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Estabelecimento in vitro de porta-enxertos de videira 
através de ápices meristemáticos e segmentos nodais (1) 
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RESUMO: Visando aumentar a eficiência de estabelecimento in vitro dos porta-enxertos de videira `Jales' e `Campinas', foram conduzidos alguns experimentos com ápices meristemáticos e segmentos nodais, retirados de brotações de estacas lenhosas. Foram testadas diversas concentrações de 6-benzilaminopurina (BAP) em meio de cultura MS com a metade da concentração de sais. O efeito desta citocinina foi marcante sobre o crescimento dos explantes. O aumento da concentração de BAP estimulou o crescimento e expansão foliar dos ápices meristemáticos e das gemas axilares até a concentração de 10µM. O uso de 20µM de BAP reduziu o crescimento dos segmentos nodais. Conclui-se que o estabelecimento dos porta-enxertos pode ser realizado em meio MS, com a metade da concentração de sais, suplementado com 10µM de BAP. Descritores: cultura de tecidos, estabelecimento, porta-enxertos de videira, citocinina 

 

IN VITRO ESTABLISHMENT OF GRAPEVINE ROOTSTOCKS THROUGH SHOOT TIPS AND NODAL SEGMENTS 

ABSTRACT: Aiming to increase the efficiency of in vitro establishment of grapevine rootstocks `Jales' and `Campinas', some experiments were carried out with shoot tips and nodal segments, taken from shoots of hardwood cuttings. Several 6-benzylaminopurine (BAP) concentrations were tested in MS medium with half salt strength. This cytokinin had a markedly effect on the explant growth. The increase of BAP concentration stimulated growth and foliar expansion of shoot tips and axillary buds up to 10µM. The use of 20µM, BAP led to a reduced growth of nodal segments. It was concluded that rootstock establishment can be done in an half strength MS medium supplemented with 10µM of BAP. Key Words: tissue culture, establishment, grapevine rootstocks, cytokinin 

 

INTRODUÇÃO 

A micropropagação da videira é utilizada com diversos objetivos, entre eles a multiplicação rápida de plantas, a propagação de novos híbridos, a obtenção de matrizes livres de vírus e a preservação de germoplasmas (Krul & Mowbray, 1984). 

Através da técnica de cultura de meristemas, em conjunto com a termoterapia, é possível a obtenção de material livre de vírus, os quais dificilmente são eliminados apenas com o tratamento térmico (Barlass, 1987; Barlass et al., 1982; Koruza & Jelaska, 1993). 

O isolamento de explantes tão pequenos como os ápices e os meristemas, também permitem o estabelecimento de culturas com baixíssimo índice de perdas por contaminação e possibilita a eliminação de outros patógenos, como viróides, organismos semelhantes a micoplasmas e bactérias (Barlass, 1987). 

A micropropagação também tornou-se uma alternativa viável para a multiplicação de videiras muscadíneas, que apresentam grande dificuldade de enraizamento através de estaquia (Gray & Benton, 1990; Gray & Fisher, 1985; Lee & Wetzstein, 1990; Wetzstein & Myers, 1994). 

Para induzir o crescimento dos explantes in vitro, geralmente adiciona-se uma citocinina ao meio de cultura inicial, sendo a 6-benzilaminopurina (BAP) a mais utilizada e mais efetiva para um grande número de cultivares (Bass et al., 1988; Botti et al., 1993; Blazina et al., 1991; Gray & Fisher, 1985). 

Novák & Juvová (1983) comprovaram que BAP foi a citocinina mais eficiente, superior à cinetina e à 2-isopenteniladenina (2iP), para estimular o crescimento de meristemas (0,5mm) e a proliferação de novas brotações em oito clones de videira. A concentração de 10M de BAP em meio MS, estimulou o crescimento de meristemas axilares 20 dias após o isolamento, ocasionando a formação de múltiplas brotações. Diversos autores também observaram a superioridade de BAP em relação a outras citocininas (Barlass & Skene, 1980b; Goussard, 1982; Gray & Benton, 1990). 

