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RESUMO

SANTOS, Roniscley Pereira, M. Sc., Universidade Federal de Vigosa, Julho
de 2007. Respostas morfofisiolégicas de videiras cultivadas sob
diferentes condig¢des in vitro. Orientador: Wagner Campos Otoni. Co-
orientadores: Eny lochevet Segal Floh, Luzimar Campos da Silva e
Marco Antonio Oliva Cano.

O presente trabalho teve por objetivo avaliar o comportamento
morfofisiolégico de dois porta-enxertos de videiras, Vitis vinifera x Vitis
rotundifolia ‘VR 043-43’ e Vitis riparia, quando cultivadas sob condigbes de
estresse in vitro, para isso foram realizados trés espxperimentos distintos.
No primeiro foi avaliado o efeito de quatro tipos de vedagdes: 1) filme
plastico de PVC transparente; 2) tampa rigida de polipropileno autoclavavel
sem orificio (TN); 3) tampa rigida de polipropileno com um (TMF1) ou dois
(TMF2) orificios de 10 mm, cobertos por membranas de 0,22 um de poro,
permeaveis as trocas gasosas, associadas a concentragoes de sacarose (0;
10; 20 e 30 g.L™"), em experimento fatorial 4 x 4, em Delineamento
Inteiramente Casualizado (DIC). Apos 60 dias de cultivo, foram avaliadas as
caracteristicas numero de folhas, area foliar (mm?), comprimento da parte
aérea das plantas (cm), comprimento do sistema radicular (cm), teores de
clorofila a, b, totais e de carotendides, volume final do meio de cultivo (mL) e
massa seca das plantas (g). No segundo experimento foi estudado o efeito
do etileno sobre o comportamento morfofisiolégico dessas videiras pela
adicao do promotor (ACC) ou do inibidor (STS) de etileno no meio de cultivo
(‘1;MS; ',MS + 10 pM de STS e 'L,MS + 3 pM de ACC). Para tal, foram
avaliadas as seguintes caracteristicas: numero de folhas, numero de
entrend, area foliar, comprimento da parte aérea, comprimento do sistema
radicular, massa fresca da parte aérea, massa fresca da raiz, porcentagem
de investimento em massa para a parte aérea e raiz, determinagao de
clorofilas a, b, totais e carotendides, mensuracao de etileno acumulado (aos
7; 14; 21; 28; 35; 42; 49 e 56 dias apos inoculagdo dos explantes - DAI),

massa seca da parte aérea, massa seca da raiz, analises anatdbmicas



irradiancias e dois meios de cultivo, com objetivo de valiar o comportamento
de plantas hiperidricas e plantas normais de videiras em distintas
irradiancias. A interacdo entre as concentracdes de sacarose até 20 g.L'1 e
as vedacbes TMF1 e TMF2, permeaveis as trocas gasosas, infuenciou
positivamente nos parametros fisioldgicos de crescimento das plantas
propagadas in vitro, conferindo-as caracteristicas favoraveis a aclimatizagéo
ex vitro. O conteudo de clorofilas totais, numero de folhas, area foliar,
comprimento da parte aérea, massas frescas e secas foram
significativamente reduzidos quando ambas as cultivares foram
desenvolvidas em meio de cultivo contendo ACC, assim como aumento na
altura das estruturas anatémicas das folhas e deformagdes nos estdmatos.
Plantas induzidas a hiperidricidade apresentaram caracteristicas
morfofisiolégicas alteradas em relagdo as normais, sendo que elevados
niveis de irradiancias induziram alteragbes em ambas as plantas. Niveis
elevados de irradidncia favorecem a fotoinibicdo em videiras cultivadas in

vitro.



ABSTRACT

SANTOS, Roniscley Pereira, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, July
2007. Morphophysiological behavior of cultured grapevine plants
as affected by in vitro stress conditions. Adviser. Wagner Campos
Otoni. Co-Advisers: Eny lochevet Segal Floh, Luzimar Campos da Silva
and Marco Antonio Oliva Cano.

