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RESUMO

A vitivinicultura brasileira ¢ uma atividade consolidada de grande importédncia socio-
econdmica para os Estados do Rio Grande dos Sul e Santa Catarina. Nestes dois Estados, a
videira estd implantada em condigbes de solos heterogéneos, pouco profundos, pedregosos €
predominantemente acidos. Nos solos acidos, s@o varios os fatores que limitam o crescimento
das plantas. Entretanto, verifica-se que a toxicidez por aluminio € o fator limitante de maior
importancia para a produtividade das culturas.

Aliado aos problemas apresentados pelos nossos solos, as variedades de porta-enxertos
recomendadas para o Brasil foram selecionadas, principalmente na Europa, para condi¢des de
solos calcarios, bem diferentes das encontradas nas regides de produgdo do Sul do Brasil.
Assim, a busca de metodologias adequadas para a sele¢do de porta-enxertos de videira
adaptados a nossas condigfes ¢ de suma importéncia.

O objetivo deste trabalho foi estudar metodologias in vitro para a avaliagdo do
comportamento de porta-enxertos de videira ao estresse por aluminio, visando contribuir para o
processo de selegdo de novos gendtipos e a compreensio dos mecanismos envolvidos na
tolerancia.

A metodologia de avaliagdo proposta esta baseada em técnicas de cultivo in vifro. que
apresentam facilidade, rapidez e confiabilidade, quando comparadas a outras metodologias
utilizadas. Tal abordagem tem demonstrado ser um método vidvel e capaz de verificar
diferencas quanto a tolerancia de porta-enxertos de videira ao estresse por metais.

Foram utilizados os porta-enxertos Gravesac e Paulsen 1103, introduzidos e
multiplicados in vitro. Verificou-se que a utilizagdo de explantes submetidos diretamente ao
meio de cultura com aluminio apresentou problemas na avaliagdo de toxicidez de Al
provavelmente devido a inexisténcia de sistema radicular e a diferencas entre os explantes
(idade . fatores fisiologicos e bioquimicos). A utiliza¢do de plantas com 30 dias de cultura in
vitro apresentou resultados que permitiam verificar diferengas entre as variedades quanto a
suscetibilidade ao aluminio. Esta metodologia foi capaz de reproduzir in vitro, sintomas de
toxicidez por aluminio similares aos observados em casa de vegetagio e a campo, provando ser
uma metodologia eficaz para avaliar os efeitos do fon Al em plantas in vitro de videira.

Foram observadas diferengas de respostas ao aluminio entre os porta-enxertos. Os efeitos
fitotoxicos do aluminio podem ser explicados pelas atividades do fon Al™. e os mecanismos de
tolerdncia, apresentados pelas variedades Gravesac e Paulsen 1103 in vitro, estdo relacionados

com o potencial de elevag¢do do pH do meio de cultura e com redugdes das atividades de Al

11
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ABSTRACT

Brazilian viticulture is a consolidated activity of great social and economical
importance for the states of Rio Grande do Sul and Santa Catarina. In these two States,
grapevine is cultivate in heterogeneous soils conditions, with few depth and predominantly
acids. Several factors limit the plant growth in acid soils. However, was verified that the
aluminum toxicity is the most important Iimiting factor for the cultures productivity.

Added to those soil problems, we have the fact that the recommended rootstocks
varieties in Brazil, were mainly selected in Europe conditions with calcareous soils, very
much different from the founded in the production places of the Bra.zilian South. Then, the
development of adjusted methodologies for the selection of grapevine rootstocks adapted for
our conditions have a great importance.

The objective of this work was the study of the ir vitro methodologies for the
evaluation of grapevine rootstocks performance with aluminum stress, seeking to contribute
for the new genotypes selection process and the understanding of the invoived tolerance
mechanisms.

The evaluation methodology proposed at this work is based on in vitro culture
techniques, that present easily, speed and reliability, when compared with another used
methodologies. This technique has been demonstrate to be a viable and capable method to
verify differences for the stress metais tolerance of grapevine rootstocks.

The used rootstocks were Gravesac and Paulsen 1103, introduced and multiplied in
vitro. It was verified that the use of explants submitted directly in the culture medium with
aluminum, showed problems for evaluation Al toxicity. Probably in reason to the absence of
radicular system and the differences among the explants (age in days, physiologic and
biochemical factors). The use of in vitro cultivated plants with thirty days age, presented the
results that permitted to verify differences among the varieties to the aluminum susceptibility.
This methodology is able to reproduce in vitro toxicity symptoms seems to the observed at
greenhouse and in the field. Proving to be an efficient method to available the effects of Al
at in vitro grapevine plants

The fitotoxicant effects of the aluminum can be explained by the A1* ion activities,
and the tolerance mechanisms presented in vitro by the Gravesac and Paulsen 1103 varieties
are related with the potential of elevation of the pH of the culture medium and reduction of

the A1°? activities.
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| -INTRODUGAO:

A vitivinicultura brasileira é uma atividade consolidada e de grande importancia sécio-
econdmica para os Estados do Rio Grande dos Sul e Santa Catarina. Nestes Estados estdo
envolvidas, aproximadamente, 18 mil familias, com a geragdo de 320 mil empregos diretos,
nos 40.600 ha ocupados com a atividade. Historicamente, a viticultura se constitui numa
exploragdo agricola fixadora do homem a terra, caracterizando-se pela producgdo familiar, com
o emprego intensivo de mAio-de-obra, gerando renda elevada com a utilizacdo de pequenas
areas (ROSIER & LOSSO, 1997; DESPLOBINS, 2001).

No ano de 1998, a area ocupada pela videira no Pais foi de 57.929 ha, sendo grande
parte desta implantada nos Estados do Rio Grande do Sul, com 58,1%, e Santa Catarina, com
cerca de 5,2 % (ICEPA-SC, 1999). Estes Estados sdo também responsaveis pela maior parte
da produgdo nacional de vinho, em torno de 98% de um mercado em plena expansio.

Nestes dois Estados da Regido Sul a videira esta implantada em condigdes de solos
heterogéneos, pouco profundos, pedregosos e predominantemente acidos com pH em torno de
5,0 (DESPLOBINS, 2001). Nos solos acidos, os fatores que limitam o crescimento das
plantas englobam a toxicidez do aluminio, do manganés, o baixo pH (toxicidez do H") e as
caréncias ou a ndo disponibilidade de alguns nutrientes essenciais como o calcio, 0 magnésio,
o fosforo € o molibdénio (WRIGHT, 1989). Entretanto, nestes solos a toxicidez por aluminio
¢ o fator limitante de maior importincia para a produtividade das culturas (FOY, 1988;
KOCHIAN, 1995; FRAGUAS, 1999).

Na viticultura catarinense verificou-se, a partir de 1985, uma acentuada queda de
produtividade dos vinhedos € uma redugdo da area plantada de aproximadamente 1500 ha, o
que representava cerca de 30% da area total (LOSSO, 1994). As causas estavam relacionadas
com a menor rentabilidade no mercado de vinhos, baixa produtividade em fungdo de viroses
presentes na maioria dos vinhedos, morte de plantas devido ao declinio causado pela
ocorréncia da Fusariose (Fusarium oxysporum Sch. f.sp. herbemontis), da Margarodes
(Eurhizoccocus brasiliensis) e, principalmente, pela falta de porta-enxertos resistentes e/ou
tolerantes a patogenos, e também fatores nutricionais relacionados as caracteristicas dos solos
(GALLOTTI & SCHUCK, 1991; SCHUCK er al. 1993; ROSIER & LOSSO, 1997,
CEDERURAL, 1999).

A partir de 1998/99, verifica-se uma reversio do quadro pessimista que dominava o

setor vitivinicola catarinense, com a expansio da area plantada impulsionada pelo



crescimento da demanda de uvas para vinho, suco e mesa. O mercado estd mais dindmico e
favoravel ao vinho e ao suco, € o setor industrial esta se aprimorando através de novas
tecnologias de producdo. Observa-se que todos estes fatores, somados ao aumento do
consumo de vinhos de melhor qualidade, definem um mercado atrativo para novos plantios
nas diferentes regides produtivas de Santa Catarina (CEDERURAL, 1999).

Para o plantio € a renovag@o dos vinhedos catarinenses existe uma grande demanda de
mudas, principalmente de qualidade genética e sanitaria comprovada. Entretanto, para os
porta-enxertos observa-se o seguinte problema: as variedades recomendadas para o Brasil
foram selecionadas principalmente na Europa, para condi¢des de solos calcarios. bem
diferentes das encontradas nas regides de produgdo do Sul do Brasil, caracterizadas por solos
acidos. com baixa CTC (capacidade de troca catidnica) e alta saturagdo de aluminio.

Para a resolugcdo de alguns dos problemas edaficos, de patdgenos e nutricionais que a
cultura apresenta. 0 uso de porta-enxertos resistentes e/ou tolerantes é a alternativa mais
promissora e economica. Isto porque os tratamentos quimicos usados (inseticidas, fungicidas.
calagem) além de ndo se mostrarem como a solucdo definitiva para o problema, acarretam em
custos adicionais para a aquisi¢do de produtos e mdo-de-obra, gerando problemas aos
agricultores e riscos ao ambiente (SCHUCK et al., 1993).

Quanto ao aspecto especifico da acidez do solo, verifica-se que a calagem nem sempre
é economicamente viavel, especialmente nos solos com alta acidez no subsolo, onde esta
pratica, isoladamente, ndo € a solucédo definitiva, devido a baixa solubilidade e mobilidade do
calcdrio no perfil do solo (ALCORDO & RECHCIGL, 1993), dificultando a corregdo da
acidez em camadas mais profundas, além dos seus outros efeitos detrimentais na estrutura do
solo, e na disponibilidade de foésforo e de varios micronutrientes. OQutro agravante ¢ que a
calagem precisa ser realizada com alguma periodicidade, pratica que se torna impossivel na
viticultura, tendo em vista a caracteristica perene da cultura.

Portanto, o emprego de gendtipos adaptados as condi¢bes de solo acido conjuntamente
com a adi¢do de calcdrio e adubagdes racionais, sio estratégias de maior potencial para a
utilizag¢@o racional dos solos com elevados teores de aluminio trocavel (BONA et al..1991;
HOWELER, 1991;. KOCHIAN, 1995).

Devido as caracteristicas da videira (cultura perene, propagagdo vegetativa). um
programa de melhoramento genético classico com sele¢do de novos genétipos tolerantes e/ou
resistentes e posterior avaliagdo a campo torna-se bastante oneroso e demorado.

Neste sentido, a biotecnologia, com metodologias de cultura de tecidos e selegdo in

vitro, pode ser de grande valia, permitindo o uso de técnicas que podem auxiliar na obtencdo
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de processos mais rapidos e precisos para a verificagdo de materiais genéticos resistentes e/ou
tolerantes a fatores bidticos e abidticos do solo.

O grande interesse da selegd@o in vitro estd, em principio, no estabelecimento de testes
precoces que permitam ao pesquisador apreciar, uma variabilidade pre-existente ou criada
artificialmente, para em seguida, selecionar conforme o interesse desejado (TORREGROSA
& BOQUET, 1993). Segundo diversos autores, entre eles TORREGROSA & BOQUET
(1993), SINGH et al. (2000), PREDIERI (2001), JAIN (2001), a cultura in vitro oferece
inimeras vantagens quando comparada aos métodos classicos de selecdo. A selegdo in vitro
pode ndo substituir os métodos classicos, mas pode desempenhar um papel complementar
muito significativo, auxiliando também na elucida¢do dos processos fundamentais que
conferem a resisténcia ao aluminio nas plantas.

As contribuigdes da cultura in vifro para um programa de melhoramento e selegdo sdo
muito importantes, uma vez que este sistema de produ¢do pode ser facilmente manipulado,
permitindo alterar varios fatores independentemente e fazer analises que seriam mais dificeis
em outros sistemas de producdo. Além disso, apresenta rapidez no ciclo vegetativo, requerer
um espago reduzido nas cdmaras de crescimento e produzir uma grande quantidade de plantas
num estado fisiolégico uniforme, Hhomogéneo e constante durante todo o ano
(TORREGROSA & BOQUET, 1993 e LIMA DA SILVA, 1995).

Visando elucidar as principais dificuldades da introdugdo de novos genétipos,
principalmente de porta-enxertos na viticultura, torna-se importante estudar a propagagao in
vitro e o desenvolvimento de novas metodologias de avaliagdo de genétipos em condi¢Ges de
estresse por aluminio. Diversos autores, entre eles: TORREGROSA & BOQUET (1993);
MARTINELLI & MANDOLINO (1994), LIMA DA SILVA & DOAZAN (1995);
HERRERA-ESTRELLA er al. (1997), TRONCOSO et al. (1999), SINGH et al. (2000) e
PREDIERI (2001), evidenciam e indicam técnicas biotecnologicas como métodos
alternativos, confiaveis e rapidos para viabilizar a sele¢do e a multiplicagdo da videira em
larga escala. Assim, este trabalho busca determinar um método de avaliagdo do

comportamento de porta-enxertos de videira, Paulsen 1103 e Gravesac, em condi¢des

estressantes de aluminio in vifrro.



