se regressao polinomial para as variaveis qualitativas.



Avaliacoes

Apoés 40 dias de cultivo, foram avaliados o comprimento ¢ o peso da
matéria seca da parte aérea, comprimento ¢ peso da matéria seca do sistema
radicular. O comprimento do sistema radicular foi avaliado por meio da

metodologia proposta por Tennant (1975).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

De acordo com a analise de variancia, verificou-se, pelo teste F, a 5% de

probabilidade, interagdo significativa para todas as variaveis estudas (Tabela 3).

Tabela 3. Analise de variancia para comprimento da parte aérea (CPA), peso da
matéria seca da parte aérea (PMSPA), comprimento do sistema
radicular (CSR), peso da matéria seca do sistema radicular (PMSSR) e
peso da matéria seca da estaca (PMSE). UFLA, Lavras, MG, 2008.

Fontesde GL Quadrados médios
variagio

CPA PSPA CSR PSSR PSE

Conc.de Al 3  864,18% 17,21%* 223900,12 23,62*%  15,67*

Genotipos 7 6948,74*  239,24*  1172881,82* 14,49*  43,84*

Al x Gen. 21 1012,98* 11,64* 535079,09* 7,92% 5,47*
Erro 128 163,80 3,51 140888,61 3,12 3,01

CV (%) 36,25 39,84 33,35 47,08 32,56

Conc. = concentragdes; Al = aluminio; Gen. = gendtipos
*Significativo, a 5% de probabilidade, pelo teste F.

Comprimento da parte aérea
Visualmente, verificou-se a presenga de internddios mais curtos e folhas
menores, em todos os porta-enxertos de videira estudados (Figura 3). De acordo

com Marschner (1986), o Al pode afetar diretamente a absor¢do do P através de



formagdo de complexo que se precipita na forma de fosfato de aluminio na

superficie da raiz, podendo afetar também o desenvolvimento da parte aérea.

Figura 3. Detalhe dos internddios
curtos e¢ folhas menores
em  porta-enxerto  de
videira ‘1045P°, cultivado
em solugdo nutritiva, na
presenga de concentragdes
de Al (mg L"). UFLA,
Lavras, MG. 2008.

A andlise estatistica entre os porta-enxertos de videira detectou
diferengas entre a tolerancia dos mesmos ao estresse provocado pelo aluminio,
tendo somente os porta-enxertos ‘IAC766° ¢ ‘420A’ demonstrado ser menos
sensiveis aos efeitos do aluminio, apresentando, em média, 92,5 cm e 63,3 cm de
altura, quando submetidos as dosagens de 0 e 40 mg L™, respectivamente.
Entretanto, as cultivares 1045P, Gravesac, IAC572, Kobber, 1103P ¢ RR101-14
mostraram-se indiferentes em relacdo a presenga ou a auséncia de aluminio na

solucdo nutritiva em relacdo ao comprimento da parte aérea (Figura 4).
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Figura 4. Comprimento da parte aérea em porta-enxertos de videira, com
diferentes concentragdes de Al. Epamig, UFLA, Lavras, MG, 2008.

Fraguas et al. (1989), comparando os gendtipos SO4, RR101-14, 420A,
161-49Cl1 e Kobber 5BB em relagdo a presenga de aluminio no solo, verificaram
maior crescimento em altura de ‘Kobber SBB’. Porém, em outro estudo, Fraguas
(1999), comparando treze porta-enxertos de videira, verificou que existia uma
superioridade do genotipo ‘RR101-14" em relagdo a ‘Kobber SBB’, imprimindo
maior altura da planta, quando submetida a presenga de aluminio no solo.

Veloso et al. (1995), trabalhando com pimenteiras do reino
(Piper nigrum), verificaram que a relagdo parte aérea/raiz ndo foi afetada pela
adicdo de Al na solugdo, mostrando, com isso, que o efeito do aluminio foi
homogéneo na planta inteira. Em contrapartida, Helyar (1978) afirma que as
doses crescentes de aluminio causam um declinio exponencial na produgdo da
parte aérea. Quando se usam espécies mais tolerantes, nota-se um estimulo na
produgdo em baixas doses de aluminio, mas o declinio volta a aparecer em altas

doses.



Peso da matéria seca da parte aérea

Observou-se efeito positivo do aluminio para o genotipo 1045P até a
dosagem de 20 mg L. O ‘420A’ mostrou crescimento continuo, atingindo, na
dose de 40 mg L™, 6,51g de peso da matéria seca. Ja o porta-enxerto ‘IAC572’
apresentou o maior peso da matéria seca da parte aérea. Porém, seu

comportamento ndo foi constante, como pode ser verificado na Figura 5.

Yiac s = 0,004x* - 0,0882x + 12,51 R*=10,83

18 - Y045 p = -0,0076%* + 0,3206x + 1,6 R*=0,99
16 - Y0 a=0,1416x+ 1,19 R*=0,78
14 +

A

da parte aérea (g)

Peso da matéria seca

0 T T T T 1
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Concentragdes de aluminio (mg L'l)

¢ '1045P' m'420A" A 'TACS572

Figura 5. Peso da matéria seca da parte aérea em porta-enxertos de videira, com
diferentes concentracdes de Al. Epamig, UFLA, Lavras, MG, 2008.

Resultados semelhantes foram observados por Alvarenga (2001) que,
estudando cinco diferentes porta-enxertos de videira, verificou um maior peso da

matéria seca da parte aérea do genotipo IAC572.

