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RESUMO. Objetivou-se no presente trabalho testar diferentes concentragdes de fosfato de
sédio (NaH,PO,.H,O) e cloreto de potissio (KCl) do meio White e adicionadas ao meio
Knudson, na multiplicacio in vitro de videira e amoreira-preta. O meio foi constituido de sais do
Knudson, acrescido de 25 g L' de sacarose e 6 g L' de 4gar, e o pH ajustado para 5,8 antes da
autoclavagem a 121°C e 1 atm por 20 minutos. Os tratamentos consistiram de concentragdes de
NaH,PO,.H,O (0, 125, 250, 500 € 1.000 mg L") e de KCI (0, 125, 250, 500 ¢ 1.000 mg L"), em
todas as combinagdes possiveis ¢ do porta-enxerto de videira R110° e da amoreira-preta cv.
Cherokee. Segmentos nodais, oriundos de plantulas preestabelecidas in vitro foram excisados e
introduzidos em tubos de ensaio contendo 15 mL do meio de cultura. Posteriormente, os tubos
de ensaio foram transferidos para sala de crescimento a 25 + 2°C, irradiincia de 32 pmol m2s™ e
fotoperiodo de 16 horas didrias. O delineamento experimental foi inteiramente casualisado,
utilizando-se 4 repetigdes com 12 plantulas cada. O experimento foi avaliado apds 60 dias de
cultivo in vitro ¢ 0 maior comprimento da parte aérea e peso fresco de calos foram verificados em
meio Knudson, na auséncia de cloreto de potissio. A adigio de cloreto de potissio a0 meio
Knudson nio influenciou no aumento do comprimento da parte aérea das duas frutiferas e na
massa fresca de calos do porta-enxerto de videira ‘R110°. Nio é necessdrio adicionar fosfato de
s6dio ao meio para se obter maior massa fresca da parte aérea das frutiferas.

Palavras-chave: meio Knudson, cloreto de potissio, fosfato de sédio.

ABSTRACT. Sodium phosphate and potassium chloride concentrations:
micropropagation of grapevine and blackberry. This work aimed to test different
concentrations of sodium phosphate (NaH,PO,.H,O) and potassium chloride (KClI) taken from
the White medium and added to the Knudson culture medium, in the in vitro multiplication of
grapevine rootstocks and blackberry. The culture medium was constituted of Knudson salts,
added of 25 g L' of sucrose and 6 g L' of agar, and the adjusted pH to 5.8 before the sterilization
at 121°C and 1 atm for 20 minutes. The treatments consisted of concentrations of
NaH,PO,.H,0(0, 125, 250, 500 and 1000 mg L) and of KCI (0, 125, 250, 500 and 1000 mg L),
in all possible combinations, and of grapevine rootstocks ‘R110” and blackberry cv. Cherokee.
Nodal segments originated from in vitro pre-established plants were excised and introduced in
test tubes containing 15 mL of culture medium. Subsequently, the tubes were transferred into a
growth room at 25 + 2°C, irradiance of 32 mol m™ s and photoperiod of 16 hours. The
experiment design was completely randomized, with 4 repetitions and 12 plants each. The
experiment was evaluated after 60 days of in vitro cultivation. The largest length of the aerial part
and fresh weight of the callus were verified in the Knudson culture medium, in the absence of
potassium chloride. The addition of potassium chloride in the Knudson culture medium did not
influence length increase of the aerial part in both fruit trees; neither did it influence the increase
of fresh mass of callus of grapevine rootstocks ‘R110’. It is not necessary to add sodium
phosphate to Knudson in order to obtain larger fresh mass in the aerial part of both fruit trees.

Key words: Knudson culture medium, potassium chloride, sodium phosphate.

Introdugio

A fruticultura de clima temperado apresenta
grande importincia no contexto da produgio
mundial de frutas. Algumas das frutas produzidas
em maior volume em todo o mundo, tais como a

macieira e a videira, sio de espécies pertencentes a
esta classe (Chalfun et al., 1998).

No Brasil, a amoreira-preta vem sendo cultivada
por pequenos produtores do Rio Grande do Sul
(principal produtor brasileiro), Santa Catarina ¢
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Parand, objetivando a exportagio dos frutos
(Antunes, 1999). O sul de Minas Gerais tem
apresentado elevado potencial para esta fruta,
destacando-se o municipio de Caldas.

