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RESUMO

A fim de aprimorar técnicas de cultivo in vitro de duas frutiferas de clima temperado (amoreira-preta cv. Tupy e porta-enxerto de
videiracv. Kobber 5BB), testaram-se diferentes concentracdes de glicina e inositol, adicionadas ao meio de cultura. Para pléantula de amoreira-
preta, 0 meio foi constituido do meio basico MS, acrescido de 30 g L de sacarose e 7 g L de &gar, e 0 pH gjustado para 5,8 antes da
autoclavagem a 121°C e 1 atm por 20 minutos; e do meio basico DSD1 para porta-enxerto de videira cv. Kobber 5BB, acrescido de20g L de
sacarosee 7 g L de égar, e o pH gjustado para 6,4. O experimento com amoreira-preta consistiu de 5 diferentes concentrages de glicina (0;
1,0; 2,0; 4,0e8,0mg L™, 5deinosital (0; 50; 100; 200 e 400 mg L™2) e suas combinagdes. O experimento com videira consistiu de 4 diferentes
concentragdes de glicina (0; 1,0; 2,0 e4,0 mg L), 4 deinosital (0; 10; 20 e 40 mg L) e suas combinagfes. Segmentos nodais, oriundos de
plantulas preestabel ecidas in vitro foram excisados e introduzidos em tubos de ensaio contendo 15 mL dos meios de cultura. Posteriormente,
0s tubos de ensaio foram transferidos para sla de crescimento a 25 + 2°C, irradiéncia de 32 mmol m?2s* e fotoperiodo de 16 horas. O
delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualisado, utilizando-se de doze plantulas por tratamento. Apés 70 dias de cultivo
in vitro, melhores resultados para a amoreira-preta cv. Tupy foram obtidos com concentracdo de glicina até a recomendada no meio de cultura
MS (2,0 mg L) e 4 vezeso valor deinositol. Para o porta-enxerto de videira, melhores resultados foram obtidos na auséncia e/ou com baixas
concentragOes de glicina e concentragao de inositol igual ou superior a recomendada no meio de cultura DSD1.

Termos para I ndexagdo: Vitamina, aminoécido, MS, DSD1, amoreira-preta, videira.

ABSTRACT

Aiming to improve thein vitro cultivation techniques of two temperate fruit i.e. blackberry cv. Tupy and grapevine rootstock cv.
Kobber 5BB, different glycine and inositol concentrationsin the culture medium were tested. The culture medium was constituted of MS
basal medium, added of 30 g L sucrose and 7 g L agar, and the pH adjusted to 5.8 before the sterilization of 121°C and 1 atm for 20 minutes,
and DSD1 basal medium for grapevine rootstock cv. Kobber 5BB, added of 20 g L* sucrose and 7 g L* agar, and the pH adjusted to 6.4. The
work with blackberry consisted of 5 different concentrations of glycine (0; 1.0; 2.0; 4.0 and 8.0 mg L), 5 of inositol (0; 500; 100; 200 and
400 mg L) and its combinations. The work with grapevine composed of 4 different concentrations of glycine (0; 1.0; 2.0 and 4.0 mg L),
4 of inositol (0; 10; 20 and 40 mg L), and its combinations. Nodal segments fromin 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 m2.st 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 blackberry cv. Tupy were obtained with glycine concentration as recommended in the M S
culture medium (2 mg L) and 4 fold of the inositol value. For the grapevine rootstock, better results were obtained in the absence and/or with
low glycine concentrations and the same or higher inositol concentration as recommended in the DSD1 culture medium.

Index terms: Vitamin, aminoacid, MS, DSD1, blackberry, grapevine.

(Recebido em 27 de abril de 2006 e aprovado em 27 de mar ¢o de 2007)

A fruticultura de climatemperado apresenta grande No Brasil, a amoreira-preta vem sendo cultivada
importancia no contexto da producdo mundial defrutas.  por pegquenos produtores, objetivando a exportagdo dos
Algumeas delas produzidas em maior volume em todo o frutos. O Rio Grande do Sul é o principal produtor brasileiro,
mundo, tais como amacieirae avideira, sdo de espécies  onde a cultivar Tupy responde por 70% da area cultivada
pertencentes a esta classe (CHALFUN et al., 1998). (ANTUNES & RASEIRA, 2004). O Sul de Minas Gerais
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tem apresentado elevado potencial para esta pequena
fruta, destacando-se o municipio de Caldas.