The present work aimed to study the morphophysiological behavior of two
grapevine rootstocks Vitis vinifera x Vitis rotundifolia ‘VR 043-43’ and Vitis
riparia, as affected by different stressful conditions. Initially, four types of flask
sealing were tested: 1) transparent PVC plastic film; 2) rigid polypropylene
closure (TN); 3) rigid polypropylene closure with one (TMF1) or two (TMF2)
10 mm holes, covered with 0.22 um pore membranes, associated to sucrose
concentrations (0; 10; 20, and 30 g.L"). The experiment followed a
completely randomized design in a 4 x 4 factorial scheme. After 60 days, the
following characteristics were evaluated: number of leaves, leaf area (mm?),
aerial shoot length (cm), root length (cm), contents of chlorophylls a, b, total
and carotenoids, final medium volume (mL), and fresh dry weight (g). The
effect of ethylene upon morphogenesis was also evaluated by adding the
promoter (ACC) or the ethylene inhibitor (STS) to the culture medium ('/2MS;
',MS + 10 pM STS and ',MS + 3 pM ACC). For that, the following
characteristics were used: number of leaves, number of internodes, leaf area,
shoot length, root system length, aerial fresh mass, root fresh mass,
investment percentage in mass for the aerial part and root, content of
chlorophylls a, b, total and carotenoids, accumulated ethylene (at 7; 14; 21,
28; 35; 42; 49, and 56 days after explant inoculation), dry mass of shoots, dry
mass of roots, and anatomical aspects. Inductive and non-inductive medium
to hyperhydricity, combined with five irradiance levels were also tested. The
interaction between sucrose concentrations up to 20 g.L™" and type of sealing
(TMF1 and TMF2), positively influenced in the growth parameters of in vitro
propagated plants, though conferring higher survival rates when acclimatized
to ex vitro conditions. The total chlorophyll content, number of leaves, leaf
area, shoot length, and fresh and dry masses were significantly reduced

when both cultivars were grown in ACC-supplemented medium. Hyperhydric

Xi



shoots presented typical features, such as stomata deformation and increase
in leaf blade width, moreover when cultured under higher irradiance levels.
Higher irradiances also led to a marked photoinibition in in vitro cultured
plants.
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1. INTRODUCAO GERAL

A producdo de uva no Brasil tem apresentado uma tendéncia
crescente, sendo a videira € uma das espécies frutiferas mais importantes
no Brasil, onde a produgao nacional atingiu 1.228.390 toneladas em 2006,
numa area plantada de 87.792 hectares e comercializagcdo de 267,33
milhdes de litros de vinho, 131,32 milhdes de litros de suco, 8,76 milhdes de
litros de espumantes e 35,72 milhdes de litros de outros derivados. Com
uma renda estimada em aproximadamente 120,87 milhdes de dolares em
2005 (Mello, 2006).

Apesar de ser uma cultura de inquestionavel importancia e retorno
econdmico, a videira de uma forma geral, tanto cultivares copa para mesa ou
para vinho, quanto cultivares porta-enxerto, sdo muito suscetiveis ao ataque
de pragas e de doencas. As doencas que incidem na videira reduzem a
qualidade, a producédo e promovem a elevacao dos custos de producio. As
doengas mais sérias causadas por fungos debilitam e podem até matar a
videira (Dias et al., 1998). As pragas também causam grandes prejuizos a
cultura da videira, sendo as de solo as mais danosas e de dificil controle,
como a pérola da terra e os nematoides (Reis et al., 1998; Sousa, 1996).

A forma mais eficiente e econémica para o controle das pragas e
doencas €, sem duvida, a utilizacdo de cultivares resistentes. Entre as
dezenas de cultivares desenvolvidas, os porta-enxertos de videira VR 043-
43’(Vitis vinifera x Vitis rotundifolia) e Vitis riparia, desenvolvido pela EPAGRI
(Empresa de Pesquisa Agropecuaria de Santa Catarina, Videira, Santa
Catarina) destacam-se por sua resisténcia a fusariose (Fusarium oxysporum
Sch. f. sp. herbemontis) e alta tolerancia a margarodes ou pérola-da-terra
(Eurhizococcus brasilensis) (Borghezan et al., 2003; Bouquet et al., 2000;
Schuck et al., 2001; Schuck, 2003).

O método de propagacdo mais empregado no Brasil consiste no
plantio de porta-enxertos no local definitivo do futuro vinhedo para posterior
enxertia no campo das variedades de interesse (Sousa, 1996). A
propagacao vegetativa do porta-enxerto de videira ‘VR043-43’ (Vitis vinifera
x Vitis rotundifolia) pelo enraizamento de estacas lenhosas nao é viavel,

devido a sua dificuldade de enraizamento (Botelho et al., 2005). O mesmo
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também ocorre com cultivares da espécie Vitis rotundifolia (Pires & Biasi,
2003). Neste sentido, as técnicas de micropropagagao sdo uma importante
alternativa visando a multiplicagdo de cultivares e a obtengdo em larga
escala de material vegetativo de boa qualidade fitossanitaria.

