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RESUMO

O presente trabalho se configura como uma pesquisa aplicada de abordagem quantitativa, que
tem com o objetivo testar metodologia para o controle de contaminacdo e oxidacdo de explantes visando
estabelecimento in vitro de variedades Vitis vinifera: ‘Tannat’, ‘Chardonnay’ e ‘Pinot Noir’. Devido ao
crescimento da producdo de mudas viniferas no Brasil e com os avancos tecnoldgicos no setor de
propagacdo vegetal, muitas pesquisas tem sido iniciadas buscando otimizar e estabelecer métodos padrdes
para 0 a propagacdo de mudas de videiras. No experimento |, foram testadas duas concentracdes de
hipoclorito de sédio (1% e 2%), e quatro tempos de imersdo (15, 20, 25 e 30 minutos) para o
estabelecimento in vitro de explantes de videira variedade Tannat. Ao verificar o alto indice de oxidacéo,
iniciou-se o experimento 1, onde foram repetidas as concentra¢des de hipoclorito de sddio e os tempos de
imersdo, alterando para variedade Chardonnay. No experimento Ill, foram testados o uso de agua
corrente (30 minutos) e acido ascorbico (500mg/L — 30 minutos) para as variedades ‘Chardonnay’ e
‘Pinot Noir’, com intuito de otimizar o processo de desinfestagdo e reduzir a contaminacdo e a oxidacdo
do material propagado.O resultado para o experimentos |, apresentou eficicia de 70% em T2 e T5 para
contaminagdo bacteriana, 96,7% e 76,7% de eficiéncia para contaminacdo flangica e oxidacdo
respectivamente em T8. O experimento Il ndo apresentou tratamento eficaz para contaminagdo
bacteriana, onde T4, T6, T7 e T8 apresentou 100% de eficiéncia para contaminacdo flngica e 100% no
controle de oxidacdo para T2. O resultado do experiemnto 1l apresentou 90% e 95% de eficiéncia no
controle de contaminac&o bacteriana e fingica respectivamente em T3. Apresentando 100% controle da
oxidacdo em T1,T2,T4, obtivemos confirmacdo para a utilizagdo de acido ascdrbico na reducdo do
processo de oxidagcdo dos explantes. Foram identificadas contaminagdes bacterianas nos trés
experimentos, em sua maioria ocasionadas por bactérias enddgenas, o que dificulta a utilizacdo de agentes
gue possam otimizar os tratamentos, mas ndo impede de buscar novos agentes que minimizem as
contaminagdes. Os resultados para as contaminac@es fungicas encontradas podem ser justificados, devido
o material utilizado como fonte de explantes ser lenhoso e coletado diretamente a campo e ndo de uma
planta matriz previamente tratada e mantida em ambiente protegido. Concluiu-se que o uso de &gua
corrente e 4cido ascorbico reduzem a oxidacdo de explantes de videira Chardonnay, e Pinot Noir,
possibilitando maior porcentagem de sobrevivéncia na etapa de estabelecimento in vitro.

Palavras-chave: cultura de tecidos, micropropagacédo, segmento nodal, Vitis vinifera, acido ascorbico.
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ABSTRACT

This work is configured as a quantitative approach applied research, which has aimed to test methodology
for contamination control and explants oxidation aiming in vitro establishment of Vitis vinifera varieties:
‘Tannat', 'Chardonnay and Pinot Noir'. Due to the increased production of grapes seedlings in Brazil and
with the technological advances in plant propagation sector, much research has been initiated in order to
optimize and establish standard methods for the the spread of vine seedlings. In experiment I, were both
tested concentrations of sodium hypochlorite (1% and 2%) and four immersion times (15, 20, 25 and 30
minutes) for the establishment in vitro explant grape variety Tannat. When checking the high oxidation
rate, began the second trial, which were repeated the sodium hypochlorite concentrations and immersion
times, changing to Chardonnay variety. In experiment 11l were tested using running water (30 minutes)
and ascorbic acid (500 mg / L - 30 minutes) to the varieties' Chardonnay and Pinot Noir, aiming to
optimize the process of disinfection and reduce contamination and oxidation of propagado.O result for
experiments | material showed efficacy of 70% in T2 and T5 for bacterial contamination, 96.7% and
76.7% efficiency for fungal contamination and oxidation T8 respectively. The second experiment showed
no effective treatment for bacterial contamination, where T4, T6, T7 and T8 showed 100% efficiency for
fungal contamination and 100% in the oxidation control to T2. The result of experiemnto Il presented
90% and 95% efficiency in the control of bacterial and fungal contamination in T3 respectively. With
100% control of rust on T1, T2, T4, obtained confirmation for the use of ascorbic acid in reducing the
explants oxidation process. Bacterial contamination were identified in the three experiments, mostly
caused by endogenous bacteria, which complicates the use of agents that can optimize the treatments, but
does not stop to look for new agents that minimize contamination. The results for fungal contamination
found may be justified, because the material used as a source of explants be woody and collected directly
in the field and not from a mother plant previously treated and maintained in greenhouse. It was
concluded that the use of water and ascorbic acid reduces the vine explants oxidation Chardonnay and
Pinot Noir, enabling higher percentage of survival in the establishment stage in vitro.

