63

Meios de cultura e reguladores de crescimento na micropropagacéo de porta-
enxertos de videira

VILLA, F.}; PASQUAL, M2 VILELA, X. M. S.2

! D.Sc., Professora Adjunta, Universidade Estadual do Oeste do Parana (UNIOESTE),
Rua Pernambuco, 1777, Centro, Campus Marechal Céndido Rondon, PR. E-mail:
fvilla2003@hotmail.com

2 D.Sc., Professor, Universidade Federal de Lavras (UFLA), Campus Universitario, s/n,
Lavras, MG. E-mail: mpasqual@ufla.br

RESUMO

A micropropagacédo de videira € utilizada, principalmente, para a obtencéo de plantas
uniformes, livres de virus e num curto espago de tempo. Com o objetivo de aprimorar
técnicas de micropropagacdo de porta-enxertos de videira (Vitis sp.), segmentos nodais
com cerca 2,5 cm e duas gemas axilares, provenientes de brota¢fes pré-estabelecidas in
vitro, foram excisados e inoculados em diferentes meios, suplementado com quatro
concentragbes de cinetina e quatro de 6-benzilaminopurina (BAP), em todas as
combinagdes possiveis. O pH foi ajustado para 6,4 (meio DSD1) e 5,8 (demais meios)
antes da adicéo de 6 g dm™ de agar e da esterilizacdo a 121 °C e 1 atm por 20 min. Apds
a inoculagdo, os explantes foram transferidos para sala de crescimento a 25 = 2 °C,
irradiancia de 35 pmol m™ s e fotoperiodo de 16 h, onde permaneceram nessas
condi¢des por 70 dias. O delineamento experimental utilizado foi inteiramente
casualisado, utilizando-se de quatro repeti¢des constituidas de trés tubos contendo um
explante cada. Verificou-se maior nimero de brotacdes de ‘Kobber 5BB’ em meio de
cultura Kc. Para o porta-enxerto ‘VR043-43°, 0 meio mais adequado na multiplicacdo in
vitro foi o DSD1. Melhores resultados na micropropagacdo de ‘R110’ e pouca formagéo
de calos foram observados na auséncia dos reguladores de crescimento no meio de
cultivo.

Palavras-chave: Vitis sp.; cultura de tecidos; BAP; cinetina.

CULTURE MEDIA AND GROWTH REGULATORS IN THE
MICROPROPAGATION OF GRAPEVINE ROOTSTOCKS

ABSTRACT

Micropropagation of grapevine is mainly used for obtaining uniform, virus-free plants
and in a short time. With the aim to improve techniques of micropropagation of
grapevine (Vitis sp.) rootstocks, nodal segments of nearly 2,5 cm in length and two
axillary buds from plants in vitro were excised and inoculated in different culture media,
supplemented with four concentrations of kinetin and four concentrations of 6-
benzylaminopurine (BAP), in all possible combinations. The pH was adjusted to 6,4
(DSD1) and 5,8 (MS) prior to the addition 6 g dm™ of agar and sterilization at 121 °C
and 1 atm during 20 minutes. After inoculation, the explants were transferred to growth
room at a temperature of 25 + 2 °C, irradiance of 35 umol m? s and photoperiod of 16
hours, remaining in these conditions during 70 days. The experiment design used was
the completely randomized design, involving four replications and three tubes
containing one explant each. Higher number of shoots of ‘Kobber 5BB' was verified in
the culture medium Kc. For the rootstock ‘VR043-43', the most appropriate culture
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medium for the multiplication in vitro was DSD1. The best results in the
micropropagation of ‘R110° and little formation of callus were observed in the absence
of growth regulators in the culture medium.

Keywords: Vitis sp.; tissue culture; BAP; Kinetin.

INTRODUCAO

A micropropagacdo da videira € utilizada com diversos objetivos, entre eles a
multiplicacdo rapida de plantas, a propagagdo de novos hibridos, a obtencdo de matrizes
livres de virus e preservagdo de germoplasmas. Para a multiplicacdo de explantes, dois
métodos sdo sugeridos. Um deles visa aumentar a eficiéncia da micropropagacéo, pela
proliferacdo de gemas axilares com altos niveis de citocinina no meio. O outro método
sugerido é baseado na formacdo de uma Unica planta enraizada em meio isento de
regulador vegetal, a partir de um segmento nodal utilizado como explante (BOUQUET
& TORREGROSA, 2003).

