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RESUMO

A micropropagagdo é uma técnica que possibilita a propagacdo massal de plantas de interesse econdmico. Objetivou-se com
estetrabalho avaliar o efeito de 6-benzilaminopurina (BAP) e cinetina (CIN) namultiplicag8o do porta-enxerto de videira ‘VR043-
43. Oisolamento foi realizado em meio de cultura QL suplementado com BAP ou CIN, nas concentracfesde 0; 2,5; 5,0 e 10,0puM.
Os subcultivos foram realizados a cada 45 dias. O nimero de brotagdes por explante aumentou ao longo dos subcultivos com BAP.
Esse efeito ndo foi observado com a CIN, que obteve resultado semelhante ao da testemunha (1,0 brotagdo/explante). As concentrages
de 5,0 € 10,0 pM de BAP promoveram o maior nimero de brotactes, porém com reducéo da altura. A concentragdo mais elevada de
CIN (10,0 pM), também teve efeito negativo na altura das brotacdes, assim como no nimero de folhas por brotaggo. A formagdo de
calo (100%) foi observada com BAP e CIN emtodas as concentragfes, e naauséncia de citocininando houve aformagéo de calo.
A citocinina BAP reduziu aformagéo de raizes, que foi de 100% com a CIN e a testemunha.

Termos para indexacdo: Citocinina, micropropagacdo, enraizamento, Vitis.

ABSTRACT

The micropropagation is one technique that makes possible the massal propagation of plants of economic interest. The
objective of thiswork was to evaluate the effect of 6-benzilaminopurina (BAP) and kinetin (KIN) in the multiplicationin vitro of the
grapevine rootstock ‘VR043-43. Theisolation was carried through in culture medium QL , supplemented with BAP or KIN, in the
concentrations of 0; 2,5; 5,0 and 10,0uM. The subcultures had been carried out each 45 days. The number of shoots per explant
increased along with the subcultures with BAP. However this effect was not observed with the KIN that it got resulted similar to the
one of the cytokin-free (1,0 shoot/explant). The concentrations of 5,0 nd 10,0 uM of BAP had promoted the biggest number of shoots
with reduction of the height. The highest concentration of KIN (10,0 pM) also had negative effect in the height of the shoots, as well
as, in the number of leaves per shoot. The callus formation (100%) was observed with BAP and KIN in all the concentrations, and
in the cytokinin absence it did not have the callus formation. Cytokinin BAP reduced the formation of roots that was of 100% with
the KIN and cytokinin-free.

Index terms: Cytokinin, micropropagation, rooting, Vitis.

(Recebido para publicagdo em 22 de novembro de 2005 e aprovado em 21 de marco de 2006)

INTRODUCAO

A propagagdo vegetativa do porta-enxerto de
videira‘VR043-43’ (Vitis viniferax Vitis rotundifolia) pelo
enraizamento de estacas lenhosas, ndo apresenta-se
viavel, devido a sua dificuldade de enraizamento (Botelho
et a., 2005), que também é observada com cultivares da
espécie Vitisrotundifolia Michx. (Pires & Biasi, 2003).
Diversos trabalhos tém apontado as técnicas de
micropropagacéo como alternativa para a rapida
propagacdo de cultivares da espécie V. rotundifolia e,
especialmente, hibridos de Vitise Muscadinia (Cao, 1990;

Compton & Gray, 1994; Gray & Benton, 1990; Gray &
Fisher, 1985; Meyerson et al., 1994; Sudarsono & Goldy,
1991; Wetzstein & Myers, 1994).

Para a multiplicacdo dos explantes de videiras dois
métodos sdo sugeridos um baseado na formagdo de uma
Unica planta enraizada em meio de cultura isento de
regulador vegetal, a partir de um segmento nodal utilizado
como explante. O outro visa aumentar a eficiéncia da
micropropagacao, pela proliferacio de gemas axilares com
altos niveis de citocininano meio de cultura, resultando na
formag&o de tufos de brotagtes ndo enraizadas (BOUQUET
& TORREGROSA, 2003; JONA & WEBB, 1978).
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As citocininas sdo utilizadas para estimular a
divisdo celular, atuando desta forma na morfogénese
(GEORGE, 1996). A multiplicacéo devideirasin vitro,
com a utilizacdo de citocininas, foi reportada em
diversostrabalhos (CHEE et al., 1984; DZAZIO et dl.,
2002; GRAY & BENTON, 1990; GRAY & FISHER, 1985;
LEE & WETZSTEIN, 1990; MEYERSON et al., 1994;
REISCH, 1986). Contudo, a concentracéo e o tipo de
citocinina, para a melhor proliferacéo de brotacgdes,
variou entre os diferentes gendtipos estudados. A BAP
(6-benzilaminopurina) tem sido muito eficaz para promover
multiplicac@o de partes aéreas e inducdo de gemas
adventicias em diversas espécies (GRATTAPAGLIA &
MACHADO, 1998). Para hibridos de videiraa cinetina teve
efeito positivo na altura das brotagbes (NOVAK &
JUVOVA, 1982).