Keywords: tissue culture, micropropagation, nodal segment, Vitis vinifera, ascorbic acid.
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INTRODUCAO

O cultivo da videira (Vitis spp.) € muito antigo. Achados arqueolégicos obtidos
em escavacOes na antiga cidade comercial de Kannisch, revelaram que a viticultura era
praticada desde a idade do bronze, cerca de 3.500 anos a.C. A historia da viticultura no
Brasil, teve inicio por volta de 1532, pelo colonizador Portugués Martim Afonso de
Sousa, na capitania S&o Vicente (LEAO & SOARES, 2000).

A videira é pertencente a familia Vitaceae tendo como destaque o género Vitis.
A planta apresenta tronco retorcido, ramos flexiveis, folhas grandes e repartidas em
cinco l6bulos pontiagudos, flores esverdeadas em ramos e frutos de formas, tamanhos,
cores e sabores variados (SIMAO, 1971).

De acordo com Dzazio (2002), a videira possui valor econdémico e social para o
desenvolvimento do nosso Pais, devido ao amplo crescimento das atividades agricolas
do setor vitivinicola. A atividade concentra-se na producdo de uvas, matéria-prima na
elaboracdo de vinhos e outros derivados.

A viticultura brasileira, diferente de outros paises que sdo conhecidos apenas por
algumas regides e caracteristicas especificas, vem se destacando comercialmente devido
a sua alta variabilidade na producdo e consequentemente nos produtos, conquistando
assim, lugar de destaque entre 0s paises potenciais a se tornar grande produtor do setor.

Segundo Regina et al. (1998), no Brasil, a implantacdo de um vinhedo, consiste
no plantio de porta-enxertos para posteriormente ser realizada a enxertia das variedades
copa. A formacdo do vinhedo por este método leva, no minimo, dois anos e, apesar de
apresentar baixo custo, favorece a disseminacao de varias doencas.

Dentre essas doencas, as viroses representam um dos mais importantes
problemas fitossanitarios em escala mundial, ocorrendo em quase todas as areas de
cultivo dessa frutifera. As viroses tém consideravel importancia por apresentar redugéo
na produtividade e por restringir a longevidade das plantas (KUHN & FAJARDO,
2004).

Uma das alternativas para minimizar a ocorréncia de doengas € atraves do uso da
técnica de micropropagacédo. Esta consiste basicamente, no processo de enraizamento de
brotaces axilares ou adventicias multiplicadas in vitro para a regeneracdo de plantas
inteiras. Este processo possibilita a rapida multiplicacdo de plantas, a obtencdo de
plantas matrizes livres de virus, a propagacdo de hibridos e a preservacdo de
germoplasmas de interesse (KRUL & MOWBRAY, 1984). Os explantes normalmente
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utilizados sdo segmentos nodais (GRIBAUDO & FRONDA, 1991) e meristemas
(PASSOS et al.,1985).

O potencial de multiplicacéo in vitro é elevado, sendo estimado por Bottiet al.
(1993) a obtencéo anual de 2.808.990 brotacdes da cultivar Thompson Seedless, 26.494
brotacdes da cultivar Ribier e 1.213 da cultivar Black Seedless em meio MS com 2
mgL™ de BAP, a partir de um explante. Harris & Stevenson (1982) estabeleceram um
protocolo capaz de produzir 12.000 brotagcdes em 4 meses, a partir de apenas um apice
meristematico. Na cultura de apices fragmentados, Barlass & Skene (1978) estimaram a
producdo de aproximadamente 8.000 plantas em 4 meses.

O sucesso da micropropagacao depende da sequéncia de fases ou etapas, em que
0 éxito de cada uma é necessario para o éxito da proxima etapa e a introducdo do
explante no meio de cultivo (estabelecimento), cujo sucesso depende de uma eficiente
assepsia dos explantes a serem estabelecidos (GEORGE, 1993).

Na fase de estabelecimento do cultivo, a contaminagdo pode comprometer o
trabalho de micropropagacdo. Quando é exdgena, a possibilidade de controle dos
principais agentes contaminantes (fungos e bactérias) € consideravel; quando a
contaminacdo € enddgena, as consequéncias podem ser limitantes, podendo haver perda
de tempo, de recursos financeiros e de material genético (SOUZA et al., 2006).