A sua propagagio se faz por meio de estacas de
raizes, ou ainda por brotos (rebentos), originados de
plantas cultivadas e estacas herbiceas. Além destes,
com a micropropagagio, é possivel obter plantas
livres de virus, geneticamente uniformes e em curto
espago de tempo, como uma alternativa vidvel.

A videira é uma espécie frutifera propagada
vegetativamente. A utilizagdio da micropropagagio
apresenta vantagens em relagio a métodos
tradicionais de propagagio vegetativa, dentre os quais
se destacam a rapidez do processo e a possibilidade
de obten¢io e manutencio de plantas matrizes livres
de virus (Peixoto e Pasqual, 1996).

Devido i grande variabilidade genética, 3 maior
dificuldade de crescimento e i diferenciagio in vitro,
a micropropagagio de espécies lenhosas requer
estudos mais especificos e desenvolvimento de
metodologias que atendam as exigéncias do explante.
Os meios nutritivos utilizados na micropropagagio
fornecem substincias essenciais para o crescimento
dos tecidos e controlam, em grande parte, o padrio
de desenvolvimento in vitro (Caldas et al., 1998).

Embora o meio MS (Murashige e Skoog, 1962)
tenha favorecido o crescimento e desenvolvimento
de virias espécies, a utilizagio de composi¢gbes mais
diluidas, como o meio Knudson (Knudson, 1946),
para algumas espécies lenhosas, tem fornecido
melhores resultados (Grattapaglia ¢ Machado, 1998).

Existe grande variedade de meios para
micropropagacio. Entretanto, a maioria das
descrigdes de meios de cultura alternativos nio
demonstram de maneira comparativa se 0 novo meio
¢ ou nio melhor do qual foi originado. O meio de
cultura deve ser selecionado em fungio da espécie e
tipo de cultivo ou do estddio cultural que estd sendo
efetivado (Pasqual, 2001).

Virias modificacdes na composigio de meios de
cultura foram propostas na tentativa de otimizar o
crescimento in vitro. Essas modificagdes visam
principalmente 2 redugio ou incremento de alguns
componentes que podem promover melhor
crescimento em tecidos de plantas (Hoffmann et al.,
1998).

O potissio entra como fon acompanhante do
nitrato, fosfato ou, em alguns casos, do cloreto. O
fon exerce suas fungdes metabdlicas e bioquimicas
na planta como fon livre, sem incorporagio em
compostos orginicos (Caldas et al., 1998). Ji o
fosforo, nos meios de cultura, é fornecido como
fosfato de sédio soldvel ou fosfato de potdssio mono

Villa et al.

e di-hidrogenado. Altas concentragbes de fosfato
dissolvido no meio podem diminuir o crescimento
do explante, possivelmente porque o cilcio ¢ alguns
microelementos sio precipitados da solugio ou sua
absor¢io é reduzida (Pasqual, 2001).

O fosfato de sédio (NaH,PO,H,0O) ¢é um
componente do meio White (1943) e B5 (Gamborg
et al., 1968). O cloreto de potissio (KCl) ¢
encontrado somente no meio White. O meio MS
possui baixas concentragdes de sédio e de cloro.
Contudo, estudos com a micropropagagio de
orquideas demostraram a necessidade de se adicionar
a0 meio de cultura concentragdes maiores desses
sais. Em estudos com orquideas Phalaenopsis nebula,
verificou-se regeneragio de plantas por meio de
cultura de calos, em meio MS, com a adigio de 170
mg L' de fosfato de sédio (Chen et al., 2000).

O objetivo deste trabalho foi avaliar a influéncia
de uma modificacio do meio Knudson, testando
diferentes concentragdes de fosfato de sddio e de
cloreto de potissio no crescimento in vitro de duas
frutiferas de clima temperado.

Material e métodos

Segmentos nodais do porta-enxerto de videira (Vitis
spp.) ‘R110° e de plantulas de amoreira-preta (Rubus
sp.) cv. Cherokee, com cerca de 2,5 cm de
comprimento, oriundos de plintulas preestabelecidas
in vitro, foram excisados e inoculados em tubos de
ensaio contendo 15 mL do meio de cultura. Os
tratamentos consistiram de diferentes concentragoes de
NaH,PO,.H,O (0, 125, 250, 500 ¢ 1000 mg L") e KCl
(0, 125, 250, 500 e 1000 mg L"), originadas do meio
White e adicionadas a0 meio de cultura Knudson.

