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RESUMO. Objetivou-se no presente trabalho testar diferentes concentrações de fosfato de 
sódio (NaH2PO4.H2O) e cloreto de potássio (KCl) do meio White e adicionadas ao meio 
Knudson, na multiplicação in vitro de videira e amoreira-preta. O meio foi constituído de sais do 
Knudson, acrescido de 25 g L-1 de sacarose e 6 g L-1 de ágar, e o pH ajustado para 5,8 antes da 
autoclavagem a 121ºC e 1 atm por 20 minutos. Os tratamentos consistiram de concentrações de 
NaH2PO4.H2O (0, 125, 250, 500 e 1.000 mg L-1) e de KCl (0, 125, 250, 500 e 1.000 mg L-1), em 
todas as combinações possíveis e do porta-enxerto de videira ‘R110’ e da amoreira-preta cv. 
Cherokee. Segmentos nodais, oriundos de plântulas 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 ± 2ºC, irradiância de 32 µmol m–2 s–1 e 
fotoperíodo de 16 horas diárias. O delineamento experimental foi inteiramente casualisado, 
utilizando-se 4 repetições com 12 plântulas cada. O experimento foi avaliado após 60 dias de 
cultivo in vitro e o maior comprimento da parte aérea e peso fresco de calos foram verificados em 
meio Knudson, na ausência de cloreto de potássio. A adição de cloreto de potássio ao meio 
Knudson não influenciou no aumento do comprimento da parte aérea das duas frutíferas e na 
massa fresca de calos do porta-enxerto de videira ‘R110’. Não é necessário adicionar fosfato de 
sódio ao meio para se obter maior massa fresca da parte aérea das frutíferas. 

Palavras-chave: meio Knudson, cloreto de potássio, fosfato de sódio. 

ABSTRACT. Sodium phosphate and potassium chloride concentrations: 

micropropagation of grapevine and blackberry. This work aimed to test different 
concentrations of sodium phosphate (NaH2PO4.H2O) and potassium chloride (KCl) 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-1 of sucrose and 6 g L-1 of agar, and the adjusted pH to 5.8 before the sterilization 
at 121ºC and 1 atm for 20 minutes. The treatments consisted of concentrations of 
NaH2PO4.H2O(0, 125, 250, 500 and 1000 mg L-1) and of KCl (0, 125, 250, 500 and 1000 mg L-1), 
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 ± 2ºC, irradiance of 32 mol m-2 s-1 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. 

IntroduçãoIntroduçãoIntroduçãoIntrodução    

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

macieira e a videira, são 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 e 
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Paraná, objetivando a exportação dos frutos 
(Antunes, 1999). O sul de Minas Gerais tem 
apresentado elevado potencial para esta fruta, 
destacando-se o município de Caldas. 

A sua propagação se faz por meio de estacas de 
raízes, ou ainda por brotos (rebentos), originados de 
plantas cultivadas e estacas herbáceas. Além destes, 
com a micropropagação, é possível obter plantas 
livres de vírus, geneticamente uniformes e em curto 
espaço de tempo, como uma alternativa viável.  

A videira é uma espécie frutífera propagada 
vegetativamente. A utilização da micropropagação 
apresenta vantagens em relação a métodos 
tradicionais de propagação vegetativa, dentre os quais 
se destacam a rapidez do processo e a possibilidade 
de obtenção e manutenção de plantas matrizes livres 
de vírus (Peixoto e Pasqual, 1996). 

Devido à grande variabilidade genética, à maior 
dificuldade de crescimento e à diferenciação in vitro, 
a micropropagação de espécies lenhosas requer 
estudos mais específicos e desenvolvimento de 
metodologias que atendam às exigências do explante. 
Os meios nutritivos utilizados na micropropagação 
fornecem substâncias essenciais para o crescimento 
dos tecidos e controlam, em grande parte, o padrão 
de desenvolvimento in vitro (Caldas et al., 1998).  

Embora o meio MS (Murashige e Skoog, 1962) 
tenha favorecido o crescimento e desenvolvimento 
de várias espécies, a utilização de composições mais 
diluídas, como o meio Knudson (Knudson, 1946), 
para algumas espécies lenhosas, tem fornecido 
melhores resultados (Grattapaglia e Machado, 1998). 