Para o cultivar A Dona, as concentrações de 2 e 5M de BAP em meio básico NN (Nitsch & Nitsch, 1969), foram as mais apropriadas para desenvolvimento e diferenciação de meristemas com um ou dois primórdios foliares (Passos et al., 1985). 

Chée & Pool (1983) trabalhando com 21 genótipos de videira utilizaram para a fase de estabelecimento inicial o meio de cultura MS com 3M de tiamina, 55,5M de mio-inositol, 8M de ácido nicotínico, 5M de piridoxina, 5M de BAP e 0,5M de ácido naftalenoacético (ANA). 

Para o híbrido `Baco', Harris & Stevenson (1982) encontraram os melhores resultados nesta fase cultivando ápices de 3 a 8mm em meio MS com 0,4mg/L de tiamina, 100mg/L de inositol, 30g/L de sacarose, 80mg/L de adenina, 170mg/L de fosfato de sódio monobásico, 3mg/L de BAP. Os autores também utilizaram este meio para micropropagar outros 21 genótipos de videira, reduzindo o concentração de BAP para 2mg/L. 

Para os cultivares Ribier, Thompson Seedless e Black Seedless, Botti et al. (1993) isolando ápices com 0,5 a 1,5mm, utilizaram para a fase inicial o meio MS com 3/4 de sua concentração normal mais 2mg/L de BAP. 

Este trabalho foi realizado para encontrar a melhor concentração de BAP para o estabelecimento de ápices meristemáticos e segmentos nodais dos porta-enxertos `Jales' e `Campinas'. 

 

MATERIAL E MÉTODOS 

Os experimentos foram realizados no Laboratório de Biotecnologia da Seção de Viticultura do Instituto Agronômico (IAC) em Campinas-SP. 

Os cultivares utilizados foram o `Jales' (IAC 572) e o `Campinas' (IAC 766), que pertencem ao grupo dos porta-enxertos tropicais. 

Para o fornecimento contínuo e uniforme de explantes, foi utilizada a metodologia descrita por Goussard (1981). O procedimento envolveu basicamente a coleta e armazenamento de estacas lenhosas em câmara fria e quando houve necessidade de explantes, as estacas foram colocadas para brotar numa bancada com iluminação artificial, dentro de frascos com 100mL de água, sendo as brotações utilizadas como fonte de explantes. 

A assepsia das brotações das estacas foi realizada pela lavagem em água corrente durante 30 minutos, seguida pela imersão em solução de hipoclorito de sódio a 1% mais Tween 80 a 0,1% por 15 minutos e 4 lavagens em água esterilizada. 

Os segmentos nodais foram obtidos a partir do corte das brotações em pedaços com 1cm de comprimento e com uma gema. 

Os ápices meristemáticos foram retirados com o auxílio de um microscópio estereoscópico, possuindo dois ou três primórdios foliares e com tamanho de aproximadamente 0,5mm. Após a extração, os ápices foram imediatamente transferidos para placas de petri contendo meio de cultura MS (Murashige & Skoog, 1962) com a concentração de sais reduzida pela metade, 10g/L de sacarose, 4g/L de carvão ativado e 7g/L de ágar, sendo colocados 12 ápices por placa de petri. 

Os ápices permaneceram durante 5 dias nesse meio de pré-incubação, quando foram transferidos individualmente para tubetes (tubos com volume de 32mL e base plana) com 7mL de meio de cultura, sendo eliminados os contaminados e oxidados. O meio de cultura utilizado em todos os experimentos foi o MS com a metade da concentração de sais, 30g/L de sacarose e 6,5g/L de ágar. 

Os experimentos foram mantidos dentro de uma sala climatizada, com fotoperíodo de 16 horas de luz, fornecida por lâmpadas fluorescentes do tipo luz do dia e gro-lux, e temperatura em torno de 25 ± 3°C. 

Para a avaliação foram considerados ápices com crescimento, aqueles com pelo menos o triplo do tamanho do explante original e ápices com folha, aqueles que apresentaram pelo menos uma folha expandida. 

Efeito de concentrações de BAP sobre o crescimento dos ápices meristemáticos: foram instalados dois experimentos, com delineamento experimental em blocos ao acaso, com 4 repetições e 10 frascos por parcela, sendo um com o porta-enxerto `Jales' (IAC 572) e outro com o `Campinas' (IAC 766). 