A cultura de tecidos, mediante a técnica de propagacgao in vitro, tem
sido de ampla aplicagdo em varias espécies de interesse agrosilvicultural,
dentre elas a videira. Na década de 90, esta técnica foi de fundamental
importancia em trabalhos de selegdo, propagacao in vitro, produgdo e
certificacdo de plantas matrizes e mudas de videiras, em virtude da
ocorréncia de viroses, fusariose e margarodes no Estado de Santa Catarina
(Schuck et al., 1993; Silva et al., 1997; Moreira, 2000; Silva, 2002).

Na viticultura, as técnicas de micropropagagdo sédo uma importante
alternativa para a obtengao em larga escala, de material vegetativo de boa
qualidade fitossanitaria (Dzazio et al., 2002; Biasi, 2003). Além da eliminacao
de microrganismos, conservagao e intercambio de germoplasma, de muitas
espécies vegetais.

Entretanto, durante as fases da cultura in vitro, as plantas crescem
sob condicbes especiais de reducdo das trocas gasosas, alta umidade do ar,
elevadas concentracdes de etileno (Park et al., 2004), baixa irradiancia e uso
de agucares como fonte de energia (Saher et al., 2004). Estas condicdes
podem causar inibicdo da fotossintese, anomalias nos estdmatos, maior
acumulo de reservas ou biomassa, dificultando a micropropagacédo e a
aclimatizagao, proporcionando perdas elevadas de plantas na transferéncia
para as condigdes ex vitro (Biasi, 2003; Bouquet & Torregrosa, 2003).

Segundo Bouquet & Torregrosa (2003), o cultivo in vitro induz a
adaptacdes anatdbmicas e morfoldgicas, sendo a drastica redugdo no
tamanho dos 6rgdos a mais evidente. A organizacgéo histolégica dos tecidos
é fortemente alterada. Alteracbes anatdbmicas e bioquimicas sdo também
caracteristicas responsaveis por danos em cerca de 60% dos brotos
micropropagados comercialmente (Ziv, 1991; Fontes, 1998; Park et al.,
2004).

Nesse sentido, o estudo do ambiente de cultivo in vitro sobre as

caracteristicas morfofisiolégicas desses gendtipos podem ter como



contribuicdo atender as demandas de plantas matrizes e de mudas de

qualidade genética e fitossanitaria comprovadas.
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CAPITULO 1

EFEITO DE VEDACOES E CONCENTRACOES DE SACAROSE NO
COMPORTAMENTO MORFOFISIOLOGICO DE Vitis vinifera x Vitis
rotundifolia CULTIVADA in vitro.

1. INTRODUCAO

Durante as fases da cultura in vitro, as células, tecidos e plantas
cultivadas, muitas vezes nao encontram condi¢ées adequadas de iluminagéo
e concentragcao de CO, e ndo apresentam teores de clorofilas suficientes
para realizarem fotossintese que sustente seu crescimento. O uso de fontes
exogénas de carbono ao meio de cultivo, como a sacarose, favorece maior
acumulo de reservas ou biomassa (Saher et al., 2004). Esta condicdes
podem dificultar a micropropagacédo e a aclimatizagdo, proporcionando
perdas elevadas de plantas na transferéncia para as condicbes ex vitro
(Biasi, 2003; Bouquet & Torregrosa, 2003).

Segundo Barrueto Cid, (2001) os componentes organicos do meio
sao importantes, principalmente a sacarose, fazendo-se indispensavel e
garantindo uma maior permanéncia do explante in vitro, j4 que nédo sao
suficientemente autotréficos. Por outro lado, Mosaleeyanon et al. (2004)
afirmam que plantas crescidas sob condigdo fotomixotréfica ou heterotréfica
in vitro, em meio contendo sacarose, possuem pouca habilidade
fotossintética. Entretanto, a concentracdo de sacarose € um fator importatnte
a ser determinado e ajustado, de acordo com o tipo de explante e as
condicdes de cultivo.

Outro fator de importancia a ser observado no cultivo in vitro de
plantas, refere-se ao microambiente no interior dos frascos de cultivo, que
podem estar diretamente relacionados ao tipo de vedacgdo utilizada. Na
maioria dos casos o tipo de vedacao € quem vai determinar o nivel de trocas
gasosas com o ambiente externo, que por sua vez pode esta relacionada
com a variabilidade no comportamento das culturas.