Comprimento do sistema radicular

Segundo Cambraia et al. (1991), o aluminio afeta, principalmente, o
sistema radicular das plantas cultivadas. O genotipo Gravesac, mesmo
apresentando interagcdo significativa com as concentragdes de aluminio,

expressou comportamento decrescente do sistema radicular a partir de



10 mg L', demonstrando ser sensivel as maiores dosagens do aluminio em

solugdo nutritiva (Figura 6).
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Figura 6. Comprimento do sistema radicular de porta-enxertos de videira, com
diferentes concentragdes de Al. Epamig, UFLA, Lavras, MG, 2008.

Outro sintoma da toxicidade de Al detectado no sistema radicular foi o
aumento do niimero de raizes laterais. E provavel que o efeito toxico do Al na
destruigdo das células meristematicas da raiz principal altere a producdo de
horménios que controlam o crescimento da parte apical (Foy, 1974). Segundo
Rengel (1992), o Al promove a reducdo da sintese e do transporte de citocininas
nos meristemas da raiz, alterando a dire¢do do movimento acropeto em vez do
basipeto ¢ aumentando os niveis de acido abscisico. A perda da dominancia
apical manifestou-se pela proliferacdo de raizes laterais dos porta-enxertos aqui
estudados. Resultados similares foram também observados em porta-enxertos
somaclonais de macieira cultivados em solu¢do nutritiva, na presenga de

diferentes niveis de Al (Dantas et al., 2001).



O Al acumula-se, preferencialmente, no sistema radicular das plantas,
translocando-se em pequenas quantidades para a parte aérea. Esse fato justifica o
efeito notavel desse ion sobre o sistema radicular, constatado, principalmente, no
porta-enxerto ‘Gravesac’. Massot et al. (1992) consideram que um dos principais
efeitos do Al ¢ a inibicdo do crescimento das raizes, que se tornam curtas e
grossas. Essa caracteristica, por sinal, serve como o melhor indicador para se

avaliar a tolerdncia ao Al, em solucdo nutritiva, entre cultivares de diversas

espécies.

Peso da matéria seca do sistema radicular

O gendtipo ‘1045P° demonstrou ser menos sensivel ao aluminio, quando
comparado com os demais genotipos, apresentando comportamento de forma
quadratica. Os melhores resultados foram obtidos com a dosagem de

10 mg L™, quando obtiveram-se 5,68 g (Figura 7).

Peso da matéria seca
do sistema radicular (g)

14 Y 04sp = -0,0076xX° + 0,2949x + 2,5398 R*= 0,83

0 T T T 1
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Concentragdes de aluminio (mg L'l)

+ '1045P'

Figura 7. Peso da matéria seca do sistema radicular em porta-enxertos de videira,
com diferentes concentragdes de Al. Epamig, UFLA, Lavras, MG,
2008.



Segundo Nascimento et al. (1997), raizes de plantas que apresentam
danos quando expostas ao Al ndo mantém a capacidade de assimilagdo dos
nutrientes necessarios para a producdo de matéria seca, como verificado para o
porta-enxerto ‘1045P°.

Veloso et al. (1995), trabalhando com pimenteiras do reino
(Piper nigrum), verificaram que a relagdo parte aérea/raiz ndo foi afetada pela
adicdo de Al na solugdo, mostrando, com isso, que o efeito do aluminio foi
homogéneo na planta inteira. Em contrapartida, Helyar (1978) afirma que o
aumento das doses de Al causam um declinio exponencial na produgdo da parte
aérea. Quando se usam espécies mais tolerantes, nota-se um estimulo na
producdo em baixas doses de Al, mas o declinio volta a aparecer em altas doses.

Embora a presenca do Al no tecido vegetal cause danos fisiologicos e
bioquimicos por vezes irreversiveis e intrinsecamente relacionados ao
crescimento de plantas (Pegtel, 1986), os resultados obtidos na matéria seca das
estacas de ‘TAC572’ sugerem que o efeito do Al sobre ela pode estar relacionado

a propria absor¢ao dos nutrientes.

4 CONCLUSOES

Maior comprimento da parte aérea ¢ obtido pelo gendtipo ‘IAC766°, na

auséncia de aluminio e pelo genétipo ‘420A°, com a dosagem de 40 mg L™

Maior comprimento do sistema radicular ¢ obtido pelo genotipo
Gravesac, na dosagem de 10 mg L. Quanto ao peso da matéria seca do sistema

radicular, o ‘1045P* mostra-se pouco sensivel na dosagem de 10 mg L.

As cultivares IAC572, IAC766 ¢ 1103P apresentam crescimento do

sistema radicular semelhante na auséncia ou na presenc¢a do aluminio.
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RESUMO