Conduziu-se este trabalho com objetivo de avaliar
o efeito de 6-benzilaminopurina (BAP) e cinetina em
diferentes concentracfes na multiplicagdoin vitro do porta-
enxertodevideira‘vVR043-43".

MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram realizados no Laboratorio
de Micropropagacdo de Plantas, do Departamento de
Fitotecnia e Fitossanitarismo, do Setor de Ciéncias Agrérias,
da Universidade Federa do Paran&

Os explantes foram coletados de plantas matrizes,
do porta-enxerto devideira“‘VR043-43 (Vitis viniferax Vitis
rotundifolia), mantidas em casa-de-vegetacdo em outubro
de 2003. As brotacfes foram seccionadas em segmentos
nodais, de aproximadamente 10 mm de comprimento, com
umagema axilar. Em seguida os explantes passaram por
uma assepsia, sendo tratados com Benlate® (2 g L) por 10
minutos, seguido pela imersdo em etanol (70%) por 25
segundos e hipoclorito de sodio (1,5%), mais Tween-20
por 15 minutos e 4 lavagens em agua deionizada e
esterilizada.

Para a multiplicacdo in vitro, os explantes
inicialmente utilizados foram segmentos nodais com uma
gema axilar, umafolha e com aproximadamente 1,0 cm de
comprimento, retirados de plantas preestabelecidasin vitro,
provenientes do quinto subcultivo em meio de cultura QL
(QUOIRIN & LEPOIVRE, 1977) isento de reguladores de
crescimento.

A inoculagdo das microestacas foi realizada em
frascos de 250 mL, contendo 30 mL do meio de cultura QL,
suplementado com as vitaminas do meio de cultura MS
(MURASHIGE & SKOOG, 1962), 100 mg L de mio-inositol,

30 gL*desacarosee 6 g L de &gar (Vetec®). O pH foi
ajustado para 5,8 antes da autoclavagem a121 °C e 1,5 atm
por 20 minutos. Os tratamentos consistiram de diferentes
concentracBes de BAP (0; 2,5; 5,0e 10 uM) e cinetina (0;
2,5; 5,0 e 10 pM). Nos subcultivos as microestacas foram
padronizadas com 1,0 cm de atura e duas folhas.

O delineamento experimental foi em blocos
casualizados, com parcelas subdivididas, com quatro
repeticdes e quatro frascos por parcela com trés explantes
por frasco. Nas parcelas foram aplicados oito tratamentos
constituidos pelas duas citocininas (BAP e CIN) em
quatro concentragdes (0; 2,5; 5,0 e 10,0 uM). As quatro
épocas de avaliagdo compuseram as sub-parcelas. Os
resultados obtidos foram submetidos a anélise de
variancia, e as médias comparadas pelo teste de Duncan
a 5% de probabilidade. O programa estatistico utilizado
foi o MSTAT.

Todos os tratamentos foram mantidos em sala
climatizada, com fotoperiodo de 16 horas fornecida por
l&mpadas fluorescentes do tipo luz do dia, intensidade
luminosa de aproximadamente 20 umol nr? s* e temperatura
de25+2°C.

As avaliacBes foram redlizadas a cada 40 dias a
partir da instalacdo do experimento, num total de quatro
avaliacdes, pelo nimero de brotacBes por explante, atura
das brotacdes, niumero de folhas por brotacéo,
porcentagem de enraizamento e porcentagem de formacdo
decao.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A andlise de variancia apresentou efeito
significativo dos tratamentos para todas as varidveis
analisadas, ocorrendo interacdo entre os fatores citocinina,
concentracdo e subcultivo (Tabela 1).