Para minimizar a contamina¢do microbiana, alguns protocolos de esterilizagdo ja
foram apresentados por diversos autores. . Dentre as substancias com acdo germicida, as
mais usadas para a desinfestacdo de explantes sdo 0s compostos a base de cloro, tais
como: o hipoclorito de sodio e hipoclorito de calcio. O hipoclorito de s6dio por ser um
alvejante comercial e de facil acesso é o mais utilizado em laboratorios de cultura de
tecidos. Assim sendo, a utilizacdo desses, € uma importante ferramenta para o controle
de contaminacBes bacterianas enddgenas, que frequentemente representam sérios
problemas no estabelecimento das culturas (GRATTAPAGLIA & MACHADO, 1998).

Na iniciagdo de culturas lenhosas, € comum a ocorréncia de compostos
fendlicos, que podem estar ligados a processos de regulagdo de crescimento,
especialmente as auxinas que, dependendo da concentracdo enddgena no tecido,
induzem a sintese desses compostos. Nas plantas lenhosas, sobretudo, acumulam-se
polifenois e produtos de oxidag&do, como melanina, suberina, lignina, cutina e calose em
torno da superficie incisada, os quais modificam a composi¢do do meio de cultivo e a
absorcdo de metabdlitos (ANDRADE et al., 2000).
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A utilizacdo de diversos antioxidantes é relatada na literatura como alternativa
para a diminuicdo do processo de oxidagdo. Grattapaglia & Machado (1998)
recomendam a adicdo ao meio de cultivo ou o pré- tratamento em solucdo de
antioxidantes.

Tendo em vista a importancia do uso de porta — enxertos e variedades copas na
viticultura, os quais por sua vez apresentam grandes diferencas e potenciais de
adaptacdo as mais diversas condi¢Bes de clima e solo, somado ao fato de que nas
condicdes de resisténcia de uma e os fatores produtivos de outra, ambas se tornam
necessarias/importantes mutuamente, torna-se fundamental um estudo detalhado,
visando avaliar e definir técnicas eficazes para a producdo de mudas em larga escala
com qualidade genética e fitossanitaria.

Este trabalho foi realizado com o objetivo testar metodologia para o controle de
contaminacdo e oxidacdo de explantes visando estabelecimento in vitro de variedades

Vitis vinifera: ‘Tannat’, ‘Chardonnay’ e ‘PinotNoir’.
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MATERIAIS E METODOS
O presente trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Producdo Vegetal da
Universidade Federal do Pampa, Campus Dom Pedrito, RS

Experimento | - DESINFESTACAO E ESTABELECIMENTO IN VITRO DE
VARIEDADE VITIS VINIFERA: ‘TANNAT".

O material vegetal utilizado (coletado em 06 de outubro de 2014) foram ramos
de aproximadamente 20 cm de plantas de videira ‘Tannat’ de um vinhedo, localizado
em uma propriedade rural no municipio de Bagé/RS. O material sofreu deslocamento de
2 horas até o laboratério. No laboratério, foram separados explantes de 2 cm o0s quais
foram submetidos aos tratamentos de desinfestacdo. Os explantes foram colocados em
alcool 70% por 30 segundos, seguido pela imersdo em solucdo de hipoclorito de sodio.
Os tratamentos com hipoclorito de sodio foram: T1(1%, 15 min), T2 (1%, 20 min),
T3(1%, 25 min), T4(1%, 30 min), T5(2%, 15 min), T6 (2%, 20 min), T7 (2%, 25 min) e
T8 (2%, 30 min). Em todos os tratamentos foi adicionada uma gota de detergente (10

gotas. L™ Tween20) e os frascos foram mantidos sob agitacao.

Experimento Il - DESINFESTACAO E ESTABELECIMENTO IN VITRO DE
VARIEDADE VITIS VINIFERA: ‘CHARDONNAY".

O material vegetal utilizado (coletado em 13 de outubro de 2014) foram ramos
de aproximadamente 20 cm de plantas de videira ‘Chardonnay’ de um vinhedo
implantado em 2010, com 01 ano de producdo, sob o porta-enxerto Paulsen 1103,
localizado em uma propriedade rural no municipio de Dom Pedrito/RS. O material
sofreu deslocamento de 45 minutos até o laboratorio. No laboratorio, foram separados
explantes de 2 cm os quais foram submetidos aos tratamentos de desinfestacdo. Os
explantes foram colocados em alcool 70% por 30 segundos, seguido pela imersdao em
solucdo de hipoclorito de sédio. Os tratamentos com hipoclorito de sodio foram: T1
(1%, 15 min), T2 (1%, 20 min), T3 (1%, 25 min), T4 (1%, 30 min), T5 (2%, 15 min),
T6 (2%, 20 min), T7 (2%, 25 min) e T8 (2%, 30 min). Em todos os tratamentos foi
adicionada uma gota de detergente (10 gotas. L™ Tween20) e os frascos foram mantidos

sob agitacao.
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Experimento 111 - USO DE AGUA CORRENTE E ACIDO ASCORBICO NO
CONTROLE DE OXIDACAO E CONTAMINACAO NO ESTABELECIMENTO
IN VITRO DE VARIEDADE VITIS VINIFERA: ‘CHARDONNAY’ E ‘PINOT
NOIR’.