A toxicidade do aluminio (Al) é um sério problema na agricultura mundial. Em
pH acido, o Al se torna soluvel e as formas ionizadas, tal como o Al3+, que
afetam o crescimento do sistema radicular e o desenvolvimento das plantas. No
Brasil, a ocupacdo de solos acidos com elevadas concentragcdes de Al pela
agricultura aumentou nas ultimas décadas. Por isso, a sele¢do de cultivares de
plantas tolerantes ao Al é crucial para a elevada eficiéncia da agricultura nestes
solos. Neste trabalho, foi avaliada a tolerdncia ao Al em seis gendtipos de
porta-enxertos de videira comumente utilizados no Brasil. As plantas foram
cultivadas em solug@o nutritiva na auséncia e com 250 e 500 uM de Al, em pH
4,2. Foram avaliados, para todos os gendtipos, o indice fenotipico de
crescimento das raizes, o peso da matéria fresca e seca das raizes, a area do
sistema radicular, a hematoxilina ¢ o conteudo de Al. Os porta-enxertos de
videira que mostraram alta tolerancia para Al, na maioria dos indices fenotipicos
avaliados, foram ‘Kobber’, ‘Gravesac’, ‘Paulsen 1103’ ¢ ‘IAC 766°, enquanto
que os mais sensiveis ao Al foram o ‘R110° e ‘IAC 572’. Além desses
parametros, foi avaliada a exsudag@o de acidos organicos pelo sistema radicular
de ‘Kobber’ e ‘R110°, cultivados in vitro na auséncia e na presen¢a de aluminio.
E possivel descriminar gendtipos tolerantes ao Al de porta-enxerto de videira,
utilizando como indice fenotipico o crescimento relativo da raiz. Genoétipos de
porta-enxertos de videira com maior tolerancia ao Al apresentam maior area
radicular, peso de matéria fresca e matéria seca. A coloragdo de 4apices
radiculares de porta-enxertos de videira pode ser utilizada como um indice
fenotipico eficiente e ndo destrutivo para selecionar genotipos tolerantes ao Al.
O citrato é o unico acido organico cuja resposta ¢ relacionada ao estresse
causado pelo Al. A taxa de exsudagdo em ‘Kobber’ é mais alta que em ‘R110°,
indicando um possivel papel deste acido na aquisig¢do de tolerancia em videira.

Palavras chaves: Vitis spp., estresse abiotico, toxicidade, acidos orgénicos,
exsudacio.



ABSTRACT

Aluminum (Al) toxicity is a serious problem in agriculture worldwide. In low
pH Al is converted to the soluble and toxic forms, such as Al3+, that stops the
root growth and affects the plant development. In Brazil the occupation of acidic
soils with elevated concentration of Al by agriculture has increased in the last
decades. Therefore, the selection of plant cultivars with improved Al tolerance
has become crucial to the achievement of efficient agriculture in these soils. In
this work we have evaluated the Al tolerance in six genotypes of grapevine root-
stocks usually cultivated in Brazil. The grapevine plantlets were grown in
nutrient solution in absence and presence of 250 and 500 uM of Al at pH 4.2.
The phenotypic indexes of root growth, fresh and dry root weight, root area,
hematoxylin staining profile, and Al content were evaluated to all genotypes.
The grapevine root-stocks genotypes that demonstrated highest Al tolerance for
most of the phenotypic indexes evaluated were ‘Kobber’, ‘Gravesac’, ‘Paulsen
1103°, and ‘TAC 766’ while ‘R110’ and ‘IAC 572’ were sensitive to Al. Besides
that we have evaluated the organic acid exudation profiling in roots of ‘Kobber’
and ‘R110’ cultivated in vitro in absence and presence of Al. Its possible
discriminated tolerant genotype of rootstock to Al, using as phenotipical index
the relative growth of the root. Genotype of grapevine rootstock with larger
tolerance to Al present larger weight of fresh matter and matter evaporates. The
coloration of grapevine rootstock root can be used as an phenotipical index
efficient and not destructive to select tolerant genotype to Al. The citrate is the
only organic acid whose answer is related to the stress caused by Al. The
exudation rate in ‘Kobber’ is higher than ‘R110°, indicating a possible paper of
this acid in the acquisition of tolerance in grapevine.

Keywords: Vitis spp., abiotic stress, toxicity, organic acid, exudation.



1 INTRODUCAO

Solos 4acidos s@o encontrados em grandes areas de clima tropical e em
menor escala em regides de clima temperado e representam séria limitagdo para
a agricultura praticada nestas regides. Por exemplo, na América Latina, esses
solos compreendem aproximadamente um bilhdo de hectares (Howeler 1991).
No Cerrado, uma regido com 2 milhdes de km?, localizada no Brasil, a maioria
das terras ¢ acida e impropria para agricultura (Lopes 1984). Em terras com pH
neutro ou ligeiramente acido, o aluminio (Al) é encontrado, principalmente, na
forma de 6xidos ou silicatos que sdo inertes e atdxicos para raizes de plantas.
Porém, para valores de pH<5,0, formas toxicas de aluminio (Al) sdo liberadas na
solucdo do solo em niveis que danificam o crescimento radicular, afetando,
assim, o desenvolvimento da planta (Foy et al., 1978; Kochian, 1995).

Raizes expostas ao Al téxico tendem a ficar curtas, grossas e
subdesenvolvidas, reduzindo a absor¢do de nutrientes e aumentando a
suscetibilidade a seca (Bona et al. 1991; Llugany et al. 1994; Sasaki et al. 1996).
Embora o Al soluvel possa ser removido temporariamente do solo pelo processo
de calagem, esta pratica, por si s6, é pouco eficiente e tem se tornado pouco
viavel economicamente, principalmente para culturas perenes que possuem
sistema radicular profundo.