Il - REVISAO BIBLIOGRAFICA

il.1. Aluminio e videira

O aluminio ¢ o metal mais abundante e o terceiro elemento mais comum na crosta
terrestre (KOCHIAN, 1995), compreendendo aproximadamente 7% da sua massa total
(DELHAIZE & RYAN 1995), e a sua toxicidez é, provavelmente, o fator limitante mais
importante para o crescimento e a produgdo dos vegetais nos solos acidos do mundo (HAUG,
1984; FOY, 1988; KOCHIAN, 1995; VON UEXKULL & MUTERT, 1995; FRAGUAS
1999).

Dados de ADAMS & MOORE (1983) e CURTIN & SMILLIE (1983) demonstram
que a concentragio total de aluminio na solug¢do do solo estd normalmente na faixa de 10-350
uM, porém niveis acima de 1000 M podem ocorrer em algumas situagdes como em solos
acidos sulfatados. Em solos ligeiramente 4cidos ou neutros, o aluminio total se encontra
primariamente nas suas formas insoliveis de aluminossilicatos e 6xidos (formas ndo téxicas
para o crescimento das plantas). No entanto, em solo mais dcido se estabelece um equilibrio
quimico entre as formas insoluveis, os fons AI"™ na sua forma hexahidratada (AI(HZO)6+3) e os
seus respectivos pares ibnicos AI(OH)? e AIOH),", que sdo as formas fitotoxicas de
aluminio que afetam a raiz e o crescimento da planta (KOCHIAN, 1995). O equilibrio entre as
diferentes espécies de aluminio é fortemente dependente do pH, da composicdo €
concentragdo dos nutrientes no solo (MARSCHNER, 1991), além de substincias organicas
que possam estar presentes na solu¢do do solo. Entretanto, a maioria dos relatos indicam o
cation trivalente como a espécie mais toxica as plantas (HOWELER, 1991).

Na viticultura, o uso de porta-enxertos é uma pratica generalizada. Neste sentido,
busca-se a unifio da caracteristica de resisténcia e/ou tolerdncia do porta-enxerto a cultivar
produtora (copa), através da enxertia, além da possibilidade de conferir 4 planta enxertada a
adaptagdo aos solos, maior vigor, produgdo superior e boa qualidade de frutos. A importancia
do uso de porta-enxertos para resisténcia 4 filoxera, nematdides, seca. umidade, solos
calcarios, tem sido bastante evidenciada na literatura. No entanto, poucos sio os trabalhos
sobre os efeitos prejudiciais de solos dcidos, com aluminio (FRAGUAS, 1999). Verifica-se na
literatura, principalmente nacional, a busca de estabelecer metodologias viaveis para analisar

o comportamento de porta-enxertos de videira em condi¢des de estresse por aluminio a campo



(FK?\GUAS & TERSARIOL, 1993; FRAGUAS, 1999) e em solugdes nutritivas (COMIN et
al.. 1999).

Neste sentido, novas metodologias que utilizam solugGes nutritivas, inclusive in vitro,
podem auxiliar na busca de marcadores fisiologicos e bioquimicos para testes precoces de
selegdo as caracteristicas desejadas. Igualmente ajudam na defini¢o de niveis de tolerdncia de
porta-enxertos ao aluminio em programas de melhoramento de videira em empresas de
pesquisa, tais como: EMBRAPA/BR, EPAGRI/SC, EPAMIG/MG e outras (COMIN et al.,

1999).
Il.2. Propagacao da videira

Para a multiplicagfio e perpetuacdo de genétipos superiores da videira. 0 homem tem
se utilizado em grande parte de métodos tradicionais de propagagdo vegetativa, usando
estacas caulinares do porta-enxerto (estaquia) € o enxerto de variedades produtoras (enxertia)
a campo. Porém, estes métodos apresentam problemas que sdo inerentes ao processo, como
numero limitado de plantas produzidas, maior tempo e mio-de-obra requeridos, fatos que
elevam assim o custo de produgfio, além de apresentar um maior risco de transmissdo de
patogenos, principalmente as viroses.

Com as técnicas de propagacdo e multiplicagdo in vitro obtém-se uma taxa de
multiplicagdo muito superior, atingindo milhares de plantas sadias, uniformes ¢ homogéneas,
originadas a partir de um unico explante, em um curto periodo de tempo e em um €spago
fisico reduzido, além de permitir o trabalho durante todo o ano (PEIXOTO & PASCAL,
1994; LIMA DA SILVA, 1995). As técnicas de cultura in vitro também podem ser utilizadas
como importante instrumento para estudos de fisiologia e melhoramento genético vegetal,

principalmente com relagfo a conservagdo de recursos genéticos (GALZY er al.. 1990).



I1.3. Propagacao in vitro de videira

Para a multiplica¢do in vitro de videira, a metodologia mais usada é a propagagio de
gemas axilares. desenvolvida a partir dos anos 60 na ENSAM — Ecole Nationale Supérieure
de I’ Agriculture de Montpellier (Frang¢a), que permite manter e multiplicar in vitro variedades
e clones de videira por tempo indeterminado através de repicagens sucessivas das plantas
(GALZY, 1985).

Muitas formulagées de meios de cultura tém sido utilizadas para a micropropagacdo da
videira, como aquelas propostas por MURASHIGE & SKOOG (1962), CHEE & POOL
(1985 e 1987), GALZY et al. (1990); MHATRE er al. (2000), e suas modifica¢des
ROUBELAKIS-ANGELAKIS & ZIVANOVIT (1991), LIMA DA SILVA & DOAZAN
(1995), ZLENKO er al. (1995), DIAZ et al. (1997); FEUCHT et al. (1998).

Dentre os diferentes reguladores de crescimento utilizados na cultura in vitro, o mais
utilizado para a micropropagac¢do da videira ¢ a citocinina 6-benzilamino-purina (BAP), usado
em concentracdes que variam de 0,2 a 0,5 mg/L (PEIXOTO & PASCAL, 1992). Porém, a
presenga de reguladores de crescimento no meio de cultura pode levar a problemas de
instabilidade genética, como mudangas cromossomicas e ploidiais (GALZY, 1985;
BOUQUET, 1989).

Visando eliminar possiveis distirbios genéticos, LIMA DA SILVA & DOAZAN
(1995) e LIMA DA SILVA (1995), trabalhando com clones de porta-enxertos de videira para
multiplicacdo e sele¢do in vitro, desenvolveram meios.de cultura com um balango de sais que

dispensa a utilizagdo de reguladores para que ocorra multiplicagdo in vitro.

I1.4. Cultura e sele¢ao in vitro de videira

Para diversos autores, entre eles LEBRUN et al. (1985); CHIADMI (1986); FALLOT
et al. (1990) e TORREGROSA e BOQUET (1993) TRONCOSO et al. (1999), SINGH et al.
(2000), PREDIERI (2001), JAIN (2001), a cultura in vitro oferece intimeras vantagens
quando comparada aos métodos cldssicos de selegfio. A sele¢do in vitro pode ndo substituir os
métodos classicos. mas desempenha um papel complementar muito significativo.

O grande interesse da sele¢do in vitro é, em principio, no estabelecimento de testes

precoces, permitindo assim ao selecionador apreciar, geralmente sobre as culturas in vitro.
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uma variabilidade pre-existente ou criada artificialmente e, em seguida fazer uma triagem
(TORREGROSA & BOQUET.1993).

De acordo com este ponto de vista, sobre a videira, muito artigos foram publicados
desde os anos 80, principalmente no setor fitopatoldgico, referente as doengas criptogdmicas
(FALLOT et al., 1990; VANNEL et al., 1991; BARKA er al., 2000; YAMAMOTO et al..
2000; JAYASANKAR et al., 2000) e fisiolégico, como a sensibilidade e a resisténcia ao
cloreto de sddio (LEBRUN er al., 1985; LEBRUN, 1987; SINGH et al., 2000; TRONCOSO
et al., 1999), a clorose calcaria (CHIADMI, 1986; NETZER et al., 1991; BAVARESCO et
al., 1993; DELL'ORTO et al., 2000), ao frio (MUNIZ et al., 1991), a incompatibilidade da
enxertia (HASSANI & BOUBALS, 1991; D’KHILI et al., 1994), ao vigor (THOMAS, 2000),
ao diagnéstico de viroses (D’KHILI & GRENAN, 1995; TANNE er al., 1996), a resisténcia
as pragas (LOUBSER & MEYER, 1990; ASKANI & BEIDERBECK, 1991), a utilizagdo do
CO; e a transformacdo em biomassa (GALZY & COMPAN, 1992; IACONO et al., 1992;
LIMA DA SILVA, 1995; LIMA DA SILVA et al., 1996; THOMAS, 1999; MOREIRA,
2000), as caracteristicas estomaticas (NOVELLO et al., 1992; LIMA DA SILVA &
DOAZAN, 1995; LIMA DA SILVA, 1995; FILA et al., 1998 ).

Em condi¢des de cultura in vitro de videira, ndo foram encontrados na literatura
trabalhos relacionados com avaliagdo de sensibilidade e/ou tolerdncia ao ion aluminio.
Entretanto, metodologias in vitro para a videira, mencionadas por diversos autores
(TRONCOSO et al., 1999; SINGH et al., 2000), permitiram evidenciar diferengas varietais
relacionadas a tolerdncia ao cloreto de sddio. Para estes autores, o uso da técnica de cultura in

vitro foi eficiente para a caracterizagio € a selecdo de gendtipos.
I1.5. Efeitos adversos da toxicidez por aluminio

Os sintomas da toxicidez por aluminio em vegetais muitas vezes ndo sdo facilmente
identificados (FOY et al., 1978). O sintoma mais expressivo e tipico da toxicidez por
aluminio, que tem se tornado um importante indicador do estresse, ocorre na raiz que € o
principal érgdo afetado e tem o seu crescimento inibido (DELHAIZE & RYAN, 1995). O
apice radicular e as raizes laterais engrossam e tomam a coloragio marrom/acastanhada. com
inicio de emissdo de raizes proximas ao ponto de crescimento da raiz principal (FOY, 1984).
fazendo com que o sistema radicular como um todo adquira a aparéncia atrofiada, com muitas

raizes laterais pequenas e deficientes em ramificagdes finas, com raizes quebradicas, que
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apresentam baixa eficiéncia para a absor¢do de nutrientes e agua (FOY er al., 1978; FOY.
1984).

As altas concentragdes de Al™ podem inibir o crescimento radicular diretamente pela
inibi¢do da divisdo celular ou do alongamento celular, ou também pela combinag¢do destes
dois fatores (MARSCHNER, 1991). Como consegiiéncia das alteragdes no desenvolvimento
das raizes, o sistema radicular como um todo é pouco desenvolvido e, em condi¢des de
campo, podem acarretar redugdes significativas na capacidade de exploracdo de agua e
nutrientes contidos nas camadas subsuperficiais do solo, induzindo maior suscetibilidade das
plantas a deficiéncia hidrica e nutricional durante periodos curtos de estiagem (veranicos),
com reflexos negativos na produtividade (BERTON, 1989). Além de afetar a absor¢do, o
excesso de aluminio ainda interfere no transporte € uso de varios elementos, tais como o
calcio, magnésio, potassio, molibdénio e o ferro (FOY, 1984).

Em algumas espécies, os sintomas foliares sdo semelhantes aos de defici€ncia de
fosforo: as folhas tornam-se pequenas e ha ocorréncia de avermelhamento dos caules e
nervuras. Em outras espécies, os sintomas de toxicidez por aluminio confundem-se com os de
deficiéncia de calcio (enrolamento de folhas novas e morte das pontas de crescimento ou dos
peciolos), de ferro (cloroses internervurais) e de deficiéncia hidrica. Quanto aos aspectos
adversos da toxicidez do aluminio no nivel celular, muitos mecanismos tém sido
hipotetizados, uma vez que o aluminio interage com um grande numero de estruturas extra e
intracelulares. Estes mecanismos incluem interacdo do aluminio com a parede celular,
interrup¢do dos processos de transporte da membrana plasmatica e interagdes com Os

constituintes do citoplasma.
I1.6. Mecanismos da tolerancia ao aluminio

Os mecanismos fisiologicos da toxidade e tolerincia ao aluminio tém sido amplamente
debatidos. Estes podem ser distintos em diferentes espécies e variedades de plantas e sdo
controlados por genes envolvidos em rotas bioquimicas ndo necessariamente correlacionadas.
Os mecanismos de tolerdncia sdo regulados separadamente (e.g. tolerdncia a Al e Mn) ou sao
freqiientemente relacionados (tolerdncia a Al e eficiéncia na aquisigdo de P) (MARSCHNER.
1991). No entanto, dados obtidos por LISITSYN (2000), sugerem que os niveis de
suscetibilidade ou resisténcia podem ser determinados pelo gendtipo, mas também

modificados por alguns aspectos quimicos endégenos e fatores bioquimicos.
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Muitas culturas e espécies de plantas nativas apresentam significante variabilidade
genética com relagdo a suas respostas a toxicidez por aluminio, variabilidade esta que pode
ser utilizada para a producdo de culturas “Al-resistentes”, termo aplicado as plantas que
exibem maior crescimento e desenvolvimento do sistema radicular, o que resulta em aumento
do vigor da planta em solos ou solugbes éacidas contendo aluminio em niveis téxicos
(KOCHIAN, 1995).