Os tratamentos foram as seguintes concentrações de BAP: 0; 2,5; 5 e 10µM. 

O experimento foi avaliado 60 dias após sua instalação. 

Efeito do tempo de permanência dos ápices meristemáticos no meio de indução: o delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com 3 repetições e 10 frascos por parcela. Os tratamentos testados foram os seguintes períodos de permanência no meio de indução: 14, 21, 28, 35 e 42 dias. O meio de cultura foi acrescido de 10µM de BAP. O experimento foi realizado com o porta-enxerto `Campinas'. 

Os isolamentos foram realizados semanalmente e avaliados todos na mesma data, duas semanas após a instalação do último tratamento. 

Efeito de concentrações de BAP sobre o crescimento das gemas axilares de segmentos nodais: o delineamento experimental foi inteiramente casualizado com 4 repetições e 10 frascos por parcela. Os tratamentos foram as seguintes concentrações de BAP: 0; 2,5; 5; 10 e 20µM. Neste experimento foi utilizado o porta-enxerto `Jales'. 

A avaliação do experimento foi realizada após 40 dias da sua instalação. 

 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 

Efeito de concentrações de BAP sobre o crescimento dos ápices meristemáticos: o efeito das concentrações de BAP foi significativo para a porcentagem de explantes com crescimento e com folha para os porta-enxertos `Jales' e `Campinas' (Figuras 1 e 2). 
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Figura 1 - Efeito da concentração de BAP na porcentagem de ápices meristemáticos com crescimento dos porta-enxertos `Jales' (J) e `Campinas' (C) aos 60 dias após a instalação do experimento.
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Figura 2 - Efeito da concentração de BAP na porcentagem de ápices meristemáticos com folha dos porta-enxertos `Jales' (J) e `Campinas' (C) aos 60 dias após a instalação do experimento. 

A porcentagem de ápices meristemáticos com crescimento apresentou um comportamento quadrático, aumentando com a concentração de BAP em ambos porta-enxertos (Figura 1). Esse comportamento era esperado pelo já bem conhecido efeito promotor do BAP sobre o desenvolvimento de meristemas de videira (Krul & Mowbray, 1984; Passos et al., 1985). 

O máximo estímulo ao desenvolvimento dos ápices foi estimado pela equação de regressão, cujos valores encontrados foram 7,4µM e 7,8µM de BAP para os porta-enxertos `Jales' e `Campinas', respectivamente. Esses valores são bastante próximos dos obtidos com diversos cultivares por Barlass & Skene (1980a), Duran-Vila et al. (1988), Goussard (1982), Gray & Fisher (1985) e Novák & Juvová (1983), cujas concentrações utilizadas variaram de 5 a 10µM de BAP, o que corresponde a aproximadamente 1,1 a 2,2mg/L. 

Em todos os tratamentos testados, alguns ápices permaneceram verdes ou com pequenas porções oxidadas, porém sem apresentar desenvolvimento, fato também verificado com a videira `A Dona' (Passos et al., 1985). Alguns ápices mesmo apresentando crescimento (pelo menos o triplo do tamanho do explante original), não evoluiram ao ponto de possuirem folhas expandidas. Talvez este fato tenha ocorrido devido ao pequeno tamanho dos explantes, já que quanto menor o ápice meristemático, mais difícil é a sua regeneração (Koruza & Jelaska, 1993). 

Foi encontrada uma regressão linear significativa entre as concentrações de BAP e a porcentagem de explantes com folhas diferenciadas para o `Campinas' e uma regressão quadrática para o `Jales' (Figura 2). Para ambos porta-enxertos a maior concentração utilizada de BAP, 10µM, promoveu a melhor resposta. Este resultado coincide com o obtido por Barlass & Skene (1980b) para os cultivares Cabernet Sauvignon e Thompson Seedless, cuja adição de 10µM de BAP ao meio de cultura foi ótima para promover o crescimento inicial de folhas a partir de ápices fragmentados e a subseqüente diferenciação de brotações adventícias destas folhas, processo já descrito por Barlass & Skene (1978). 

