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RESUMO

Visando desenvolver metodologia para cultura de meristemas de videira in
vitro foram testadas quatro doses do hormdnio 6-BA (6-benzilaminopurina) em meio
primério, o qual constou do meio bdsico de Nitsch & Nitsch. Brotos apicais do culti-
var A Dona foram esterilizados, os meristemas com um ou dois primordios foliares
foram excisados e, apds breve periodo de pré-incubacdo, inoculados em meio prima-
rio. Os explantes foram avaliados quanto a viabilidade, tamanho, nimero de folhas
¢ rapidez no desenvolvimento, concluindo-se que as duas doses intermedidrias, quais
sejam, 2,0 e 5,0UM de 6-BA foram as mais apropriadas para utilizagdo em meio pri-
mdrio para o cultivar A Dona.

Termos de indexagfo: cultura in vitro; videira; 6-BA (6-benzilaminopurina).

1. INTRODUCAO

Os hibridos apirenos TAC ‘A Dona’, ‘Iracema’, ‘Aurora’ e ‘Maria’
possuem bagas de tamanho pequeno, e as tentativas de aumenta-las mediante
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duplicacdo do nimero de cromossomos pela aplicacdo de colchicina tém sido
infrutiferas. Este fato provavelmente se deva & constituicdo de suas gemas,
envoltas por grande numero de folhas, alta cerosidade e pélos. Todavia, a
poliploidia no caso dos cultivares apirenos, seria muito vantajosa, pois o ta-
manho das bagas poderia ser aumentado, com positivos reflexos econdmicos.

Durante as iltimas duas décadas, a cultura de meristema tem sido ex-
tensivamente utilizada na propagacao agimica, em vista da rapidez com que se
consegue a multiplicacdo de diversos vegetais e da estabilidade genética in-
trinseca as células do meristema (KARTHA, 1981). A aplicacdo mais impor-
tante dessa técnica, de acordo com KARTHA (1981), é a producio de clones
livres de patégenos, especialmente virus, € a sua manutencao pela técnica de
criopreservacdo. Esses foram também os obietivos de BARLASS et alii
(1982) e NOVAK & JUVOVA (1983) em seus trabalhos com videira.

BARLASS & SKENE (1983) descreveram um método rapido para
obten¢do de plantinhas de videira, fragmentando brotos apicais e utilizando
cultura liguida no meio primirio. Apds testarem vdrios horménios, BAR-
LASS & SKENE (1980b) concluiram que o mais adequado € a citocinina
6- benzﬂammopurma (6-BA). Utilizando 10,0uM de 6-BA obtiveram em meio
primério o que denominaram de “estruturas semelhantes a folhas™ originadas
de primérdios foliares, que em meio secundario proliferaram a-partir de suas
bases (BARLASS & SKENE, 1980a). NOVAK & JUVOV A (1983) estuda-
ram também diversos hormonios e concentra¢des para o desenvolvimento em
meio primdrio, determinando a concentrac@o de 10,0pM de 6-BA como a mais
apropriada.

Visando, entdo, a4 obtencdo e multiplicacdo de clones de videira li-
vres de virus e cultivares apirenos com bagas de maior tamanho mediante a
poliploidizacdo, iniciou-se uma série de testes com a finalidade de desenvol-
ver metodologia sobre a cultura de meristema em videira. Em observacGes
preliminares, doze meios de cultura foram avaliados, sendo alguns com auxi-
nas e acrescidos de citocininas, outros acrescidos de acido giberélico e, final-
mente, meios com altas concentragoes de citocininas (maiores de 10,0uM de
6-BA), sem que resultados realmente satisfatorios fossem obtidos.

Neste trabalho, estudaram-se os efeitos de niveis variados de 6-BA
no meio primdrio, visando 4 determinacdo da concentra¢do idgal de 6-BA
para a cultura de meristema do cultivar apireno A Dona.