Entre os fatores que interferem no desenvolvimento de brotagdes in vitro
destacam-se 0 genotipo, meio de cultivo e os reguladores de crescimento
(BORGHEZAN et al., 2003). O meio MS (MURASHIGE & SKOOG, 1962) e suas
variacbes em macronutrientes é o mais utilizado nos trabalhos de micropropagagéo de
videira (Biasi et al., 1998). Entretanto, outros meios de cultura também foram testados
para esse cultivo in vitro, como o C;D (CHEE et al., 1984) e DSD1 (SILVA &
DOAZAN, 1995).

Diversos sdo os reguladores de crescimento utilizados na cultura in vitro da
videira, entre eles, o principal é a citocinina BAP (6-benzilaminopurina) em
concentragbes que variam de 2,2 a 8,8 umol (DZAZIO et al., 2002; PEIXOTO &
PASQUAL, 1996) e a auxina ANA (&cido naftalenoacético). Contudo, a concentragdo e
o0 tipo de reguladores, para melhorar a proliferagcdo de brotagdes, variaram entre 0s
diferentes gendtipos estudados.

Muitos autores, como Bouquet & Torregrosa (2003), salientam que a presenca
de reguladores de crescimento no meio de cultura pode levar a instabilidade genética,
como mudangas de ploidias e rearranjamento cromossomico. Contudo, a concentragéo e
0 tipo de citocinina, para melhorar a proliferagdo de brotagdes, variaram entre 0s
diferentes gendtipos estudados. Para hibridos de videira a cinetina teve efeito positivo
no comprimento da parte aérea das brotagbes (NOVAK & JUVOVA, 1983). Diversos
autores também observaram a superioridade do BAP em relagdo & outras citocininas
(GRAY & BENTON, 1990).

Diante do exposto, conduziu-se este trabalho com objetivo de avaliar a
micropropagacéo de trés porta-enxertos, em diferentes meios de cultivo, com a adi¢éo
de diferentes concentragdes de BAP e cinetina.

MATERIAL E METODOS
Experimento 1

Segmentos nodais do porta-enxerto de videira ‘R110* (Vitis berlandieri x V.
rupestris) com cerca 2,5 cm e 2 gemas axilares, oriundos de brotagdes pré-estabelecidas
in vitro foram excisados e inoculados em meio de cultura DSD1 (SILVA & DOAZAN,
1995), suplementado com quatro concentracdes de cinetina (0; 1,0; 2,0 e 40mg L") e
quatro de BAP (0; 1,0; 2,0 e 4,0 mg L™), em todas as combinacdes possiveis. O pH foi
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ajustado para 6,4 antes da adicdo de 6 g cm™ de 4gar e da autoclavagem a 121 °C e 1
atm por 20 min.

Experimento 2

Segmentos nodais dos porta-enxertos de videira ‘Kobber 5BB’ (Vitis
berlandieri x V. riparia) e ‘VR043-43" (V. vinifera x V. rotundifolia) com cerca 2,5 cm
e 2 gemas axilares, oriundos de brotagdes pré-estabelecidas in vitro foram excisados e
inoculados em 10 meios de cultivo [¥2 MSM; MSM (Monteiro, 2000) ; ¥2 BDS; BDS
(Dunstan & Short, 1977); 2 DSD1; DSD1 (SILVA & DOAZAN, 1995); ¥ Kc; Kc
(KNUDSON, 1946); %> OM e OM (RUGINI, 1984)]. O pH foi ajustado para 5,8 antes
da adicéio de 6 g cm™ de 4gar e da autoclavagem a 121 'C e 1 atm por 20 min.

Posteriormente & inoculagdo, os explantes dos dois experimentos foram
transferidos para sala de crescimento a 25 + 2°C, irradiancia de 35 umol m™? s™
fornecida por tubos fluorescentes de 20W, luz do dia especial e fotoperiodo de 16 h
diarias; onde permaneceram nessas condicdes por 70 dias. O delineamento experimental
nos dois casos foi inteiramente casualisado, utilizando-se de quatro repetices
constituidas de trés tubos contendo um explante cada.

Foram avaliados nimero de folhas, nimero de raizes por planta, comprimento
da maior raiz e da parte aérea, peso da biomassa da parte aérea e de calos. Os dados
foram analisados pelo software Sisvar (FERREIRA, 2000), utilizando regressdo
polinomial para as concentragdes dos reguladores de crescimento e teste de medias
(Scott-Knott) para os porta-enxertos e meios de cultivo.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Experimento 1

A anélise de variancia apresentou efeito significativo dos tratamentos para
todas as variaveis analisadas, ocorrendo interacdo entre os fatores citocinina e BAP
(Tabela 1). Os resultados obtidos por Silva et al. (2000), Moreira (2000) e Borghezan et
al. (2003), indicaram diferencas significativas entre as variedades e clones de videira
relacionadas ao desenvolvimento in vitro e producéo de biomassa.