Os mecanismos de resisténcia ao aluminio podem ser divididos em dois grandes
grupos: no primeiro, aqueles mecanismos que excluem o aluminio do apice radicular
(exclusdo do aluminio) e, no segundo, os que conferem & planta a habilidade de tolerar o

aluminio no seu interior (tolerdncia ao aluminio).
11.6.1 Exclusdo do aluminio via alteragdo do pH

Algumas cultivares de trigo, cevada, arroz, ervilha e milho elevam o pH da solugdo
nutritiva em que estdo crescendo, assim reduzindo a solubilidade e toxicidade do aluminio por
precipitagdo (FOY et al., 1978). Por sua vez, cultivares Al-sensiveis das mesmas espécies,
diminuem ou nfo afetam o pH da solugfo, ficando expostas ao aluminio por longos periodos.
Contradizendo esta informagdo, BLAMEY et al. (1990) encontraram em espécies de Lotus,
tolerantes e sensiveis ao aluminio, padrdes de mudan¢as de pH na solugdo de nutrientes
compativeis. No entanto; a barreira de pH ndo precisa estar na rizosfera, na medida em que,
diferengas de pH no apoplasto do apice radicular podem também provocar a imobilizagdo do
aluminio (TAYLOR, 1991).

Mudangas no pH, com freqii€ncia parecem mais proximamente relacionadas com o
estado nutricional da raiz que com a absor¢do diferencial de anions, e mudangas de pH na
regiio do sistema radicular de variedades de trigo aluminio tolerantes e sensiveis estdo
associadas com a presen¢a de raizes laterais e adventicias bem desenvolvidas (FOY et al,,
1978). No trigo, evidéncias sugerem que a habilidade de alteragio do pH esta associada com
uma absor¢do diferencial de dnions e cations (FOY, 1984).

Trabalhando com espécies de Arabidopsis mutantes e selvagens, KOCHIAN et al.
(1998) verificaram que quando as duas variedades cresciam em uma solu¢do fortemente
tamponada, apenas a variedade mutante conseguia elevar o pH e apresentar certa tolerdncia ao
Al, e que mudangas de 0,1 unidade de pH sio suficientes para explicar a tolerdncia verificada.

Com o uso de uma solug¢do com tamponamento médio, as diferengas na tolerincia ao aluminio



desapareciam, sugerindo que a resisténcia do mutante é conferida exclusivamente pela

mudanga de pH na rizosfera.
i1.6.2. Exsudac¢ao de quelantes

O aluminio forma complexos estaveis com vdrios solutos orgédnicos de baixo peso
molecular, como polifendis e acidos orgénicos, e ainda com mucilagem (material gelatinoso
de alto peso molecular), sendo que estes complexos ndo sdo téxicos as plantas quando
comparados com as formas de A" livres. A capacidade de detoxificagdo dos écidos
organicos se deve a posicdo dos grupos OH/COOH da cadeia principal de carbono, que
favorece a formagdo de cinco ou seis estruturas na forma de anel quando ligados ao aluminio
(HUE et al., 1986).

As plantas podem excluir o aluminio do citosol, exsudando solutos orgénicos
quelantes na rizosfera, reduzindo assim a atividade do metal livre na solugdo do solo e a
absorgdo através da membrana plasmatica. Claramente, a taxa de transporte destes quelantes
através da membrana reduz a toxicidez de aluminio, no entanto, a formagéo do complexo com
aluminio serve para proteger sitios extracelulares sensiveis ao aluminio (TAYLOR, 1991).

Autores como ANDRADE & ISHIZUKA (1997) verificaram que variedades de trigo
Al-tolerantes excretaram de 3 a 5 vezes mais malato que as variedades sensiveis, ¢ que
quando o citrato esta presente nas solugdes-tratamento juntamente com o aluminio, ambas as
variedades (tolerante e sensivel) apresentaram o mesmo comportamento. ZHENG er al.
(1998a) encontraram diferentes padres de exsudatos em diferentes espécies, sendo que
espécies de trigo-mourisco exsudaram oxalato, o trigo exsudou malato, e a aveia, o rabanete e
a colza exsudaram tanto citrato quanto malato. Estes mesmo autores, ao avaliarem a
exsudacdo de 4cidos orgénicos durante longos periodos de exposi¢do ao aluminio, sugerem
que uma secrecdo continua de altos niveis de acidos orgénicos estd correlacionada com a
tolerancia ao aluminio. HUE et al. (1986), usando a raiz principal do algoddo como indicador,
agruparam os 4cidos orgénicos de acordo com as suas capacidades de detoxificar o aluminio:
acidos citrico, oxalico e tartarico (forte), malico, malénico e salicilico (moderado), succinico,
latico, formico e acético (fraco).

O 4pice radicular é o sitio primério da toxicidez por aluminio (DELHAIZE et al.,
1993). Assim, o trigo-mourisco que apresenta exsudagdo de oxalato como uma resposta

especifica ao estresse por aluminio no 4pice radicular (regifio de 0-10mm), tem associada a



secre¢do deste acido a resisténcia ao aluminio (ZHENG et al., 1998b). MA et al. (1998)
estudando uma variedade de trigo-mourisco (Fagopyrum esculentum Moench.cv Jianxi).
verificaram a existéncia de mecanismo de detoxificagdo interna de aluminio envolvendo
acidos organicos. Para estes autores, 90% do aluminio que se acumulou nas folhas
apresentava-se complexado com oxaloacetato em taxas de 1:3, 1:2, e 1]
(aluminio:oxaloacetato), e estes quelatos, quando aplicados no milho (Zea mays), ndo foram
fitotoxicos ao alongamento das raizes.

Em fumo e mamio geneticamente modificados, buscando uma super expressdo da
enzima citrato sintase, HERRERA-ESTRELLA et al. (1997), verificaram que as plantas que
apresentavam um maior numero de cOpias deste gene expressavam uma maior quantidade da
enzima e exsudavam mais citrato, sendo entdo menos suscetiveis aos efeitos deletérios do
aluminio.

Em estudos com sete espécies vegetais, ISHIKAWA e al. (2000) verificaram que uma
maior quantidade de acidos orgénicos foi detectada nos meios que apresentavam aluminio,
exceto pela Brachiaria brizantha e uma cultivar Al-sensivel de ervilha. Entretanto, a planta
que excretou a maior quantidade de acido citrico apresentou crescimento consideravelmente
afetado pelo efeito do aluminio. Verificaram também que a correlagdo de exsudagdo de
maiores quantidades de acidos organicos nas variedades Al-tolerantes ndo se verificou para
todas as espécies avaliadas. Estes autores sugerem a existéncia de mecanismos mais efetivos

que a exsudagdo de &cidos citrico e malico na tolerdncia ao aluminio para as espécies

estudadas.

11.6.3 Permeabilidade seletiva da membrana plasmatica

O real mecanismo com o qual o aluminio atravessa a membrana plasmatica ¢é
desconhecido (FOY, 1988). Para verificar se a membrana plasmética pode atuar como uma
barreira seletiva ao aluminio seria necessario diferenciar ao nivel do simplasto ou apoplasto a
absor¢do de aluminio, fendmeno que nfio encontra consenso entre os cientistas (KOCHIAN,
1995). Além disso, se este mecanismo de tolerdncia puder ser demonstrado, terd que ser
separado da absor¢do ao nivel do apoplasto. Como estas tarefas apresentam muitas
dificuldades técnicas, evidéncias para estas hipoteses sdo escassas. Contudo, comegam a se
acumular fatos que sugerem que a membrana tem um papel fundamental na tolerdncia ao

aluminio (TAYLOR, 1991).



Baseado na observagdo de que em algumas cultivares de trigo resistentes ao aluminio
a utilizagfo de inibidores do metabolismo causa aumento na quantidade de aluminio na raiz,
algumas pesquisas tém hipotetizado a existéncia de um efluxo ativo de aluminio para fora das
células da raiz (LINDBERG, 1990 e TAYLOR, 1991). Pelo que ja foi estudado a respeito dos
transportadores de 4nions em plantas, um transportador AI”-ATPase seria uma hipdtese
muito pouco provavel, levando-se em conta que a energia fornecida pela hidrolise do ATP
ndo seria suficiente para realizar o transporte através da membrana plasmatica. No entanto,
DELHAIZE & RYAN (1995) sugerem trés formas nas quais o aluminio, provavelmente na
sua forma Al'®, por ser a forma mais toxica em relacdo as outras (Al(OH)*? e AI(OH)"),
promove a abertura de um canal malato permedvel, a fim de minimizar os efeitos fitotoéxicos
do aluminio: 1. O aluminio interage diretamente sobre o transportador alterando a sua
conformagdo e aumentando o seu tempo de abertura ou a sua condutincia. 2. O aluminio
interage com um receptor especifico na superficie da membrana ou com a propria membrana
causando uma série de mensagens secundarias no citoplasma, mudando a atividade do
transportador. 3. O aluminio entra no citoplasma e altera a atividade do transportador se
ligando diretamente a ele ou indiretamente por intermédio de sinais transduzidos.

Existem também citagdes na literatura de outros mecanismos possivelmente
envolvidos na desintoxicagdo do aluminio, como os mecanismos baseados nas propriedades
da parede celular (GODBOLD & JENTSCHKE 1998), a compartimentalizacdo do aluminio
no vactolo, a exsudagdo de varios compostos como fosfatos e proteinas que se ligam ao
aluminio (SOMERS er al., 1996; PELLET et al., 1996; CANCADO 1997; BASU et al.,
1999), a evolugdo de enzimas Al-tolerantes, a elevagio da atividade de enzimas (HAMILTON

et al., 2001), dentre outros.
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lll. OBJETIVOS

I1.1. Geral

Estudar metodologias in vitro para a avaliagdo da tolerdncia de porta-enxerto de

videira ao estresse por aluminio.

lll.2. Especificos

Introduzir e multiplicar in vitro porta-enxertos de videira (em meio liquido).

Avaliar o desenvolvimento de porta-enxertos de videira Paulsen 1103 e Gravesac in

vitro, quando submetidos a acidez e aluminio.
Avaliar o comportamento varietal de porta-enxertos de videira a toxidez do aluminio.
Quantificar os efeitos morfo-fisiologicos de desenvolvimento in vitro, a alteragdo do

pH no meio de cultura e as atividades do ion (AI"), e verificar se este mecanismo esta

envolvido na tolerdncia destes porta-enxertos ao aluminio.



IV - MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Morfogénese e Bioquimica
Vegetal (LMBV) do Departamento de Fitotecnia (FIT) do Centro de Ciéncias Agrarias (CCA)
da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC).

IV.1. Material vegetal

Os porta-enxertos Paulsen 1103 e Gravesac, provenientes da EPAGRI - Estagdo
Experimental de Videira, Videira (SC) e EPAMIG — Fazenda Experimental de Caldas, Caldas
(MG), respectivamente, sio variedades introduzidas no Brasil através de acordo de
transferéncia de materiais de propagag@o dos programas de melhoramento de viticultura da
Universidade de Davis - UC - Califérnia (EUA) e do Institut National de la Recherche
Agronomique — Centre de Bordeaux (Franga).

A variedade Paulsen 1103 (Vitis rupestris x Vitis berlandieri) é o porta-enxerto
atualmente mais utilizado na viticultura do Sul do Brasil, sendo a variedade oficialmente
recomendada para Santa Catarina (SCHUCK ef al., 1999), por ser tolerante a fusariose, um
dos principais problemas de solo desta cultura (GALLOTTI & SCHUCK, 1991), e apresentar
otimo crescimento, bom vigor, e resisténcia a seca. Por outro lado, mostra-se também
tolerante ao excesso de umidade no solo. Apresenta, ainda, uma boa capacidade de
enraizamento, bom pegamento da enxertia e 6tima afinidade com as variedades produtoras
(FERNANDEZ-CANO, 1975).

O Gravesac € uma variedade obtida do cruzamento entre [161-49 (Vitis riparia x Vitis
berlandieri) X 3309 C (Vitis riparia x Vitis rupestris)] no Centre de Recherches de Bordeaux
(Franga) e selecionada para solos acidos. Apresenta boa capacidade de enraizamento e bom
indice de pega de enxertia, boa resisténcia a filoxera, boa resisténcia a caréncia de magnésio e
um vigor médio, caracteristicas que permitem classifica-la como um porta-enxerto adaptado a

produg@o de vinhos de qualidade (POUGET& OTTENWAELTER, 1986).
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IV.2. Cultura in vitro

As plantas matrizes foram mantidas em casa de vegetagdo, em condigdes controladas
contra patdgenos, e submetidas a ferti-irrigagio com solugdo nutritiva para videira
estabelecida por POUGET (1984).

Para selecdo dos explantes, desinfestagdo, introdugdo e manutengdo in vitro foram
utilizadas metodologias de cultura de tecidos para a videira, descritas por GALZY (1985) e
LIMA DA SILVA (1995). O processo de desinfestagdo dos brotos foi realizado no
laboratério, sendo previamente lavados em uma solug@o de agua destilada contendo uma gota
de Tween 20 (detergente) por um periodo de 10 minutos. Ap6s, foram submetidos ao dlcool
70% por 2 a 3 minutos e a seguir, j4 em camaras de fluxo laminar, foram expostos por um
periodo de 10 minutos sob agitagdo constante a uma solugdo de hipoclorito de sédio 40%
contendo 1 gota de Tween 20. Todos os explantes foram lavados 3 vezes com posterior
enxague em agua destilada autoclavada. Apos, foram inoculados em tubos de ensaio Pyrex®
(20X200mm) contendo 15mL de meio de cultura DSD1 (ANEXO 1) estabelecido por LIMA
DA SILVA & DOAZAN (1995).