O material vegetal utilizado (coletado em 20 de outubro de 2014) foram ramos
de aproximadamente 10 cm de plantas de videira ‘Chardonnay’ e ‘Pinot Noir’ de um
vinhedo implantado em 2010, com 01 ano de producéo, sob o porta-enxerto: Paulsen
1103, localizado em uma propriedade rural no municipio de Dom Pedrito/RS. O
material sofreu deslocamento de 45 minutos até o laboratorio. No laboratoério, foram
separados explantes de 2 cm os quais foram submetidos a diferentes tratamentos antes
da desinfestacdo. Os tratamentos foram: T1 (Chardonnay por 30 min em &gua corrente),
T2 (Pinot Noir por 30 min em agua corrente), T3 (Chardonnay por 30 min em acido
ascérbico 500mg/L), T4 (Pinot Noir - por 30 min em acido ascdrbico 500mg/L). Apos
os tratamentos, os explantes foram colocados em alcool 70% por 30 segundos, seguido
pela imersdo por 30min em solucdo de hipoclorito de sédio 2% acrescido de uma gota
de detergente (Da Silva.et al. 2003), por 30 minutos.

Nos trés experimentos, apds os tratamentos de desinfestacdo, os explantes foram
lavados trés vezes com agua destilada e autoclavada em camara de fluxo laminar e
inoculados em frascos contendo 30 ml de meio de cultivo. O meio de cultivo utilizado
foi 0 MS (MURASHIGE & SKOOG, 1962) suplementado de sacarose (30g.L™) e agar
(7g.L™). O pH do meio foi ajustado para 5,8 antes da adigdo de &gar, conforme descrito
por NALI, et al(2005). A esterilizacdo do meio realizada por autoclavagem a 1,0
kgf/cm? e 120 °C, durante 15 minutos. Ap6s a inoculagdo os explantes permaneceram
em camara de crescimento na condicdo de escuro por cinco dias (temperatura de
25+2°C), sendo entdo transferidos para condi¢des de um fotoperiodo de 16 horas e
temperatura de 25+2°C. Aos sete dias foram avaliadas as porcentagens de contaminagéo
fangica e bacteriana e porcentagem de oxidacao.

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado, sendo nos
Experimentos | e 1l com esquema fatorial 2 x 4, com oito tratamentos e dez repeticoes,
sendo cada repeticdo representada por trés explantes, totalizando duzentos e quarenta
explantes. No experimento Il1 com esquema fatorial 2 x 2, com 4 tratamentos e dez
repeticdes, sendo cada repeticdo representada por quatro explantes, totalizando cento e

quarenta explantes. Os dados foram obtidos foram submetidos a analise de variancia, e



19

as médias, comparadas pelo teste de Tukey, Ducan e DMS, a 5% de probabilidade. Os
dados foram processados pelo programa computacional ASSISTAT 7.7 Beta
(Silva,2003).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Experimento | - DESINFESTACAO E ESTABELECIMENTO IN VITRO DE
VARIEDADE VITIS VINIFERA: ‘TANNAT’.

Ao analisarmos os dados podemos observar que no experimento I, ao
compararmos os tratamentos obtivemos a mesma eficacia para os tratamentos T2 e T5
tendo a eficicia de 70% para os explantes em relacéo a desinfestacdo para contaminacao
bacteriana (Tabela 01), o que se mostra de maneira diferente para a contaminacao
fangica (Tabela 02) — onde a maior eficiéncia foi para T8 obtendo eficiéncia de 96,7%
sendo este também o melhor tratamento para oxidacdo (Tabela 03) com 76,7%.
Podemos obsevar no grafico 01 ( em Anexo), a interposicdo dos dados das avaliagGes
(contaminacéo bacteriana, fingica e oxidacdo) feitas no experimento I.

Tabela 01 — Contaminacdo bacteriana em explantes de videira variedade Tannat no
estabelecimento in vitro sob diferentes tratamentos de desinfestagao.
Contaminacéo

Bacteriana
Tratamentos Total Explan Quantidade %
T1 30 13 43.33
T2 30 9 30
T3 30 16 53.33
T4 30 12 40
T5 30 9 30
T6 30 14 46.66
T7 30 12 40
T8 30 10 33.33

Fonte: Autor, 2014

T1(Hipoclorito 1% - 15 min.), T2 (Hipoclorito 1% - 20 min.), T3(Hipoclorito 1% - 25
min.), T4 ( Hipoclorito 1% - 30 min.), T5 (Hipoclorito 2% - 15 min), T6 (Hipoclorito
2% - 20 min), T7 (Hipoclorito 2% - 25 min) e T8 (Hipoclorito 2% - 30 min).