Varios métodos para avaliar a tolerdncia ao Al em plantas foram
desenvolvidos, contribuindo para a elucidagdo de processos fisioldgicos e
genéticos envolvidos com esta caracteristica (Cangado et al. 1999; Zhang et al.
1994; Moustakas et al. 1993; Ruiz-Torres & Carver 1992). Entre esses métodos
esta a avaliagdo do crescimento radicular em solugdes nutritivas, que indica a
magnitude do estresse provocado pelo Al nas raizes de plantas, permitindo que
estudos preliminares para a avaliagdo da tolerancia sejam realizados em um

grande numero de genotipos, utilizando-se pouca area e poucos recursos.



Conseqiientemente, esta abordagem melhora a eficiéncia da avaliagdo posterior
de gendtipos no campo, devido a avaliagdo compreender apenas genotipos
promissores selecionados previamente (Ruiz-Torres & Carver 1992; Magnavaca
et al. 1987).

O comprimento de raiz tem sido freqiientemente utilizado como um
indice fenotipico satisfatorio para a tolerancia ao Al em plantas cultivadas
quando testado em solugdo nutritiva (Cangado et al. 1999; Cancado et al 2002).
No entanto, ndo deve ser utilizado como o Unico critério de sele¢do, visto que ha
interacdes importantes no solo e no ambiente (Foy & Peterson 1994;
Moustakas et al. 1993). Outro indice interessante ¢ a hematoxilina. Este corante,
além de ser empregado como corante em estudos de citogenética, também ¢
utilizado como método nao destrutivo na identificacdo de gendtipos tolerantes e
sensiveis ao Al (Fraguas, 1999; Cangado et al. 1999; Polle et al. 1978;
Carver et al. 1988; Rincon & Gonzales 1992; Delhaize et al.,, 1993;
Wagatsuma et al. 1995). Também tem a propriedade de se complexar com o Al,
gerando uma tonalidade azul-purpura no tecido da raiz exposta ao Al, de forma
que a penetracdo ¢ a retencdo deste ion nas raizes podem ser visualmente
avaliadas e quantificadas (Polle et al. 1978; Delhaize et al. 1993).

Por isso, a intensidade e o padrdo de coloragdo de apices radiculares
cultivados em solugdo nutritiva na presenca do Al podem ser parametros
eficientes na identificagdo da tolerancia e da sensibilidade ao Al (Ruiz-Torres &
Carver 1992) porque genotipos suscetiveis tendem a acumular maiores quantias
de Al nos tecidos das suas raizes (Polle et al. 1978; Carver et al. 1988). Um
aspecto importante desta técnica € que a reagdo entre a hematoxilina ¢ o Al ¢
especifica, de forma que outros fatores interferentes, tais como a presencga de
ferro, mostram um efeito minimo. Em plantulas de trigo, esta técnica permitiu a

discriminagao de genoétipos tolerantes e sensiveis dessa espécie, apoés um tempo



muito curto de exposi¢do ao Al, bem antes do aparecimento de diferencas
detectaveis no comprimento radicular (Delhaize et al., 1993).

Embora varios mecanismos de tolerancia ao Al fossem propostos e
estudados durante os ultimos 30 anos, as evidéncias experimentais indicam que
mecanismos de resisténcia relacionados a quelacao do Al na superficie radicular
seriam os de ocorréncia mais comum nas mais diversas espécies vegetais. Isto se
deve a exsudagdo dos acidos organicos da raiz que resulta na exclusdo do Al ao
entrar na raiz. A exsudac¢do de acidos di e tricarboxilicos, como o citrico, malico
e ou oxalico na superficie da raiz (e nos espacos apoplasticos da raiz), em
resposta ao estresse do Al, imobiliza o0 AI’" em forma estavel e complexos no
toxicos (Kochian et al. 2004; Kochian et al. 2005). Porém, outros mecanismos
também foram avaliados, como liberagdo do estresse oxidativo
(Cangado et al., 1998; Cangado et al., 2005).

Existe extensa variabilidade genética para a tolerancia ao Al em plantas,
tanto entre como dentro de espécies (Kochian 1995). Dessa forma, a selecdo de
gendtipos tolerantes ao Al pode ser utilizada para se reduzir o estresse
provocado pelo Al. Tendo como premissa a existéncia de variabilidade genética
para a tolerancia ao Al em gendtipos de porta-enxerto de videira, objetivou-se
avaliar os indices fenotipicos para mensurar a tolerancia/susceptibilidade ao Al
em seis variedades de porta-enxerto. Em adi¢do, também foi avaliada a relacdo
entre a exsudagdo de acidos organicos pelo sistema radicular e

a tolerancia ao Al.

2 MATERIAL E METODOS

Local da montagem dos experimentos
O cultivo da porta-enxertos de videira em solugdo nutritiva foi realizado

em ambiente de casa de vegetagdo, localizada no Nucleo Tecnolégico Epamig



Uva e Vinho, cidade de Caldas, MG. A avalia¢do de matéria fresca, matéria seca
e coloragdo por hematoxilina foi realizada no Laboratorio de Biotecnologia
Vegetal, localizado no referido Nucleo de Pesquisa. O cultivo das plantulas de
porta-enxerto de videira in vitro foi realizado no Departamento de Agricultura
na Universidade Federal de Lavras (UFLA) e as analises de determinacdo de
acidos organicos por eletroforese capilar (HPLC), no Departamento de

Alimentos e Nutri¢do Experimental, na Universidade de Sao Paulo (USP).