Existe grande variedade de meios para 
micropropagação. Entretanto, a maioria das 
descrições de meios de cultura alternativos não 
demonstram de maneira comparativa se o novo meio 
é ou não melhor do qual foi originado. O meio de 
cultura deve ser selecionado em função da espécie e 
tipo de cultivo ou do estádio cultural que está sendo 
efetivado (Pasqual, 2001). 

Várias modificações na composição de meios de 
cultura foram propostas na tentativa de otimizar o 
crescimento in vitro. Essas modificações visam 
principalmente à redução ou incremento de alguns 
componentes que podem promover melhor 
crescimento em tecidos de plantas (Hoffmann et al., 
1998). 

O potássio entra como íon acompanhante do 
nitrato, fosfato ou, em alguns casos, do cloreto. O 
íon exerce suas funções metabólicas e bioquímicas 
na planta como íon livre, sem incorporação em 
compostos orgânicos (Caldas et al., 1998). Já o 
fósforo, nos meios de cultura, é fornecido como 
fosfato de sódio solúvel ou fosfato de potássio mono 

e di-hidrogenado. Altas concentrações de fosfato 
dissolvido no meio podem diminuir o crescimento 
do explante, possivelmente porque o cálcio e alguns 
microelementos são precipitados da solução ou sua 
absorção é reduzida (Pasqual, 2001). 

O fosfato de sódio (NaH2PO4.H2O) é um 
componente do meio White (1943) e B5 (Gamborg 
et al., 1968). O cloreto de potássio (KCl) é 
encontrado somente no meio White. O meio MS 
possui baixas concentrações de sódio e de cloro. 
Contudo, estudos com a micropropagação de 
orquídeas demostraram a necessidade de se adicionar 
ao meio de cultura concentrações maiores desses 
sais. Em estudos com orquídeas Phalaenopsis nebula, 
verificou-se regeneração de plantas por meio de 
cultura de calos, em meio MS, com a adição de 170 
mg L-1 de fosfato de sódio (Chen et al., 2000). 

O objetivo deste trabalho foi avaliar a influência 
de uma modificação do meio Knudson, testando 
diferentes concentrações de fosfato de sódio e de 
cloreto de potássio no crescimento in vitro de duas 
frutíferas de clima temperado. 

Material e métodosMaterial e métodosMaterial e métodosMaterial e métodos    

Segmentos nodais do porta-enxerto de videira (Vitis 
spp.) ‘R110’ e de plântulas de amoreira-preta (Rubus 

sp.) cv. Cherokee, com cerca de 2,5 cm de 
comprimento, oriundos de plântulas preestabelecidas 
in vitro, foram excisados e inoculados em tubos de 
ensaio contendo 15 mL do meio de cultura. Os 
tratamentos consistiram de diferentes concentrações de 
NaH2PO4.H2O (0, 125, 250, 500 e 1000 mg L-1) e KCl 
(0, 125, 250, 500 e 1000 mg L-1), originadas do meio 
White e adicionadas ao meio de cultura Knudson.  

O meio foi acrescido de 25 g L-1 de sacarose e 
solidificado com 6 g L-1 de ágar e o pH ajustado para 
5,8, antes da autoclavagem a 121ºC e 1 atm por 20 
minutos. Posteriormente à inoculação, os explantes 
foram transferidos para sala de crescimento a 25 ± 2ºC, 
irradiância de 32 µmol m–2 s–1 e fotoperíodo de 16 horas 
diárias, permanecendo nestas condições por 60 dias. O 
delineamento experimental utilizado foi o inteiramente 
casualisado, em esquema fatorial (5 x 5), utilizando-se 
de quatro repetições com 12 brotações cada. 

Foi avaliado o número de folhas, número de brotos 
e de raízes 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 número de folhas, 
número 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 regressão polinomial para os sais. 
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Resultados e discussãoResultados e discussãoResultados e discussãoResultados e discussão    

Neste estudo, observou-se para as variáveis 
estudadas, interação significativa entre as 
concentrações de sais para número de folhas e 
número de brotos e peso fresco da parte aérea das 
duas frutíferas e para peso seco da parte aérea do 
porta-enxerto de videira e para comprimento da 
parte aérea e peso fresco de calos de plântulas de 
amoreira-preta. Para número de raízes do porta-
enxerto de videira, não foi verificada interação 
significativa.  

