MULTIPLICAQI\O_ IN VITRO DE BROTAGOES DO PORTA-ENXERTO DE VIDEIRA'
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RESUMO - Segmentos nodais retirados das porgées apical, mediana e basat de pldntulas man-
tidas in vitro, do porta-enxerto de videira 1103, receberam inoculagfio em meio “C,D” adicicna-
do de 6-benzilamino purina-BAP (0,0; 5,0x 10 10,0 x 10 ¢ 20,0 x 10 g1 ) e 4cido naftaleno
acético-ANA (0,0; 1,0 x 104 10,0 x 10 e 100,0 x 10** g.1 1). O experimento foi conduzido sob
fotoperiods de 16/8 horas, termoperfodo de 26/20°C e luminosidade de 35 U.E.m2s™. As ava-
liagoes realizadas aos 45 dias da instalacdo do experimento demonstraram que BAP a 5,0x 10+
€ 10,0 x 10" g.I"! proporcionaram as maiores taxas de multiplicagfio e crescimento; a adigfio de
ANA reduziu a multiplicacdo e o crescimento dos segmentos ncdais; os explantes oriundos da
porgédo apical produziram maior ndmero de brotagdes que o obtido das porgdes mediana e ba-
sal.

Termos para indexagfio: cultura de tecidos, micropropagaco.

IN VITRO SHOOT MULTIPLICATION OF GRAPEVINE ROOTSTOCK

ABSTRACT - Nodal segments excised from in vitro plantlets of “1103° grapevine rootstock were
inoculated on “C,D” media supplemented with 6-benzylamino purine {0.0, 5.0 x 10, 10.0x 107
and 20.0 x 10 g.1.1) and naphthalene acetic acid (0.0, 1.0x 104, 10.0x 10 and 100.0x 10+ g1
at all possible combinations. The experiments were realized under 16/8-hours photoperiod,
26/20°C thermoperiod and 35 u.E.m.2s? fight and were evaluated 45 days after inoculation,
The best multiplication and growth was registred with 5.0 x 10 and 10.0 x 10 g1 BAP. The
addition of naphthalene acetic acid reduced the multiplication and growth of nodal segments.
The explants from the apical part produced greater number of shoots than those of the middle

and basal parts.

Index terms: tissue cuiture, micropropagation.

INTRODUCAO

A cultura da videira (Vitis spp. L.), pela sua
exlensa drea plantada no Brasil ¢ pelo seu po-
tencial de utilizagio como matéria-prima para
as inddstrias de vinhos, sucos, peléias, passas,
vinagres, € para consumo in nrafura, constitui
uma importante fruteira de clima temperado,
ocupando o terceiro lugar quanto ao valor de
producéo.

Dentre os problemas fitossanitdrios da videi-
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ra, a ocorréncia de doengas causadas por virus
ou outros agemtes paraviricos € um dos mais
graves, pois uma vez instalados, os virus nio sio
mais eliminados através de métodos de controle
fitossanitdrios convencionais (Schuck et al
1988).

A recuperagio da produtividade e elimi-
nagio das principais doengas viréticas da videi-
ra podem ser obtidas com a utiliza¢do da cultu-
ra de tecidos, associada, ou ndo, A termoterapia
(Schuck et al. 1988).

Diferentes meios de cultura, tais como os de
Murashige & Skoog (1962), Chee et al. (1984) ¢
suas modificagdes, 530 amplamente utilizados
na propagacio in vitro da videira. Quando seg-
mentos nodais sao utilizados no estabelecimen-
1o in vitro das brotagdes, 0 suprimento exégeno
de citocininas & essencial para a brotagio apical
(Pool & Powell 1975).
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A 6-benzilamino purina (BAP) tem sido a ci-
tocinina mais utilizada no cultivo in vitro dos
segmentos nodais, em concentragdes que va-
riam entre 0,5 e 2,0 mg.I'. Concentragdes muito
altas deste regulador prejudicam a extensio e a
qualidade das brotagdes (Jona & Webb 1978).
A adigiio de auxinas a0 meio de cultura nio é
recomendada, pois segundo Novak & -Juvova
{1983}, estes reguladores provocam a formagao
indesejavel de rafzes e calos, além de reduzirem
o namero de brotagdes produzidas por explante
(Gray & Fisher 1986).

A posi¢éio do explante na planta matriz pode
influenciar o comportamento in virro dos seg-
mentos nodais. Geralmente, as gemas axilares
das plantas encontram-se inibidas pelo desen-
volvimento do meristema apical. A domin4ncia
apical, segundo Hillman (1984), é controlada
através do balango na sintese e translocagao in-
terna de fitormonios, principalmente pelo
transplante basipeto do AIA. Segundo Batlass
& Skene (1983), a domindncia apical é regulada
pela distribuicdo de citocininas nas plantas, po-
dendo ser suprimida pelo fornecimento exdge-
no destes reguladores.