Tabela 02 — Contaminacdo fungica em explantes de videira variedade Tannat no
estabelecimento in vitro sob diferentes tratamentos de desinfestagao.

Contaminacéo Fungica

Tratamentos Total Explan

T1
T2
T3
T4
T5
T6
T7
T8

30
30
30
30
30
30
30
30

Quantidade
2

P wbsDNDBE DS

%
6.66
e
13.33
e
6.66
e
10
3.33

Fonte: Autor, 2014
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T1(Hipoclorito 1% - 15 min.), T2 (Hipoclorito 1% - 20 min.), T3(Hipoclorito 1% - 25
min.), T4 ( Hipoclorito 1% - 30 min.), T5 (Hipoclorito 2% - 15 min), T6 (Hipoclorito

2% - 20 min), T7 (Hipoclorito 2% - 25 min) e T8 (Hipoclorito 2% - 30 min).

Tabela 03 — Oxidagdo em explantes de videira variedade Tannat no estabelecimento in
vitro sob diferentes tratamentos de desinfestacéo.

Oxidagéo
Tratamentos Total Explan Quantidade %
T1 30 16 53.33
T2 30 8 26.66
T3 30 12 40
T4 30 11 36.66
T5 30 12 40
T6 30 8 26.66
T7 30 8 26.66
T8 30 7 23.33

Fonte: Autor, 2014

T1(Hipoclorito 1% - 15 min.), T2 (Hipoclorito 1% - 20 min.), T3(Hipoclorito 1% - 25
min.), T4 ( Hipoclorito 1% - 30 min.), T5 (Hipoclorito 2% - 15 min), T6 (Hipoclorito

2% - 20 min), T7 (Hipoclorito 2% - 25 min) e T8 (Hipoclorito 2% - 30 min).

Experimento 11 - DESINFESTACAO E ESTABELECIMENTO IN VITRO DE

VARIEDADE VITIS VINIFERA: ‘CHARDONNAY".

Para o experimento de desinfestacdo Il, foi observada alta porcentagem de

contaminagdo para todos os tratamentos com hipoclorito a 2%, onde tivemos indices

iguais e maiores a 80% de contaminacdo, apresentando como melhor indice T4 (53%)
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para contaminacdo bacteriana (Tabela 04) ao contrario do que foi observado para
contaminacdo fangica (Tabela 05) onde 3 entre 4 dos tratamentos obtivemos 100 de
eficacia com hipoclorito a 2% com destaque para T4 sendo o Unico tratamento a 1% de
concentracdo que apresentou 100% de desinfestacdo fungica. Ao realizarmos a
contagem para oxidacdo (Tabela 06) verificou-se indice igual a 100% de eficiéncia para
T2, tendo destaque para T3, T6 e T7 também com indices de eficacia acima de 90%.
Podemos obsevar no grafico 02 (em Anexo), a interposi¢do dos dados das avaliagGes

(contaminacao bacteriana, fungica e oxidacao) feitas no experimento II.

Tabela 04 — Contaminacdo bacteriana em explantes de videira variedade Chardonnay
no estabelecimento in vitro sob diferentes tratamentos de desinfestacao.
Contaminacéo

Bacteriana
Tratamentos I Quantidade %
Explantes
T1 30 18 60
T2 30 19 63.33
T3 30 23 76.66
T4 30 16 53.33
T5 30 24 80
T6 30 28 93.33
T7 30 26 86.66
T8 30 27 90

Fonte: Autor, 2014

T1(Hipoclorito 1% - 15 min.), T2 (Hipoclorito 1% - 20 min.), T3(Hipoclorito 1% - 25
min.), T4 ( Hipoclorito 1% - 30 min.), TS (Hipoclorito 2% - 15 min), T6 (Hipoclorito
2% - 20 min), T7 (Hipoclorito 2% - 25 min) e T8 (Hipoclorito 2% - 30 min).

Tabela 05 — Contaminacdo fungica em explantes de videira variedade Chardonnay no
estabelecimento in vitro sob diferentes tratamentos de desinfestacéo.

Contaminacéo Fungica

Tratamentos Exr;IJOI:r?tes Quantidade %
T1 30 1 3.33
T2 30 1 3.33
T3 30 2 6.66
T4 30 0 0
T5 30 2 6.66
T6 30 0 0
T7 30 0 0
T8 30 0 0

Fonte: Autor, 2014
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T1(Hipoclorito 1% - 15 min.), T2 (Hipoclorito 1% - 20 min.), T3(Hipoclorito 1% - 25
min.), T4 ( Hipoclorito 1% - 30 min.), T5 (Hipoclorito 2% - 15 min), T6 (Hipoclorito
2% - 20 min), T7 (Hipoclorito 2% - 25 min) e T8 (Hipoclorito 2% - 30 min).

