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INDUCAO DE MULTIBROTACAO IN VITRO
EM VIDEIRA cv. BORDO!

RICARDO ANTONIO AYUB?, BRUNA SPINARDP,
MARCOS FERNANDO BASSO*, LUIZ ANTONIO BIASI

RESUMO-A micropropagacao possibilita a propagacao massal e pode contribuir para atender a demanda
de plantas-matrizes e mudas de qualidade genética e sanitaria comprovadas de videira. Diferentes meios de
cultura, acrescidos ou nao de reguladores vegetais, tem sido usado com frequéncia para auxiliar na indugao
de brotagdes. O trabalho teve por objetivo avaliar os meios de cultura MS e GZ completo ou com metade
da concentragdo de sais acrescidos de BAP para indugdo de multibrotacdo em videira da cv. Bordo. O ex-
perimento foi realizado em delineamento inteiramente casualizado, em esquema fatorial 4 x 4, com quatro
meios de cultura (MS, MS/2, GZ, GZ/2) e quatro concentra¢des de BAP (0; 2,5; 5 e 10 uM), com quatro
repeticdes. Avaliaram-se aos 30 dias o numero de brotos por microestaca, numero de novas microestacas
por broto, nimero de folhas por broto, comprimento médio dos brotos, nimero de raizes por microestaca e
comprimento da raiz principal. O meio de cultura mais eficiente para inducao de multibrotacdo em videira
cv. Bordd e o desenvolvimento da parte aérea ¢ o meio MS acrescido de 2,5 uM de BAP.

Termos para indexacio: Vitis labrusca, citocinina, micropropagacao.

INDUCTION OF MULTI-SPROUTING IN VITRO IN GRAPEVINE cv. BORDO

ABSTRACT- The Micropropagation allows mass propagation and may contribute to attend the demands of
mother plants and seedlings of grapevine of proved genetic quality and health. Different culture media, with
or without plant growth regulators has been used frequently to assist in the induction of shoots. The study
aimed to evaluate the means of culture MS and GZ full or with half the concentration of salts plus BAP for
induction of multi-sprouting on grapevine cv. Bordo. The experiment was conducted in a randomized design
in a factorial 4 x 4, with four culture media (MS, MS/2, GZ, GZ/2) and four concentrations of BAP (0, 2.5,
5 and 10 uM) with four replications. It was evaluated at 30 days the number of micro-shoots per cutting,
number of new micro-cuttings per shoot, number of leaves per shoot, mean length of shoots, number of roots
by micro-cutting and length of the main root. The culture medium more efficient for induction of multi-
sprouting in grapevine cv. Bordo and the development of the shoot is the MS medium plus 2.5 uM of BAP.
Index terms: Vitis labrusca, cytokine, micropropagation.

toneladas de uvas. Segundo o Anuario Brasileiro da
Fruticultura (2008) o Brasil encontra-se atualmente
em 22° lugar, com mais de 89.946 hectares, com pro-

INTRODUCAO

A videira, pertencente ao género Vitis, da

familia Vitaceae, possui inumeras espécies, desta-
cando-se a Vitis vinifera, conhecida como produtora
de uvas finas, de origem europeia, e a Vitis labrusca
L., conhecida como produtora de uvas rusticas, de
origem americana (ROBERTO et al., 2008; GIO-
VANNINI, 2008).

Conforme Regina (2006) a area cultivada
com vinhedos no mundo, em 2005, foi de 7,3 mi-
lhdes de hectares, com produgao de 65,9 milhdes de

ducdo de 1.354.960 toneladas, 15° lugar em produgao
de vinhos e 8° maior exportador de suco de uva.

A viticultura no Brasil esta concentrada
principalmente nos Estados das regides Sul e Su-
deste, onde se destacam os dois maiores produtores
nacionais: Rio Grande do Sul, com 48.474 hectares
e producdo de 705.228 toneladas sendo 90% da
producdo destinada a agroindustria para producao
de vinhos, suco e outros derivados e Sao Paulo, com
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12.303 hectares de area colhida e produg@o prevista
de 231.620 toneladas de uva. Do total de uvas pro-
duzidas no Brasil, em 2007, 47,02% foi destinada
a claborag@o de vinhos, sucos ¢ outros derivados
(EMBRAPA UVA E VINHO, 2007; ANTUNES;
AQUINO, 2008; AGRIANUAL, 2006).