Genotipos e condicdes de crescimento das plantas

Foram testados seis porta-enxertos de videira, cuja denominacgdo e
origem sdo dadas a seguir (Sousa, 1996; Alvarenga, 2001):

1) ‘Gravesac’ [hibrido de 161-49 (Vitis riparia x V. berlandieri) x
3309 C (V. riparia x V. rupestris)]:

2) ‘IAC766’ ou ‘Campinas’ (‘106-6" x Vitis caribea);

3) ‘IAC572’ ou ‘Jales’ [(Vitis tiliaefolia x V. riparia x V. rupestris
(‘101-14 Mgt")];

4) ‘Kobber 5 BB’ (Vitis berlandieri x V. riparia);

5) ‘Paulsen 1103” (Vitis rupestris x V. berlandieri);

6) ‘R110’ (Vitis berlandieri x V. rupestris).

Cultivo das estacas em solucdo nutritiva

Os materiais propagativos foram obtidos no banco de germoplasma e no
matrizeiro de videira, localizados no Nucleo Tecnoldgico Epamig Uva e Vinho,
em Caldas, MG. As estacas herbaceas dos porta-enxertos foram preparadas com
comprimento de 30 cm. As mesmas foram hidratadas por 24 horas e, logo
depois, imersas em solucdo de fungicida Captan®, na concentra¢io de 3 g L™,
durante 30 segundos. Logo apds, foram plantadas em leito de areia no interior de

estufa com controle de temperatura e umidade. Apdés o desenvolvimento das



raizes (cerca de 30 dias apds o plantio), as estacas que apresentarem
enraizamento uniforme e sadio foram selecionadas e transferidas para caixas

plasticas opacas, contendo 25 L de solugdo nutritiva.

Solucéo nutritiva

A solucao nutritiva empregada no estudo baseou-se na concentragdo de
nutrientes em solu¢do, segundo Pouget (1984) com a seguinte composi¢do
(mg L'l): 100 de NHy4NO;; 1,0 de KNO;; 150 de MgSO4H,0;
50 de KH,POy; 200 de Ca(NO;).4H,0; 1,2 de MnSO4.4H,0; 1,0 de H;BOs;
1,0 de ZnS0O,.7H,0; 0,025 de CuS0O,4.5H,0; 0.025 de CoCl,.6H,0; 1,0 de KI;
1,0 de Na,Mo00,.2H,0; 27,5 de FeSO,4.7H,0; 37,5 de Na,.EDTA e, pH 5,5.

A solugdo foi aerada continuamente, com auxilio de um compressor de
ar e as plantas foram cultivadas por 14 dias, antes da aplicagdo dos tratamentos

com aluminio, para a adaptagdo e o desenvolvimento das raizes.

Tratamento de aluminio

Apds a fase de adaptagdo, o comprimento inicial de raizes pré-
selecionadas e identificadas com anilhas coloridas foi medido (tempo zero) e a
solugdo nutritiva foi substituida por uma solug@o nutritiva de composigdo similar
a anterior, com o tratamento correspondente: controle (auséncia de Al); 250 pM
de AICl; e 500 uM de AICIl;. O pH das solugdes nutritivas foi monitorado
diariamente, ajustado para 4,2 ¢ a solugdo foi acrada continuamente. Cada planta
cultivada por caixa constituia uma unidade experimental. O experimento foi

montado com 4 repeti¢des por tratamento (Figuras 1A, B, C e D).



Figuras 1A, B, C e D. Porta-enxertos de videira em caixas contendo solugdo
nutritiva, mantidos em casa de vegetacdo. Epamig,
Caldas, MG. 2007.

O volume de solugdo nos potes foi mantido constante com adigdo de
agua destilada, sempre que verificada redugdo no volume original. As
concentracdes de Al, aos quais as estacas foram submetidas, estdo demonstrados

na Tabela 2.

Tabela 2. Concentragdes de Al na solugdo nutritiva. EPAMIG, Caldas, MG.

2007.
Niveis de Al uM de Al
I 0 (controle)
I 250

III 500




Avaliagdo do crescimento da raiz

A fim de avaliar o crescimento de raiz, duas raizes por planta foram
etiquetadas com anéis (anilhas) de plastico de cores diferentes. O comprimento
dessas raizes (Figuras 2 e¢ 3) foi medido em intervalos de 24 horas, durante
4 dias, apds o tempo zero. O comprimento final da raiz foi calculado
subtraindo-se o comprimento do crescimento da raiz registrado no tempo zero
do comprimento do crescimento da raiz registrado nos tempos de 24, 48, 72 e
96 horas (Cangado et al. 1999). A taxa de crescimento relativo foi calculada com
a porcentagem do comprimento de crescimento da raiz cultivada na presenca do
Al (250 e 500 uM), em relagdo ao comprimento do crescimento da raiz em

solugdo controle (Cangado et al. 2005).

Figuras 2 e 3. Detalhe das raizes dos porta-enxertos de videira em caixas

contendo solucdo nutritiva, mantidos em casa de vegetacdo.
Caldas, MG, 2007.

Avaliacao do peso da matéria fresca e seca das raizes

As raizes foram lavadas em agua e secas suavemente em papel-toalha.
Posteriormente, o peso fresco foi determinado para cada amostra em balanga
com precisdo de 1 mg. Apos a coleta do peso de matéria fresca, as amostras de
raiz foram mantidas em estufa, a 50°C, até que o peso constante fosse alcangado

e, entdo, o peso seco foi determinado em balanca de precisdo de 1 mg.