2. MATERIAL E METODOS

Foram utilizados brotos apicais de videira do cultivar A Dona (hi-
brido complexo IAC), coletados em condi¢cdes de campo no Centro Experi-
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mental de Campinas e na Estacdo Experimental de Jundiai, ambos perten-
centes ao Instituto Agronémico de Campinas, e no Sitio Extra-Vitis, de pro-
priedade do Sr. Luis Carbonari, localizado no bairro do Travit, em Jundiai
(SP).

Os brotos apicais, logo apds sua coleta, passaram por uma primeira
lavagem em 4gua corrente de torneira e foram esterilizados com uma solugdo
comercial de hipoclorito de sdédio na concentracdo de 20%, sob agitacdo
durante vinte minutos. A seguir, sofreram trés-quatro lavagens sucessivas com
dgua destilada esterilizada, por dez minutos sob constante agitacdo.

‘Os brotos apicais foram dissecados em cdmara asséptica de fluxo la-
minar, sob lupa estereoscdpica, tirando-se cada uma de suas folhas e escamas
que recobrem o meristema, com a ajuda de agulhas e 1dminas montadas em
varetas. O meristema exposto foi cortado com dois ou mais primérdios
foliares, para garantir sua sobrevivéncia in vitro, e transferido para o meio de
pré-incubacdo ou meio de placa.

O meio de pré-incubacdo constou, por litro, de: solucGes de macro-
nutrientes de MURASHIGE & SKOOG (1962), na metade das concentra-
¢Oes; solucao de micronutrientes de NITSCH & NITSCH (1969) também na
metade das concentragdes; solucdo de vitaminas de NITSCH & NITSCH
(1969) em sua concentracdo normal; inositol: 10mlde uma solugdo 550uM;
cisteina: 10ml de uma solugio 500u:M; sacarose 30g; carvdo ativado: 4g;
dgar: 7g. O pH foi ajustado para 5,5. '

Ap6s um a cinco dias de permanéncia no meio de pré-incubacdo,
fez-se a contagem do nimero de meristemas invidveis (oxidados ou conta-
minados) e dos vidveis. Estes Giltimos foram transferidos sob condi¢cio de
cimara asséptica de fluxo laminar para os meios primdrios diferenciados
(tratamentos). O meio primdrio constou, por litro, de: solu¢do salina de
NITSCH & NITSCH (1969), com o nitrogénio na forma de NH, NO; colo-
cado em dobro e os micronutrientes na metade das concentracGes; inosi-
tol: 10ml de uma solu¢do 550uM; cisteina: 10ml de uma solug¢do SOOUM. O
pH foi ajustado para 5,5.

A fim de verificar o nivel hormonal mais adequado de 6-BA neces-
sario ao desenvolvimento inicial do meristema, utilizaram-se quatro concen-
tragdes: 1,0; 2,0; 5,0 e 10,0uM, para os tratamentos 1, 2, 3 e 4 respectiva-
mente.

Foram utilizadas cinco repeti¢oes, correspondentes as diferentes da-
tas de inoculagdo em meio de pré-incubagdo (12/9/83; 29/9/83; 5/10/83;
6/10/83 e 18/10/83). O niimero de meristemas empregados foi varidvel entre
as diversas repeticdes, a.-saber: 51, 37, 72, 110 e 12, para a primeira, segunda,
terceira, quarta e quinta repeticdo respectivamente, em vista das suas diferen-

Bragantia, Campinas, 44 (1): 473-479, 1985



476 I. R. da S. PASSOS et alii

tes disponibilidades. Em cada frasco contendo o meio primério, foram co-
locados até quatro meristemas.

Os explantes, uma vez inoculados no meio primdrio, foram constan-
temente observados, transferindo-se os sadios para um frasco com meio de
cultura equivalente, quando se constatava contaminac¢io no meio.