Kozai & Nguyen (2003) sugerem a necessidade de se aumentar a

difusdo de CO,; e a umidade na atmosfera do frasco de cultivo, para



promover a fotossintese, a transpiracdo e o acumulo de matéria seca nas
plantas. O tipo de vedagado utilizada pode afetar as trocas gasosas,
disponibilidade de agua, micronutrientes, e o equilibrio de horménios no
recipiente de cultivo (Kataeva et al., 1991).

O cultivo de plantas in vitro, em recipientes completamente fechados,
pode conduzir a modificagdes dramaticas da composi¢cdo gasosa. Produtos
volateis como etileno podem se acumular e inibir o crescimento de plantas e
o desenvolvimento de habilidades fotossintéticas (Park et al., 2004). Em
cravos, foi mostrado que a ventilagdo em recipientes de cultivo minimizou a
desordem morfofisiolégica conhecida como hiperidricidade (J6 et al., 2002).

Para favorecer a sobrevivéncia e crescimento das plantas na
aclimatizagdo, Kozai & Nguyen (2003) e Hoffmann et al. (2001) sugeriram
uma etapa de pré-tratamentos in vitro, que consiste de técnicas e condicdes
que permitam tornar o ambiente in vitro mais semelhante ao ambiente
natural. Podendo ser utilizada para aperfeicoar os protocolos de
micropropagacao e, por consequéncia, aumentar o rendimento na produgéo
de mudas.

Estudos de fatores ambientais, ligados a atividade fotossintética de
plantas em cultura de tecidos s&o fundamentais para o processo de
propagacao in vitro, bem como, o acompanhamento até as condi¢cdes ex
vitro do material vegetal. Portanto, a utilizagdo de fatores ambientais como
trocas gasosas no ambiente de cultivo e a adequagcdo de compostos
organicos como a sacarose, podem possibilitar adequar as condigdes in
vitro, com o objetivo de aproximar ao ambiente ex vitro.

A cultura de tecidos oferece a possibilidade de investigar o
comportamento sob a fisiologia e o crescimento de plantas, visto que o
processo de aclimatagdo envolve estresses de naturezas variadas (hidrico,
térmico e luminoso), torna-se necessario a adequacgao das condigdes in vitro
para reduzir o comprometimento na sobrevida das plantas. Diante disto, o
presente trabalho teve por objetivo adequar metodologias que favoregam a
obtencdo de plantas de Vitis vinifera x Vitis rotundifolia cultivadas in vitro

com caracteristicas favoraveis a serem aclimatizadas ex vitro.



MATERIAL E METODOS

O experimento de cultivo in vitro foi realizado no Laboratério de
Cultura de Células e Tecidos Vegetais (LCTII), do Instituto de Biotecnologia
Aplicada a Agropecuaria (BIOAGRO) da Universidade Federal de Vigosa
(UFV), em Vigcosa-MG, Brasil.

2.1 - Material experimental e condigbes de crescimento

Como fonte de explantes, foram utilizadas plantas de videira do porta-
enxerto ‘VR 043-43’ (Vitis vinifera X Vitis rotundifolia), provenientes do
Laboratério de Cultura de Tecidos Vegetais da Universidade Federal do
Parana/PR.

Os explantes foram micropropagados por subcultivos mensais, sob
condigdes assépticas, sendo utilizados segmentos nodais contendo uma ou
duas gemas. Os explantes foram cultivados em meio de cultura constituido
pelos minerais e nutrientes de 2MS (com os sais reduzido a metade)
(Murashige & Skoog, 1962) e vitaminas B5 (Gamborg et al., 1968),
acrescido de 30 g.L”" de sacarose (Vetec, Brasil), 100 mg.L™" de inositol e
solidificado com 6,5 g.L™' de agar (Merck, Germany). O meio teve pH
ajustado para 5,8 e foi autoclavado a 121°C e pressdo de 1,5 kg cm?,
durante 20 minutos.