Avaliagdo das concentracgdes de aluminio

Depois que as amostras de raizes foram secas e pesadas, foram
pulverizadas e digeridas em solugdo de acido nitrico-perclorico. Desse extrato
mineral foi determinada a quantidade de Al, como descrito por Wang & Wood

(1973).

Coloracéo das raizes com hematoxilina

A técnica de coloragdo de raizes por hematoxilina utilizada neste
trabalho foi descrita por Polle et al. (1978) e modificada por Cangado et al.
(1999). Em torno de 5 apices radiculares com cerca de 10 cm de comprimento
foram excisados de cada amostra e enxaguadas com 100 mL de agua destilada,
durante 20 minutos. Apds esta primeira lavagem, foram colocados em solugao
de hematoxilina (Sigma, Aldrich, EUA) e 0,1% de iodeto de potassio PA. As
raizes foram agitadas nessa solucdo suavemente, durante 5 minutos e,
posteriormente, lavadas 4 vezes em agua destilada, durante 1 hora. Ento, as

raizes foram fotografadas (Figura 3).

Paulsen 1103 IAC 572 Kobber
- Al + Al - Al + Al - Al + Al

Figura 3. Técnica de coloragdo de raizes por hematoxilina, nos genétipo de
videira Paulsen 1103, IAC 572 e Kobber. Epamig, Caldas, MG. 2007.



Cultura de porta-enxertos de videira in vitro

Os genotipos foram cultivados in vitro, no Laboratorio de Cultura de
Tecidos Vegetais, localizado na Universidade Federal de Lavras, MG.
Segmentos nodais de 5 mm de comprimento, oriundos de brotagdes
preestabelecidas in vitro foram inoculados em meio liquido DSDI
(Silva & Doazan 1995). Apdés o desenvolvimento das raizes, plantulas
homogéneas foram escolhidas, transferidas para outros tubos de ensaio contendo
meio liquido constituido por 500 uM de CaCl,, com pH 5,5 e cultivadas nesse
novo meio por 48 horas para adaptacdo antes da substitui¢do pela solugdo
contendo os tratamentos com Al (Burkhardt 2001).

Subseqiientemente a adaptagdo ao meio de cultivo, as plantulas foram
transferidas para novos tubos de ensaio contendo as solu¢des tratamento com
adicdo ou nao de AICIl; conforme a seguir: 0 (controle), 50 uM, 100 pM,
200 uM e 400 pM, permanecendo nessas condigdes por 24 e 48 horas. O pH do
meio foi ajustado para 4,2 antes da autoclavagem. Apos esse periodo, amostras
de 10 mL do meio de cultivo contendo os exsudatos das raizes foram coletadas

em tubos estéreis do tipo Falcon de 15 mL e imediatamente congelados a -20°C.

Avaliagdo da exsudacao dos 4cidos organicos

Exatamente 1 mL de cada amostra congelada foi liofilizado e
concentrado em 100 pL para a realizagdo da cromatografia liquida. Os extratos
soluveis foram purificados em filtros de nitrocelulose de 0,45 uM (Milipore
Corporation) ¢ 30 uL de cada amostra foi analisada em aparelho HPLC
(cromatografia liquida de alta performance, Hewlett-Packard, modelo 1100),
equipado com uma pré-coluna SupelcoGuard C610H (50 mm x 4,6 mm) e uma
coluna SupelcoGel C610H (300 mm x 7,8 mm), mantido a 30°C. A fase liquida
consistiu de uma solu¢do de 0,5% H;PO; injetada com taxa de fluxo de

0,4 m L min" e com tempo de corrida de 40 minutos. A absorbancia do 4cido



organico foi monitorada a 210 nmm. Para a identificagdo e a quantificagdo dos
acidos organicos foram usados padrdes puros de citrato, malato, tartarico

(Sigma, Aldrich), succinato (Supelco) e trans-aconitato (Fluka).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Avaliagdo radicular

A variagdo no crescimento radicular dos seis genotipos estudados, em
fungdo das concentragdes de aluminio testadas, encontra-se na Figura 4.
Verificou-se menor crescimento radicular em 24, 48 e 72 horas de exposi¢do das
raizes em 500 pM de Al. Apos 96 horas de exposicao, a maior concentragdo de
Al ndo afetou o crescimento das raizes do porta-enxerto ‘Paulsen 1103’.

Segundo Carver & Ownby (1995), os efeitos do Al entre cultivares de
dada espécie vegetal dependem da idade da planta, do tempo de exposicao e da
concentracdo de Al adicionado ao meio de crescimento, sendo ainda
modificados por fatores, como composi¢ao, for¢a idnica, pH e temperatura da
solucdo.

A adigdo da menor dose de aluminio em solugdo reduziu o crescimento
das raizes dos genoétipos ‘Gravesac’ e ‘IACS572° (Figuras 4 e 5). Isso reflete a
grande sensibilidade desses porta-enxertos quanto a presenca do
aluminio em solugdo porque aumentos na adigdo do elemento em solu¢do ndo
reduziram o comprimento radicular. Esta sensibilidade estd relacionada a
producdo de acidos organicos da cultura, pois o metabolismo das raizes de
videira ndo proporcionou aumentos na quantidade de 4cidos organicos
produzidos, que se manifesta em aumento do carbono solivel em solugdo.
Assim, a pequena quantidade de acidos organicos exsudados pelas plantas foi
pouco eficiente na complexa¢do do aluminio na solugdo, prejudicando o

desenvolvimento desses porta-enxertos.
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Figura 4. Comprimento do sistema radicular de seis porta-enxertos de videira,
expostos a diferentes concentragdes de aluminio. Epamig, UFLA,
Lavras, MG. 2007.