Nos quatro subcultivos avaliados as maiores
concentragdes de BAP (5,0 e 10,0 pM) promoveram maior
numero de brotagdes por explante. Na testemunha obteve-
se, em todos os subcultivos, 1,0 brotagdo por explante. No
terceiro e quarto subcultivos a concentracéo de 10 uM de
BAPfoi significativamente superior as demais, sendo obtidas
aproximadamente 7,0 brotagBes por explante (Figura 1).
Também para ainducéo de brotactes de cultivares de Vitis
viniferaL ., altas concentracBes de BAP foram requeridas
(MHATRE et al., 2000), assim como para cultivares de
videiras muscadineas (GRAY & BENTON, 1991). O meio
de cultura MS/2 suplementado com 4,4 uM de BAP
promoveu ato nimero de brotacBes por explantes, para
os hibridos de Vitis X Muscadinia (TORREGROSA et al.,
1995).
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TABEL A 1-Resumo da andlise de variancia do efeito de diferentes concentragdes de 6-benzilaminopurina e cinetina
na altura, nimero de brotagdes por explante, nimero de folhas e porcentagem de enraizamento das mudas
micropropagadas do porta-enxerto devideira‘VR043-43’, em quatro subcultivos. Curitiba, 2005.

QM
Causas de Altura ngogﬁ;ﬁe:/ Folhas Enraizamento Calo
o) [0) 0
variacio (cm) (N°) (N°) (%) (%)
Bloco 0,009ns 2,123ns 0,266ns 21,405ns 26,553**
Citocinina (A) 52,122** 73,341* 0,821ns 96668,59* * 309,476**
Erro (a) 0,049 2,625 0,336 2,579 0,321
Concentracéo (B) 10,332** 26,758** 9,864** 13131,04** 75433,48* *
AxB 6,510** 26,433** 4,029** 10766,13** 309,476**
Subcultivo (C) 2,949** 4,884** 2,070** 2234,738** 125,963**
AxC 0,797** 5,439** 3,005** 4722,802** 125,963**
BxC 1,410** 2,328** 1,906** 707,758** 125,963**
AxBxC 1,163** 2,392%* 2,158** 690,273** 125,963**
Erro (b) 0,114 0,275 0,435 0,814 0,236
ns— N&o-significativo.
* Significancia estatistica ao nivel de 5% de probabilidade de erro.
** Significancia estatistica ao nivel de 1% de probabilidade de erro.
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FIGURA 1 - Efeito de 6-benzilaminopurina (BAP) no niméro de brotagdes por explante do porta-enxerto de videira
‘VR043-43’, em quatro subcultivos. L etras mindscul as representam o fator concentragao e maiUscul as o fator subcultivo,
sendo que letras iguais ndo sdo significativamente diferentes pelo teste de Duncan a 5% de probabilidade. C.V.(%) =
29,62. Curitiba, 2005.

Para vérias espécies do subgénero EuvitisaBAP  foram altos quando o meio foi suplementado com 5 a 20
tem demonstrado ser efetiva no aumento da proliferagdo UM BAP (GRAY & BENTON, 1991). A multiplicidade de
da gema axilar, com nivel étimo entre 5,0 a 10,0 uM  brotagdes € caracteristica da BAP, que induz a formagéo
(GOUSSARD, 1981; GRAY & FISHER, 1985; HARRIS&  de grande niimero de brotagdes e alta taxa de multiplicacéo
STEVENSON, 1982; REISCH, 1986). O niimero eaqualidade ~ em muitos sistemas de micropropagagdo (MARTINELLI,
das brotacGes dos cultivares de videira Fry, Carlose Dixie ~ 1985).

Ciénc. agrotec., Lavras, v. 30, n. 4, p. 648-655, jul./ago., 2006
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Contudo, as brotagtes em meio de cultura contendo
BAP ndo foram homogéneas, e apresentaram sintomas de
hiperhidricidade. Da mesma forma, concentracfes elevadas
de BAP promoveram hiperhidricidade em brotacdes do
porta-enxerto devideira‘420-A’ (DZAZIO et al., 2002).

Em todas as concentragdes testadas, a cinetina
apresentou efeito semelhante a testemunha (1,0 brotagdo/
explante) (Figura 2). Resultados semelhantes aos
encontrados nesse trabalho foram observados na
micropropagacdo de cultivares de Vitis rotundifolia, em
gue 0s meios de cultura com e sem a presenca de cinetina
apresentaram 0 mesmo efeito (GRAY & BENTON, 1991).
Em trabalhos com Mtis rotundifolia, o efeito da cinetina
na inducéo do crescimento e desenvolvimento de gemas
axilares apresentou-se baixo (SUDARSONO & GOLDY,
1991), assim como no trabalho com apices fragmentados
de videira (SKENE & BARLASS, 1980). Além disso, a
cinetina em concentragtes de 20,0 pM néo teve efeito na

multiplicacdo de \itis riparia M. x \itis berlandieri P.
(NOVAK & JUVOVA, 1982).