As culturas foram mantidas em sala de crescimento, a temperatura de
25 + 2 °C, sob fotoperiodo de 16 horas, com irradiancia de 36 pmol m? s™,

por um periodo de 45 a 60 dias.
2.2 — Montagem do experimento

Foram utilizados explantes assépticos de segmentos nodais de ‘VR
043-43’ contendo uma ou duas gemas e uma folha. Os explantes foram
cultivados em meio de cultura 2 MS e vitaminas B5, acrescido de 100 mgL'1
de inositol e solidificado com 6,5 g.L”' de agar. Foram acrescidos ao meio, 0;
10; 20 e 30 g.L"' de sacarose. O meio teve o pH ajustado para 5,8,

acondicionado em frascos de vidro de volume de 315 mL, altura de 12 cm e



didmetro da boca de 5 cm, cada um contendo 50 mL de meio de cultura.
Estes foram vedados com tampas rigidas de polipropileno autoclavavel, e
autoclavados a 121°C e pressdo de 1,5 kg cm™, durante 20 minutos. Sob
camara de fluxo laminar foram inoculados os explantes nos diferentes meios
de cultura propostos e os frascos vedados com quatro diferentes vedacodes
descritas a seguir no delineamento experimental (Figura 1).

As culturas foram mantidas em sala de crescimento, a temperatura de

25 + 2 °C, sob fotoperiodo de 16 horas, com irradiancia de 36 ymol m?s™.
2.3 — Caracteristicas avaliadas

Apods 60 dias de cultivo, foram avaliadas as seguintes caracteristicas:
nimero de folhas, area foliar (mm?), comprimento da parte aérea (cm),
comprimento radicular (cm), determinagdo de pigmentos: clorofilas a, b e
totais e carotendides, volume final do meio de cultura (mL) e massa seca

total das plantas (g).
2.4 — Mensuracdao da éarea foliar, comprimento e massa seca das plantas

A area foliar por planta foi medida utilizando-se realizada um medidor
de area foliar (modelo AT DELTA-T DEVICES LTD.) na Unidade de
Crescimento de Plantas (UCP) da Universidade Federal de Vigosa.

O comprimento das plantas foi mensurado com o uso de um
paquimetro digital (Digimess).

Para a medida da massa seca, as plantas foram secas em estufa a 70

°C por 48 horas e pesadas em balanga analitica (Sartorius — SBP10S).
2.5 — Determinacao dos pigmentos foliares

Para a determinacdo dos pigmentos foliares, apds os 60 dias de
cultivo in vitro, foram retirados 5 discos foliares de 5 mm de diametro,
perfazendo uma area de 0,98 cm?, a partir da terceira ou quarta folhas. Os
discos foram incubados em 5 mL de solu¢do de dimetilsulfoxido (DMSO) por

um periodo de 48 horas em solugdo saturada com carbonato de calcio
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(CaCOs3). Apds o periodo de incubacao, determinou-se a absorbancia das
amostras utilizando-se cubeta de quartzo de 10 mm de caminho dtico, em
espectrofotdmetro de duplo feixe (Modelo Hitachi U-2000). Os comprimentos
de ondas foram 663, 645 e 470 nm e as equacdes para o calculo das
concentragbes de clorofilas a, b e carotendides foram baseadas em

metodologia descrita por Wellburn (1994).
2.6 — Delineamento experimental

Experimento do tipo fatorial 4 x 4, em Delineamento Inteiramente
Casualizado (DIC), sendo quatro concentra¢des de sacarose (0,0; 10; 20 e
30 g.L™") e quatro tipos de vedagdes: 1) filme plastico de PVC transparente
(Goodyear, Brasil); 2) tampa rigida de polipropileno autoclavavel com 56 mm
de diametro interno, 3 mm de espessura e 12 mm de altura, sem furos (TN);
3) tampa rigida de polipropileno autoclavavel com 56 mm de didmetro
interno, 3 mm de espessura e 12 mm de altura, com um orificio de 10 mm
(TMF1) e 4) tampa de polipropileno com dois orificios de 10 mm (TMF2),
cobertos por membranas permeaveis (MilliSeal® AVS-045 Air Vent, Toquio,

Japéao) de 0,22 um (Figura 1).

Figura 1. Tipos de vedagdes usados na propagacao in vitro de Vitis vinifera x Vitis
rotundifolia. A) filme plastico de PVC (PVC), B) tampa plastica de
polipropileno (TN), C) tampa plastica de polipropileno contendo um furo
cobertos por membranas permeaveis a trocas gasosas (TMF1) e D)
tampa plastica de polipropileno contendo dois furos cobertos por
membranas permeaveis a trocas gasosas (TMF2).

Foi realizada andlise de variancia (ANOVA) para se verificar a
significancia dos dados e entédo procedeu-se a analise de regressdo com uso
do programa de analises estatisticas e genética -SAEG 8.0 (UFV-MG, 2000).