Tabela 06 — Oxidacdo em explantes de videira variedade Chardonnay no
estabelecimento in vitro sob diferentes tratamentos de desinfestagao.

Oxidacao
Tratamentos IHEE Quantidade %
Explantes
T1 30 8 26.66
T2 30 0 0
T3 30 1 3.33
T4 30 19 63.33
T5 30 8 26.66
T6 30 2 6.66
T7 30 2 6.66
T8 30 6 20

Fonte: Autor, 2014

T1(Hipoclorito 1% - 15 min.), T2 (Hipoclorito 1% - 20 min.), T3(Hipoclorito 1% - 25
min.), T4 ( Hipoclorito 1% - 30 min.), T5 (Hipoclorito 2% - 15 min), T6 (Hipoclorito
2% - 20 min), T7 (Hipoclorito 2% - 25 min) e T8 (Hipoclorito 2% - 30 min).

Para os experimentos | e Il, do ponto de vista estatistico, ndo houve diferenca
significativa, utilizando testes: Tukey, Ducan e DMS (Assistatic 7.7) — onde em todas as
analises o coeficiente de variacdo se mostrou igual ou maior que 40% para as
contanimacdes bacterianas e fangicas. Deve-se considerar que estes experimentos foram
realizados com material advindo de plantas do campo, e ndo de matrizes em casa de
vegetacdo, aliado a matrizeiro e disponibilidade de insumos e controle de tratamento
fitossanitario (fungicida e bactericida).

De acordo com Willadino e Camara (apud. Carvalho; Silva ,2012), “a planta
matriz é aquela da qual serédo retirados os explantes,ou seja, 0s segmentos de tecido ou
orgdo vegetal utilizado para iniciar a cultura in vitro”.

Complementado por Carvalho; George et al (apud. Carvalho; Silva, 2012):

“Os cuidados com a planta matriz devem assegurar o0 seu bom
estado fisiologico (nutricional e hidrico) e fitossanitario. A
ontogenia e fisiologia da planta que é fonte de explantes tém uma
profunda influéncia sobre a resposta in vitro, devendo-se utilizar
explantes coletados de regifes meristematicas juvenis. Além
disso, eles devem ser retirados, preferencialmente, de plantas
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sadias e vigorosas que foram mantidas em crescimento ativo e
que ndo estejam passando por qualquer tipo de estresse e ataque
de pragas ou doencas, pois a sanidade da planta matriz € um
importante fator no que tange a facilidade de descontaminacédo do
explante no processo de isolamento (CARVALHO et al., 2006;
GEORGE et al., 2008; WILLADINO; CAMARA, 2005).”

Experimento 111- USO DE AGUA CORRENTE E ACIDO ASCORBICO
NO CONTROLE DE OXIDACAO E CONTAMINACAO NO
ESTABELECIMENTO IN VITRO DE VARIEDADE VITIS VINIFERA:
‘CHARDONNAY’ E ‘PINOT NOIR"’.

Ao testar dgua corrente e acido ascorbico, assim como Pannetier e Buffard —
Morel (apud - Siqueira e Inque ,1991) : “A observacdo de que o problema de oxidacao
haviam sido relatados nas primeiras culturas de tecidos , sem contudo dar detalhes de
sua incidéncia, continua valida. Sendo complementados por Siqueira e Inque (1991)
quando utilizaram antioxidante: “Os tratamentos consistem da imersdo dos explantes
nas solugdes por 30 min antes da inoculagdo em meio basico.”

Observamos os seguintes resultados: T 3 — Chardonnay em acido ascorbico
sendo eficaz para contaminacdo bacteriana (Tabela 07), o mesmo tratamento teve
eficacia de 95% para contaminacdo fungica (Tabela 08), porem para os resultados em
desacordo para oxidacdo (Tabela 09), o T3 foi 0 Unico dos tratamentos que apresentou
oxidacdo.

No experimento Ill, houve diferenca significativa para o tratamento 3 — no que
ressalta apenas sua ineficacia para oxidacdo, tendo em vista que 0 mesmo foi o Unico
tratamento a apresentar resultado diferente de O para a oxidagéo, ndo tendo apresentado
resultados significativos para contaminacdo bacteriana e fingica. Podemos obsevar no
grafico 03 (em Anexo), a interposicdo dos dados das avaliagbes (contaminagéo

bacteriana, fungica e oxidacao) feitas no experimento Il1I.
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Tabela 07 — Contaminacdo bacteriana em explantes de videira variedade Chardonnay e
Pinot Noir no estabelecimento in vitro.
Contaminacéo

Bacteriana
Tratamentos Total Explan  Quantidade %
T1 40 9 22.5
T2 40 5 12.5
T3 40 4 10
T4 40 15 37.5

Fonte: Autor, 2014

T1 (Chardonnay — 30 min &gua corrente), T2 (Pinot Noir — 30 min agua corrente), T3
(Chardonnay — 30 min &cido ascérbico), T4 ( Pinot Noir - 30 min acido ascorbico).