A citocinina BAP teve efeito negativo na altura das
brotagBes, sendo mais evidente nas maiores concentraces
testadas (5,0 e 10,0 uM). Na auséncia de BAP, nos quatro
subcultivos, a altura das brotagtes foi em médiade 3,6 cm
e nas concentragbesde 5,0 e 10,0 uM de BAP adturadas
brotagdes foi em médiade 2,0 e 1,6 cm, respectivamente
(Figura 3). A producéo de brotagBes pouco alongadas com
aadicdo de BAP no meio de cultura, também foi observada
com as cultivares Thompson Seedless, Sonaka e Tas-e-
Ganesh, sendo necessaria uma fase de alongamento
(MHATRE et dl., 2000).

Além disso, concentracdes muito elevadas
também sdo prejudiciais, causando a formagdo de
brotagbes anormais e hiperhidricas (CHEE & POOL,
1985; HARRIS & STEVENSON, 1982; LEE &
WETZSTEIN, 1990).
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FIGURA 2 — Efeito da cinetina (CIN) no nimero de brotacdes por explante do porta-enxerto ‘VR043-43’, em quatro
subcultivos. Letras minUsculas representam o fator concentragdo e maiUsculas o fator subcultivo, sendo que letrasiguais
nao sdo significativamente diferentes pelo teste de Duncan a 5% de probabilidade. C.V.(%) = 29,62. Curitiba, 2005.
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FIGURA 3 - Efeito de 6-benzilaminopurina (BAP) na atura das brotagtes do porta-enxerto ‘VR043-43’, em quatro
subcultivos. Letras minusculas representam o fator concentragdo e mailsculas o fator subcultivo, sendo que letras iguais
ndo sdo significativamente diferentes pelo teste de Duncan a 5% de probabilidade. C.V. (%) = 11,13. Curitiba, 2005.
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Diferente do que ocorreu com a BAP, as brotactes
em meio de cultura contendo 2,5 pM de cinetina tiveram um
aumento na altura no segundo e quarto subcultivos. Porém,
assim como aBAP, as concentragBes mais elevadas (5,0 e
10,0 pM) reduziuram a altura das brotages (Figura 4). 1sso
mostra que a cinetina promove o crescimento das brotagoes,
mas é necessario que sgja adicionada no meio de culturaa
concentracdo adegquada, sendo parao porta-enxerto ‘VR043-
43 préximode2,5uM. Novak & Juvova(1982) demonstraram
gue a cinetina na concentracdo de 20,0 UM, teve efeito
positivo na altura das brotactes de hibridos de videira.

Os resultados encontrados no presente trabalho
corroboram com Koruza & Jelaska (1993), que

observaram inibi¢do no crescimento das brotaces de
videira na subcultura repetida em meio de cultura com
citocinina

Paraavariavel nimero de folhas por brotacdo a
citocinina BAP apresentou resultados inferiores a
testemunha, no primeiro subcultivo. Nos cultivos
posteriores, o nimero de folhas por brotagdo aumentou,
sendo encontrados val ores proximos ao da testemunha
(Figura5). Dzazio et al. (2002) obtiveram resultados
semelhantes ao desse trabalho, em que o nimero de
folhas por brotacdo nas concentracdes de 5,0 e 10,0
MM de BAP no primeiro subcultivo foi inferir a
testemunha.
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10 20 30 40

Subcultivos

FIGURA 4 - Efeito dacinetina (CIN) na alturadas brotagdes do porta-enxerto ‘VR043-43’, em quatro subcultivos.
L etras minGscul as representam o fator concentragdo e mailsculas o fator subcultivo, sendo que letras iguais ndo sdo
significativamente diferentes pelo teste de Duncan a 5% de probabilidade.C.V. (%) = 11,13. Curitiba, 2005.
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FIGURA 5- Efeito de 6-benzilaminopurina (BAP) no nimero de folhas por explante do porta-enxerto ‘VR043-43’, em
quatro subcultivos. Letras mindsculas representam o fator concentracéo e maiusculas o fator subcultivo, sendo que
letras iguais ndo sdo significativamente diferentes pelo teste de Duncan a 5% de probabilidade. C.V. (%) = 11,90.

Curitiba, 2005.
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As concentracBes mais elevadas de cinetina (5,0 e
10,0 uM), apresentaram o menor nimero de folhas por
brotagdo nos quatro subcultivos (Figura 6). Também no
trabalho com o porta-enxerto devideira ‘420-A’ obteve-se
0s menores nimeros de folhas por brotagdo com as
concentracOes de 5,0 e 10,0 uM de cinetina (DZAZI0 et
a., 2002).