A propagacdo da amoreira-preta faz-se através de
estacas de raizes (CALDWELL, 1984), brotos (rebentos) e
estacas herbaceas (ANTUNES, 1999). A videira é uma
espécie frutifera propagada por via vegetativa. O cultivo
in vitro pode ser utilizado como um processo alternativo,
visando, por meio de suas técnicas, a obtencdo de um
grande nimero de mudas, geneticamente uniformes, livres
de virus e em curto espaco de tempo (PEIXOTO &
PASQUAL, 1996; SKIRVIN et al., 1981).

Um dos objetivos da micropropagagéo € a
maximizagdo da multiplicacdo de gemas. Muita aten¢do para
sua obteng&o tem sido dada a manipulagéo de substancias
de crescimento no meio de cultura (LEE & KO, 1984). Vérios
meios de cultura tém sido testados e um meio especifico é
identificado pela composi¢éo de sais minerais, enquanto
as vitaminas, os reguladores vegetais e outros suplementos
organicos variam em concentracao.

A suplementacdo de um meio de cultura pode ser
realizada pelainclusdo de uma proteina hidrolisada. Qualquer
efeito benéfico pode ser avaliado pela substituicdo dessa
proteina por uma mistura de aminoéacidos. Os aminoéacidos
tém importancia na amplificacdo das respostas
morfogenéticas, proporcionando maior crescimento e
facilitando a diferenciagdo no sentido da regeneragéo
(PASQUAL, 2001).

O crescimento e a morfogenia de plantulas
micropropagadas podem ser melhorados com a adicao de
vitaminas ao meio de cultura. As exigéncias das células
vegetais em vitaminas estdo associadas ao tipo de cultura
e a espécie (GEORGE, 1993). Gonzdles et al. (2000)
observaram melhor estabelecimentoin vitro de mirtilo cv.
Berkeley a partir de segmentos nodais, utilizando meio
WPM acrescido de vitaminas do MS. Em 4 gendtipos de
videira estudados verificaram-se melhores resultados em
meio modificado, com adiminui¢do de sais e vitaminas do
meio de cultivo MS (ZLENKO et dl., 1995).

Objetivou-se neste trabalho avaliar os efeitos de
diferentes concentracdes de glicina e inositol, no cultivo
in vitro de amoreira-preta cv. Tupy e do porta-enxerto de
videiracv. Kobber 5BB.

Segmentos nodais de amoreira-preta (Rubus sp. cv.
Tupy) e do porta-enxerto de videira (Vitis spp. 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 culturaM$S
(MURASHIGE & SKOOG, 1962) e DSD1 (SILVA &
DOAZAN, 1995), respectivamente. O primeiro meio de
culturafoi acrescido de 1,0 mg L* de benzilaminopurina

(BAP), 30 g L' de sacarose e 7 g L deagar, e o pH foi
gjustado para 5,8, antes da autoclavagem a 121°C e 1 atm
por 20 minutos. O segundo meio de culturafoi acrescido
de20gL'desacarosee 7 g Ltdeégar, eo pH foi gustado
para 6,4, antes da autoclavagem. Posteriormente, os tubos
de ensaio contendo os explantes foram transferidos paraa
sala de crescimento, onde as condicfes de cultivo foram
mantidas a 25 + 2°C, irradidncia de 32 m.mol.m2s? e
fotoperiodo de 16 horas.

O experimento com amoreira-preta (cv. Tupy)
consistiu de 5 diferentes concentragfes de glicina (0; 1,0;
2,0;4,0e80mg L™ e5deinosital (0, 50, 100, 200 e 400 mg
L-1), em todas as combinagdes possiveis. O experimento
com porta-enxerto de videira (cv. Kobber 5BB) consistiu
de 4 diferentes concentragdes de glicina (0; 1,0; 2,0 e 4,0
mg L) e4 deinosital (0, 10, 20 e 40 mg L), retiradas do
meio M S, em todas as combinagdes possivels.

Ao final de 70 dias de cultivo in vitro, foram
avaliados nimero de folhas, peso da matéria fresca da parte
aérea, comprimento da parte aérea, nimero de raizes e peso
fresco de calos para as duas frutiferas estudadas e somente
ndmero de brotos para a amoreira-preta e comprimento da
maior raiz para o porta-enxerto de videira.

Os dados foram analisados através do software
Sisvar (FERREIRA, 2000), utilizando regressdo polinomial
para concentragdes de glicina e inositol. O delineamento
experimental utilizado foi o inteiramente casualisado, com
guatro repeticBes constituidas de trés explantes.