Tabela 08 — Contaminacdo fungica em explantes de videira variedade Chardonnay e
Pinot Noir no estabelecimento in vitro.

Contaminacéo

Flngica
Tratamentos Total Explan Quantidade %
T1 40 9 22.5
T2 40 5 12.5
T3 40 2 5
T4 40 4 10

Fonte: Autor, 2014

T1 (Chardonnay — 30 min agua corrente), T2 (Pinot Noir — 30 min &gua corrente), T3
(Chardonnay — 30 min &cido ascérbico), T4 ( Pinot Noir - 30 min acido ascorbico).

Tabela 09 — Oxidacdo em explantes de videira variedade Chardonnay e Pinot Noir no
estabelecimento in vitro.

Oxidacgao
Tratamentos Total Explan  Quantidade %
T1 40 0 0
T2 40 0 0
T3 40 9 22.5
T4 40 0 0

Fonte: Autor, 2014

T1 (Chardonnay — 30 min agua corrente), T2 (Pinot Noir — 30 min agua corrente), T3
(Chardonnay — 30 min &cido ascorbico), T4 ( Pinot Noir - 30 min &cido ascorbico).
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Silva et al. (1997) observou indice de 65% de explantes sobreviventes para
diferentes porta-enxertos de videira.  Assim como em outras espécies, como
pessegueiro, Rogalski (2002) obteve taxas de 63% e 59% de sobrevivéncia para
explantes oriundos de apices caulinares e gemas laterais, respectivamente.

Compreendendo assim que as taxas de assepsia demonstradas neste estudo se
mostram eficazes, isoladamente para contaminagdo bacteriana, flngica ou para reducao
na oxidacao.

De acordo com Moraes et. al. (2004): “As contamina¢des por bactérias em
espeécies lenhosas sdo geralmente de origem enddgena. Neste sentido, 0s processos de
desinfestagdes comumente utilizados sdo pouco eficientes”.

Tornando assim necessaria uma observagdo mais detalhada sobre a manifestagéo
das bactérias enddgenas, buscando agentes que eliminem ou reduzam sua proliferacao.

De acordo com Montarroyos (2000):

“Na maioria dos casos, a presen¢a de fungos e bactérias ocorre poucos dias
apos a inoculagdo. Em alguns casos, a presenca de bactérias e fungos nas
plantas é detectada ap6s algum tempo de cultivo, geralmente quando um
grande nimero de plantas ja esta em producdo. Além disso, por serem de dificil
visualizagdo, sdo facilmente transmitidas de um material para outro durante a
manipulagdo dos explantes para a inoculagdo in vitro. Quando as condi¢bes do
meio de cultura (nutricdo, pH) tornam-se favordveis ao seu desenvolvimento,
os fitopatdgenos passam a competir por nutrientes minerais e carboidratos do
meio de cultura, comprometendo a multiplicacdo e o desenvolvimento dos

explantes”.

Na iniciacdo de culturas lenhosas, é comum a ocorréncia de compostos
fendlicos, que podem estar ligados a processos de regulagdo de crescimento,
especialmente as auxinas que, dependendo da concentracdo enddgena no tecido,
induzem a sintese desses compostos. Nas plantas lenhosas, sobretudo, acumulam-se
polifenois e produtos de oxidagdo, como melanina, suberina, lignina, cutina e calose em
torno da superficie incisada, os quais modificam a composi¢do do meio de cultivo e a
absorcdo de metabdlitos (ANDRADE et al., 2000).

De acordo com Pereira (2003), esta deterioragdo dos explantes esta relacionada
com a producdo de metabolitos fitotoxicos pelos fitopatdgenos, tais como os &cidos
lactico e acético e cianeto. O que justifica o escurecimento do meio e também a morte

do explante.



26

Em alguns resultados observamos diferencas importantes que nos leva a
questionar o0 modo como o0s dados foram expostos e, a partir disso, refletimos uma
forma para que na coleta de dados sejam demonstrados da seguinte maneira: devendo
considera como unidade experimental, cada explante. Avaliando apenas como
contaminado ou ndo, com 0 (zero) e 1 (um) obtendo uma avaliacdo binomial, reduzindo
assim a margem numérica a ser testada, com a margem de confianga maior e reduzindo
a variacdo numérica atual dos resultados, onde as unidades experimentas analisadas em
blocos — podendo ter como resultados de 0, 1,2 ou 3.