A videira cv. Bord6, na década de 1850, des-
pertou interesse dos viticultores europeus devido a
resisténcia ao oidio (Uncinula necator), moléstia que
naquela época causava enorme prejuizo a viticultura
mundial (GRIGOLETTI JR.; SONEGO, 1993). Foi
introduzida no Rio Grande do Sul, em 1839, com o
nome de ‘Ives’. Sua expansao deu-se devido a facil
adaptacdo a variabilidade de condi¢des edafocli-
maticas, boa produtividade (aprox. 32.000 t.ha'),
longevidade e relativa rusticidade (ZANUZ, 1991;
CAMARGO, 1994), sendo bastante utilizada para
elaboragdo de vinho tinto, suco, vinagre, geleias e,
por sua precocidade, também consumida in natura
(RIZZON et al., 2000).

A micropropagacao da videira € utilizada com
diversos objetivos, entre os quais a multiplicagdo
rapida de plantas, propagagdo de novos hibridos e
obtengdo de matrizes livres de patdogenos, tornando-
se uma alternativa viavel para a multiplicacdo de
videiras (BIASI et al., 1998a; DZAZIO et al., 2002;
COLETTO et al., 2008).

Para induzir o crescimento dos explantes
in vitro, recomenda-se a adi¢do de uma citocinina
ao meio de cultura inicial (BOUQUET; TORRE-
GROSA, 2003; MACHADO et al., 2006), sendo
a 6-benzilaminopurina (BAP) a mais utilizada e a
mais efetiva para um grande nimero de cultivares
(BIASI et al., 1998a; NOVAK; JUVOVA, 1983;
GRAY;BENTON, 1990).

As citocininas sdo utilizadas para estimular a
divisao celular, atuando desta forma na morfogénese
(GEORGE, 1996). A concentragao e o tipo de citoci-
nina, para a melhor prolifera¢ao de brotagdes, podem
variar entre os diferentes genétipos (DZAZIO et al.,
2002); contudo, as concentragdes muito clevadas
também sdo prejudiciais, causando a formagdo de
brotagdes anormais e hiper-hidricas (MACHADO
et al., 2006).

Desde a década de 80, a técnica de micropro-
pagacdo in vitro tem sido uma alternativa utilizada
para superar as dificuldades de propagagdo dessa
espécie, mas foi somente a partir de 1990 que se
conseguiu obter o primeiro enraizamento in vitro
(LEE; WETZSTEIN, 1990). No caso da videira, as
técnicas de cultivo in vitro tém demonstrado grande
potencial para a propagacdo de plantas (TORRE-
GROSA; BOUQUET, 1995; TORREGROSA et al.,
1995; SILVA et al., 1997; BIASI et al., 1998D).

Para Novak e Juvova (1983), a citocinina
BAP mostrou-se mais eficiente até mesmo que a ci-
netina e a 2-isopenteniladenina (2ip), para estimular o
crescimento de meristemas e a proliferacdo de novas
brotagdes, em oito clones de videira.

De forma geral, quase todos os trabalhos
apontam, como melhor meio de cultura para a
producdo de brotos, o meio MS completo (LEE;
WETZSTEIN, 1990), ou modificado com metade da
concentragdo de sais (SUDARSONO et al., 1991).
Para Bernd et al. (2007), o regulador vegetal BAP
apresentou os melhores resultados na produgdo de
brotos, em concentragdes variaveis e especificas,
para cada variedade ou hibrido em estudo. Ainda o
mesmo autor verificou que o meio GZ, acrescido de
3 uM de BAP, também foi eficiente na inducdo de
multibrotagcdo em porta-enxertos hibridos de Vitis
labrusca x Vitis rotundifolia.

O presente trabalho teve por objetivo avaliar
os meios MS ¢ GZ completos ou com metade da
concentragdo de sais acrescidos de BAP (Benzila-
minopurina) com concentragdes de 0; 2,5; 5,0 ¢ 10
UM para inducdo de multibrotagdo em videira da
cv. Bordo.