Houve um decréscimo do número de folhas do 
porta-enxerto de videira em relação ao aumento das 
concentrações do fosfato de sódio (Figura 1A) e 
cloreto de potássio (Figura 1B). Mesmo na ausência 
dos sais, houve formação de folhas nas plântulas 
estudadas, porém, com o aumento das dosagens dos 
mesmos, observou-se queda no número de folhas, 
talvez pelo fato de que altas dosagens são tóxicas aos 
explantes.  
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Figura 1A. Número de folhas em plântulas de porta-enxerto de 
videira ‘R110’, em função de diferentes concentrações de cloreto 
de potássio e de fosfato de sódio. Lavras, Estado de Minas Gerais, 
2005. 

Maior número de folhas do porta-enxerto de 
videira (5,72) e de amoreira-preta foram obtidos na 
presença de 1.000 mg L-1 de cloreto de potássio no 
meio Knudson, associado a 125 mg L-1 de fosfato de 
sódio, contradizendo com estudos de 
micropropagação de crisântemo, em que Junqueira 
et al. (2003) verificaram que, com a adição de 1.000 
mg L-1 de nitrato de cálcio, sem a presença do 
cloreto de potássio, é possível obter maior número 
de folhas desta ornamental.  

Provavelmente, as duas frutíferas estudadas 
requerem um meio de cultura mais pobre em fosfato 
de sódio e mais rico em cloreto de potássio para se 
desenvolverem melhor. 
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Figura 1B. Número de folhas em plântulas de amoreira-preta cv. 
Cherokee, em função de duas concentrações de cloreto de 
potássio e diferentes concentrações de fosfato de sódio. Lavras, 
Estado de Minas Gerais, 2005. 

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

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

Analisando-se as Figuras 2A e 2B, pode-se 
observar que o comportamento do KCl foi 
independente do fosfato de sódio para o porta-
enxerto de videira.  
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Figura 2A. Comprimento da parte aérea em plântulas de porta-
enxerto de videira ‘R110’, em função de diferentes concentrações de 
cloreto de potássio. Lavras, Estado de Minas Gerais, 2005. 
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Y 125 fosfato = 3.10-6x2 - 0,0015x + 5,21  R2 = 0,91

Y 250 fosfato = - 4.10-7x2 - 0,0027x + 6,34   R2 = 0,62

Y 500 fosfato = 10-6x2 - 0,0045x + 6,56  R2 = 0,87
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Ŷ0 KCl = n.s. 
Ŷ125 KCl = n.s. 
Ŷ250 KCl = 0,000002x2 – 0,0034 + 4,63 R2 = 0,96 
Ŷ500 KCl = n.s. 
Ŷ1000 KCl = 0,0000006x2 – 0,0019x + 5,42 R2 = 0,89 

Ŷ0 fosfato = -10-7x2 – 0,0037x + 6,38 R2 = 0,81 

Ŷ125 fosfato = 3.10-6x2 – 0,0015x + 5,21 R2 = 0,91 

Ŷ250 fosfato = -4.10-7x2 – 0,0027x + 6,34 R2 = 0,62 

Ŷ500 fosfato = 10-6x2 – 0,0045x + 6,56 R2 = 0,87 

Ŷ = 0,0000009x2 – 0,0011x + 2,44 R2 = 0,70 
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Figura 2B. Comprimento da parte aérea em plântulas de porta-
enxerto de videira ‘R110’, em função de diferentes concentrações de 
fosfato de potássio. Lavras, Estado de Minas Gerais, 2005. 

Este fato ocorreu, provavelmente, porque não 
houve interação entre os fatores e o fosfato de sódio 
não foi significativo. Incrementos nas concentrações 
de KCl, adicionadas ao meio Knudson, 
proporcionaram diminuição de forma quadrática no 
comprimento das plântulas de ‘R110’.  