Foram realizadas duas avalia¢Bes gerais dos explantes, a primeira em
2/11/83 e, a segunda, em 2/12/83, considerando-se o nimero de meristemas
vidveis que se encontravam nos trés primeiros estidios de desenvolvimento,
sem a presenca de folhas (avaliacdo visual do aumento do didmetro do meris-
tema, sendo o estddio 1, o menor), o nimero de plantinhas vidveis que pos-
suiam uma, duas ou mais de duas folhas, o nimero de meristemas com calo
e 0 de meristemas estagnados, oxidados ou contaminados.

Com base nos totais de tratamentos, calculou-se para cada um deles
a participa¢do percentual de cada item avaliado em relagdo aos respectivos
niimeros de meristemas inoculados em meio primaério, sendo os tratamentos
comparados segundo a magnitude dos valores obtidos. Para esse cilculo, o
niumero de meristemas considerados no tratamento 1 foi 69;no 2, 74; no 3,
65 e, no 4, 51, totalizando 259 meristemas. Esse namero diferiu um pouco
do total das repeticGes mencionadas, pois 23 meristemas, em estddios ini-
ciais, foram perdidos.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os valores obtidos na avaliacdo feita um a cinco dias ap6s inocula-
¢3o no meio de pré-incubagdo revelaram a ocorréncia de poucas perdas de
explantes (11%) nessa primeira fase. Com base em experimentos prelimina-
res, infere-se que seriam ainda menores a medida que se dispusesse de mate-
rial de campo mais vigoroso e sob melhores condicSes de assepsia, tanto na
sala de transferéncia quanto nos intrumentos.

Na primeira avaliacio da fase seguinte, isto é, que diz respeito ao
teste de concentracdes de 6-BA, ndo foi possivel dispor de dados concretos
para norteio exato de procedimento, pelo pouco tempo de permanéncia dos
explantes no meio primdrio. O niimero de meristemas diferenciados foi ape-
nas de 5 (do total de 282 explantes inoculados), ocorrendo 1 para 1,0uM de
6-BA, 2 para 2,0uM, 1 para 5,0uM e 1 para 10,0,M. Entretanto, nos expe-
rimentos de BARLASS & SKENE (1983), em meio primdrio, os autores con-
seguiram a diferenciacio dos meristemas em “estruturas semelhantes a fo-
lhas” em um més, utilizando meio liquido e 10,0.M de 6-BA. Evita-se, po-
rém, a utilizagdo de meio liquido por causa do risco de se perder grande
parte do material por contaminacdo. O meio liquido, contudo, talvez possa
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ser vantajoso em rela¢do ao meio s6lido, acelerando o processo de diferencia-
cdo, gracas ao maior contato do meio de cultura com o explante.

Um més apds a avaliacdo anterior, fez-se uma segunda avaliacdo dos
materiais em meio de cultura primadrio, cujos resultados constam do quadro
1. Nesta, os meristemas vidveis puderam ser classificados segundo seis esta-
dios progressivos de desenvolvimento, sendo os trés primeiros e os trés lti-
mos relativos a auséncia (explante) e a presenca de folhas (plantinha) respec-
tivamente.

Quanto aos meristemas invidveis, isto €, os estagnados, os oxidados
e os contaminados, os Unicos que independem dos tratamentos sio os conta-
minados e, de acordo com o quadro 1, foram 0s que ocorreram em maior
porcentagem. Para os oxidados, nio se nota nenhuma tendéncia com o
aumento das doses. Para os estagnados, contudo, nota-se certa tendéncia a
diminui¢do da porcentagem com o aumento da dose, o que estd coerente
com a fun¢do do hormonio 6-BA, que é promover o desenvolvimento e dife-
renciagdo do meristema.

A ocorréncia de calo ndo € esperada nem desejada neste caso. Ndo é
esperada porque se utilizou apenas um tipo de hormdnio, qual seja, a citoci-
nina 6-BA. Nio ¢ deseiada, pois nao se quer diferenciacio a partir de células
de calo que, devido i sua instabilidade genética, poderiam provotar variabili-
dade no material. Sua ocorréncia, no entanto, pode ser causada por uma con-
taminacdo no meio de cultura, por alguma auxina. De acordo com os dados
do quadro 1, nota-se que essa ocorréncia foi baixa, e parece ndo ter relacio
com os niveis de 6-BA utilizados.