Utilizando segmentos nodais, Chee & Poll
(1989) nio verificaram nenhum efeito de re-
mogao dos apices ou de folhas na primeira ge-
racgio de brotagdes in vitre da videira. Estes au-
tores sugerem que a brotagio das gemas axila-
1es € controlada através do balango hormonal
adequado do meio de cultura, e influenciada pe-
1as condigdes ambientais de cultivo.

Objetivou-se, com o presente trabalho, veri-
ficar o €feito da posigdo de retirada dos explan-
tes associados a vérias combinagbes de regula-
dores de crescimento, na multiplicagio in vitro
de segmentos nodais de videira.

MATERIAL E METODOS

O meio de cultura utilizado foi o de Murashige &
Skoog (1962), “MS”, modificado por Chee et al.
(1984) - “C,D” -, adicionando-s¢ 10 ml por tubo de
ensaio (2,5 x 15 cm), utilizando-se tampas de plastico e
“vitafilm” para a vedacfio. O pH foi ajustado para 5,7,
antes da autoclavagem.

Os explantes consistiram de segmentos nodais, com
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aproximadamente 2 cm de comprimento, retirados de
plantulas intactas (com parte actea ¢ rafzes) oriundas
de dpices caulinares do porta-enxerto de videira 1103
Paulsen (1103 P), mantidas in vitro durante mais ou
menos um ano e meio “C,D” adicionado de
0,04 mg.I" de 4cido naftaleno acético (ANA). Os ex-
plantes foram coletados 30 dias ap6s o Gitimo trans-
plante, dividindo-se a parte aérea das plantulas em
trés porgbes (apical, mediana e basal), excisando-se
também as folhas do explante.

Inoculou-s¢ um segmento nodal, contendo uma
unica gema, em cada tubo de ensaio. Estas porgSes,
juntamente com as concentragSes de BAP de 0,0; 5,0
x10% 100x 107 200x 10% gl e ANA a0,0; 1,0
10% 10,0 x 10 e 100,0 x 10* g1, adicionadas ao
meio “C,D”, formaram um fatorial 3 x 4 x 4, num to-
tal de 48 tratamentos. Foram utilizadas trés repeticoes
por tratamento, sendo o delineamento estatfstico o in-
teiramente casualizado. Para a andlisc estatfstica, os
dados foram transformados para /X + 0,5.

O experimento foi conduzido em sala de cresci-
mento com fotoperfodo de 16/8 horas, termoperiodo
de 26/20°C e lumincsidade de 35 u.E.m2s, Avalia-
ram-s¢ 45 dias apds a instalagiio do experimento, o
nimetro meédio de brotagdes e nimero médio de bro-
tagbes superiores a 1,5 cm, obtidos por segmento no-
dal.

RESULTADOS E DISCUSSAQ

Em relagio ao nimero médio de brotagbes
por explante, observaram-se efeitos significati-
vos para ANA (A), BAP (B), porgio do explan-
te (P) e para as interagdes de AxBe Bx P (Ta-
bela 1.).

Para a interagdo A x B, nas dosagens de BAP
a 0,0 e 20,0 x 10~ g1-, nio se verificaram dife-
rengas significativas quanto ao nimero médio
de brotagbes, em relagio as dosagens de ANA
(Tabela 2). Para as doses de BAPa 50x 10¢ ¢
10,0 x 10 g.1-1, verifica-se, nesta Tabela, que o
aumento da concentragio de ANA reduziu o
niumero de brotagdes produzidas. Um maior
nimero de brotagbes por explante foi obtido
com BAP a 10,0. x 10* g.1-, na auséncia de
ANA., Os balangos hormonais de BAP a 5,0 x
10+ e 10,0 x 10 g1, combinados com ANA a
0,0 e 10,0 x 10 g.1-1, proporcionaram as maio-
res taxas de multiplicacio por explante.
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TABELA 1. Andlises de variincia referentes a né-
mero médio de brotagdes, nimero mé-
dio de brotagbes superiores a 1L,5cm, ¢
altura média de brotagies do porta-en-
xerto de videira 1103 P, obtidos in vifro,
em diferentes concentragies de ANA e
BAP e nas trés porgdes dos explantes.