As raizes de ‘Kobber’ ¢ ‘R110°, por sua vez, ndo sofreram reducao
significativa no crescimento, mesmo nas maiores dosagens de aluminio
adicionadas (Figuras 4 e 5), indicando relativa resisténcia a adicdo de aluminio

em solucdo.



E importante mencionar que esta relativa resisténcia desses dois
porta-enxertos a toxidez de aluminio se deve, provavelmente, ao aumento da
exsudatos radiculares, que refletiu no aumento da quantidade de carbono
organico soluvel na solugdo ao final do bioensaio. Além disso, a complexagdo de
aluminio por acidos orgénicos depende exclusivamente do tipo e da quantidade
de grupos funcionais (OH- e ou COOH-) na cadeia carboxilica (Hue et al. 1986;
Miyazawa et al. 1992; Dynes & Huang 1997).

250 i 500 pM ‘
Control i 250 pM 500 pM

Control

IAC 572 GRAVESAC

! 250 ui
Control -
Control 500 pM

R110 KOBBER

Figura 5. Detalhe do comprimento radicular dos porta-enxertos ‘TACS572’,
‘Kobber’, R110 e ‘Gravesac’, submetidos a diferentes concentragdes
de aluminio. Epamig, Caldas, MG. 2007.



Provavelmente, além da elevada quantidade de acidos organicos
produzidos nas condi¢des de maior estresse (250 ¢ 500 uM), o tipo de acidos
organicos de baixo peso molecular exsudados pelas plantas foi eficiente na
complexacdo do aluminio na solug@o, proporcionando condigdes para que o
desenvolvimento das raizes de videira ndo fosse mais reduzido.

Aumentos transitorios na taxa de crescimento radicular em doses
subtoxicas de Al t€m sido observados em diferentes espécies de plantas, como
arroz, milho e algumas dicotiledoneas, sendo, geralmente, mais evidentes nas
cultivares tolerantes que nas sensiveis.

Estimulo ao crescimento das raizes de varias espécies, na presenca de
baixas concentragdes de Al, tem sido atribuido a altera¢des na distribuigdo de
substancias de crescimento e a prevengdo da toxidez de cobre e manganés
(Llugany et al. 1995). Trabalhos conduzidos por Kinraide et al. (1994)
demonstraram que o calcio pode desempenhar um papel especifico no alivio da
toxidez, devido a alta atividade de protons, mas esse efeito pode também ser
desempenhado por outros cations, inclusive pelo Al. O fon AI’", por ser um
cation trivalente, pode reduzir a negatividade da superficie celular e,
conseqiientemente, reduzir a atividade do H' na superficie da membrana celular.
Entretanto, esse estimulo sobre o crescimento ¢ um fendmeno dependente do
tempo, podendo a toxidez se manifestar apds determinado periodo de

tratamento, o que pode ser observado na Figura 4.

Coloracao das raizes com hematoxilina

O método de coloragdo de raizes tratadas com Al, descrito por
Polle et al. (1978), baseia-se na propriedade colorimétrica da hematoxilina de
formar uma cor azul-purpura quando complexado com Al (Baker 1962), ou seja,
na presenca do AI’, as pontas das raizes tratadas com hematoxilina férrica

. P ~ 3+
apresentam a tonalidade caracteristica da reagdo do Al”" com o corante.



Na Figura 6, pode-se observar que os genotipos sensiveis de videira
absorveram mais Al que os tolerantes e, conseqiientemente, as raizes foram mais
coloridas pela hematoxilina, permitindo, assim, a classifica¢do. Este método tem
sido também bastante usado para avaliar diferencas na tolerancia ao Al em soja
(Spehar & Makita 1994). Maior coloragdo ocorreu nos porta-enxertos ‘IAC572°,

‘Gravesac’ e ‘R110’.

Paulsen 1103 IAC 572 Kobber 1AC 766 Gravesac R110

N +A A A L TR A A | A +A

Figura 6. Detalhe da coloracao das raizes coloridas pela hematoxilina, dos seis
porta-enxertos de videira estudados. Epamig, Caldas, MG. 2007.

Os genotipos tolerantes ao Al possuem menor capacidade de troca
cationica e tendem a acumular menos Al em suas raizes do que gendtipos de
baixa tolerancia. Esta caracteristica permite que a acumulagdo de Al em plantas
possa ser visualmente perceptivel pelo método que utiliza a hematoxilina.
Quando as raizes sdo tratadas com solugdes contendo Al e, posteriormente,
coradas em uma solucdo aquosa contendo a hematoxilina, ocorre um tingimento
gradual do tecido radicular, em fun¢do da menor tolerancia das plantas ao Al

(Polle et al. 1978).



Avaliagdo da exsudacao dos acidos organicos

Os cromatogramas (Figuras 7 e 8) mostraram picos de boa resolugdo

para o acido citrico, nos porta-enxertos ‘Kobber’ e ‘R110°, na presenca de

200 uM de Al. Os picos referentes aos acidos succinico, fumarico e tartarico

também foram visualizados para essa concentragao de Al.
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Figuras 7 e 8. Cromatograma da exsudacdo dos acidos orgéanicos dos

porta-enxertos de videira ‘Kobber’ ¢ ‘R110’, na concentragiao
de 200 uM de Al. UFLA, Lavras, MG. 2008.