MATERIAL E METODOS

Os explantes utilizados na multibrotagdo
foram segmentos nodais da cultivar Bordd, com
uma gema axilar e uma folha, de aproximadamente
1 cm de comprimento, excisados de plantas preesta-
belecidas in vitro. Os explantes foram introduzidos
em frascos de vidro com capacidade de 100 mL, ¢
tampados, contendo 20 mL de meio de cultura.

Os meios de cultura utilizados foram o MS
(MURASHIGE; SKOOG, 1962) completo ou com
metade da concentracao de sais, acrescidos de 6 g.L"!
de agar, 30 g.L! de sacarose e o meio GZ (GALZY
et al., 1990) completo ou com metade da concentra-
¢o de sais, acrescidos de 6 g.L! de agar, 15 g.L*!
de sacarose, ambos suplementados com: 0; 2,5; 5 ¢
10 uM de BAP.

O pH dos meios de cultura MS e MS/2 foram
ajustados para 5,8 com NaOH 0, 1N, e o pH dos meios
GZ e GZ/2 foram ajustados para 6,5 com NaOH
0,IN apos a adi¢ao de agar; em seguida, os meios
foram esterilizados em autoclave a 120°C, durante
20 minutos.

Os experimentos foram mantidos dentro de
uma sala climatizada, com fotoperiodo de 16 horas
de luz, fornecidas por lampadas fluorescentes do tipo
luz do dia, intensidade luminosa de aproximadamente
20 pmol m? s e temperatura de 25 £ 1°C.

O experimento foi realizado em delineamento
inteiramente casualizado, em esquema fatorial 4 x 4,
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com quatro meios de cultura (MS, MS/2, GZ ¢ GZ/2)
e quatro concentragdes de BAP (0; 2,5; 5 ¢ 10 uM),
com quatro repeti¢des. A unidade experimental foi
constituida de 4 frascos contendo 4 explantes cada
frasco.

As avaliagdes foram realizadas 30 dias a
partir da instalagdo do experimento, ¢ os parametros
observados foram: nimero de brotos por microestaca,
nimero de novas micro-estacas por broto, nimero
de folhas por broto, comprimento médio dos brotos,
numero de raizes por microestaca e comprimento da
raiz principal.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Para todos os parametros avaliados, houve
interagdo significativa entre os meios de cultura e as
concentragdes de BAP testadas. Os maiores valores
de nimero de brotos por microestaca foram obtidos
no meio MS/2 com 5 uM de BAP, embora esse meio
ndo tenha diferido estatisticamente dos meios MS
com2,5;5¢10 uMde BAPe GZ e GZ/2com2,5¢5
uMde BAP (Tabela 1). Chée ¢ Pool (1985) ja haviam
observado maior produgio de brotos na concentragao
de 2,5 uM de BAP para o hibrido *Remaily Seedless’.

Ja Coletto et al. (2008) observaram, na mi-
cropropagacdo do porta-enxerto Paulsen 1103, que
o meio MS, acrescido de 2,5 uM de BAP, apresentou
brotagdes com maior tamanho e, na concentragido
de 1 uM de BAP, apresentou nimero maior de bro-
tagdes, embora as concentragdes com 0; 0,5 e 2,5
uM de BAP nao tenham diferido estatisticamente.
Para o porta-enxerto '420-A’, Dzazio et al. (2002)
observaram que o meio de cultura contendo BAP
de 1 a 10 uM ndo apresentou diferengas estatisticas
significativas no nimero de brotagdes. Machado et al.
(2006), trabalhando com o porta-enxerto ‘VR043-43",
observaram que as concentragdes com 5 ¢ 10 uM de
BAP, com subcultivos a cada 45 dias, promoveram
o maior numero de brotagdes, porém com redugdo
da altura. Para Torregrosa e Bouquet (1995), o meio
de cultura MS/2, suplementado com 4,4 uM de BAP,
promoveu alto numero de brotagdes por explantes,
para os hibridos de Vitis x Muscadinia. Nos trabalhos
de Gray e Benton (1991), o nimero e a qualidade das
brotacdes das cultivares de videiras Fry, Carlos e Di-
xie foram altos quando o meio foi suplementado com
5a20 uM BAP, diferentemente deste trabalho, onde
a concentra¢do de BAP acima de 5 uM apresentou
redugdo no nimero de brotos.