Nota-se ainda, quanto aos meristemas vidveis, que no tratamento 1 a
diferenciacdo dos explantes foi lenta: a maior porcentagem concentra-se nos
estadios 1 e 2 (56%), havendo ainda 7% do tamanho 3 e 12% nos estagnados,
com um total de 75% em estddios iniciais, com trés meses em meio de cul-
tura. Isso contra 69% do tratamento 2, 52% do 3 e 48% do 4. Evidencia-se,
assim, que 1,0uM de 6-BA foi uma concentra¢do muito baixa para o desen-
volvimento e diferenciacdo dos meristemas. Nesse tratamento, entretanto,
obtiveram-se as “‘estruturas semelhantes a folhas (Figura 1a), descritas por
BARLASS & SKENE (1983), quando utilizaram 10,0uM de 6-BA em meio
primdrio liquido para meristemas fragmentados de videira. Segundo os mes-
mos autores, transferindo-se tais estruturas para um meio secunddrio, cuja
unica diferenca do anterior é ser geleificado com 4gar, elas proliferam a par-
tir de suas bases, propiciando grande multiplicacdo do material.

Para o tratamento 4, no qual se utilizaram 10,0uM de 6-BA, po-
rém, os meristemas do cultivar A Dona concentraram-se também nos esta-
dios iniciais, sendo que nos 8% com folhas, estas se encontravam atrofiadas,
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QUADRO 1 — Dados, na segunda avaliagio em meio primirio, referentes aos explantes e plantinhas de videira obtidos in vitro

para o cultivar A Dona
Tamanho Fotha Meristema
Trat: to 6-BA Total inoculado
! 2 3 Uma Duas Maisde duas Estagnado Oxidade Contaminado Com calo
wM %
1 10 28 28 7 10 1 ¢] 12 1 12 B | 100
2 20 23 22 15 11 5 3 9 4 8 0 100
3 50 931 9 8 5 3 3 6 25 2 100
4 100 24 24 0 8 0 1] (4] 4 39 2 100

evidenciando que a quantidade de hormoénio para esse cultivar foi excessi-
va.

A maior porcentagem de plantinhas foi obtida nos tratamentos 2
(Figura 1b) e 3 (Figura 1c), os Gnicos que apresentaram plantinhas com mais
de duas folhas, as quais possuiam aspecto normal.

FIGURA 1 — Aspecfo médio das blﬁntiﬁﬂaé de ‘A bbﬁa’ cultivadas in vitro. a: Trata-
mento 1, onde se utilizou 1uM de 6-BA. b: Tratamento 2, onde se utilizaram 2,0uM
de 6-BA. c: Tratamento 3, onde se utilizaram 5,0uM de 6-BA.

Desse modo, foram definidos os niveis de 2,0 e 5,0uM de 6-BA co-
mo os mais adequados a utilizar em meio primdrio, quando se cultivam in
vitro - meristemas de videira do ‘A Dona’.
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SUMMARY

IN VITRO CULTURE OF GRAPEVINE MERISTEM.
1. 6-BA CONCENTRATION IN PRIMARY MEDIUM

Aimming at the development of a metodology for ‘in vitro’ grapevine
meristem tip culture, the effects of four concentrations (1.0; 2.0; 5.0 and 10.0 uM)
of 6-BA (6 benzylaminopurine) cytokinin on growth and development of grapevine
‘A Dona’ isolated meristem tips in primary medium using basal medium of Nitsch
& Nitsch were tested. Shoot tips were estzrilized, meristems were then excised
and after a brief period of pre-incubation were inoculated in primary medium. Viabi-
lity, size, number of leaves and development speed of those meristem tips were
studied. The concentrations of 2.0 and 5.0uM seemed to be the most appropriate
to seedless A Dona cultivar.

Index terms: in vitro culture; grapevine; 6-BA (6-benzylaminopurine)
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