Os acidos organicos avaliados em ‘Kobber’ e ‘R110° foram
identificados nos seguintes tempos de corrida: acido fumarico (35 minutos),
acido citrico (20 minutos), acido tartarico (40 minutos) e acido succinico
(45 minutos). A cromatografia liquida de alta eficiéncia tem sido usada
freqiientemente para a determinacdo de 4acidos organicos de baixo peso
molecular, coletados em solucdo nutritiva ou extraidos do solo. Entretanto,
acredita-se que possa haver uma interferéncia de compostos organicos e
inorganicos, quando ¢ usada a faixa de detec¢do proxima de 210 nm, o que
prejudica a defini¢do dos picos (Blake et al. 1987). Acidos, como o latico, o
propridnico e o butirico, sdo suficientemente bem separados utilizando-se
HPLC; ja outros, como citrico, malico e oxalico, ndo tém picos tdo bem
definidos (Szmigielska et al. 1997). Esses autores observaram o tempo
necessario para a defini¢do dos picos, a calibragdo do aparelho e a separagdo dos
acidos dificultam a utilizagdo do HPLC para analises de rotina.

Pelos resultados obtidos, evidencia-se, nas raizes dos porta-enxertos
estudados, a presenga dos acidos succinico, fumarico e tartarico. Esses acidos
tém sido identificados em muitas plantas, como alfafa, nabo, tremogo, soja e
feijao (Silva et al. 2002). Eles ndo sdo tdo bons complexantes e sdo identificados
como de fraca desintoxicagdo (Hue et al. 1986). O succinico foi outro acido do
ciclo de Krebs identificado.

As concentra¢des de acido citrico, considerando um dos componentes
mais importantes envolvidos nos processos de liberagdo de fosforo (P), zinco
(Zn) e neutraliza¢ao do Al, foram maiores no porta-enxerto ‘Kobber’.

Gardner & Parbery (1983) encontraram altas concentragdes de acido
citrico em solugdo obtida de exsudados de raizes de tremogo (Lupinus albus L.)
submetidas a condigdes de deficiéncia de P. Os demais acidos identificados
foram encontrados em concentragdes muito baixas nos porta-enxertos estudados.

Embora tal fato possa ter ocorrido devido as deficiéncias no método de extracao



ou a problemas de detecgdo apresentados pela técnica cromatografica utilizada,
o mais provavel é que, realmente, a exsudagao destes acidos organicos ndo esteja
relacionada com a presenga ou a auséncia do Al, o que ja foi observado por
outros autores. A significancia dos acidos organicos em exsudados radiculares,
em geral, esta relacionada ao efeito que os mesmos podem ter na disponibilidade
de nutrientes para as plantas.

O éacido citrico tem sido indicado como o mais ativo complexante e
desintoxicante do Al (Bartlett & Riego 1972). A sua ocorréncia em
concentracdes maiores ¢ o maior desenvolvimento das raizes nas cultivares
tolerantes de soja levam a conclusdo de que ele esteja envolvido no processo de
complexacdo e desintoxicacdo. As cultivares sensiveis apresentaram niveis
menores de acido citrico e sistemas de raizes menos desenvolvidas e atrofiadas,
sendo, portanto, mais danificadas pelos efeitos toxico do aluminio. A
possibilidade de o acido citrico estar envolvido na complexacdo do Al
internamente, nas raizes, é real. A sua eficiéncia € maior do que a dos outros
acidos, em razdo de ter os grupos funcionais de hidroxilas e carboxilas ligados a
dois carbonos adjacentes, ¢ essa posicdo favorece a formagdo de estruturas
estaveis com ligacdes ciclicas com o Al (Huang & Violante 1986).

A tolerancia dos porta-enxertos de videira ao Al pode ser maior, quanto
maior for a exsudagdo de acido citrico produzida pelas cultivares tolerantes,
conforme os resultados deste trabalho indicarem a variedade Kobber.
Os resultados evidenciam que a presenga de um mecanismo interno de
complexacdo do Al que ¢ ativado, principalmente, pelas diferencas de conteudos
de acido citrico e pela observagdo de que as raizes das cultivares tolerantes
continuam a se desenvolver, ao contrario do que ocorre nas cultivares sensiveis.
Na auséncia de mecanismos de tolerdncia, essa acdo toxica do Al decorre do
efeito inibidor no crescimento das raizes (expansdo celular), que tem a

plasticidade da parede celular afetada (Kochian 1995).



4 CONCLUSOES

E possivel descriminar gendtipos tolerantes ao Al de porta-enxerto de
videira, utilizando como indice fenotipico o crescimento relativo da raiz.

Genotipos de porta-enxertos de videira com maior tolerancia ao Al
apresentam maior peso de matéria fresca e matéria seca.

A coloragdo de apices radiculares de porta-enxertos de videira pode ser
utilizada como um indice fenotipico eficiente e ndo destrutivo para selecionar
genotipos tolerantes ao Al.

O citrato € o Unico acido orgénico cuja resposta € relacionada ao estresse
causado pelo Al. A taxa de exsudacdo em ‘Kobber’ ¢ mais alta que em ‘R110°,

indicando um possivel papel deste acido na aquisi¢ao de tolerdncia em videira.
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