O meio foi acrescido de 25 g L de sacarose e
solidificado com 6 g L™ de 4gar € o pH ajustado para
5,8, antes da autoclavagem a 121°C e 1 atm por 20
minutos. Posteriormente 3 inocula¢io, os explantes
foram transteridos para sala de crescimento a 25 + 2°C,
irradiancia de 32 pmol m™ s™' e fotoperiodo de 16 horas
didrias, permanecendo nestas condi¢oes por 60 dias. O
delineamento experimental utilizado foi o inteiramente
casualisado, em esquema fatorial (5 x 5), utilizando-se
de quatro repeti¢bes com 12 brotagdes cada.

Foi avaliado o nimero de folhas, ntimero de brotos
e de rafzes por planta, comprimento da parte aérea,
peso da matéria fresca da parte aérea, peso fresco de
calos e peso da matéria seca da parte aérea do porta-
enxerto de videira ‘R110° e o ntimero de folhas,
ntmero de brotos por planta, comprimento da parte
aérea, peso da matéria fresca da parte aérea e peso fresco
de calos de amoreira-preta cv. Cherokee. Os dados
foram analisados pelo software Sisvar (Ferreira, 2000),
utilizando regressio polinomial para os sais.
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Resultados e discussao

Neste estudo, observou-se para as varidveis
estudadas, interagio = significativa  entre  as
concentragdes de sais para ntmero de folhas e
ntmero de brotos e peso fresco da parte aérea das
duas frutiferas e para peso seco da parte aérea do
porta-enxerto de videira e para comprimento da
parte aérea ¢ peso fresco de calos de plintulas de
amoreira-preta. Para ndmero de raizes do porta-
enxerto de videira, nio foi verificada interagio
significativa.

Houve um decréscimo do nimero de folhas do
porta-enxerto de videira em relagio ao aumento das
concentragdes do fosfato de sédio (Figura 1A) e
cloreto de potissio (Figura 1B). Mesmo na auséncia
dos sais, houve formagio de folhas nas plintulas
estudadas, porém, com o aumento das dosagens dos
mesmos, observou-se queda no ndmero de folhas,
talvez pelo fato de que altas dosagens sdo tdxicas aos
explantes.

Yo kel = N.S.
Y125kl = N.S.
Yas0 k1= 0,000002%— 0,0034 + 4,63
Ys00 ke1 = N.S.
] Y1000 k1 = 0,0000006%— 0,0019x + 5,42 R=0,89

R=0,96

Numero de folhas/planta
O P N W b 0O OO N

0 250 500 750 1000
Fosfato de sédio (mg'1I)

* 250 KCl = 1000 KCI ‘

Figura 1A. Ndmero de folhas em plintulas de porta-enxerto de
videira ‘R110’, em fun¢io de diferentes concentragoes de cloreto
de potissio e de fosfato de sédio. Lavras, Estado de Minas Gerais,
2005.

Maior nimero de folhas do porta-enxerto de
videira (5,72) e de amoreira-preta foram obtidos na
presenca de 1.000 mg L' de cloreto de potdssio no
meio Knudson, associado a 125 mg L' de fosfato de
sédio, contradizendo com estudos de
micropropagag¢io de crisintemo, em que Junqueira
et al. (2003) verificaram que, com a adi¢io de 1.000
mg L' de nitrato de célcio, sem a presenga do
cloreto de potissio, é possivel obter maior nimero
de folhas desta ornamental.

Provavelmente, as duas frutiferas estudadas
requerem um meio de cultura mais pobre em fosfato
de sédio e mais rico em cloreto de potissio para se
desenvolverem melhor.

Yo fostato= -107%% — 0,0037x + 6,38 R=0,81

Y125 fostato= 3-10°%? — 0,0015x + 5,21 R=0,91
- Y 250 fostat= -4.107%% — 0,0027x + 6,34 R=0,62 .
2 8 Y500 fostato= 10°%% — 0,0045x + 6,56 R=0,87
a
=
%]
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¢ 0 fosfato de s6dio m 125 fosfato de sddio
A 250 fosfato de sodioe 500 fosfato de sodio

Figura 1B. Numero de folhas em plantulas de amoreira-preta cv.
Cherokee, em fungio de duas concentracoes de cloreto de
potissio e diferentes concentragdes de fosfato de sédio. Lavras,
Estado de Minas Gerais, 2005.