Tabela 1. Analise de varidncia para namero de folhas (NF), nimero de raizes (NR),
comprimento das raizes (CR), comprimento da parte aérea (CPA) e peso da matéria
fresca da parte aérea (PMPA)

Fontes
de GL Quadrados médios
variagdo
NF CPA NR CMR PFPA PFCA

BAP 3 0,979* 2,217* 0,5296* 1,512* 0,0016™  0,0038™
CIN 3 0,0424* 0,554*  0,4829* 0,748*  0,0004"™ 0,00031™

BxCIN 9 0,2504* 0,244*  0,4484* 0,597* 0,00069™  0,0010*
Erro 48

CV (%) 12,13 11,07 34,02 39,31 1,78 2,45

** Significativo a 5% de probabilidade pelo teste F. ns = ndo significativo; B = BAP,
CIN = cinetina.
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Para nimero de folhas verificou-se significAncia em todas as concentracfes
utilizadas de cinetina (Figura 1). Com incremento nas concentragdes de BAP observou-
se decréscimo de forma linear na auséncia, 2,0 e 4,0 mg dm de cinetina. Maior niimero
ocorreu na auséncia dos reguladores de crescimento. Dzazio et al. (2002) e Machado et
al. (2006) obtiveram resultados semelhantes ao desse trabalho, em que o nimero de
folhas por brotagdo de Vitis spp. foi maior na testemunha, ou seja, na auséncia de
citocinina.

3,0
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)
S 20
—
[«6) 2 *
'g 1,5 1 Yosap =-0,2295x+2,607 R"=0,89
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2 Y 28ap = -0,0978x+ 2,445 R* = 0,71
057 vVipar =-01107x+ 2,347 R*= 0,73
0,0 T T T 1
0 1 2 3 4

Cinetina (mg L™)

¢0mg L-1de BAP m 1mg L-:de BAP A 2mg L-*de BAP -4mg L-tde BAP

Figura 1. Numero de folhas de porta-enxerto de videira, cultivado in vitro em meio de
cultura MS adicionado de BAP e cinetina.

A citocinina BAP teve efeito negativo no nimero e comprimento das raizes e
na altura das plantas, sendo mais evidente nas maiores concentragdes testadas (Figuras
2, 3 e 4, respectivamente). Na auséncia de BAP, esses pardmetros morfoldgicos foram
melhores.

Yosap = -0,2476x+ 1,659 R* = 0,71
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¢ 0mg L-t de BAP ® 4 mgL-! de BAP
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Figura 2. Numero de raizes de porta-enxerto de videira, cultivado in vitro em meio de
cultura MS adicionado de BAP e cinetina.
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Figura 3. Comprimento da maior raiz de porta-enxerto de videira, cultivado in vitro em
meio de cultura MS adicionado de BAP e cinetina.
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Figura 4. Comprimento da parte aérea de porta-enxerto de videira, cultivado in vitro em
meio de cultura MS adicionado de BAP e cinetina.

A producéo de brotagfes pouco alongadas com a adicdo de BAP no meio de
cultura, também foi observada com as cultivares ‘Thompson Seedless’, ‘Sonaka’ e
‘Tas-e-Ganesh’, sendo necesséria uma fase de alongamento (Mhatre et al., 2000). Além
disso, concentracbes muito elevadas também séo prejudiciais, causando a formacéo de
brotagBes anormais e hiperhidricas. Concentrages maiores que 1 mg dm™ de BAP
adicionadas tornaram-se toxicas na micropropagagdo de ‘Paulsen 1103’, ocasionando
uma reducéo drastica no nimero de brotaces (Coletto et al., 2008).

Segundo Dzazio et al. (2002), concentragdes de BAP devem ser adequadas
para cada cultivar, otimizando o processo para a obtencdo de brotacdes de boa qualidade
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e com minimo de vitrificagdo, mesmo que a taxa de crescimento seja menor. Pois, fases
subsequentes dependem do bom estado fisiol6gico das brotagdes.

Melhor formacdo do sistema radicular foi observada na auséncia de BAP
(Figuras 2 e 3). Da mesma forma, Biasi et al. (1998) obtiveram resultados proximos a
100% de enraizamento com o porta-enxerto ‘Jales’, em meio de cultura sem regulador
de crescimento. Entretanto, Gray & Benton (1990) obtiveram 55% de enraizamento em
brotagOes de Vitis rotundifolia cultivadas em meio MS sem a presenga de regulador de
crescimento.