As culturas in vitro foram transferidas para salas de crescimento e mantidas sob
condigdes de temperatura de 25°C, fotoperiodo de 16 horas de luz, intensidade luminosa de
40-45 pmol fotons.m™.s" e umidade relativa de 60 - 70%. A sustentagio dos explantes no
meio liquido foi obtida por intermédio da utilizacdo de segmentos de cortica previamente

preparados e esterilizados, conforme apresentagéo nas Figuras 01 e 02.

Figura 01 - Explantes de videira in vitro em meio liquido com uso de filtros de cortiga.
UFSC - Fpolis/SC.
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Figura 02 - Plantas in vitro de Paulsen 1103 aos 60 dias de cultura em meio liquido com
uso de filtros de cortica. UFSC - Fpolis/SC.

IV.3. Concentragcoes de aluminio

Os tratamentos com aluminio foram definidos com base nos seguintes critérios:
considerando-se que a concentragdo final de aluminio na solugdo ¢ fortemente dependente do
pH, este deveria ser baixo o suficiente para permitir uma boa amplitude de atividades de Al
(com o menor prejuizo possivel para a planta), sendo assim adotado o valor de pH = 4,0 como
padrdo. Outro aspecto observado foi a concentragdo total de aluminio encontrada
naturalmente nos solos acidos (0-350uM), podendo em casos especiais, atingir 1000pM
(ADAMS & MOORE, 1983; CURTIN & SMILIE, 1983).

Para corrigir as “concentragdes” termodindmicas denominadas de atividades, que
levam em considera¢do o pH, a forga idnica, possiveis quelantes, a precipitagdo de solutos, a
protegdo de fons da solugdio, dentre outros, foi utilizado o programa GEOCHEM-PC v. 2.0
(PARKER et al., 1987), ficando, entdo, a especiagdo e os tratamentos (concentragdes de

aluminio), conforme mostra a Tabela 1.
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Tabela 1. Concentragio total de aluminio (Al), concentragio de AI" livre e atividade do AI"
na solugdo DSDI a pH = 4,0. A concentragfio de AI™ livre, a atividade do A" ¢ a
forga i0nica das solugdes foram estimados através do sofiware GEOCHEM-PC
versdo 2.0. UFSC - Fpolis/SC.

Al Total mM Al livie mM Atividade de AI”mM Forga i6nica
0,000 0,000 0,000 2.094E-02
0,250 0,056 0,015 2.160E-02
0,425 0,109 0,030 2.210E-02
0,650 0,162 0,044 2.258E-02
1,000 0,229 0,061 2.312E-02
1,200 0,283 0,074 2.353E-02
1,375 0,345 0,090 2.398E-02

O aluminio foi adicionado na forma de AICL. Um cuidado especial adotado na
elaboragdo dos tratamentos foi a autoclavagem das solugdes (meio de cultura DSD1 +
respectivas concentragdes de aluminio), em frascos diferentes para prevenir que ocorressem
reagdes entre o aluminio € 0os componentes organicos da solugdo (sacarose € vitaminas) em
altas temperaturas e pressio (COMIN, 1999 comunicagio pessoal). Assim, apds a
autoclavagem (DUNCAN et al. 1995), as doses de aluminio foram adicionadas ao meio de

cultura em cimara de fluxo laminar e os valores de pH, corrigidos por titulagdo para 4,0.
IV.4 Aplicagdo dos tratamentos

Foram implantados dois experimentos. No primeiro, os explantes das duas variedades
de porta-enxertos (Paulsen 1103 e Gravesac) foram colocados diretamente no meio de cultura
(DSD1 liquido) com diferentes concentragdes de aluminio, onde ficaram por um periodo de
sessenta dias até avaliagio. No segundo experimento, os explantes foram introduzidos em
meio DSD1 liquido na auséncia de aluminio. Apds trinta dias em crescimento, as plantas i
vitro foram selecionadas pelo tamanho e submetidas aos diferentes tratamentos

(concentragSes de aluminio), onde aguardaram por mais trinta dias até a fase de avaliagdo.
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IV.5. Avaliacao dos tratamentos

Para a avaliagdo da densidade estomatica foram utilizados 100 (mg) de folhas
previamente encubadas com 7 (ml) de Dimetil Sulfoxido a temperatura de 65° C durante 2.5
horas. Apos este periodo as folhas foram lavadas com agua destilada e observadas em
microscopia (aumento de 400x) para observagdo e contagem do nimero de estdmatos.

A sobrevivéncia das plantas em condig¢do ex vitro, no processo de aclimatizag¢do, as
plantas sofreram podas na parte aérea e no sistema radicular, de forma a deixa-las com
aproximadamente 2 folhas e com 2 (cm) de raizes. Sendo acondicionadas em bandejas com
substrato adequado e mantidas em condi¢bes de 100% de umidade relativa por
aproximadamente 25 dias. Apds este periodo as plantas permaneceram por 3 dias em
condi¢des de redugdo gradativa da umidade relativa (ainda nas bandejas) quando entdo foram
transferidas para o tunel de nebulizagdo, ali permanecendo por 4 dias até avaliagdo do indice
de sobrevivéncia.

Devido a inexisténcia de uma metodologia para avaliar os efeitos fitotéxicos do
aluminio sobre a cultura da videira em condig¢des in vitro, foram feitas adapta¢des de algumas
metodologias que tratam de aspectos da toxicidez por aluminio (FAHL et al., 1982; ALVA et
al., 1986; PINTRO er al., 1995; COMIN et al., 1999; DANTAS et al., 2001) e da selegdo de
videiras in vitro (BAVARESCO et al., 1993; SINGH et al., 2000), a fim de se definir os
principais pardmetros de avaliagdo.

Para a avaliagdo, as plantas foram retiradas dos frascos, momento no qual realizou-se a
contagem das raizes primdrias e secunddrias, que foram cortadas com o auxilio de um bisturi
e imediatamente pesadas (obten¢do do peso fresco) e acondicionadas em envelopes. As folhas
foram retiradas com uma tesoura, tendo seus valores de drea foliar determinados a partir de
imagens obtidas por digitalizagdo e analisadas com auxilio do programa IDRISI
Posteriormente, foram pesadas (obtengdo do peso fresco) e acondicionadas em envelopes. O
caule por sua vez também foi pesado e acondicionado em um envelope préprio. Apos estes
procedimentos, todos os envelopes devidamente identificados foram submetidos a
temperatura de 60°C por um periodo de aproximadamente 96 h. Apos este periodo. os
envelopes foram retirados da estufa e todos os materiais foram pesados para a obtencdo dos

pesos secos individuais de cada parte (raizes, folhas, caule), para cada planta.



Desta forma foram avaliadas variaveis relacionadas ao sistema radicular (n° de raizes.
peso seco), parte aérea (area foliar, peso seco das folhas, peso seco do caule e peso seco total),

e combinagGes entre elas.
iV.6. Avaliacdo do pH e atividades de aluminio

Para a avaliacdo do pH nos diferentes tratamentos, retiraram-se aliquotas de 0,5 mL
(em ambiente de ciamara de fluxo laminar) de cada frasco referente aos tratamentos (6
frascos), perfazendo uma amostra composta com volume final de 3,0 mL. O pH foi medido
em um aparelho digital HANNA HI 8417, com um intervalo médio de 5 dias, ao longo de
trinta dias.

Foram geradas com o auxilio do programa GEOCHEM-PC versio 2.0, curvas de

atividades de AI™, corrigidas pelos valores de pH apresentados por cada tratamento durante

todo o periodo de avaliagdo.

IV.7. Analise estatistica

Para todos os experimentos o delineamento experimental utilizado foi o inteiramente
casualizado. Para as avaliagdes morfolégicas dos porta-enxertos (Paulsen 1103 e Gravesac)
foram utilizadas 6 repetigdes de plantas in virro crescidas em tubos de ensaio. Os
experimentos com estresse de ion AI" foram compostos por seis vidros (AZ 300), contendo
trés plantas cada um, num total de sete tratamentos (Tabela 01).

Para os dados referentes ao estresse de aluminio, em uma analise preliminar
mostraram variabilidade, recebendo uma censura a fim de excluir os dados discrepantes. A
censura imposta foi a exclusdo dos dados distantes de média (+2) desvios padrdes. Para o
primeiro experimento com concentragdes de aluminio, por imprecisdo da balanga, foram
excluidos os dados das plantas que apresentaram peso seco igual a zero.

As anilises estatisticas foram realizadas com base nas concentra¢des de aluminio, de

forma a se obter modelos de regressées.
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V - RESULTADOS E DISCUSSAO

V.1. Avaliagao do desenvolvimento dos porta-enxertos de videira
Paulsen 1103 e Gravesac a in vitro sem aluminio

As diferentes variedades de porta-enxertos de videira pertencentes ao banco de
germoplasma do Laboratorio de Morfogénese e Bioquimica Vegetal, UFSC/CCA/FIT, foram
avaliadas quanto ao comportamento e a propagagdo in vitro. Resultados obtidos por
MOREIRA (2000) e LIMA DA SILVA et al. (2000) indicaram diferengas significativas para
as variaveis e clones de videira relacionadas a produc¢do de biomassa entre diferentes porta-
enxertos de cultura in vitro.

Desta forma, julgou-se importante avaliar as variedades, Paulsen 1103 e Gravesac,
previamente escolhidas com base em caracteristicas de desenvolvimento in vitro e interesse
agrondmico especial, como modelos para estudos fisiologicos, principalmente quanto as
condi¢cOes adversas de estresse de aluminio.

Os resultados apresentados na Tabela 02 mostram diferengas existentes entre os dois

porta-enxertos de videira avaliados in vitro quanto as caracteristicas analisadas.

Tabela 02 - Caracteristicas morfoldgicas dos porta-enxertos de videira Paulsen 1103 €
Gravesac in vitro. UFSC - Fpolis/SC, (plantas de 60 dias, n = 6).

Porta- Numero Comprimento (cm) Area Foliar (cm?)
Enxertos Raizes Folhas Raizes Caule

Paulsen 1103 1,33£0,52b  7,3310,52a  9,87+1,86a 6,330,62 b 13,98+1,68 a

Gravesac 2,33:0,82a  6,67+0,52a  5,59+1,63b 11,70+1,00a 11,06+2,33 b

Os valores seguidos pelas mesmas letras ndo diferem estatisticamente para 5% (teste Newman-Keuls).

Observou-se que, quanto ao numero de raizes, as diferencas nas médias obtidas entre
os porta-enxertos foram significativas, com superioridade do Gravesac. Da mesma forma,
quanto ao comprimento de caule. Entretanto, para os pardmetros comprimento de raizes € area
foliar, a variedade Paulsen 1103 apresentou resultados superiores. Estes valores sdo, em geral,
inferiores aqueles observados por LIMA DA SILVA & DOAZAN (1995); LIMA DA SILVA
(1995), em diversos porta-enxertos de videira, inclusive para a variedade Gravesac.

Os valores observados para o numero de folhas em Vitis vinifera var. Cabernet

Sauvignon (GREGORI & TIZIO, 1997) também foram superiores aos deste trabalho, assim
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como o numero de raizes de videira avaliados por ZLENKO ef al. (1995). e na maioria dos
genotipos estudados por ROUBELAKIS-ANGELAKIS & ZIVANOVITC (1991). Entretanto,
para as variedades Cabernet Sauvignon (GREGORI & TIZIO, 1997), Rupestris du Lot,
Chardonnay e Pinot Noir (GALZY et al., 1990), o niimero médio de raizes observados foi
semelhante. |

Em relagdo ao comprimento do caule, observa-se que os resultados obtidos foram
similares as variedades Cabernet Franc (ROUBELAKIS-ANGELAKIS & ZIVANOVITC,
1991), Fercal (TERREGOSA & BOUQUET, 1995; LIMA DA SILVA, 1995) e 140 Ru
(LIMA DA SILVA, 1995). Entretanto, foram superiores & maioria das variedades estudadas
por ZLENKO et al. (1995) e GREGORI & TIZIO (1997).

Quanto ao crescimento radicular, os resultados obtidos sio semelhantes aos
encontrados para outras variedades de videira por GALZY et al. (1990) e ZLENKO er al.
(1995). Entretanto, se mostraram muito inferiores aos obtidos por LIMA DA SILVA (1995) ¢
GREGORI & TIZIO (1997). Quanto a esta caracteristica, ¢ importante ressaltar que ha
dificuldade na comparagdo destes resultados, uma vez que muitos autores adotam diferentes
metodologias.

A area foliar apresentou valor superior do porta-enxerto Paulsen 1103. Verifica-se que
apesar da var. Cabernet Sauvignon ter mostrado valor semelhante em trabalhos de GREGORI
& TIZIO (1997), as duas variedades de porta-enxertos estudadas apresentaram valores
inferiores aos apresentados por (LIMA DA SILVA, 1995; LIMA DA SILVA et al., 1995).

| Os resultados referentes ao peso de raiz, caule, folha e seco total (Tabelas 03),
indicam diferengas significativas entre os gendtipos, com superioridade da variedade Paulsen

1103 ao Gravesac, para a maioria dos pardmetros avaliados.

Tabela 03 - Peso seco da raiz, caule, folha e total dos porta-enxertos de videira Paulsen 1103

e Gravesac in vitro. UFSC - Fpolis/SC, (plantas de 60 dias, n = 6).