Amarelecimento das folhas e enfraquecimento

das hastes também foram observados nos
tratamentos que continham o cloreto de potissio,
corroborando Pasqual (2001), que afirma que
concentragdes muito elevadas de cloro em algumas
espécies lenhosas podem favorecer o aparecimento
desses sintomas.

A hiperhidricidade também foi verificada nas
folhas das duas frutiferas estudadas. O excesso de
cloro pode ser uma dessas causas. Como o cloro tem
pouca influéncia sob o ponto de vista nutricional,
estudos tém sido realizados para reduzir sua
concentragio (Pasqual, 2001).

Analisando-se as Figuras 2A e 2B, pode-se
observar que o comportamento do KCIl foi
independente do fosfato de sédio para o porta-

enxerto de videira.

=30
s § 254
o I T — e,
g 9 2,0’
E0 15-
587 ;
c g 1,04 ¥ =0,0000009%-0,0011x + 2,44 &k=0,70
S 805

0,0 T T T l
0 250 500 750 1000
Cloreto de potassio (Mg

Figura 2A. Comprimento da parte aérea em plantulas de porta-
enxerto de videira ‘R110°, em fungio de diferentes concentragdes de
cloreto de potissio. Lavras, Estado de Minas Gerais, 2005.
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Figura 2B. Comprimento da parte aérea em plantulas de porta-
enxerto de videira ‘R110°, em fungio de diferentes concentragoes de
fosfato de potissio. Lavras, Estado de Minas Gerais, 2005.

Este fato ocorreu, provavelmente, porque nio
houve interacio entre os fatores e o fosfato de sédio
nio foi significativo. Incrementos nas concentragdes
de KCl, adicionadas ao meio Knudson,
proporcionaram diminui¢io de forma quadritica no
comprimento das plantulas de ‘R110’.

Deste modo, menor comprimento das plantas foi
observado na concentracio de 611,1 mg L™ de KCl e
maior comprimento (2,54 cm) foi observado na
auséncia deste sal, diferindo assim dos resultados
obtidos por Junqueira et al. (2003) que, estudando o
crescimento in vitro de crisintemo, obtiveram maior
comprimento da parte aérea com 125 mg L' de
nitrato de cilcio combinado com 1.000 mg L de
cloreto de potissio.

Nota-se que os melhores resultados para o
comprimento da parte aérea de brotagoes de
‘Cherokee’ foram obtidos na auséncia do cloreto de
potissio ¢ na adi¢io de fosfato de sédio a0 meio de
cultura (Figura 2C).

Yomgt? = 2.10°2 — 0,0029x + 2,87 R=10,96
3,5 Yasomg i’ = 7.10°x% — 0,0018x + 2,54 R=0,79
’§ Ys00mg (*= 4.10'X% — 0,0015x + 2,62 k=086
-g o 3,0 Y1000 mg * = 6.107%% — 0,0013x + 2,55 R=0,77
2 s 25
g 0
£ @ 20
g o 15
58 1,0
O a
0,5
0,0 l T T T 1
0 250 500 750 1000
KCl(mg L")

o 0 fosfato de sédio = 250 fosfato de sédip
A 500 fosfato de sd6dioe 1000 fosfato de sé(

Figura 2C. Comprimento da parte aérea em plantulas de
amoreira-preta  cv. Cherokee, em func¢io de diferentes
concentragdes de cloreto de potdssio. Lavras, Estado de Minas
Gerais, 2005.

Villa et al.

Altas  concentracdes de fosfato de sdédio
diminufram o crescimento desse explante, conforme
j4 citado por Pasqual (2001), possivelmente porque o
sédio e alguns microelementos sio precipitados da
solugio ou sua absor¢io é reduzida. A taxa de
incorporagio de fons fosfato depende do gendtipo,
que é usualmente constante e proporcional 2 taxa de
crescimento da cultura.