10



3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Mediante analise de variancia (ANOVA), pode-se constatar interagao
significativa, a 5% de probabilidade, no efeito dos dois fatores estudados
entre todas as variaveis, com exceg¢ao do numero de folhas e da razdo entre
clorofilas a e b, onde foram significativos somente para os tipos de vedagdes
utilizados.

A avaliagao realizada apos os 60 dias, ao término do experimento,
mostrou que a altura das plantas foi significativamente influenciada tanto
pelos tipos de vedagdes como pelas concentracdes de sacarose.

Nos tratamentos com vedacbes usando-se filme PVC as plantas
apresentaram comportamento de crescimento linear positivo, ou seja, houve
aumento na altura a medida que aumentava a concentragéo de sacarose no
meio de cultivo (Figuras 2 e 3). Entretanto, as plantas vedadas com filme
PVC apresentaram menor altura em relacdo aos vedados com tampas
contendo um e dois orificios cobertos com membranas permeaveis a trocas

gasosas.

Figura 2. Desenvolvimento das plantas de Vitis vinifera x Vitis rotundifolia
propagadas in vitro, sob influéncia de diferentes vedacgdes: A) filme
plastico de PVC (PVC), B) tampa plastica de polipropileno (TN), C)
tampa plastica de polipropileno contendo um orificio (TMF1) e D) tampa
plastica de polipropileno contendo dois orificios (TMF2) de 10 mm,
cobertos por membranas permeaveis a trocas gasosas e concentragoes
de sacarose: ) 0g.L™", 1) 10g.L™", 1) 20g.L"elV)30g.L".

1"






com consequente redugdo do potencial osmético e do potencial hidrico do
meio, dificultando a absorgédo de agua e nutrientes pelas plantas.

Estes resultados sdo compativeis com os obtidos por Alexandre
(2002) ao estudar apices caulinares de Passiflora edulis f. flavicarpa, com
melhor desempenho da parte aérea sob a influéncia da concentracéo de 30
gL' de sacarose e 25 pmol m? s de irradiancia. Resultados estes
coerentes aos relatados por Couceiro (2002), em que se obteve maior
nimero de estruturas formadas em meio MS suplementado com 30 g.L™' de
sacarose, sob a exposi¢do de 60 pmol m?s™.

O sucesso da aclimatizacdo implica em alto grau de sobrevivéncia
das plantas e esta, muitas vezes, na dependéncia da etapa de pré-
acondicionamento in vitro.

Alguns trabalhos mostram a influéncia positiva da sacarose no
crescimento das plantas mesmo que se tenha enriquecido o ambiente com
COz. Em plantas de fumo (Nicotiana tabacum L.), o crescimento foi 6timo
quando as condi¢cdes de enriquecimento de CO, foram combinadas com o
meio de cultivo contendo 20 g.L" de sacarose (Solarova et al., 1989). Em
Dendrobium, Lim et al. (1992) também verificaram que o crescimento das
plantas foi maior na presenca de sacarose.

O efeito dos tratamentos para a variavel numero de folhas foi
significativo apenas para os tipos de vedagbes estudadas, sendo que nas
vedacdes com PVC e TN apresentaram o numero de folhas relativamente
maiores que as demais vedagdes, onde as imposi¢cdes as trocas gasosas
eram menores, respectivamente (Figura 4). Em contraste com os resultados
apresentados, o numero de folhas por planta aumentou até a concentracéo
de 34,2 g.L" de sacarose, na intensidade luminosa de 18 pmol m? s™
(Machado, 2006).

Mosaleeyanon et al. (2004) obtiveram maior numero de folhas por
planta de Samanea saman na auséncia de sacarose no meio de cultura do
que com sacarose.

O maior numero de folhas nos tratamentos utilizando-se vedacodes
com PVC e TN se deve, provavelmente, a maior restricdo as trocas gasosas
entre o ambiente interno nos frascos de cultivo e o meio externo. Esses tipos

de vedagdes também podem estar associados a maior umidade relativa
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dentro dos frascos, assim como acumulo de etileno a niveis prejudiciais as

plantas.
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Figura 4. Numero médio de folhas em plantas de Vitis vinifera x Vitis rotundifolia
propagadas in vitro, sob influéncia de diferentes vedacdes: filme plastico
de PVC (PVC), tampa plastica de polipropileno (TN), tampa plastica de
polipropileno contendo um orificio (TMF1) e tampa plastica de
polipropileno contendo dois orificios (TMF2) de 10 mm, cobertos por
membranas permeaveis a trocas gasosas. Comparagao das médias
pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Analisando-se as figuras 5 e 6, observa-se claramente a importancia
de estudos de out