Peso seco (mg)

Porta-
enxerto RAIZ CAULE FOLHA TOTAL
Paulsen 1103 7+3 a 6+l a 2032 a 335 a
Gravesac 2+1 b 8+2 a 1483 b 2445 b

Os valores seguidos pelas mesmas letras ndo diferem estatisticamente para 5 %(teste Newman-Keuls).

33



Os pesos secos totais de Paulsen 1103 e Gravesac foram similares as observagdes de
GREGORI & TIZIO (1997) para a variedade Cabernet Sauvignon, assim como os valores de
GALZY et al. (1990) para a variedade Chardonnay. Para as outras variedades estudadas por
estes autores, Rupestris du Lot e Pinot Noir, os valores encontrados foram superiores, assim
como os resultados encontrados por GALZY et al. (1990), LIMA DA SILVA (1995) e FILA
et al. (1998) para outras variedades de videira.

Estes resultados sugerem que, além do gendtipo, outros efeitos importantes parecem
influenciar o desenvolvimento das plantas in vitro (GALZY et al., 1990; ROUBELAKIS-
ANGELAKIS & ZIVANOVITC, 1991; GALZY & COMPAN, 1992; LIMA DA SILVA,
1995; ZLENKO et al., 1995; FILA et al., 1998; TICHA et al., 1998; MOREIRA, 2000;
LIMA DA SILVA et al.,, 2000). Para estes autores, os fatores de maior influéncia parecem ser

o meio e as condi¢des de cultura in vitro.

V.1.2. Avaliagao dos estomatos e aclimatizagcao dos porta-enxertos
de videira Paulsen 1103 e Gravesac a in vitro

Os estomatos de plantas origindrias da cultura in vitro foram estudados sobretudo a
fim de otimizar o processo de multiplicagdo e a aclimatizagdo de plantas, devido
principalmente a sua importancia na regulacido das trocas gasosas e perdas de agua pela
transpira¢do das folhas, durante a fase de transferéncia de in vitro para ex vitro.

Observa-se na Figura 03 os resultados de densidades estomaticas dos porta-enxertos

Paulsen 1103 e Gravesac in vitro e em casa de vegetacio (ex vitro).

Avaliagdo Estomatica de Porta-
enxertos de Yideira

Densidade
estomatica por mm2

P1103 P1103 GRAV GRAV
v EV v Ev

Porta-enxertos em diferentes ambientes

Figura 03 - Densidades estomaticas das variedades Gravesac e Paulsen 1103 in vitro (IV)
e ex virro (EV) em casa de vegetagdo. UFSC - Fpolis/SC.
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Verificou-se que as variedades Paulsen 1103 e Gravesac apresentaram densidades
estomaticas in vitro de 53,8 % e 46,2 %, respectivamente superiores as plantas em casa de
vegetacdo. Estes resultados indicam que o ambiente de cultura in vitro proporciona condigdes
para a indugdo e diferenciagdo de maior nimero de estdomatos em videira. Resultados
similares foram observados em macieira por BLANKE & BELCHER (1989), roseira por
CAPELLADES et al. (1991) e videira por LIMA DA SILVA (1995) e MOREIRA (2000).
Entretanto, para BRAINERD er al. (1981), o valor de densidade estomatica foi superior em
plantas ex vitro de ameixeira, enquanto SCIUTTI & MORINI (1993) nio observaram
diferengas significativas entre os dois ambientes para esta mesma espécie.

A avaliagdo visual demonstrou que os estomatos de plantas de Gravesac e Paulsen
1103 in vitro apresentaram forma eliptica normal e pouca varia¢do no tamanho. Estas
observagbes contradizem a literatura, onde os estdmatos in vitro sdo considerados como
malformados, reduzidos em niimero e ndo funcionais, tornando as plantas mais susceptiveis a
desidratagdo na aclimatizacdo (ZIV et al., 1987; SALLANON et al., 1993; SANTAMARIA
& KERSTIENS, 1994; DESJARDINS, 1995; DURING & HARST, 1996).

Provavelmente, estas caracteristicas estomaticas normais desenvolvidas pelos porta-
enxertos Paulsen 1103 e Gravesac devem-se as condi¢des de maior troca gasosa entre a
atmosfera dos frascos e da sala de cultura, possibilitada pelo tipo de fechamento ndo
hermético dos tubos.

Quanto a aclimatacdo (fase de transferéncia das plantas in vitro para as condig¢des
naturais), esta é uma etapa critica para a maioria das espécies (GRATTAPAGLIA &
MACHADO, 1998), basicamente pelo fato da planta passar de uma situagdo de reduzido
fluxo transpiratério ¢ elevada umidade relativa, para um ambiente que demanda um
incremento na taxa de transpiragdo, ficando muito susceptivel ao estresse hidrico.

As plantas originarias de cultura in vitro usualmente mostram rapido murchamento
quando transferidas para condigGes ex vitro, comportamento este atribuido a baixa regulagdo
da transpiragdo, devido a uma cuticula mais fina (SUTTER, 1988) associada com mau

funcionamento estomatico (SUTTER, 1988; BLANKE & BELCHER, 1989; SANTAMARIA
& KERSTIENS, 1994),
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Sobrevivéncia de porta-enxertos no
processo de aclimatizagcao
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Figura 04 - Taxas de sobrevivéncia das variedades Paulsen 1103 e Gravesac origindrias de
multiplicagdo in vitro durante a fase de aclimatizagdo. UFSC - Fpolis/SC.

Os resultados observados na fase de aclimatizagdo para as variedades de porta-
enxertos de videira Gravesac e Paulsen 1103 séo apresentados na Figura 04. Verificou-se que
o indice de sobrevivéncia variou de 90-98%, apds a transferéncia para ambiente ex vitro.

Os resultados observados indicam que a metodologia de aclimatizagdo utilizada €
adequada e que, conforme MARTIN ez al. (1987), LIMA DA SILVA et al. (1995), LIMA DA
SILVA et al. (1997) e MOREIRA (2000), a videira é uma espécie que ndo apresenta
problemas sérios de aclimatizagdo quando comparada a outras espécies lenhosas.

Este alto indice de sobrevivéncia verificado em videira, possivelmente estd
relacionado & funcionalidade dos estdmatos e a aquisi¢do precoce da diferenciagdo do sistema
fotossintético in vitro (LIMA DA SILVA et al., 1996). Para GALZY & COMPAN (1992),
IACONO et al. (1992) e (1995), LIMA DA SILVA (1995), MARTINELLI (1995) e
MOREIRA (2000), plantas in vitro de videira (Vitis spp.) apresentam mecanismo
fotossintético ativo e eficiente utilizagdo de dgua. Além disso, para YUE et al. (1993) e
DESJARDINS (1995), as condi¢des do ambiente de cultura in virro, com alta luminosidade,
alta concentra¢do de CO, e sistemas que permitem as trocas gasosas com O meio externo,

podem determinar plantas in vitro mais aptas para transferéncia e maior sobrevivéncia na

aclimatizagéo.
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V.1.3. Conclusdes

O desenvolvimento in vitro do porta-enxerto Paulsen 1103 foi superior ao do Gravesac

para as seguintes variaveis: nimero de folhas, comprimento das raizes. area foliar, peso

seco total.
Os estomatos dos porta-enxertos (Paulsen 1103 e Gravesac) in vitro apresentaram

aspectos normais € densidades superiores a ex-vitro.

As variedades testadas ndo apresentaram problemas de aclimatizagéo.
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V.2. Avaliacao de explantes dos porta-enxertos de videira Paulsen
1103 e Gravesac introduzidas in vifro em meio com aluminio

Nestes experimentos buscou-se avaliar uma metodologia e ter uma nogéo aprofundada
da intensidade dos fendmenos envolvidos na toxicidez por aluminio, em porta-enxertos de
videira mantidos em cultura in vitro.

Verificou-se que as avaliagdes morfologicas, para a maioria dos parametros avaliados,
nio demonstraram diferencas estatisticamente significativas entre as variedades e
concentragdes de aluminio ao nivel de 5% de probabilidade.

Dentre os pardmetros que mostraram diferengas significativas, observou-se que a
maior parte apresentou regressdes de grau elevado (quarta e quinta ordem), demonstrando
dificuldades de explicagdo ao nivel fisiologico.

Analisando os resultados para os parametros de produgdo de biomassa: peso fresco e
seco total (PFTotal e PSTotal), conforme Figuras 05 e 06, pode-se inferir que a variedade
Paulsen 1103 demonstrou maior susceptibilidade, apresentando uma redugéo de crescimento a

partir de 0,650mM de aluminio, e praticamente crescimento nulo em concentragdes superiores

a 1,2mM.
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Figura 05 — Relagdo do peso fresco total (mg),
em fun¢do das concentragdes de Al (mM). Var.

Concentragides de Al (mM)

fungdo das concentragdes de Al (mM). Var.

Paulsen 1103 e Gravesac. UFSC — Fpolis/SC. Paulsen 1103 e Gravesac. UFSC - Fpolis/SC.

Com relagdo aos pesos secos totais do porta-enxerto Paulsen 1103 (Figura 06),
observou-se a auséncia dos dados para concentragdes superiores a 1,00mM de Aluminio, que
apresentaram valores muito reduzidos. Desta forma, atendendo a censura imposta, ao

conjunto de dados, eles foram eliminados.
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Para a variedade Gravesac, observou-se de modo geral que as concentragdes de
aluminio apresentaram efeitos menos marcantes, conforme Figuras 05 e 06. Verificou-se que
0s pesos secos totais para esta variedade de porta-enxerto de videira apresentaram redugio
gradativa de biomassa com relagédo ao efeito do aluminio.

Acredita-se que 0os comportamentos apresentados pelos explantes dos porta-enxertos
in vitro podem estar relacionados principalmente ao baixo valor de pH (4,0) no meio de
cultura, a concentragdo de aluminio ou a caracteristicas dos explantes, tais como: origem, tipo,
idade dos tecidos utilizados (MARSCHNER, 1991; FOURNIOUX & BESSIS, 1993; ONO et
al., 1995; JONES et al., 1998).

A utilizagdo de explantes de videira in vitro, diretamente em meio de cultura liquido,
em condi¢des de estresse de pH e aluminio, apresentou resultados variaveis com explantes de
reduzido crescimento radicular e aéreo. Tais informa¢Ges demonstraram que o uso direto dos
explantes a uma condigo estressante de H' e Al * nio é a opgo mais adequada para avaliar
o efeito de toxicidez de metais, especialmente para o ion aluminio, que necessita de baixo pH
para exercer o efeito toxico em vegetais. Acredita-se que tal método necessite de maiores
estudos, avaliacoes e ajustes metodoldgicos.

Sugere-se que as explicagdes possiveis para estes resultados estejam relacionadas com
o desenvolvimento in vitro dos explantes. Nesta metodologia o explante, quando submetido
ao efeito direto de toxicidez de H' e Al *, ainda nio apresentava o sistema radicular e aéreo,
necessitando a formagio de raizes e brotagio das gemas. Acredita-se que a presenca de H' e
AI” no meio pode ter promovido reagdes de toxicidez nas células do cambio
(MARSCHNER, 1991; JONES et al., 1998), impedindo a formagdo e o desenvolvimento de
raizes e, consequentemente, nio permitindo a brotagdo e desenvolvimento da gema axilar
responsavel pela formagdo de nova planta.

Outro fator de importdncia € que os explantes da videira in vitro (microestacas)
apresentam a formagdo e desenvolvimento das gemas axilares de forma escalonada, sendo que
gemas basais apresentam idade e estruturas com diferenciagdo superiores as gemas apicais.
Com isto, pode-se afirmar que cada explante apresenta condigdes fisioldgicas especificas, ou
seja, cada explante pode ser considerado unico, pois dentro da mesma planta in vitro todas as
gemas estdo em estdgios evolutivos diferentes e, consequentemente, com balangos hormonais
e nutricionais distintos (FOURNIOUX & BESSIS, 1986; FOURNIOUX & BESSIS, 1993,
LIMA DA SILVA, 1995). Para LISITSYN et al. (2000), existem diferentes fatores que

determinam e que podem explicar repostas diferenciadas das plantas com relagdo ao aluminio.



Com o conhecimento adquirido e o aprimoramento desta metodologia, foram
implantados novos experimentos. Nestes, foram utilizadas plantas de cultura in vitro em meio
liquido com pH de 6,4, com trinta dias de idade, selecionadas pelo tamanho, na auséncia de
aluminio.

A hipétese prevista é que plantas com estdgio de crescimento mais acelerado poderiam
apresentar mecanismos fisiolégicos para desintoxicagdo do aluminio e principalmente um
sistema radicular ja formado, onde o aluminio poderia exercer a sua agdo fitotoxica, e induzir
a “ativac¢do” dos mecanismos de tolerancia.

Outro aspecto que manifestou importancia, nesta fase do trabalho, foi a necessidade de
realizar o monitoramento do pH no meio de cultura, para um melhor entendimento dos

processos envolvidos na toxicidez por aluminio.

V.2.1.Conclusoes

- Ocorreu variabilidade nas respostas de crescimento de plantas in vitro em condi¢Oes

estressantes de H' e AI™.