Araujo (2004) verificou que incrementos nas
concentracdes de KNO,; e NH,NO,, adicionadas ao
meio Knudson C, proporcionaram aumento no
comprimento das plintulas de Cattleya leopoldii de
forma linear, sendo observado maior comprimento
de plantulas com 100% da concentragio de sais de
KNO} e NH4N O}.

Verificou-se interacio significativa para niimero
de brotos entre os fatores estudados das duas
frutiferas. Maior nimero de brotos de ‘R110’ (3,43)
foi obtido na presenca de 1.000 mg L' de cloreto de
potéssio, associado a 125 mg L' de fosfato de sédio
(Figura 3A). A adigido de fosfato de sédio ao meio de
cultura favoreceu o aumento no niimero de brotos
na presenca do cloreto de potissio, provavelmente
porque o meio Knudson é considerado um meio
pobre em sais em rela¢io a0 meio MS.

Yokl = N.S.

Y125 kel = N.S.

Yas0 k= 0,000002%— 0,0033x + 2,67  R=0,97
40 Yso0kci = 0,000001%- 0,0021x + 1,15  R=10,82

Y1000 ke = 0,0000002%— 0,0019x + 3,36  R=0,93

30
2,0

1,0

NUmero de brotc

0,0 T T T T 1
0 250 500 750 1000
Fosfato de sodio (mg'Jl)

& 250 KCI m 500 KClI A 1000 KCI ‘

Figura 3A. Namero de brotos em plintulas de porta-enxerto de
videira ‘R110°, em fungio de trés concentragdes de cloreto de
potissio e diferentes concentragdes de fosfato de sédio. Lavras,
Estado de Minas Gerais, 2005.

Pode-se observar multiplicagdo de brotos de
amoreira-preta na auséncia do KCl, porém o
numero de brotos das plantas foi menor em func¢io
de maiores concentragdes de cloreto de potissio
(Figura 3B).

Talvez as combinacdes de concentragdes dos sais
tenham interferido na absorc¢io ou na translocagio
de outros nutrientes essencials ao aumento no
numero de brotos/explante. Virias interagdes entre
os fons estio envolvidas com a absorgio e utilizagio
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deles pela planta, como a competigdo, o sinergismo ¢
a relagdo cition-anion, sendo importante que os sais
se encontrem oS em proporg¢des
quantitativas equilibradas (Ziegler, 1993).

substratos

5 YomgL" = -8.17%x2 — 0,0007x + 2,73 R=075
= Yasomg - = -10°%% — 0,0024x + 2,92 R=0,77
g 4 Vs00mg = 10% — 0,0031x + 3,39 R=0,98
3 3
é 2
S 1
P

0+ : ‘ : ‘

0 250 500 750 1000
-1
KCI(mgL™)

¢ O fosfato de s6dio m 250 fosfato de sédio

A 500 fosfato de sodio

Figura 3B. Ntimero de brotos em plantulas de amoreira-preta cv.
Cherokee, em fungio de trés concentragdes de cloreto de potissio
e diferentes concentragdes de fosfato de sédio. Lavras, Estado de
Minas Gerais, 2005.

Poddar et al.  (1997) estudaram  altas
concentragdes de nitrato de amonio em Eleusine
coracana e observaram que o nitrato pode funcionar
como um regulador de crescimento, estimulando
brotagdes. Dessa forma, Araujo (2004) estudando as
espécies de orquidea Cattleya nobilior x Cattleya
nobilior ¢ Cattleya leopoldii, observou que o nitrato de
potissio estimulou o crescimento de brotacoes até
um certo ponto, tornando-se téxico a partir do
mesmo, com o aumento das concentragoes.

O incremento das concentragdes de fosfato de
sédio e cloreto de potissio adicionadas ao meio
Knudson promoveram diminuigio no peso da
matéria fresca das plintulas de forma quadritica de
‘R110’ ¢ ‘Cherokee’, respectivamente (Figuras 4A e
4B). Maior peso da matéria fresca de plantulas de
porta-enxerto de videira (1,113 g) foi obtido na
auséncia do fosfato, corroborando assim com
Mhatre et al. (2000) que, em estudos com cvs. de
Vitis vinifera, observaram na auséncia desse mesmo
sal em metade do meio MS um aumento de mais de
80% no peso da massa fresca das plintulas e no seu
enraizamento.