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

Nota-se que os melhores resultados para o 
comprimento da parte aérea de brotações de 
‘Cherokee’ foram obtidos na ausência do cloreto de 
potássio e na adição de fosfato de sódio ao meio de 
cultura (Figura 2C). 
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Figura 2C. Comprimento da parte aérea em plântulas de 
amoreira-preta cv. Cherokee, em função de diferentes 
concentrações de cloreto de potássio. Lavras, Estado de Minas 
Gerais, 2005. 

Altas concentrações de fosfato de sódio 
diminuíram o crescimento desse explante, conforme 
já citado por Pasqual (2001), possivelmente porque o 
sódio e alguns microelementos são precipitados da 
solução ou sua absorção é reduzida. A taxa de 
incorporação de íons fosfato depende do genótipo, 
que é usualmente constante e proporcional à taxa de 
crescimento da cultura. 

Araujo (2004) verificou que incrementos nas 
concentrações de KNO3 e NH4NO3, adicionadas ao 
meio Knudson C, proporcionaram aumento no 
comprimento das plântulas de Cattleya leopoldii de 
forma linear, sendo observado maior comprimento 
de plântulas com 100% da concentração de sais de 
KNO

3 e NH
4
NO

3
. 

Verificou-se interação significativa para número 
de brotos entre os fatores estudados das duas 
frutíferas. Maior número de brotos de ‘R110’ (3,43) 
foi obtido na presença de 1.000 mg L-1 de cloreto de 
potássio, associado a 125 mg L-1 de fosfato de sódio 
(Figura 3A). A adição de fosfato de sódio ao meio de 
cultura favoreceu o aumento no número de brotos 
na presença do cloreto de potássio, provavelmente 
porque o meio Knudson é considerado um meio 
pobre em sais em relação ao meio MS.  
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Figura 3A. Número de brotos em plântulas de porta-enxerto de 
videira ‘R110’, em função de três concentrações de cloreto de 
potássio e diferentes concentrações de fosfato de sódio. Lavras, 
Estado de Minas Gerais, 2005. 

Pode-se observar multiplicação de brotos de 
amoreira-preta na ausência do KCl, porém o 
número de brotos das plantas foi menor em função 
de maiores concentrações de cloreto de potássio 
(Figura 3B).  

Talvez as combinações de concentrações dos sais 
tenham interferido na absorção ou na translocação 
de outros nutrientes essenciais ao aumento no 
número de brotos/explante. Várias interações entre 
os íons estão envolvidas com a absorção e utilização 
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deles pela planta, como a competição, o sinergismo e 
a relação cátion-ânion, sendo importante que os sais 
se encontrem nos substratos em proporções 
quantitativas equilibradas (Ziegler, 1993). 
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Figura 3B. Número de brotos em plântulas de amoreira-preta cv. 
Cherokee, em função de três concentrações de cloreto de potássio 
e diferentes concentrações de fosfato de sódio. Lavras, Estado de 
Minas Gerais, 2005. 

Poddar et al. (1997) estudaram altas 
concentrações de nitrato de amônio em Eleusine 

coracana e observaram que o nitrato pode funcionar 
como um regulador de crescimento, estimulando 
brotações. Dessa forma, Araujo (2004) estudando as 
espécies de orquídea Cattleya nobilior x Cattleya 

nobilior e Cattleya leopoldii, observou que o nitrato de 
potássio estimulou o crescimento de brotações até 
um certo ponto, tornando-se tóxico a partir do 
mesmo, com o aumento das concentrações. 

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

Com o aumento das concentrações de cloreto de 
potássio, houve uma queda no peso da matéria fresca 
da parte aérea de plântulas de amoreira-preta. Com 
125 mg L-1 de NaH2PO4.H2O, as plantas tiveram 
respostas positivas para esta variável, verificando-se 
um crescimento no peso da matéria fresca a partir de 
500 mg L-1 de KCl (Figura 4B). 
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Figura 4A. Peso da matéria fresca da parte aérea em plântulas de 
porta-enxerto de videira ‘R110’, em função de diferentes 
concentrações de fosfato de sódio. Lavras, Estado de Minas 
Gerais, 2005. 
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Figura 4B. Peso da matéria fresca da parte aérea em plântulas de 
amoreira-preta cv. Cherokee, em função de diferentes 
concentrações de fosfato de sódio. Lavras, Estado de Minas 
Gerais, 2005. 