- Sdo necessdrios aprimoramentos nesta metodologia para testes de toxicidez por aluminio,

utilizando explantes diretamente nas condigGes estressantes.
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V.3. Avaliagdo do pH e atividades de AlI** no meio de
cultura in vitro

Os solos acidos apresentam o aluminio como o fator limitante de maior importancia
para o desenvolvimento de plantas e, a atividade do ion na solugdo € o pardmetro que melhor
caracteriza o efeito toxico deste elemento (BERTON, 1989). No entanto, é possivel melhorar
as condigbes para o crescimento do sistema radicular pela redugdo da atividade de aluminio,
sem com isso reduzir os seus teores absolutos. Esta redu¢fo na atividade pode ser obtida pela

adi¢do de sais e/ou substdncias orgénicas, ou por simples alteragdes de pH.

V.3.1. Atividades de aluminio em meio de cultura in vitro
para Gravesac e Paulsen 1103

Com base nos valores de pH observados nas solu¢des do meio de cultura com plantas
in vitro, monitorados durante todo o periodo experimental (Anexo II, Figuras 31 a 44), foram
realizadas as corregdes através do sofiware GEOCHEM PC V.2 para as atividades
correspondentes de Al” (ALVA et al., 1986). Esta corregio de atividades levou em
considera¢do, exclusivamente, as alteragdes de pH observadas. Verificou-se que esta
informagdo podera auxiliar na avaliagdo dos resultados e, principalmente, acompanhar a
atividade do aluminio no decorrer do tempo, porém, com restrigdes sobre predi¢Ses das
atividades do A", uma vez que esta varidvel também podera sofrer influéncias de outros
fatores.

Verificou-se na Figura 07 o comportamento das atividades de AI” para todos os
tratamentos com aluminio até a concentrag@o de 1,00mM para a variedade Gravesac in vitro.
De maneira geral, para todas as concentragdes, observou-se que o comportamento das
atividades apresentaram dois periodos caracteristicos: no primeiro (0-15 dias), ocorreu uma
queda acentuada nas atividades de AI", e no segundo (15-30 dias), as atividades apresentam
redugdes lentas e gradativas.

Observou-se que a magnitude de alteragdo dos valores de pH (Figura 07) afetou
drasticamente a atividade de Al™. A corre¢do da atividade pelo pH, apesar de ndo ser exata,

tende a ser pouco influenciada pelos outros fatores envolvidos (absor¢do de agua e nutrientes

pelas plantas).
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Figura 07 — Atividades de AI"™ estimadas em cultura in vitro da var. Gravesac nas
concentragdes de aluminio entre 0,250mM e 1,00mM. UFSC - Fpolis/SC.

A variedade Gravesac in vitro apresentou um alto potencial de alteragdo do pH no
meio de cultura (Anexo II, Figuras 31 a 37). Esta modificagfo reflete significativamente o
nivel de atividade de AI” e os seus efeitos de toxicidade nos tecidos vegetais. Este
comportamento é de origem genética e/ou fisiolégica, podendo determinar caracteristicas de
tolerdncia ou resisténcia ao efeito toxico do ion AI. Para diversos autores, entre eleé
ZHENG et al. (1998b), LARSEN et al. (1998), ISHIKAWA et al. (2000), LI et al. (2000) e
MA (2000), o comportamento de tolerncia ao aluminio esté relacionado com a liberagdo de
acidos orgédnicos. Para outros autores, a tolerincia se manifesta através de mecanismos
miltiplos com a exsudagio de fosfato ¢ 4cidos orgénicos, simultaneamente (PELLET et al.,
1996). No caso especifico da variedade de porta-enxerto de videira Gravesac, a tolerancia
parece estar intimamente relacionada com a elevagdo do pH do meio de cultura, como
também verificado por KOCHIAN et al. (1998) em um mutante de Arabidopsis.

Outra observagdo importante é que o porta-enxerto Gravesac, originario do programa
de melhoramento do Centre de Recherches de Bordeaux (INRA-Franga), foi selecionado para
solos acidos por POUGET & WALTENWALTER (1986). Possivelmente devido ao processo
de sele¢do, esta variedade apresenta a capacidade de elevagiio do pH do meio para o seu
crescimento e desenvolvimento, podendo assim reduzir os efeitos prejudiciais causados pelos
jons H' e AI"”’, uma vez que os baixos valores de pH sdo requisitos necessarios para que o
aluminio possa apresentar efeitos toxicos.

Levando-se em conta o potencial de alteragdo de pH no meio de cultura que a

variedade apresentou, pode-se supor que o pH da solugdo ao nivel do apoplasto pode ter
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atingido niveis mais elevados que aqueles verificados nos frascos, desta forma diminuindo
ainda mais as atividades de Al nas regides radiculares onde ele exerce o seu efeito toxico.
Acredita-se que, caso a videira apresente mecanismos de exclusio do aluminio via exsudagdo
de compostos quelantes, esta condi¢do levaria a verificagdo de atividades inferiores as
apresentadas na Figura 07.

Para as concentra¢des de aluminio entre 1,200 e 1,375mM, as alteragdes de valores pH
(Anexo II, Figuras 36 ¢ 37) apresentaram varia¢cdes pouco expressivas. Pode-se observar,
através das curvas estimadas, conforme a Figura 08, que as atividades de aluminio foram
pouco afetadas, apresentando varia¢do minima para o periodo avaliado.

Verifica-se que este comportamento, de nfio modificagdo do pH do meio de cultura,
demostra a incapacidade das plantas in vitro de alterarem o pH destas solugdes. Estes
resultados poderdo estar relacionados principalmente com as altas concentragdes de aluminio

(1,200 e 1,375mM) no meio de cultura e/ou ao tamponamento mais elevado destas solugdes.
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Figura 08 - Atividades de AI" estimadas em cultura in vitro da var. Gravesac nas
concentragdes de aluminio de 1,200mM e 1,375mM. UFSC - Fpolis/SC.

Provavelmente ao se atingir concentra¢des superiores a 1,000mM, os efeitos deletérios
do aluminio sdo tdo expressivos a ponto de causar uma paralisagdo no metabolismo das
células das raizes impedindo a atuacfio dos seus mecanismos protetores, tais como a
exsudagdo de compostos organicos ¢ inorginicos quelantes, elevagédo do pH e outros.

Com relagdio & variedade Paulsen 1103, foram constatados valores de pH (Anexo II,

Figuras 38 a 44) diferentes dos observados para o Gravesac. Enquanto o Gravesac atua na
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elevagiio do pH das solugdes do meio in vitro, o Paulsen 1103 demonstrou, de maneira geral,
diminui¢do dos valores de pH durante o periodo inicial (0-15°dia). Entretanto, observou-se
certas alteragGes nos valores de pH ap0s a terceira leitura, que permitem uma redugfo das

atividades de aluminio para as concentragdes inferiores a 0,650mM (Figura 09).
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Figura 09 - Atividades de Al estimadas em cultura in vitro da var. Paulsen 1103 nas
concentragdes de aluminio entre 0,250mM ¢ 1,00mM. UFSC - Fpolis/SC.

Outro aspecto importante verificado para a variedade Paulsen 1103 in vitro é que nas
concentragdes de 1,200mM e 1,375mM de aluminio, entre o 20° e o 30° dia, ocorreu elevagdo
dos valores de pH (Anexo II, Figuras 43 ¢ 44), de forma que as redugdes nas atividades
destes tratamentos passaram a ser expressivas (Figura 10). Porém, estes resultados devem ser
observados com cautela, mostrando a necessidade de maiores estudos para verificar se as
alteragdes se devem ao baixo tamponamento dos meios neste nivel de pH (inferior a 4), ou a
um real potencial expressado pela variedade.

E possivel que as redugdes de pH verificadas na variedade Paulsen 1103 estejam
relacionadas com a exsudagdo de A4cidos orginicos (acidos fracos), fato que abre

possibilidades para novas inferéncias ¢ estudos complementares.
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Figura 10 - Atividades de AI"” estimadas em cultura in vitro da var. Paulsen 1103 nas
concentragdes de aluminio entre 0,250mM e 1,00mM. UFSC - Fpolis/SC.

V.3.2. Conclusoes

Os porta-enxertos de videira Gravesac e Paulsen 1103, apresentam mecanismos de
exclusio do aluminio via elevagdo do pH do meio de cultura in vitro.

- A variedade Gravesac apresentou respostas de variagdo de pH mais rapidas que a

variedade Paulsen 1103.
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V.4. Avaliacdao de plantas dos porta-enxertos de videira
Pauisen 1103 e Gravesac introduzidas in vitro em meio

com aluminio
V.4.1. Efeito do aluminio no sistema radicular

As primeiras variaveis avaliadas foram aquelas relacionadas ao sistema radicular.
Quando da introducgdo das plantas nos tratamentos, elas ja apresentavam, tanto a parte aérea
quanto o sistema radicular formados, aspecto pelo qual os diferentes tratamentos ndo
poderiam ter influenciado no nimero de raizes primarias. Quanto ao numero de raizes
secunddrias, a variedade Gravesac se mostrou altamente influenciada pelas diferentes
concentragdes de aluminio.

As Figuras 11 e 12, apresentam os resultados dos efeitos de diferentes tratamentos
sobre o nimero de raizes secunddrias e totais para a variedade Gravesac. Verificou-se que as
menores concentragées de aluminio promoveram uma pequena redugdo do numero de raizes
secunddrias, observado até a concentragdo de 0,425mM. Em concentragbes superiores a
0,425mM de aluminio ocorreu um crescimento no numero de raizes secundérias até atingir o
méaximo proximo da concentragdo de 1,2mM. A partir desta concentragdo verificou-se um
efeito de maior toxicidez nas raizes primdrias, a ponto de impedir até mesmo o crescimento
das ramifica¢cdes. Também foi observado o aparecimento de pontuagdes, com tonalidades
marrons e/ou negras, indicando a tentativa de emissdo de primérdios radiculares, mas devido

o efeito da alta toxicidade no meio ndo apresentou a capacidade de regenerar novas raizes.
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Verifica-se na literatura que a toxicidez por aluminio provoca o aumento do nimero
de raizes secundarias (BRACCINI er al., 1998; DANTAS er al., 2001). Provavelmente o
efeito fitotoxico do aluminio promova a destruicio das células meristematicas da raiz
alterando a produgéo de horménios que controlam o crescimento da parte apical (FOY er al.,
1978), quebrando a dominincia da raiz principal e induzindo a ramificagdo de raizes
secunddrias. BENNET et al. (1986) relataram que o milho tratado com aluminio apresenta
uma maior proliferacdo das raizes laterais € que este mecanismo possivelmente evita a
inibi¢do da absor¢do de nutrientes.

Na variedade Paulsen 1103 nio foram observadas diferengas significativas com
relagdo ao numero de raizes secundarias e totais. Este comportamento, diferentemente do
vc?riﬁcado para a variedade Gravesac, pode demonstrar que o efeito de toxicidez de aluminio €
dependente do genétipo, conforme sugerido por FRAGUAS (1999). No entanto, COMIN et
al. (1999) encontraram redugdes no nimero total de raizes para a variedade Paulsen 1103 de
31,9; 66,9; 73,1 ¢ 65,5% em concentragdes de Al de 200, 400, 600 ¢ 800 uM,
respectivamente, trabalhando em solugio nutritiva. Porém, existem outros sintomas também
relacionados com o sistema radicular, atribuidos ao aluminio, que puderam ser observados no
cultivo in vitro. Ocorreu a inibi¢do do alongamento do eixo principal (Figuras 14, 15, 16, 17
e 18), também verificado por FURLANI (1989) e FRAGUAS (1996), presenga de raizes com
coloragdo marrom, principalmente nas extremidades (Figuras 17 e 18), conforme relatado por
FOY (1984), ¢ BASSO er al. (2000) ¢ também por FRAGUAS (1996) que trabalhou
especificamente com porta-enxertos de videira. Observou-se também raizes laterais curtas e
grossas (Figura 13), além de frageis e quebradigas, com o inicio de emissdo de raizes
proximas ao ponto de crescimento da raiz principal (Figuras 14, 15, 16, 17 ¢ 18), também
descrito por FOY (1984), TAYLOR (1988), FURLANI (1989) ¢ BASSO et al. (2000).
Ocorreu também o aparecimento de um sintoma caracteristico nfo descrito na literatura:
raizes secunddrias com tamanho superior a raiz principal, que apresentava crescimento
paralisado devido a reagdes provocadas pelo aluminio (Figuras 14 ¢ 15).

Quanto ao peso seco radicular, ndo verificou-se relagio com as diferentes

concentragdes de aluminio em ambas as variedades. Resultados estes que estdo de acordo com

FAHL et al. (1982) e SOUZA et al. (2000).

47



e ]
Figura 13 - Sintomas de toxicidez de aluminio no sistema radicular de porta-enxerto de videira
Paulsen 1103 in vitro. Grande numero de raizes laterais curtas e grossas (atrofiadas)

com coloragdo escura. Concentragdo de Al = 0,425mM. UFSC - Fpolis/SC.

Figura 14 - Sintomas de morte do meristema apical com emissdo de uma nova raiz préxima ao
apice radicular em porta-enxerto de videira Paulsen 1103 in vitro. Evidenciado em
(A) a nova raiz que apresenta tamanho semelhante a original. Em (B) mudanga
tipica de coloragdo da nova raiz. Concentragdo de Al=0,425mM. UFSC - Fpolis/SC.
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Figura 15 - Sintomas de morte do meristema apical com emissdo de uma nova raiz em porta-
enxertos de videira Paulsen 1103 in vitro (A). Em (B) a emissdo de uma raiz
secundaria de maior didmetro que a raiz principal, e sinais de lesdes no sistema
radicular. Concentragdo de Al =1,00mM. UFSC - Fpolis/SC.
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Figura 16 - Sintomas de morte do meristema apical com emissdo de uma nova raiz muito
proxima ao apice radicular em porta-enxertos de videira Paulsen 1103 in vitro (A).
Em (B) e (C) detalhes da formag#io de novas raizes. Concentragéo de Al=1,00mM.
UFSC - Fpolis/SC.