Efeito do tempo de permanência dos ápices meristemáticos no meio de indução: a porcentagem de ápices meristemáticos com crescimento aumentou com o passar do tempo no meio de cultura com 10µM de BAP, até o ponto máximo de 93,2% observado aos 30 dias após o isolamento, quando passou a decrescer. A diminuição do número de explantes em desenvolvimento ocorreu pelo aumento da perda de explantes por oxidação, que atingiu 20% aos 42 dias (Figura 3). 
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Figura 3 - Efeito do tempo de permanência em meio MS com 10µM de BAP sobre a porcentagem de explantes com crescimento 
(A) Y = -19,33 + 7,55X - 0,12X2: R2 = 0,95***, porcentagem de explantes com folha 
(B) Y = 3,33 + 1,19X; r2 = 0,82** e porcentagem de explantes oxidados 
(C) Y = 18,67 - 1,83X + 0,043X2; R2 = 0,91** do porta-enxerto `Campinas'.

 

Entretanto, o comportamento da porcentagem de explantes com folhas aumentou linearmente com o tempo (Figura 3). Estes explantes são os desejados nesta fase, pois estão com maior desenvolvimento e mais próximos de regenerar uma nova planta. Portanto, a permanência no meio de indução até 42 dias foi favorável ao desenvolvimento dos explantes. Passos et al. (1985) também observaram que o desenvolvimento de meristemas do cultivar A Dona foi inicialmente lento, encontrando maior crescimento numa avaliação realizada cerca de 60 dias após o isolamento. Meristemas do cultivar Cabernet Sauvignon também apresentaram maior desenvolvimento e proliferação de novas brotações após 2 meses de cultivo (Duran-Vila et al., 1988). 

Efeito de concentrações de BAP sobre o crescimento das gemas axilares de segmentos nodais: o aumento da concentração de BAP induziu o crescimento das gemas axilares dos segmentos nodais até a concentração de 11,5µM, estimada pela equação de regressão, quando passou a reduzir seu crescimento (Figura 4). 
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Figura 4 - Efeito de concentrações de BAP no crescimento das gemas axilares de segmentos nodais do porta-enxerto `Jales'.

Concentrações superiores a 10µM deste regulador também apresentaram-se prejudiciais na micropropagação da cultivar Summit (Lee & Wetzstein, 1990) e Remaily Seedless (Chée & Pool, 1985). O uso de concentrações muito elevadas de BAP causam a formação de brotações anormais e vitrificadas (Harris & Stevenson, 1982), podendo também reduzir a proliferação e o crescimento das brotações e provocar a ocorrência de altos índices de mortalidade (Lee & Wetzstein, 1990). 

A brotação dos segmentos nodais foi alta, 86%, em meio sem regulador, mas seu crescimento foi muito pequeno. Neste caso também não houve a formação de calo na base dos explantes, que apenas ocorreu com a adição de BAP ao meio de cultura (TABELA 1). 
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Neste trabalho observou-se que o maior estímulo ao crescimento dos ápices meristemáticos e dos segmentos nodais foi obtido com concentrações de BAP próximas de 10µM. Nessa concentração a ocorrência de vitrificação foi pequena para os porta-enxertos `Jales' e `Campinas', mas esta resposta pode variar com o cultivar, pois Peixoto et al. (1994), trabalhando com o porta-enxerto `1103 Paulsen', obtiveram as maiores brotações utilizando 0,5mg/L de BAP, aproximadamente 2,2µM, e concentrações superiores a esta aumentaram a ocorrência de vitrificação. Portanto, deve-se adequar a concentração ideal de BAP para cada cultivar micropropagado, procurando obter brotações de boa qualidade com o mínimo de vitrificação, mesmo que a taxa de crescimento seja menor, porque o sucesso das fases subsequentes, multiplicação e enraizamento, depende do bom estado fisiológico das brotações. 

 

CONCLUSÕES 

- O estabelecimento in vitro dos porta-enxertos `Jales' e `Campinas', através de ápices meristemáticos ou segmentos nodais, é obtido em meio de cultura MS, com a concentração de sais reduzida pela metade, suplementado com 10µM de BAP. 
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