Sugerimos novas pesquisas utilizando plantas matrizes que tenham sido
mantidas em ambiente protegido e que sejam feitas testes com maior amplitude de
variedades tintas e brancas, indicamos a busca da padronizacdo da metodologia e iniciar
estudos para obtencédo de protocolos para melhor utilizacdo da micropropagacéo in vitro

de videira.
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CONCLUSAO

Este trabalho responde os objetivos estabelecidos, compreendendo que os testes
de desinfestacdo para contaminacdo bacteriana e fungica ndo apresentaram resultados
significativos, mas devendo ser considerado: Experimento | — apresentou eficécia de
70% em T2 e T5 para contaminacdo bacteriana, 96,7% e 76,7% de eficiéncia para
contaminacdo fungica e oxidacdo respectivamente em T8. Experimento Il — néo
apresentou tratamento eficaz para contaminacdo bacteriana, onde T4, T6, T7 e T8
apresentou 100% de eficiéncia para contaminacdo fangica e 100% no controle de
oxidacéo para T2. Experimento |11 — apresentou 90% e 95% de eficiéncia no controle de
contaminacdo bacteriana e flngica respectivamente em T3. Apresentando 100%
controle da oxidacdo em T1,T2,T4. Verificou-se a eficacia do uso de &gua corrente e
acido ascorbico para a reducdo no processo de oxidacdo dos explantes das variedades
Chardonnay e Pinot Noir. E necesséria a obtencio de plantas matrizes mantidas em casa
de vegetacéo para utilizacdo de explantes para estabelecimento in vitro.
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ANEXOS

60.00
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% de Contaminagdo e Oxidagao

0.00

Avalia¢do do Experimento | - 'Tannat'- 13/10/2014

13 T2 | T3 T4 15 T6 T7 T8

=¢=Contaminagdo Bacteriana| 43.33 30.00 53.33 40.00 30.00 46.67 40.00 33:33

=@=Contaminagdo Flngica

6.67 13.33 13.33 13.33 6.67 13.33 10.00 3.33

=#=0Oxida¢do

23:33 26.67 40.00 36.67 40.00 26.67 26.67 23.33

8 Tratamentos - 10repeticgbes

T1(Hipoclorito 1% - 15 min.), T2 (Hipoclorito 1% - 20 min.),

Totalizando : 240 explantes

- 3explantes T3(Hipoclorito 1% - 25 min.), T4 (Hipoclorito 1% - 30 min.),
T5 (Hipoclorito 2% - 15 min), Té (Hipoclorito 2% - 20 min),
T7 (Hipoclorito 2% - 25 min) e T8 (Hipoclorito 2% - 30 min).

Gréfico 01- Experimento | — Desinfestacdo e estabelecimento in vitro de variedade Vitis

vinifera: Tannat

100.00
90.00
80.00
70.00
60.00
50.00
40.00
30.00
20.00
10.00

0.00

% de Contaminagao e oxidagao

Avaliacdo do Experimento 2 - 'Chardonnay' - 20/10/2014

=¢=Contaminagdo Bacteriana

60.00 63.33 76.67 53.33 80.00 93.33 86.67 90.00

=@=Contaminagdo Flingica

3:33 3.33 6.67 0.00 6.67 0.00 0.00 0.00

=#=0Oxidacdo

26.67 0.00 333 63.33 26.67 6.67 6.67 20.00

T1(Hipoclorito 1% - 15 min.), T2 (Hipoclorito 1% - 20 min.),

8 Tratamentos - 10repeticcBes - 3 explantes T3(Hipoclorito 1% - 25 min.), T4 (Hipoclorito 1% - 30 min.),

Totalizando: 240 explantes

Gréfico 02 - Experime

T5 (Hipoclorito 2% - 15 min), T6 (Hipoclorito 2% - 20 min),
T7 (Hipoclorito 2% - 25 min) e T8 (Hipoclorito 2% - 30 min).

nto 11 — Desinfestac&o e estabelecimento in vitro de variedade
Vitis vinifera: Chardonnay
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Avaliacdo do Experimento 3 - Chardonnay e Pinot Noir - 27/10/2014

8, 40.00

§ 35.00 ,

s /

[ 30.00 /

=]

S, 25.00 @]

£ —_— e A\ /

5 £ S / X

-]

o 10.00 \

-

X 5.00

0.00 %’ 4%/ -
T T T3 T

=¢=ontaminacdo Bacteriana 22.50 12.50 10.00 37.50
=@=Contamina¢do Flungica 22.50 12.50 5.00 10.00
=t=0Oxida¢do 0.00 0.00 22.50 0.00

T1(Chardonnay — 30 min dgua corrente), T2 (Pinot Noir — 30 min dgua corrente),
T3 (Chardonnay — 30 min dcido ascorbico), T4 (Pinot Noir - 30 min dcido ascérbico).

4 Tratamentos - 10repeticcBes - 4 explantes

Totalizando: 160 explantes

Gréfico 03 - Experimento |11 — Uso de agua corrente e acido ascérbico no controle de
oxidacdo e contaminacao no estabelecimento in vitro de variedade Vitis vinifera:

‘Chardonnay’ e ‘Pinot Noir’.