Figura 17- Sintomas causados pela toxicidez por aluminio em porta-enxertos de videira Paulsen
1103 in vitro. (A) paralisagdo do crescimento apical radicular; as concentragdes de
aluminio sdo respectivamente de 0,425 mM, 0,650 mM, e 1,375 mM. (B) raizes
anormais e de coloragdo escura (Al = 1,2 mM). UFSC - Fpolis/SC.
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Figura 18 - Sintomas causados pela toxicidez por aluminio em porta-enxertos de videira
Gravesac in vitro. (A) paralisagdo do crescimento apical radicular (Al = 0,250
mM). (B) raizes anormais e de coloragdo escura (Al = 0,425 mM). (C) detalhes de
raizes com crescimento apical paralisado no meio de cultura (Al = 0,425 mM).

UFSC - Fpolis/SC.

50



V.4.2. Efeito do aluminio no crescimento do caule

No caule crescido in vifro buscou-se avaliar a varidvel peso seco, que expressa o
crescimento e a biomassa do caule da planta in vitro.
Através das Figuras 19 e 20 observa-se que as plantas submetidas ao estresse de
aluminio in vitro apresentam um comportamento de aciimulo de biomassa no caule em dois
‘perl’odos bem caracteristicos: um estimulo ao actumulo de biomassa no caule até as
concentragdes de aluminio proximas de 0,650mM e uma redugio do peso seco em
concentragdes superiores. Os resultados demonstram claramente para ambas as variedades,
que as concentra¢des de aluminio superiores a 0,650mM sio prejudiciais ao desenvolvimento

do caule in vitro, provocando redug@o da biomassa do caule.
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Figura 19 — Relacdo do peso seco do caule Figura 20 — Relacdo do peso seco do caule
(mg) em fungfio das concentragdes de Al (mg) em fung¢do das concentragbes de Al
(mM) na var. Gravesac in vitro. UFSC - (mM) na var. Paulsen 1103 in vitro. UFSC -
Fpolis/SC. Fpolis/SC.

A redugido de biomassa (peso seco) em plantas submetidas ao estresse de aluminio foi
relatada por diversos autores, entre eles: FAHL er al. (1982), MAGALHAES (1987),
PINTRO et al. (1995), COMIN et al. (1999), FRAGUAS (1999) ¢ DANTAS et al. (2001),
que verificaram que a agdo do aluminio pode inibir o desenvolvimento radicular. Como existe
uma correlagdo estreita entre o desenvolvimento do sistema radicular e a parte aérea das
plantas, solu¢bes com teores altos de aluminio promovem a inibi¢do do desenvolvimento da
folha/caule (CAMARGO & FURLANI, 1989). Entretanto, MAGALHAES (1987),
trabalhando com porta-enxertos de Citrus verificou que o aumento nas concentragdes de
aluminio, até um certo limite, promovia ganhos de peso seco tanto na parte aérea quanto no

sistema radicular.



Como sintomas visuais da toxicidez por aluminio no caule, a variedade Paulsen 1103
apresentou morte das pontas de crescimento (verificado a partir da segunda semana de
tratamento). Este sintoma ¢ normalmente relacionado & deficiéncia de calcio provocado pelo
aluminio (FOY, 1984). Tais observagdes estdo de acordo com FRAGUAS (1999), que relatou

grandes redugdes nos teores de calcio da variedade Paulsen 1103, submetida ao estresse de

aluminio.

V.4.3. Efeito do aluminio no crescimento das folhas

Nas folhas crescidas in vitro avaliou-se os pardmetros de crescimento relacionados
com a drea foliar e a produgdo de biomassa (peso seco).

Os resultados relacionados ao desenvolvimento foliar in vitro para os porta-enxertos
Gravesac e Paulsen 1103 sdo apresentados nas Figuras 21 e 22,

Observa-se que a variedade Gravesac (Figura 21) apresentou uma regressio
quadratica, onde aumentos nas concentragdes de aluminio até 0,650mM promovem um
incremento da 4rea foliar, e concentragdes superiores a 0,650mM restringem
progressivamente o crescimento das folhas. A variedade Paulsen 1103 (Figura 22),
apresentou redugdo da érea foliar nas concentragbes de aluminio a partir de 0,250mM. Em
concentragdes superiores a esta, 0 aluminio passa a exercer um efeito fitotéxico reduzindo o

crescimento da area foliar até a concentragdo de 1,0mM, estabilizando em concentragdes mais

elevadas.
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Figura 21 — Relagdo da Area Foliar (cmz), Figura 22 — Relagdo da Area Foliar (cm?),
em fun¢do das concentragdes de Al (mM) em fungdo das concentrages de Al (mM)
para a var. Gravesac in vitro. UFSC - para a var. Paulsen 1103 in virro. UFSC -

Fpolis/SC. Fpolis/SC.

Para as duas variedades avaliadas verificou-se um (forte) efeito de redugdo da area

foliar in vitro. DANTAS et al. (2001) encontraram respostas diferenciadas quanto ao mimero
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de folhas em porta-enxertos de macieira nos tratamentos com aluminio. SANTOS er al.
(1999), verificaram redugdes na area foliar especifica, de porta-enxertos de Citrus, com o
aumento das concentragdes de aluminio. Estes resultados sdo diferentes dos obtidos por
SOUZA et al. (2000), que nio encontraram diferencas na area foliar de variedades de milho
cultivados em diferentes saturagdes de aluminio. No entanto, pode-se ressaltar que estes
ensaios foram realizados no solo, de forma que as diferentes saturagbes de aluminio
propostas, ndo necessariamente levaram a obten¢do de maiores atividades de aluminio. E no
caso afirmativo, este fendmeno pode ndo ter apresentado a magnitude necessaria para permitir
a avaliagdo entre as diferentes variedades.

De modo geral, foi constatado que as folhas jovens apresentaram redugfio significativa
de crescimento, sintoma relacionado com a deficiéncia de fosforo (FURLANI, 1989).
Também verificou-se o enrolamento das folhas, um sintoma tipico de toxicidez por aluminio
que normaimente estd envolvido com a deficiéncia de célcio (FOY, 1984). Para porta-
enxertos de videira, a absor¢do de nutrientes em presen¢a de aluminio apresenta respostas
variadas; no entanto, as maiores redugées observadas se referem ao teor de cdlcio nas folhas
(FRAGUAS, 1999). Diversos pesquisadores sugerem que as células das raizes e protoplastos
respondem, na presenga do aluminio, com mudangas fisiolégicas necessérias para restabelecer
a homeostase interna, mecanismos possiveis apenas em altas concentragdes de Ca™ e K*
(LINDBERG & STRID, 1997). E, que o aluminio bloqueia os transportadores de Ca*?
presentes na membrana plasmatica, podendo ser uma das principais atividades fitotoxicas
exercidas pelo aluminio (JONES et al., 1998).

Os resultados relacionados ao peso seco das folhas das variedades Gravesac e Paulsen
1103 crescida in vitro sdo apresentados nas Figuras 23 e 24.

Foram identificados comportamentos distintos entre as variedades. De maneira geral,
as médias do peso seco das folhas para a variedade Gravesac (Figura 23) nio apresentaram
correlagbes negativas com as concentragdes de aluminio, demonstrando um certo efeito
positivo na produg@o de biomassa seca nas concentragSes de aluminio entre 0.650mM e
1.0mM, com decréscimo em concentragdes superiores.

Na variedade Paulsen 1103 (Figura 24), observou-se que na concentragdo de aluminio
de 0,250mM ocorreu um pequeno acréscimo de biomassa nas folhas, porém nas
concentragdes superiores a esta, verificou-se reducdo dos pesos secos das folhas até atingir
valores minimos de crescimento foliar nas concentragdes superiores a 1,0mM de aluminio.

Observou-se, através das curvas de regressdo, que o efeito do aluminio no crescimento

foliar (redugdo do peso) foi muito pronunciado em ambas as variedades. Mostrando fortes
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redugdes nas variedades Gravesac e Paulsen 1103 a partir da concentragdes de 0.650mM e

0.425mM, respectivamente.
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Figura 23 — Relacdo do peso seco das folhas Figura 24 — Relacdo do peso seco das folhas
(mg) em fungdo das concentragdes de Al (mg) em fungdo das concentragdes de Al
(mM) na var. Gravesac in vitro. UFSC - (mM) na var. Paulsen 1103 in virro. UFSC -

Fpolis/SC. Fpolis/SC.

Para MOUSTAKAS et al. (1996), o aluminio induz redugdes na fotossintese,
mecanismo que estd em parte associado com o fechamento dos estdmatos, como também a
um menor transporte de elétrons no fotossitema II, fendmenos que provavelmente sdo
resultantes de prejuizos causados pelo aluminio, que afetam o metabolismo de carbono € a
regulacdo dos estdmatos. LIDON er al. (2000) observaram que a translocagdo de fésforo e
calcio no milho, em concentragdes de aluminio superiores a 0,33mM, decresceu. Desta
maneira, pode-se associar que plantas com restricdes a fotossintese, deficiéncia de fosforo e
calcio, apresentam reducdo da biomassa radicular, bem como da brotagdo (folhas e caule),
conforme observado por SUZUKI et al. (1999) e LIDON e al. (2000).

V.4.4. Efeito do aluminio sobre as variaveis compostas

Apos realizadas as analises das partes das plantas (raizes, caules e folhas), a fim de
conhecer o comportamento de cada uma delas individualmente, fez-se necessério, para melhor
compreensio dos resultados obtidos, avaliar o comportamento das interagGes destas partes

como um todo, em condi¢des de estresse por aluminio.
Seguindo metodologias propostas por FAHL et al. (1982), BAVARESCO et al.
(1993), COMIN et al. (1999), FRAGUAS (1999), DANTAS et al. (2001), foram realizadas
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avaliagdes sobre parametros da parte aérea (caule + folhas) e total (caule +folha +raizes) bem
como a sua relacéo.

Através dos resultados apresentados nas Figuras 25 e 26, pode-se observar o
comportamento do peso seco da parte aérea em fungdo das diferentes concentragdes de
aluminio. Para a variedade Gravesac (Figura 25), observa-se que as baixas concentra¢des de
aluminio nio exercem nenhum efeito sobre o peso seco para a parte aérea. A partir da
concentragdo de 0,425mM de aluminio, ocorre um incremento de biomassa aérea até as
concentragdes proximas de 0,650mM. A partir desta concentragéo verifica-se uma inibigdo do
crescimento das plantas, de forma que nas concentragdes superiores (1,2mM e 1,375mM) de
aluminio o crescimento torna-se limitado.

Para a variedade Paulsen 1103 (Figura 26), observou-se uma maior sensibilidade ao
aluminio. Verificou-se na concentragéo 0,250mM de aluminio um estimulo ao acamulo de

biomassa na parte aérea. Entretanto, a partir desta concentragdo verifica-se uma queda

acentuada no peso seco da parte acrea.
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Figura 25 — Rela¢do do peso seco da parte Figura 26 — Relagdo do peso seco da parte
aérea (caule + folhas), em fungdo das aérea (caule + folhas), em fungdo das
concentragdes de Al (mM) na var. Gravesac concentragdes de Al (mM) na var. Paulsen
in vitro. UFSC - Fpolis/SC. 1103 in vitro. UFSC - Fpolis/SC.

Os efeitos do aluminio relacionados ao aciumulo de biomassa da parte aérea das
plantas tém sido estudados por vérios autores (FAHL et al., 1982; COMIN et al., 1999,
FRAGUAS, 1999; DANTAS et al., 2001). COMIN et al. (1999), trabalhando com as
variedades de videiras Paulsen 1103 e Gravesac, em solu¢do nutritiva, verificaram redugio do
peso seco da parte aérea, correlacionado com acréscimo nas concentragdes de aluminio.
Entretanto, FRAGUAS (1999), avaliando diferentes variedades de porta-enxertos de videira e,
DANTAS et al. (2001) com porta-enxertos de macieira, verificaram que existe variabilidade

entre gendtipos com relagdo a estresse de aluminio. Estes autores encontraram variedades que
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responderam tanto positivamente quanto negativamente no acimulo de biomassa da parte
aérea, em resposta as concentragdes de aluminio.

Quanto as divergéncias de respostas verificadas por FAHL er al. (1982), FRAGUAS
(1999) e DANTAS et al. (2001), podem ser atribuidas aos varios fatores que estdo
envolvidos, como questdes de tolerdncia de genotipos, metodologias e processos de avaliagéo,
concentragdes e/ou atividades de aluminio, além de outros.

Levando em consideragio as avaliagdes de pH realizadas e as corre¢des das atividades
de AI"®, observadas no item V.3.1 (Figuras 07, 08, 09 ¢ 10), estes dados foram interpolados
com os pardmetros morfo-fisiologicos para avaliar o crescimento da videira in vitro e suas
interacdes com 0s mecanismos de tolerancia.