As concentragBes de BAP testadas reduziram a formacdo de raizes do porta-
enxerto de videira ‘R110’. Para porta-enxertos de videiras, a rizogénese in vitro é
fortemente influenciada pelo gendtipo (Roubelakis-Angelakis & Zivanovitc, 1991),
enraizando facilmente pelo uso de meio de cultura sem regulador de crescimento ou
com adicdo de auxina (Gray & Fisher, 1985).

Observou-se formagdo de calo em 100% dos explantes, na presenga ou
auséncia das duas citocininas testadas (Figura 5). Mesmo na auséncia de cinetina foi
verificada a formagéo de calos. Maior peso fresco de calos foi observado com a adigédo
de 2 mg dm™ dessa citocinina. Embora nio seja desejada a formacéo de calos nesse
caso, registraram-se menores valores na auséncia das citocininas, evidenciando assim
que o meio de cultivo sem a adigdo desses reguladores é mais adequado para a
multiplicacéo in vitro de porta-enxerto de videira ‘R110°.

0,82
Yagap =0,777 - 0,0121x R° = 0,76

0,80 Yoeap =0,792 - 0,0134x R° =0,71

0,78
0,76

0,74

Peso da matéria
fresca de calos (mg)

0,72 T T T T 1
0 1 2 3 4

Cinetina (mg L™)

¢ 0mg L-! de BAP ® 2 mg L-! de BAP

Figura 5. Peso da matéria fresca de calos de porta-enxerto de videira, cultivado in vitro
em meio de cultura MS adicionado de BAP e cinetina.

Experimento 2

Os dados obtidos neste trabalho revelaram que houve interagdo entre os porta-
enxertos e meios de cultura para alguns parametros estudados (Tabelas 2 e 3). Em meio
de cultivo BDS ndo se observou interacdo significativa para nenhuma das varidveis
analisadas. Talvez os macro e micronutrientes contidos nesse meio ndo sejam
suficientes para o desenvolvimento in vitro de espécies lenhosas (como a videira), ou
toxicos, mesmo em pequenas quantidades (Tabela 4).
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Tabela 2. Avaliacdo de pardmetros morfoldgicos in vitro em porta-enxertos de videira

cultivados em diferentes meios de cultura
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NF = namero de folhas, CPA = comprimento da parte aérea, PFPA = peso fresco da
parte aérea. *Médias seguidas pela mesma letra, mindscula na coluna, para 0 mesmo
parametro, ndo diferem estatisticamente a 5% de probabilidade pelo teste de Scot-Knott.
--- = intera¢do ndo significativa.

Tabela 3. Avaliacdo de pardmetros morfoldgicos in vitro em porta-enxertos de videira

cultivados em diferentes meios de cultura. UFLA, Lavras, 2008
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NR = nimero de raizes, CMR = comprimento da maior raiz, PFCA = peso fresco de
calos. *Médias seguidas pela mesma letra, mindscula na coluna, para 0 mesmo
parametro, ndo diferem estatisticamente a 5% de probabilidade pelo teste de Scot-
Knott.--- = interagdo n&o significativa.
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Tabela 4. Componentes dos cinco meios de cultivo estudados (BDS, OM, MSM, Kc e
DSD1), contendo macro e micronutrientes

Componentes
do meio

Meios de cultura

BDS

oM

MSM

Kc DSD1

\olume da solucéo estoque adicionada ao meio (mL)

NHsNO;

3,87

4,99

12,12

--- 1,21

NHsH>PO4

20

(NH4),S0,

5,36

KNO;

26,63

H3BO3
KH,PO,
NazMOO4.2 HZO

HsBO;
KH,PO,
COC|2.6H20

HsBO;

Kl
NagMOO4.2 Hgo
COC|2.6H20
NaH2P04.H20

H3BO3
KH,PO4
NagMOO4.2 Hgo
COC|2.6H20

H3BO3
KH,PO,
NagMOO4.2 Hgo
COC|2.6H20
Kl

KCI

25

CaC|2.2H20

C&(NOg).4H20

15

MgS0..7H,0
MnSO..H,0
ZnS04.7H;0
CuS04.5H,0

20

Na;EDTA.2H,0
FeSO,4.7H,0

5

10

Tiamina (HCI)
Ac. Nicotinico
Piridoxina
(HCI)

20+5 mL
da Tiamina
estoque

10 mL
(MS) + 45
mL da sol.
100 mg L*

de 4cido
nicot.