Quadrados médios

Causas de GL N2 médio de
variagio N?médio  brotagdes Altura média

brotagbes  superiores de brotagdes

alSscm

ANA (A) 3 0,34585**  0,02967 0,00250
BAP (B) 3 4,21972%%  0,85348**  0,56554**
AxB 92 017191* 0,08944 0,01144
Porgio(P) 2  1,28781**  0,62506**  0,33440%*
AxP 6 008250 0,05015 0,02433
BxP 6 0,28728**  (,10981* 0,06928+*
AxBxP 18  0,04743 0,03398 0,01796
Resfduo 9  0,08341 0,04942 0,01095
CV% 17,02 23,35 35,78
X 2,034 0,476 0,959

* Significativo ao nivel de 5%
** Significativo ao nivel de 1%

TABELA 2. Nimero médio de brota¢bes por explan-
te do porta-enxerto de videira 1103 P,
obtido in vitro, em diferentes concen-
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10 0692Ba 2934 Aa 3027 Aab 2524 Aa
100 0880Ba 2242Aa 2823Aab 2,805 Aa
1000 0571Ba 1115Bb 2190Ab 2904 Aa

As médias seguidas das mesmas letras (maitscula para
BAP e mindscula para ANA) nio diferem entre si pelo Tes-
te de Tukey 5%.

As equagbes de regressdo relativas a BAP a
5,0 x 104 ¢ 10,0 x 10 g.1.* em doses crescentes
de ANA encontram-se na Fig. 1. Observa-se
que em ambas dosagens de BAP, o0 aumento da
concentragio de ANA causou uma redugio li-

FIG. 1. Equagbes de regressiio para o niimero médio ~
de brotagbes por explante do porta-enxerto
de videira 1103 P, nas concentragoes de 5,0 x
10 e 10,0 x 10 g.1'! de BAP, em relacio as
doses de ANA, 45 dias apés a inoculacio.

near no nimerc de brotagdes produzidas por
explante. Verifica-se, ainda, nesta figura, que
um maior nimero de brotagdes foi obtido na
auséncia do ANA.

Estes resultados concordam com os obtidos
por Novak & Juvova (1983), que verificaram
efeitos prejuciais da adigio do ANA em meio
de cultura para a regeneragao de segmentos no-
dais de videira. Provavelmente, a adigdo do
ANA ao meijo provocou o desbalanceamento da
relagdo endbégena de auxinas e citocininas dos
explantes, reduzindo o ndmero de brotagbes
produzidas. Quanto ao BAP, os resultados ob-
tidos coincidem com os observados por Chee et
al. (1984) e Gray & Fisher (1986), que alcanga-
ram altas taxas de multiplicacdo de brotagdes
em concentragdes similares as melhores, obser-
vadas neste ensaio. O efeito benéfico do BAP
na multiplicagio das brotagdes, pode ser rela-
cionado com a influéncia deste regulador de
crescimenio na divisdo celular ¢ na liberagdo
das gemas axilares inibidas pela dominédncia
apical.
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Quanto 4 interagdo B x P, efeitos significati-
vos foram observados nas trés porgdes de ex-
plantes, As equagbes de regressao referentes a
esta interagio encontram-se na Fig. 2.
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FIG. 2. Equaches de regressio relativas ao ndimero
médio de brotagbes por explante do porta-
-enxerto de videira 1103 P, nas porgoes api-
cal, mediana e basal, em relagiio as doses de
BAP, 45 dias ap6s a inoculagfio.

Observa-se, nesta Fig. 2, que nas porgdes
apical e basal, o aumento da dosagem de BAP
induziu uma resposta quadritica no nidmero
médio de brotagdes por explante, com mdxima
multiplica¢do na concentragio de 13,0 x 10+
gl Concentragbes superiores reduziram a
multiplicagdo das brotagbes. Quanto 4 posigio
mediana, o incremento das doses de BAP au-
mentou linearmente o nimero de brotagdes
produzidas. Os resultados conferem com os ob-
tidos por Jona & Webb (1978), que observaram
efeitos positivos do BAP na multiplicagio das
brotagOes, em concentragdes equilibradas. Estes
autores observaram que concentragdes €xcessi-
vas de BAP podem alterar o balanco hormonal
e reduzir a multiplicagio dos explantes.

Diferengas significativas foram observadas
em relagio as trés porgdes de explantes. Verifi-
ca-se, na Tabela 3, que explantes oriundos das
porgdes apical e basal produziram maior néime-
10 de brotagdes, em comparagdo com O ndmero
de explantes da por¢io mediana.
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TABELA 3. Nidmero médio de brotagies por explan-
te do porta-enxerto de videira 1103 P,
oriundo de diferentes porcies de plintu-
las, 45 dias ap6s a inoculagiio.

Nidmero médio

P o:g&lil?edo de brotagbes/
oxp explante
Apical 2483 A
Mediana 1488 B
Basal 2289 A

As médias seguidas das mesmas letras ndo diferem
entre si pelo teste de Tukey 5%.