Silva et al. (2001), estudando fontes de nitrogênio no 
desenvolvimento in vitro do porta-enxerto ‘Trifoliata’ em 
meio MS, concluíram que melhores resultados são 
obtidos com 75% da composição dos sais da fonte 
KNO3 associada a altas concentrações de NH4NO3 para 
altura e peso das brotações dos explantes.  

O incremento das concentrações de KCl 
adicionadas ao meio Knudson promoveram 
diminuição de forma quadrática na massa fresca de 
calos do porta-enxerto de videira, obtendo-se menor 
massa fresca na concentração de 666,67 mg L-1 do sal 
e maior massa fresca de plântulas (0,936 g) na 
ausência do sal (Figura 5A).  

Maior peso da matéria fresca de calos de 
amoreira-preta (1,05 g) foi obtido na ausência dos 
dois sais no meio MS (Figura 5B). Em estudos com 
orquídeas Phalaenopsis nebula, verificou-se 
regeneração de plantas através de cultura de calos, 
em meio MS, com a adição de 170 mg L-1 de fosfato 
de sódio (Chen et al., 2000). 

Y 250 mg L-1 = -4.10-6x2 + 0,0024x + 2,92  R2 = 0,77

Y 500 mg L-1 = 10-6x2 - 0,0031x + 3,39  R2 = 0,98

Y 0 mg L-1 = -8.10-7x2 - 0,0007x + 2,73  R2 = 0,75
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Figura 5A. Peso da matéria fresca de calos de plântulas de porta-
enxerto de videira ‘R110’, em função de diferentes concentrações de 
cloreto de potássio. Lavras, Estado de Minas Gerais, 2005. 
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Figura 5B. Peso da matéria fresca de calos de plântulas de amoreira-
preta cv. Cherokee, em função de diferentes concentrações de cloreto 
de potássio. Lavras, Estado de Minas Gerais, 2005. 

Oziaz-Akins e Vasil (1985) observaram que 
embrióides de trigo formaram calos brancos e que a 
formação desses foi aumentado pelo dobro da 
concentração de potássio em meio MS. Song et al. 
(1981) verificaram que a formação de calos em 
anteras de arroz cultivadas in vitro foi maior quando a 
concentração de fósforo e potássio foi reduzida. 

Para a massa seca da parte aérea das plântulas do 
porta-enxerto ‘R110’, verificou-se o efeito do KCl 
somente na concentração de 1.000 mg L-1 (Figura 6). 
O comportamento da curva foi semelhante ao 
observado para o peso fresco da parte aérea do porta-
enxerto. 

Concentrações 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 absorção de nutrientes minerais é afetada pela 
composição do meio de cultura, composição do tecido 
da planta e o ambiente da cultura (Willians, 1991), 
fatores que poderiam prognosticar e/ou predizer a 
adequada composição do meio de cultura baseada nas 
análises de tecido de plantas crescidos in vitro. 

 

Y = 5E-08x2 - 1E-04x + 0,75  R2 = 0,95

0,7
0,71
0,72
0,73
0,74
0,75
0,76
0,77

0 250 500 750 1000

Fosfato de sódio (mg L
-1
)

P
e

so
 s

e
co

 d
a

 
pa

rt
e

 a
é

re
a

 (
g)

1000 KCl  
Figura 6. Peso da matéria seca da parte aérea do porta-enxerto de 
videira ‘R110’, em função de diferentes concentrações de fosfato 
de sódio e cloreto de potássio. Lavras, Estado de Minas Gerais, 
2005. 

ConclusConclusConclusConclusãoãoãoão    

A adição de cloreto de potássio ao meio Knudson 
não influencia no aumento do comprimento da 
parte aérea e massa fresca de calos do porta-enxerto 
de videira ‘R110’. Não é necessário adicionar fosfato 
de sódio ao meio Knudson para se obter maior 
massa fresca da parte aérea . 

O número de brotos e o comprimento da parte 
aérea de ‘Cherokee’ foram menores em função de 
maiores concentrações de cloreto de potássio. 
Melhores resultados foram obtidos na ausência de KCl 
e na presença de NaH2PO4.H2O, principalmente para 
comprimento e peso da matéria fresca. 
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