Observou-se formacgdo de calo em 100% das
microestacas, na presenca das duas citocininas testadas.
Enquanto, nédo se verificou formacdo de calo nas
microestacas na auséncia de citocinina (Tabela 2).

Houve 100% de enraizamento das microestacas
em meio de cultura isento de citocinina (Tabela 1),

apresentando-se como uma caracteristica do porta-
enxerto devideira ‘VR043-43’. Sendo, possivel formar
uma Unica planta enraizada a partir de um segmento
nodal sem regulador de crescimento, assim como
observado por Bouquet & Torregrosa (2003) e Jona &
Webb (1978). 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
(1991) obtiveram 55% de enraizamento em brotacfes
de cultivares de Vitis rotundifolia cultivadas em meio
de cultura MS sem a presenca de regulador de
crescimento.

g 100 -
£ 80 e 00 kM CIN
7 60 AB m2,5 M CIN
C
% 4,0 - m5,0puM CIN
2z 2,0 - 310,0 uM CIN
o
=z 0’0 B —
10 20 30 40
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FIGURA 6 - Efeito dacinetina(CIN) (B) no nimero defolhas por explante do porta-enxerto ‘VR043-43’, em quatro
subcultivos. Letras mintsculas representam o fator concentracdo e maiusculas o fator subcultivo, sendo que letras
iguais ndo sdo significativamente diferentes pelo teste de Duncan a 5% de probabilidade. C.V. (%) = 11,90. Curitiba,

2005.

TABELA 2—Efeito de 6-benzilaminopurina (BAP) e cinetina (CIN) na porcentagem de formag&o de calo e porcentagem
de enraizamento das microestacas do porta-enxerto devideira ‘v R043-43’, em quatro subcultivos. Curitiba, 2005.

Calo (%)* Enraizamento (%)"
Citocinina 1° 20 3P 40 1° 20 3P 40
0,0 uM BAP 0,0bA 0,0bA 0,0bA 0,0bA 100aA 100aA 100aA 100aA
2,5uM BAP 100aA 100aA 100aA 100aA 19,3bC 40,6bB 0,0bD 57,0cA
50uM BAP 100aA 100aA 100aA 100aA 0,0cC 21,6dB 0,0bC 80,0bA
10,0 uUMBAP 100aA 100aA 100aA 100aA 0,0cC 24,2cB 0,0bC 43,7dA
0,0 uM CIN 0,0cA 0,0bA 0,0cA 0,0bA 100aA 100aA 100aA 100aA
2,5uM CIN 83,4bB 100aA 66,9bC 100aA 100aA 100aA 100aA 100aA
50uM CIN 100aA 100aA 100aA 100aA 100aA 100aA 100aA 100aA
10,0 uM CIN 100aA 100aA 100aA 100aA 100aA 100aA 100aA 65,8bB
CV. (%) 0,66 1,28

M édias seguidas pela mesma letra mindscula na coluna e maitiscula na linha ndo diferem significativamente pelo teste

de Duncan a 5% de probabilidade.
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As concentracfes de BAP testadas reduziram a
formagao de raizes, inibindo totalmente o enraizamento no
terceiro subcultivo. A cinetinando inibiu o enraizamento
das microestacas, apenas a concentracdo de 10,0 uM no
quarto subcultivo, reduziu significativamente a
porcentagem de enrai zamento (65,8%) (Tabela 2).

Para videiras, cultivares copa e porta-enxerto, a
rizogénesein vitro é fortemente influenciada pelo genétipo
(ROUBELAKIS-ANGELAKIS & ZIVANOVITC, 1991),
enraizando facilmente pelo uso de meio de cultura sem
regulador de crescimento ou com adi¢do de auxina (GRAY
& FISHER, 1985).

CONCLUSOES

A multiplicagéo do porta-enxerto devideira‘vV R043-
43’ érealizada pela obtencéo de microestacas, apartir de
uma Unica planta enraizada em meio de culturaisento de
regulador de crescimento.

A utilizagdo de BAP na concentragdo de 5,0 uM
requer uma fase de alongamento, podendo a qualidade
das brotacBes ser comprometida durante os repetidos
subcultivos na presenca da citocinina.

O porta-enxerto devideira‘vVR043-43’ gpresentauma
fraca resposta a cinetina na fase de multiplicacéo.
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