10

20

Glicina

25

Mio-inositol

50

50

Carvdo ativado

Sacarose

3%

3%
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Caldas et al. (1990) discutem a utilizagcdo da forma inorganica do nitrogénio
sobre o crescimento e desenvolvimento de culturas de tecidos, destacando o nitrato
como a melhor forma para algumas culturas, como cenoura, roseira, entre outras
espécies. Por outro lado, a utilizacdo de nitrogénio na forma amoniacal causa sintomas
de toxidez as células e tecidos vegetais, devendo-se utilizar, no cultivo in vitro, uma
combinagéo das duas formas de nitrogénio (Sargent & King, 1974). No meio BDS s&o
adicionadas 3 fontes de nitrogénio (N) sob forma de amonio. Talvez este excesso de
nitrogénio cause as brotagdes um efeito toxico.

O efeito da composi¢do dos meios de cultura sobre o desenvolvimento das
cultivares de videira in vitro foi constatado também por Roubelakis-Angelakis &
Zivanovitc (1991). Varios autores, como Alvarez et al. (1989), no entanto, sugerem que,
em varias espécies, as diferentes respostas dos genotipos in vitro estdo relacionadas ao
conteddo enddgeno de hormonios. Os efeitos do gendtipo sobre os pardmetros de
crescimento in vitro foram estudados em 23 cultivares de videira. Os dados obtidos
mostraram grandes variacdes, como por exemplo, o nimero de nos/ planta variou de 4,8
a 8,0. Como no presente estudo, varios autores também observaram uma variabilidade
dos pardmetros morfoldgicos in vitro de gendtipos de videira (Nali et al., 2005).

Maior nimero de folhas de ‘VR043-43’ e “Kobber 5BB’ foi obtido em 50% do
meio DSD1 e 100% do meio Kc, respectivamente (Tabela 1). Na Tabela 1 pode-se
verificar significancia para comprimento da parte aérea dos dois genotipos nos meios
MSM, DSD1 e 100% Kc. Maior peso fresco da parte aérea de ‘Kobber 5BB’ e ‘“VR043-
43’ ocorreu somente em meio DSD1 e 100% OM, respectivamente. Estas diferengas nas
respostas dos gendtipos estudados se devem ao fato de que, esses dois meios possuem
formulagOes diversas de macro e micronutrientes.

Diferencas entre meios de cultivo também foram observadas na
micropropagacéo de um porta-enxerto de Prunus sp. (Radmann et al., 2009). Em estudo
com quatro diferentes meios, 0s mesmos autores observaram que os meios QL e WPM
permitiram obter melhor desempenho de crescimento das brotagdes de ‘GxN-9°.

Na Tabela 2 verifica-se 0 desempenho superior e significativo do porta-enxerto
Kobber em 50% do meio MSM, para comprimento da maior raiz. Maior nimero de
raizes e comprimento da maior raiz de ‘VR043-43’ foram obtidos em 50% e 100% de
meio DSD1 e 100% do meio de cultivo OM.

O peso da matéria fresca de calos foi afetado pelo gendtipo e tipo de meio de
cultura utilizado, sendo observado maior peso fresco em explantes de ‘Kobber 5BB’
multiplicados em 100% de meio MSM e 50% de Kc (Tabela 2). A formagéo de calos
ndo é desejada na micropropagacdo de espécies de Vitis. Provavelmente os meios de
cultura citados acima (100% MSM e 50% Kc) ndo sejam adequados para multiplicagéo
in vitro de explantes de ‘Kobber 5BB’. Entretanto, nesses meios de cultivo, explantes de
‘VR043-43’ teriam menor formagdo de calos e consequentemente, melhor desempenho.

Alguns meios de cultura sdo considerados ideais na micropropagagdo de
frutiferas de clima temperado. O estabelecimento in vitro e a micropropagacdo de
‘Kobber 5BB’, ‘VR043-43’, ‘Paulsen 1103” e ‘R110° foram realizados com sucesso
através de microestacas de gemas axilares multiplicadas em meio de cultura DSD1
(Borghezan et al., 2003).

CONCLUSOES
Observa-se melhores resultados na micropropagacéo do porta-enxerto ‘R110°,

com pouca formagéo de calos; na auséncia de BAP e cinetina.
Maior numero de brotos do porta-enxerto ‘Kobber 5BB’ ocorre em meio Kc.
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O meio de cultivo que se destaca como mais adequado na multiplicagdo in
vitro do porta-enxerto ‘VR043-43” é o DSD1, havendo pouca formagdo de calos na
auséncia dos reguladores.
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