Com o aumento das concentragdes de cloreto de
potissio, houve uma queda no peso da matéria fresca
da parte aérea de plantulas de amoreira-preta. Com
125 mg L' de NaH,PO,.H,O, as plantas tiveram
respostas positivas para esta variivel, verificando-se
um crescimento no peso da matéria fresca a partir de
500 mg L' de KCl (Figura 4B).

T
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Fosfato de sodio (mg'jl)

Figura 4A. Peso da matéria fresca da parte aérea em plantulas de
porta-enxerto de videira ‘R110°, em fungio de diferentes
concentragdes de fosfato de sédio. Lavras, Estado de Minas
Gerais, 2005.
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Figura 4B. Peso da matéria fresca da parte aérea em plantulas de
amoreira-preta  cv. Cherokee, em fungio de diferentes
concentragoes de fosfato de sédio. Lavras, Estado de Minas
Gerais, 2005.

Silva et al. (2001), estudando fontes de nitrogénio no
desenvolvimento in vitro do porta-enxerto “Trifoliata’ em
meio MS, conclufram que melhores resultados sio
obtidos com 75% da composi¢io dos sais da fonte
KINO; associada a altas concentragoes de NH,NO; para
altura e peso das brotagdes dos explantes.

O incremento das concentragées de KCI
adicionadas ao meio Knudson promoveram
diminui¢io de forma quadritica na massa fresca de
calos do porta-enxerto de videira, obtendo-se menor
massa fresca na concentragio de 666,67 mg L do sal
e maior massa fresca de plantulas (0,936 g) na
auséncia do sal (Figura 5A).

Maior peso da matéria fresca de calos de
amoreira-preta (1,05 g) foi obtido na auséncia dos
dois sais no meio MS (Figura 5B). Em estudos com
orquideas  Phalaenopsis ~ nebula,  verificou-se
regeneracio de plantas através de cultura de calos,
em meio MS, com a adi¢io de 170 mg L de fosfato
de sédio (Chen et al., 2000).
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Figura 5B. Peso da matéria fresca de calos de plantulas de amoreira-
preta cv. Cherokee, em fungio de diferentes concentragoes de cloreto
de potissio. Lavras, Estado de Minas Gerais, 2005.

Oziaz-Akins e Vasil (1985) observaram que
embridides de trigo formaram calos brancos e que a
formacio desses foi aumentado pelo dobro da
concentragio de potissio em meio MS. Song et al.
(1981) wverificaram que a formagio de calos em
anteras de arroz cultivadas in vitro foi maior quando a
concentragio de fésforo e potidssio foi reduzida.

Para a massa seca da parte aérea das plantulas do
porta-enxerto ‘R110’, verificou-se o efeito do KCl
somente na concentragio de 1.000 mg L' (Figura 6).
O comportamento da curva foi semelhante ao
observado para o peso fresco da parte aérea do porta-
enxerto.

Concentragdes muito elevadas de cloro em espécies
lenhosas podem causar amarelecimento em folhas,
enfraquecimento de hastes e até mesmo a morte de
algumas  plantas, conforme  verificado  neste
experimento, corroborando assim com Pasqual (2001).

A absorcio de nutrientes minerais é afetada pela
composi¢io do meio de cultura, composigio do tecido
da planta ¢ o ambiente da cultura (Willians, 1991),
fatores que poderiam prognosticar e¢/ou predizer a
adequada composi¢io do meio de cultura baseada nas
anilises de tecido de plantas crescidos in vitro.

Villa et al.
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Figura 6. Peso da matéria seca da parte aérea do porta-enxerto de
videira ‘R11(0’, em fungao de diferentes concentracdes de fosfato
de sédio e cloreto de potissio. Lavras, Estado de Minas Gerais,
2005.

Conclusao

A adi¢io de cloreto de potissio ao meio Knudson
nio influencia no aumento do comprimento da
parte aérea e massa fresca de calos do porta-enxerto
de videira ‘R110’. Nio é necessirio adicionar fosfato
de sédio ao meio Knudson para se obter maior
massa fresca da parte aérea .

O ntimero de brotos ¢ o comprimento da parte
aérea de ‘Cherokee’ foram menores em fungio de
maiores concentragdes de cloreto de potissio.
Melhores resultados foram obtidos na auséncia de KCl1
e na presenca de NaH,PO,.H,O, principalmente para
comprimento ¢ peso da matéria fresca.
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