As concentragdes de inositol e glicinaincorporadas
a0 meio de cultura M S influenciaram no nimero de folhas
de amoreira-preta. Com 0 aumento nas concentracoes de
inositol, verificou-se um aumento no nimero de folhas,
sendo que 0 maior nimero foi observado com 400 mg L%,
naausénciade glicina (Figura 1A).

Foi observadainteracdo significativaparaglicinae
inositol separadamente em relagdo ao ndimero de folhas do
porta-enxerto de videira (Figuras 1B e 1C). 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
Lt deglicinaediminui até o ponto de maxima (12,54) para
10 mg Lt deinositol.

Na Figura 1B observa-se que 0 aumento gradativo
nas concentragBes de inositol (retiradas do meio de cultivo
MS) reduziu a emissdo de novas folhas, corroborando assim
com Silva (2003), que estudando o crescimentoin vitro de
um hibrido de orquidea, verificou uma redugéo no nimero
de folhas emitidas em meio Knudson, com 0 aumento das
concentragdes de vitaminas do meio MS.
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Figura 1A — NUmero de folhas de amoreira-preta, cv. Tupy,
cultivada em diferentes concentracfes de inositol e glicina.
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Figura 1B — NUmero de folhas do porta-enxerto de videiracv.
Kobber 5BB’, cultivado em diferentes concentraces de
inositol.

O inositol influenciou como catalisador metabdlico
no crescimento de 6rgdos, confirmando sua funcéo 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, ndo é necessario
para promover nimero de folhas do porta-enxerto de videira.

Gonzales et al. (2000) observaram melhor
estabelecimentoin 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
adiminuicdo de sais e vitaminas do meio de cultivo MS
(ZLENKOget al., 1995).
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Figura 1C — Numero de folhas do porta-enxerto de videira cv.
Kobber 5BB’, cultivado em diferentes concentragdes de glicina

Observa-se na Figura 2 umainteragdo significativa
para nimero de brotos de amoreira-preta, en 2,0e8,0mg L-
* de glicina, onde maior nimero foi verificado com 200 mg
L de inositol associado a 2,0 mg L de glicina.
ConcentragBes superiores a 200 mg L de inositol
promoveram o crescimento do explante, func¢do principal
das vitaminas (GEORGE, 1993).
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Figura 2 — NUmero de brotos de amoreira-preta, cv. Tupy, cul-
tivada em diferentes concentragdes de inositol e glicina.

Na Figura 3A e 3B pode-se verificar a interagdo
significativa para o peso da matéria fresca da parte aérea
das duas frutiferas estudadas. Maior peso da matéria fresca
da parte aérea de amoreira-preta e porta-enxerto de videira
foi verificado com 400 e 20 mg L de inositol,
respectivamente, com 1,0 mg L de glicina e na sua
auséncia. Evidencia-se assim que, para promover peso da
matéria fresca dessas duas frutiferas estudadas, a glicina
do meio MS éinibitériae o inositol é benéfico.

Ciénc. agrotec., Lavras, v. 32, n. 5, p. 1637-1642, set./out., 2008



= VILLA, F.etd.
Y 0mgL-1deglicina = M-S
16 1 Y 1mgL-1de glicina = N-S.
1|l L degicina = 0,0002¢¢ - 0,0734x + 10,41 R? = 0,95
g g Y 4mgL-1de glicina = N-S.
1 12 1 Y gmgL  degicina = 1E-05¢ + 0,0111x + 6,78 R? = 0,59
:g ~§ 08 Y omg L'ldegncma: OE-07,¢ + 0,0002x + 1,17 R2=0,64 g g LY o Lang ;
E o Y 1yt gicina = SE-06 - 0,0014x + 1,26 R = 0,74 g2 10 1
-8 §- 0,6 Y 2mgL-1glicina = N-S. g % N
@ -8 0'4 Y 4mgL-1glicina = NS = : |
0,2 Y 8mgL-1glicina— N-S. § .§- 6
00 ‘ | | | N
0 100 200 300 400 |
Inositol (mg L") 0 | | | |
0 100 200 300 400

¢ 0mgL-glicina m1mgL-tglicina

Figura3A — Peso da matériafresca da parte aéreade amoreira-
preta cv. Tupy, cultivada em diferentes concentragBes de glicina
einositol.
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Figura 3B — Peso da matéria fresca da parte aérea do porta-
enxerto de videira cv. Kobber 5BB”, cultivado em diferentes
concentracOes de glicina e inositol.

Para a amoreira-preta foi observada influéncia
negativa do inositol até 200 mg L-* combinado com 2,0 mg
L de glicina (Figura 4A). Com 0 aumento nas
concentracfes de inositol associado a8,0 mg L deglicina,
verificou-se um aumento de forma quadrética em seu
comprimento.