Bernd et al. (2007) induziram multibrotagado
a partir de gemas axilares de hibridos V. labrusca
x V. rotundifolia com um niimero satisfatorio de
brotos, passivel de ser incrementado por subcultivos

sucessivos, em meio Galzy, acrescido de 3 uM de
bezilaminopurina (BAP), os maiores nimeros de
brotos foram obtidos em meio Galzy, porém, em
meio MS houve melhor desenvolvimento da parte
aérea, com caule levemente mais grosso e vigoroso,
que resultou em melhor enraizamento, com raizes
mais grossas e mais ramificadas.

Lee ¢ Wetzstein (1990) observaram em Vitis
rotundifolia, cv. Summit que em meio MS, acrescido
de 10 uM, induziu maior niimero de brotos, ja na
concentragdo de 5 uM, obtiveram melhor enraiza-
mento, com raizes maiores € mais ramificadas.

Biasi et al. (1998b), conseguiram 0 maximo
estimulo de desenvolvimento dos apices meriste-
maticos utilizando meio MS com metade da con-
centracdo de sais, acrescidos de 7,4 uM ¢ 7,8 uM
de BAP, para os porta-enxertos ‘Jales’ e ‘Campinas’,
respectivamente. Bernd et al. (2007), trabalhando
com dois hibridos de Vitis labrusca x V. rotundifolia,
obtiveram maior niimero de brotos utilizando meio
de cultura GZ, acrescido de 3 ¢ 5 uM de BAP.

Concordando com Biasi et al. (1998a) Dzazio
etal. (2002) e Lee e Wetzstein (1990), concentragdes
de BAP devem ser adequadas para cada cultivar, oti-
mizando o processo para a obtencdo de brotagdes de
boa qualidade e com minimo de vitrificagdo, mesmo
que a taxa de crescimento seja menor.

Em relagdo ao numero de novas microes-
tacas formadas por broto (Tabela 1), o meio MS,
acrescido de 2,5 uM de BAP, foi o que apresentou
maior nimero de novas microestacas formadas por
broto originado. Ja para os meios MS/2 e GZ/2, a
concentragdo de 2,5 uM de BAP néo diferiu das
testemunhas, sendo a mesma superior ao meio GZ.

Biasi et al. (1998b), conseguiram a melhor
resposta no numero de explantes com folhas, utili-
zando 10 uM de BAP com os porta-enxertos ‘Jales’
¢ ‘Campinas’. Ainda os mesmos autores, verificaram
que o aumento da concentragdo de BAP até no ma-
ximo com 11,5 uM de BAP induziu o crescimento
das gemas axilares dos segmentos nodais, ¢ concen-
tracdes muito elevadas de BAP causaram brotagdes
anormais. Gray e Benton (1991), utilizando meio de
cultura acrescido de 5 a 20 uM de BAP, obtiveram
alto nimero e qualidade das brotagdes nas cultivares
Fry, Carlos e Dixie.

Avaliando o numero de folhas por micro-
estaca de videira, constatou-se que o meio MS,
acrescido de 2,5 uM de BAP, foi o que apresentou
o maior nimero de folhas em relagdo aos outros
meios de cultura, na mesma concentragdo de BAP,
enquanto nos meios GZ ¢ GZ/2 nao houve diferenga
entre as concentragdes de BAP (Tabela 1). Dzazio
et al. (2002), na micropropagacao do porta-enxerto
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de videira ‘420-A’, encontraram maior numero de
folhas nos tratamento com auséncia de BAP e na
concentragdo de 1 uM de BAP e também observaram
que concentragdes muito altas diminuiram a quan-
tidade de folhas, afetando seu desenvolvimento € a
qualidade das brotagdes.