Com os resultados de peso seco da parte area e suas respectivas corre¢les de

atividades de A" obteve-se os resultados apresentados nas Figuras 27 ¢ 28.
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Os resultados (Figuras 27 ¢ 28) permitiram verificar que as respostas de peso seco
aéreo, em fungdo da atividade de Al apresentam diferencas significativas entre as duas
variedades. A variedade Gravesac (Figura 27) apresentou peso seco aéreo e atividades de
AI"™ muito préximos naqueles tratamentos com concentragio de aluminio entre 0,250mM e
1,000mM. As concentragdes de aluminio superiores se mostraram bem limitantes para o
crescimento das plantas, mostrando que nestas concentragdes as respostas das plantas em
termos de crescimento passam a ser minimas.

A variedade Paulsen 1103 (Figura 28), por sua vez, apresentou proximidade nas
observagdes de peso seco aéreo naqueles tratamentos com concentra¢do de aluminio entre
0.250mM e 0,650mM. A resposta do tratamento com 1,000mM de aluminio estd mais
proxima das verificadas nas concentragdes de 1,200mM e 1,375mM que nio apresentaram
desenvolvimento das plantas. As testemunhas nio fizeram parte das analises de peso seco
aéreo e atividades de Al" porque as suas respostas foram diferentes das observadas nos
tratamentos com Al™. Supbem-se que o aluminio no meio cultura induz mecanismos
bioquimicos e fisiolégicos na planta, que melhoram as condigdes de crescimento
neutralizando a toxicidez por H' e Al

ALVA et al. (1886) trabalhando com varias culturas, tais como alfafa, girassol, soja e
trevo, realizaram corregio das atividades das espécies monoméricas de A(OH)"? ¢ A(OH)"
pelo pH, determinando correlagdes positivas com o crescimento das raizes.

Como analises finais, buscou-se comparar a distribui¢do do carbono (parti¢do de
biomassa) entre o sistema radicular e a planta como um todo. Os resultados para a variedade
Gravesac estdo apresentados nas Figura 29. Verificou-se que existe uma grande estabilidade
entre a relagdo do peso seco radicular e o peso seco total (PSR/PST), até a concentragdo de
aluminio de 0,650. Para concentragdes superiores esta relagio se altera, apresentando valores
maiores.
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A variedade Paulsen 1103 (Figura 30), por sua vez, apesar de ndo ter apresentado
regressdo significativa para esta varidvel, apresentou um padrdo de elevagdo da relagéo bem
definido, com acréscimos praticamente constantes a medida que aumenta a concentragéo de
aluminio. Elevacg3o esta que se faz notar desde a primeira concentragio de aluminio utilizada.

Os valores apresentados pelas testemunhas, da relagdo (PSR/PST), dentro dos
tratamentos testados, provavelmente representam o valor mais préximo daqueles verificados
em condi¢des de crescimento adequadas. Tomando isto como premissa, os valores da relagédo
(PSR/PST), que se afastam daqueles verificados na testemunha, provavelmente estdo
relacionados com os efeitos fitotoxicos do aluminio sobre as plantas.

Assim, o Gravesac, que apresentou relagdo (PSR/PST) constante até a concentragio de

0,650mM de aluminio, parece ter um crescimento adaptado as condi¢des de acidez e toxicidez

de AI".
V.4.5. Conclusoes

- As avaliagbes morfo-fisiologicas demostraram comportamentos distintos entre as
variedades (Gravesac e Pauisen 1103), com relagdo as concentra¢es de aluminio.
- Ocorreu correlagdo negativa entre atividades de Al" e produgio de biomassa.

- A parti¢do de carbono entre as variedades foi alterada pelas diferentes concentragdes de

aluminio.
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VIil - Conslderacgdes Finais

A videira (Vitis spp) demonstrou excelente comportamento para avaliagdes in vitro. As
variedades de porta-enxerto Gravesac e Paulsen 1103 foram micropropagadas e apresentaram
crescimentos diferenciados, confirmando que a variabilidade genética é expressada in vitro e
deve ser considerada nos trabalhos de fisiologia, bioquimica e melhoramento da videira.

Na propaga¢do in vitro, as duas variedades estudadas apresentaram crescimento
adequado, desenvolvimento normal dos estdmatos e uma eficiente fase de aclimatizagdo, onde
foram observadas taxas de 90-98% de sobrevivéncia das plantas.

A nova metodologia de propagagdo in vitro em meio liquido produziu plantas com
crescimento e desenvolvimento normais, demostrando ser um método viavel e confiavel.
Apresenta como vantagens maior facilidade no processo de elaboragdo dos meios de cultura e
menores custos por dispensar a utilizagdo de agar-agar (cerca de 50% do meio de cultura).
Pode, entdo, ser normalmente utilizada em substitui¢do as técnicas até agora empregadas,
tanto para a propaga¢do quanto para a avaliagdo de videiras in vitro.

A metodologia proposta para avaliagdo dos efeitos fitotoxicos do aluminio, em
explantes introduzidos diretamente nos tratamentos (concentragdes de aluminio), indicou
diferencas entre as variedades, com maior suscetibilidade da variedade Pauisen 1103. No
entanto, o uso de explantes introduzidos diretamente no meio com baixo pH e concentragdes
de aluminio, apresentou uma alta variabilidade de respostas, provavelmente devido a
inexisténcia de sistema radicular, toxicidez de H e diferencas entre os explantes.

Com as informagdes e conhecimentos acumulados, foram propostas modificagdes na
metodologia inicial, substituindo os explantes por plantas com 30 dias de cultura in vitro,
previamente selecionadas pelo tamanho, com avaliagdes periédicas do pH dos meios de
cultura, afim de verificar o comportamento das variedades em condigdes de estresse por
aluminio.

Buscando verificar diferengas entre os dois porta-enxertos ao estresse por aluminio,
foram realizadas as correcdes das atividades de Al'”>, em funcdo dos valores de pH
observados. As variedades Gravesac e Paulsen 1103 apresentaram mecanismos de exclusdo
do aluminio, via elevagdo do pH dos meios de cultura in vitro. No entanto, a variedade
Gravesac apresentou respostas mais rapidas e acentuadas, apresentando mecanismos capazes

de elevar os valores de pH dos meios mais precocemente. Além disto, o Gravesac apresentou
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elevagdo do pH com concomitante a redugdo das atividades de Al*?, indicando que apresenta
mecanismos de tolerdncia e/ou adaptagdo a solos com baixos valores de pH, podendo assim,
suportar melhor o estresse do aluminio no meio.

Como os mecanismos de tolerdncia ao aluminio apresentados pelas duas variedades
tém correlagdio com o potencial de elevagdo do pH rizosférico (toxicidez H'), o melhor
desempenho do Gravesac provavelmente estd relacionado com o seu processo de sele¢do para
solos 4cidos, que lhe permitiu apresentar mecanismos com respostas rapidas para toxicidez
por H', de maior magnitude; mecanismos estes que também propiciam melhores condigdo de
crescimento em ambientes com elevadas atividades de AlI".

Com base nos sintomas visuais da fitotoxidez por aluminio observados nas plantas in
vitro, verificou-se a eficiéncia do sistema utilizado em reproduzir situagdes de estresse por
aluminio. Verificou-se também sintomas ainda nfo descritos na literatura, como o
crescimento de raizes proximas ao apice da raiz principal, com proporg¢des superiores a da raiz
que lhe deu origem.

Quanto as avaliagdes morfo-fisiologicas, as variedades de porta-enxertos de videira
apresentaram comportamentos bem caracteristicos e distintos para uma mesma varidvel
analisada. Demonstrando que as respostas sdo varietais (genotipicas) com relagdo as
concentragées de aluminio.

A avaliagdo de pH no meio de cultura permitiu demonstrar alta correlagéo entre as
atividades de Al*® nos tratamentos com as produgdes de biomassa (peso seco) observadas.

Verificou-se entre o Gravesac e¢ Paulsen 1103 comportamentos distintos para as
diferentes varidveis estudadas. Observa-se que o melhor desempenho deve ser efetuado
simultaneamente sobre varias caracteristicas, sendo adotado aquele que apresentar
superioridade no maior numero de varidveis significativas.

Desta forma, acredita-se através da metodologia de avaliagéo in vitro, que o Gravesac
demonstrou ser um porta-enxerto promissor quando submetido as condi¢fes estressantes de
baixo pH e atividades de aluminio, considerando principalmente os seguintes aspectos:

a) Maior capacidade de elevar o pH dos meios com respectiva reducdo das atividades
de aluminio.

b) Prejuizos menos acentuados sobre os pardmetros morfo-fisiologicos de
desenvolvimento, quando submetido ao aluminio.

c¢) Menores alteragdes apresentadas na relagio entre a biomassa acumulada.

Com relacdo a experimentos futuros, sugere-se :
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A verificagdo do envolvimento do metabolismo de acidos orgdnicos em videira in
vitro com a tolerdncia ao aluminio. Tanto no nivel de solugdo, com a determinagdo das
concentra¢des destes dcidos no meio de cultura, quanto no nivel enzimatico, com a
determinagdo das quantidades e atividades das enzimas envolvidas.

O desenvolvimento de metodologias que permitam, in vitro, manter o potencial
fitotoxico do aluminio ao longo de todo o periodo experimental, o que talvez permitiria a
obtengdo de resulfados mais precoces.

A utilizagdo de novos genétipos, bem como de outros meios de cultura de menor
concentragdo de sais, visando verificar o efeito do aluminio no comportamento das
variedades, e a magnitude do efeito protetor causado pelo Ca, K e P.

Aperfeicoamento de técnicas que permitam selecionar plantas homogéneas

micropropagadas in vitro em meio liquido.
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VIl - ANEXOS

Anexo I: Composigio do meio de cultura DSD1 (mg/L).

MACROELEMENTOS DSD1 (mg) QUANTIDADE
NH4NO3 100 100,0 mI/L
KNO; 1000 .
MgS0,.7H,0 180 (SOLUCAO A)
KH,PO4 100
Ca(NO;).4H,0 500
MICROELEMENTOS
MnSO4.4H0 1,2 10,0 ml/L
H;BO; 1
7ZnS04.7H,0 1 (SOLUCAO B)
FeS0O4.7H,0 27,5 10,0 mi/L
Na; EDTA 37,5
(SOLUCAO C)
CuS0,.5H,0 0,025 1,0 ml/LL
CoCl,.6H,O 0,025 _
(SOLUCAO D)
VITAMINAS
Pyridoxina 1 1,0 ml/L
Thiamina 1
Acido nicotinico 1
Mio-inositol 10
SACAROSE 20 g/L. 20 g/L
AGAR-AGAR 7¢g/L 55¢g/1
pH 6,4
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Anexo I

Curvas de valores de pH do meio de cultura in vitro das variedades Gravesac e
Paulsen 1103. UFSC - Fpolis/SC. :
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Figura 31 - Varia¢do do pH em fungfo dos
dias, para a variedade Gravesac. Tratamento

Figura 32 - Variagcdo do pH em fungdo dos
Al = 0 (testemunha). UFSC - Fpolis/SC.

dias, para a variedade Gravesac. Tratamento
Al= 0,250 mM. UFSC - Fpolis/SC.
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Figura 33 - Varia¢do do pH em fungfo dos Figura 34 - Variacdo do pH em fungdo dos
dias, para a variedade Gravesac. Tratamento dias, para a variedade Gravesac. Tratamento
Al= 0,425 mM. UFSC - Fpolis/SC. Al= 0,650 mM. UFSC - Fpolis/SC.
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Figura 35 - Varia¢do do pH em fungio dos Figura 36 - Variagiio do pH em fungdo dos
dias, para a variedade Gravesac. Tratamento dias, para a variedade Gravesac. Tratamento
Al = 1,0 mM. UFSC - Fpolis/SC. Al = 1,2 mM. UFSC - Fpolis/SC.
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Figura 37 - Variagdo do pH em funcdo dos

dias, para a variedade Gravesac. Tratamento

Al=1,375 mM. UFSC - Fpolis/SC.
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Figura 38 - Variagdo do pH em fungdo dos Figura 39 - Variagdo do pH em fungfo dos
para a variedade Paulsen 1103. dias, para a variedade Paulsen 1103.

dias,
Tratamento Al = 0 (testemunha). UFSC - Tratamento Al = 0,250 mM. UFSC -
Fpolis/SC. Fpolis/SC.
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Figura 40 - Variagio do pH em fungdo dos Figura 41 - Variagiio do pH em fungfio dos
dias, para a variedade Paulsen 1103. dias, para a variedade Paulsen 1103,
Tratamento Al = 0,425 mM. UFSC - Tratamento Al = 0,650 mM. UFSC -

Fpolis/SC. Fpolis/SC.

y= 3E-05¢ - 0.0001%* - 0.0294x + 40319

y=5E05¢ - 0.0014<" - 0.0045% +40143
T 4.1 N x 41
s, a8 R¥=0913 = 02 R =09726
[ * 3! 39 & 3.893
- =
g 39 ; 384 @ . 1 383
'_5 18 E 37 ‘ :
Sard . ' . : ; . =354 p——r . '
0 5 10 15 20 25 30 a 5 10 15 20 75 30
Dias Dias

Figura 42 - Variagdo do pH em fungfio dos Figura 43 - Variagio do pH em fungéo dos
dias, para a variedade Paulsen 1103. dias, para a variedade Paulsen 1103.
Tratamento Al = 1,0mM. UFSC - Fpolis/SC. Tratamento Al = 1,2mM. UFSC - Fpolis/SC.
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dias, para a variedade Paulsen 1103,
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