Estes resultados diferem dos obtidos por
Chee & Pool (1989), que nado verificaram a in-
fluéncia da remogia dos dpices de plintulas de
videira no desenvolvimento in virro das bro-
tagdes. O comportamento superior das porgdes
apical ¢ basal estd relacionado com o balango
hormonal. A porgio apical € o local de sintese
de fitormonios e outros compostos. A basal, pe-
la localizacao privilegiada, préxima ao meio de
cultura, provavelmente encontrava-s¢ com um
balango hormonal adequado ¢ alto vigor,

Quanto ao nimero médio de brotagdes su-
periores a 1,5 cm, efeitos significativos foram
observados para BAP (B), porgdo do explante
(P) e para a interagio B x P (Tabela 1).

As equagbes de regressdo para esta carac-
terfstica, em relagdo A interagdo B x P, encon-
tram-s¢ na Fig. 3. Verifica-se que para as
porgdes apical € mediana 0 aumento da concen-
tragio de BAP reduziu linearmente 0 numero
de brotagoes superiores a 1,5 cm por explante.
Quanto a porgao basal, 0 aumento da dosagem
de BAP incrementou a producéio de brotagdes
superiores a 1,5 cm até a concentragio maxima
de 3,1x 10 g.1 -4, a partir da qual, dosagens mais
altas reduziram o crescimento das brotagdes.
Observa-se, ainda, nesta figura, que nas porgdes
apical ¢ mediana, um maior nimerc de bro-
tagbes superiores a 1,5 cm foi obtido na ausén-
cia de BAP. Estes resultados equivalem aos ob-
tidos por Jona & Webb (1978) e Chee & Poll
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FIG. 3. Equacdes de regressiio relativas ao ntimero
médio de brotacbes superiores a 1,5 cm por
explante do porta-enxerto de videira 1103 P,
oriundo das porg¢oes apical, mediana e basal,
em relagio as doses de BAP, 45 dias apds a
inoculagiio,

(1989), que observaram a redugdo do cresci-
mento das brotagdes em concentragfes muito
altas de BAP.

Os valores médios para esta caracterfstica,
em relagio 3 pergac do explante; podem ser ob-
servados na Tabela 4. Diferengas significativas
foram verificadas entre as trés porgdes do ex-
plante. Na porgio apical, um maior nimero de

TABELA 4. Nimero médio de brotagies superiores
a 1,5 cm por explante do porta-enxerto
de videira 1103 P, oriundo de diferentes
porgdes de plintulas, 45 dias apés a ino-
culagfio.

Nimero médio

Porgio do

de brotaches su-
explante periores a 1,5 cm
Apical 0,634 A
Mediana 0,200 C
Basal 0410B

As médias seguidas das mesmas letras ndo diferem
entre si pelo teste de Tukey 5%.
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brotagdes superiores a 1,5 cm foi produzido, se-
guido pelas porgdes basal € mediana. Estes re-
sultados coincidem com os obtidos para o nié-
mero médio de brotagdes por explante, discuti-
do anteriormente.

O comportamento superior da porgio apical
em relacAe as demais, nas caracteristicas avalia-
das neste ensaio, permite supor z existéncia de
uma inibi¢do do crescimento das gemas axilares
pelo desenvolvimento apical. Este efeito € co-
nhecido por domindncia apical ou inibigio cor-
relativa (Hillman 1984). Por ser o local de sin-
tese do AlA, fitormdnio responsdvel pela ini-
bigdo correlativa, as brotagdes apicais utilizadas
neste ensaio apresentavam, provavelmente,
uma alta atividade metabdlica, com balango
hormonal favordvel aos processos morfogenéti-
cos. Estes fatores influenciaram, certamente, a
superioridade desta porgdo, em comparagio
com as demais porgdes.

Quanto ao papel do BAP na liberagéio das
gemas inibidas pela dominédncia apical, o efeito
positivo verificado com relacio 3s trés porgbes
de explantes coincide com os efeitos observados
por Barlass & Skene (1983). O BAP altera o ba-
lango hormonal endégeno, tornando a relagio
auxina/citocinina faverdvel ao desenvolvimento
das gemas axilares inibidas.

CONCLUSOES

1. As concentragbes de BAP a 50 x 10* e
10,0 x 10+ g1 'proporcionaram as maiores taxas
de multiplicagdo ¢ crescimento dos segmentos
nodais.

2. A adicio de ANA reduziu a multiplicagio
e o crescimento dos segmentos nodais.

3. Explantes oriundos da por¢io apical pro-
duziram um némero de brota¢des maior que o
obtido das porgbes mediana e basal.
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