Bernd et al. (2007), trabalhando com dois
hibridos de Vitis labrusca x V. rotundifolia obser-
varam que o meio de cultura MS, acrescido de 5
uM de BAP, apresentaram melhor desenvolvimento
da parte aérea, com caule levemente mais grosso e
vigoroso. Machado et al. (2006), trabalhando com
o porta-enxerto ‘VR043-43’, observaram que a
citocinina BAP apresentou resultados inferiores a
testemunha, no primeiro subcultivo e nos cultivos
posteriores, o nimero de folhas por brotagdo au-
mentou, contudo os valores foram préximos ao da
testemunha.

Dzazio et al. (2002) observaram maior ni-
mero de folhas nos tratamentos com meio de cultura
MS e MS/2 na auséncia de BAP e na concentragio
de 1 uM, sendo que, nas concentragdes mais altas,
diminuiram a quantidade de folhas, afetando seu
desenvolvimento ¢ a qualidade das brotagdes, que
apresentaram sintomas de vitrificagao.

Em relagdo ao comprimento médio dos bro-
tos e ao numero de raizes, o meio MS/2, sem a adigdo
de BAP, foi o que apresentou o melhor resultado
(Tabela 2), sem diferir do meio MS e GZ. O meio
GZ/2 foi o que apresentou o menor comprimento dos
brotos. Isto se deve ao fato de a citocinina presente
nos demais tratamentos ser prejudicial ao desenvol-
vimento da parte aérea. Isto é importante, pois além
do maior niimero de brotos, o comprimento deles
pode permitir aumento no niimero de estacas obtidas
para a propagac¢ao da videira cv. Bordo.

Machado et al. (2006), trabalhando com o
porta-enxerto “VR043-43’, verificaram, quando o
meio de cultura foi acrescido de 5 ou 10 uM de
BAP, com subcultivos a cada 45 dias, efeito negativo
na altura das brotagdes. Ainda os mesmos autores,
observaram que a cinetina também apresentou efeito
negativo na altura das brotagdes quando o meio de
cultura foi acrescido de 5 ¢ 10 uM.

Mabhtre et al. (2000) ainda observaram
producdo de brotagdes poucas alongadas quando o
meio de cultura foi acrescido de BAP nas cultivares
Thompson Seedless, Sonaka e Tas-e-Ganesh. Koru-
za e Jelaska (1993) também observaram inibi¢do no
crescimento das brotag¢des de videira, na subcultura
repetida em meio de cultura, acrescido de citocinina.
Coletto et al. (2008) verificaram que o meio MS/2,
acrescido de 1 ou 2,5 uM de BAP, apresentou melhor
resultado no comprimento dos brotos no porta-

enxerto ‘Paulsen 1103’ ¢ quando acrescido de 5 uM,
ocorreu um efeito toxico, reduzindo o crescimento
dos porta-enxertos.

Dzazio et al. (2002) obtiveram maior compri-
mento da brotagao principal da gema axilar utilizando
o meio de cultura MS com a concentra¢do normal de
sais, embora se verificou a tendéncia dos efeitos do
MS normal e MS/2 se igualarem a medida que foram
realizados os subcultivos. Ja, o MS/4 apresentou
redugdo no crescimento das brotagdes no primeiro
subcultivo, realizado apés os 30 dias no meio de
indugdo com presenca de BAP. Para Gray ¢ Klein
(1989) o meio de cultura MS normal também foi
superior no desenvolvimento de meristemas apicais
da cultivar Blanc Du Bois.

Como era de se esperar o nimero e o compri-
mento de raizes foram maiores no meio MS/2 sem
horménios, apesar de ndo diferir dos outros tratamen-
tos também sem a adi¢do de horménio, o que compro-
va o efeito negativo das citocininas no enraizamento
(Tabela 2). Ao contrario de Bernd et al. (2007) e Lee
¢ Wetzstein (1990) onde o melhor enraizamento foi
verificado no meio MS com 5 uM de BAP.

Torregrosa e Bouquet (1995), estudando dife-
rentes hibridos de V. rotundifolia, observaram que o
meio MS/2, acrescido de 4,4 uM de BAP, apresentou
os melhores indices de multibrotagdo, mas reduziu o
enraizamento quando comparada a concentragao de
1,1 uM de BAP. Machado et al. (2006) verificaram
que a adi¢ao de BAP no meio de cultura reduziram
a formagao de raizes, inibindo totalmente o enraiza-
mento no terceiro subcultivo, contudo a cinetina ndo
inibiu o enraizamento das microestacas, apenas a
concentragdo de 10 pM no quarto subcultivo, reduziu
significativamente a porcentagem de enraizamento
(65,8%).