As concentragdes de 10 a40 mg L™ de inositol e 2
mg L de glicina adicionadas no meio DSD1 influenciaram
positivamente de forma linear o comprimento do porta-
enxerto de videira (Figura 4B). O crescimento geral das
plantul as é estimulado pelas vitaminas do meio de cultivo
MS, influenciando assim como catalisadores metabdlicos
(GEORGE, 1993).

Inositol (mg L'l)

* 2mg L-t deglicina = 8mg L-tdeglicina

Figura4A — Comprimento da parte aéreade amoreira-pretacv.
Tupy, cultivada em diferentes concentragBes de glicina e inositol.
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Figura 4B — Comprimento da parte aérea do porta-enxerto de
videiracv. Kobber 5BB’, cultivado em diferentes concentragdes
deglicinaeinosital.

Pode-se observar na Figura 5 uma interagdo
significativa para nimero de raizes da amoreira-preta na
auséncia e 1,0 mg L de glicina adicionada ao meio de
cultivo. Maior nimero de raizes da amoreira-preta cv. Tupy
foi verificado com 400 mg L* de inositol associado a 1,0
mg L de glicina, porém resultados semelhantes foram
observados na ausénciae com 1,0 mg L de glicina para
essa cultivar.

De acordo com os resultados obtidos neste
trabalho, pode-se inferir que ndo € necessaria a utiliza¢do
da glicina para obtencdo de raizes nas plantulas. O nimero
de raizes do porta-enxerto de videira cv. Kobber 5BB néo
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foi significativo para as concentragBes de inositol e glicina
utilizadas.
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Figura5— NUmero de raizes de amoreira-preta, cv. Tupy,
cultivada em diferentes concentracdes de inositol e
glicina.

Num substrato com deficiéncia de nutrientes, como
€ 0 caso do meio de cultura DSD1, aumentar o comprimento
das raizes € uma maneira da plantula buscar os nutrientes
necessarios ao seu desenvolvimento, mesmo que isso
implique em gasto de reservas.

As concentracfes 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 sistemaradicular dacv.
Kobber 5BB, o inositol adicionado ao meio de cultivo DSD1
€ benéfico (Figura 6).
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Figura 6 — Comprimento da maior raiz do porta-enxerto de
videiracv. Kobber 5BB, cultivado em diferentes concentracfes
deinositol.

Pode-se observar nas Figuras 7A e 7B uma
interacdo significativa para peso fresco de calos das
frutiferas estudadas, sendo que, maior peso fresco de calos
de amoreira-pretafoi verificado com 400 mg L* de inositol
associado a 2,0 mg L de glicina. Ja para o porta-enxerto
de videira, verificou-se que o inositol incrementou
linearmente o peso da matéria fresca de calos com aumento
de suas concentracdes, na presencade 2,0 mg L deglicina
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Figura 7A — Peso fresco de calos de amoreira-preta cv. Tupy,
cultivada em diferentes concentragdes de glicina e inositol.
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Figura 7B — Peso fresco de calos do porta-enxerto devideiracv.
Kobber 5BB, cultivado em diferentes concentragdes de glicina e
inositol.

A formagao de cal os ndo é desejada nesse estudo,
pois pode favorecer o surgimento de variagdo no gendtipo.
Provavelmente aglicinae o inositol do meio MS ndo sgjam
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adequados para a micropropagacdo do porta-enxerto de
videira cv. Kobber 5BB, pois proporcionou calos mesmo
na auséncia de ambos. O mesmo foi observado para a
amoreira-preta, onde na auséncia de inositol ocorreu a
formacado de cal os na base das plantulas.

Kintzios et al. (2000, 2001) observaram em um estudo
com folhas de rosa (Rosa hybrida) e de Capsicum annuum
gue, na presenca de 100 mg L de inositol um maior
crescimento de calos foi obtido. Esses verificaram também
que aglicinaa0,1 mg L foi a menos favoravel para o
mesmo crescimento e proliferagdo de embrides somaticos
de C. annuum.

Melhores resultados para micropropagacdo da
amoreira-preta cv. Tupy sdo obtidos com concentragdo de
glicina até arecomendada no meio de culturaMS (2,0 mg
LY e4x (400 mg L) o valor deinosital.