Dzazio et al. (2002) obtiveram porcentagem
média de enraizamento para os tratamentos com
meios de cultura MS/2 e MS/2 mais carvao ativado,
considerada alta, com 80% dos segmentos nodais
apresentando raizes. Biasi et al. (1998b), também
trabalhando com segmentos nodais, obtiveram, para o
porta-enxerto ‘Jales’, taxas de enraizamento proximas
de 100%, no meio MS/2 sem auxina.
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TABELA 1 - Numero de brotos emitidos por microestaca, nimero de novas microestacas formadas por
broto e niimero de folhas por broto de videira cv. Bordd, apds 30 dias de cultivo in vitro, em
diferentes meios de cultura, com diferentes concentragdes de BAP. Ponta Grossa-PR. 2008.

Concentragao de BAP Numero de brotos
(uM) MS/2 MS GZ GZ/2
0 1,1 Ba 0,8 Ba 1,1 Ba 1,0 BCa
2,5 1,7 Ba 2,2 Aa 2,0 ABa 2,1 Aa
5 2,9 Aa 2,3 Aab 2,5 Aab 1,8 ABb
10 1,9 Bab 2,1 Aa 1,1 Bbc 0,7 Cc
CV (%) 29,16
Numero de novas microestacas
0 2,7Aa 1,9Bb 2,1Aab 1,5Ab
2,5 2,3Ab 3,2Aa 1,0Bc 1,3Ac
5 1,4Ba 1,8BCa 1,1Ba 1,4Aa
10 1,0Ba 1,2Ca 0,8Ba 0,5Ba
CV (%) 24,52
Numero de folhas
0 4,1Aa 3,4Ba 4,0Aa 3,9Aa
2.5 4,6Ab 10,2Aa 4,6Ab 4,9Ab
5 5,5Aa 7,5Aa 5,1Aa 42Aa
10 3,5Aab 7,3ABa 2,0Ab 1,1Ab
CV (%) 43,84

* As médias seguidas de mesma letra maiuscula na coluna e minuscula na linha néo diferem entre si, pelo teste de Tukey (P < 0,05).

TABELA 2 - Comprimento médio dos brotos, nimero de raizes por microestaca, comprimento da raiz
principal de videira cv. Bordo, ap6s 30 dias de cultivo in vitro, em diferentes meio de cultura
e diferentes concentra¢des de BAP. Ponta Grossa-PR. 2008.

Concentracdo de BAP Comprimento médio dos brotos
(uM) MS/2 MS GZ GZ/2
0 1,7Aa 1,5Aa 1,3Aa 0,5Ab
2,5 0,6Bb 1,4ABa 0,4Bb 0,4Ab
5 0,7Bab 1,0ABa 0,4Bb 0,6Aab
10 0,5Ba 0,8Ba 0,3Ba 0,2Aa
CV (%) 37,69
Nuimero de raizes por microestaca
0 2,3Aa 2,1Aab 1,5Ab 0,1Ac
2,5 0,2Ba 0,3Ba 0,0Ba 0,0Aa
5 0,1Ba 0,0Ba 0,0Ba 0,0Aa
10 0,0Ba 0,1Ba 0,0Ba 0,0Aa
CV (%) 74,89
Comprimento da raiz principal
0 6,7Aa 4,0Ab 5,0Aab 6,4Ac
2,5 0,5Ba 1,5Ba 0,0Ba 0,0Ba
5 0,0Ba 0,0Ba 0,0Ba 0,0Ba
10 0,0Ba 0,0Ba 0,5Ba 0,0Ba
CV (%) 37,69

* As médias seguidas de mesma letra maiuscula na coluna e minuscula na linha nao diferem entre si, pelo teste de Tukey (P < 0,05).
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CONCLUSAO

A indugdo de multibrotagao in vitro da videira
cv. Bordd pode ser realizada em meio de cultura MS,
acrescido de 2,5 uM de BAP.
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