Para o porta-enxerto de videira, melhores resultados
sd0 obtidos na auséncia e/ou com baixas concentractes
de glicina e concentracdo de inositol igual ou superior a
recomendada no meio de culturaDSD1 (3 10 mg L),

REFERENCIASBIBLIOGRAFICAS

ANTUNES, L. E. C. Aspectos fenol égicos, propagacéo e
conservacao pos-colheita de frutas de amoreir a-preta
(Rubus spp) no sul de Minas Gerais. 1999. 129 p. Tese
(Doutorado em Agronomia, Fitotecnia) - Universidade
Federal de Lavras, Lavras, 1999.

ANTUNES, L. E. C.; RASEIRA, M. C. B. Aspectos técnicos
da cultura da amora-preta. Pelotas: Embrapa Clima
Temperado, 2004. (Documentos, 122).

CADWELL, J. D. Blackberry propagation. Hor tScience,
Amsterdam, v. 19, n. 2, p. 193-195, 1984.

CHALFUN, N. N. J; PASQUAL, M.; HOFFMANN, A.
Fruticultura comercial: frutiferas de clima temperado.
Lavras: UFLA-FAEPE, 1998. v. 7, 304 p.

FERREIRA, D. F. Andlises estatisticas por meio do Sisvar
para Windows verso 4.0. In: REUNIAO ANUAL DA REGIAO
BRASILEIRA DA SOCIEDADE INTERNACIONAL DE
BIOMETRIA, 45., 2000, Sdo Carlos. Anais... Sdo Carlos:
UFSCar, 2000. p. 255-258.

GEORGE, E. F. (Ed.). Plant propagation by tissue culture part
1: the technology. 2. ed. Edington: Exegetics, 1993. 574 p.

GONZALES, M. V.; LOPEZ, M.; VALDES, A. E.; ORDAS,
R. J. Micropropagation of three berry fruit species using

nodal segments from field-grown plants. Annals of Applied
Biology, Cambridge, v. 137, p. 73-78, 2000.

KINTZIOS, S.; DROSSOPOULOQS, J. B.; LYMPEROPOULOS,
C. Effect of vitamins and inorganic micronutrients on callus
growth and somatic embryogenesis from young mature
leaves of rose (Rosa hybrida). Journal Plant of Nutrition,
[S.I], v. 23, n. 10, p. 1407-1420, 2000.

KINTZIOS, S.; DROSSOPOULOQS, J. B.; LYMPEROPOULOS,
C. Effect of vitamins and inorganic micronutrients on callus
growth and somatic embryogenesis from leaves of chilli
pepper. Plant Cell, Tissue and Organ Culture, Dordrecht,
v. 27, p. 55-62, 2001.

LEE, H. J.; KO, K. C. Effects of culture media and plant
hormones on shoot tip culture of Fuji apple cultivar (Malus
domestica). Seoul National University Journal of
Agricultural Sciences, Seoul, v. 9, n. 1, p. 67-77, 1984.

MURASHIGE, T.; SKOOG, F. A revised medium for rapid
growth and bioassays with tobacco tissue cultures.
Physiologia Plantarum, Copenhagen, v. 15, p. 473-497, 1962.

PASQUAL, M. Cultura de tecidos vegetais. tecnologia e
aplicagBes: meios de cultura. Lavras: UFLA/FAEPE, 2001. 74 p.

PEIXQOTO, P. H. P.; PASQUAL, M. Influénciada origem
dos explantes na multiplicacéo e no enraizamento in vitro
de porta-enxertos de videira. Ciéncia e Agrotecnologia,
Lavras, v. 20, n. 3, p. 293-300, 1996.

SILVA,A. L.; DOAZAN, J. P. Uneméthode d’irradiation
aux rayons gamma appliquée a des porte-greffes de Vigne
invitro. Journal International Science of Vigneet Vin,
[SI],v. 29, p. 1-9, 1995,

SILVA, E. F. Multiplicacéo e crescimento in vitro de
orquidea Brassiocattleya Pastoral x Laeliocattleya
Amber Glow. 2003. 62 p. Dissertacdo (Mestrado em
Fitotecnia) - Universidade Federal de Lavras, Lavras, 2003.

SKIRVIN, R. M.; CHU, M. C.; GOMEZ, E. In vitro
propagation of Thornless Trailing Blackberries.
HortScience, Alexandria, v. 16, n. 3, p. 310-312, 1981.

ZLENKO, V. A.; TROSHIN, L. P; KOTIKOQV, I. V. An
optimized medium for clonal micropropagation of
grapevine. Vitis, [SI.], v. 34, n. 2, p. 125-126, 1995.

Ciénc. agrotec., Lavras, v. 32, n. 5, p. 1637-1642, set./out., 2008





