MICROPROPAGAGAO DO PORTA-ENXERTO DE VIDEIRA JALES'
LUIZ ANTONIO BIASP, ILENE RIBEIRO DA SILVA PASSOS? e CELSO VALDEVINO POMMER?

RESUMO - Diversos experimentos in vitro foram conduzidos visando estudar o comportamento do
porta-enxerto de videira Jales. Os explantes foram obtidos a partir de segmentos nodais cultivados em
meio de cultura MS com 10 uM de BAP. Foram avaliados meio de cultura, posi¢do do segmento nodal,
posi¢do e tamanho da folha do explante durante o subcultivo e aclimatizagdo. Concluiu-se que a multi-
plicacdo do porta-enxerto ‘Jales’ pode ser realizada em meio de cultura MS com a metade da concentra-
¢do de sais e isento de reguladores de crescimento, por meio do seccionamento das plantas ja estabelecidas
in vitro em segmentos com uma folha. O enraizamento ocorre durante a multiplicagao, que apresenta
uma taxa média de 3,5 novas plantas por més, ¢ a aclimatizagdo pode ser feita em recipientes fechados
por trés semanas, mantendo-se as plantas por mais quatro semanas em camara de nebulizagdo, antes de
serem levadas ao ar livre.

Termos para indexagdo: cultura de tecidos, Vitis vinifera.

MICROPROPAGATION OF JALES GRAPEVINE ROOTSTOCK

ABSTRACT - Several experiments were carried out to study the behavior of Jales grapevine rootstock
in vitro. Explants were obtained from nodal segments cultured in MS medium with 10 uM of BAP. The
effect of different culture media, positions of nodal segments, positions and sizes of explant leaf during
subculture, and ways of acclimatization was tested. It was concluded that multiplication of Jales
grapevine rootstock can be done in free growth regulators half strength MS medium through subculture
of established plants in nodal segments with one leaf. Rooting occurs during multiplication, which
represents an average index of 3.5 new plants per month. The acclimatization can be made initially in
closed containers for three weeks, keeping plants for more four weeks under intermittent mist before

taken to open air.

Index terms: tissue culture, Vitis vinifera.

INTRODUCAO

A cultivar de videira Jales (IAC 572) pertence a
série dos porta-enxertos Tropicais, langados pelo Ins-
tituto Agronémico (Pommer, 1993), ¢ ¢ um dos mais
importantes porta-enxertos indicados para regides
de clima quente. Nessas regides, a viticultura
tem-se expandido rapidamente, gerando uma grande
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demanda de material vegetativo sadio para a forma-
¢do dos vinhedos. Desta forma, a micropropagacgao
pode ser uma alternativa viavel para a multiplicag@o
em larga escala de plantas para porta-enxertos ou
matrizes.

A micropropagacdo de videiras consiste basica-
mente no processo de enraizamento de brotagdes
axilares ou adventicias multiplicadas in vitro, para a
regeneracdo de plantas inteiras. Esse processo pos-
sibilita a rapida multiplicagdo de plantas, a obten-
¢do de plantas-matrizes livres de virus, a propaga-
¢do de hibridos e a preservagdo de germoplasmas
de interesse (Krul & Mowbray, 1984).

Os explantes normalmente utilizados sdo segmen-
tos nodais (Gribaudo & Fronda, 1991), apices
meristematicos (Chée & Pool, 1982; Yu & Meredith,
1986) ¢ meristemas (Passos et al., 1985; Troncoso
et al., 1988; Koruza & Jelaska, 1993).
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Os segmentos nodais constituem-se de micro-
estacas com apenas uma gema lateral mais uma pe-
quena porg¢ao dos tecidos adjacentes do caule e
peciolo, variando de 0,8 a 2,5 cm de comprimento
(Mullins et al., 1979; Martinez & Tizio, 1989;
Gribaudo & Fronda, 1991).

A micropropagagdo ¢ uma alternativa viavel na
multiplicagdo de videiras muscadineas que tem des-
pertado grande interesse para o melhoramento de
plantas, mas cuja propagagdo através de estacas
lenhosas ¢ muito dificil (Gray & Fisher, 1985;
Gray & Benton, 1990, 1991; Lee & Wetzstein, 1990;
Thies & Graves Junior, 1992; Wetzstein & Myers,
1994).

O potencial de multiplicag@o in vitro da videira é
elevado, com estimativas anuais de 2.808.990
brota¢des da cultivar Thompson Seedless, 26.494
brota¢des da Ribier ¢ 1.213 da Black Seedless em
meio MS com 2 mg/L de BAP, a partir de um explante
(Bottietal., 1993). Harris & Stevenson (1982) estabe-
leceram um protocolo capaz de produzir
12.000 brotagdes em quatro meses a partir de apenas
um apice meristematico. Na cultura de apices frag-
mentados, Barlass & Skene (1978) estimaram a pro-
ducéo de aproximadamente 8.000 plantas da cultivar
Cabernet Sauvignon em quatro meses, também a partir
de apenas um apice.

Lewandowski (1991) obteve cerca de 3.000 plan-
tas de videira Delaware por més, utilizando um meio
MS modificado ¢ reduzindo os intervalos de
repicagem, mas ressaltou a importancia de novos iso-
lamentos anualmente, em combinagdo com uma pro-
liferagdo limitada de brotagdes, para reduzir o risco
da variagdo somaclonal.

Este trabalho foi realizado para definir um proto-
colo para a micropropagagdo do porta-enxerto ‘Jales’
a partir de segmentos nodais.

MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram realizados no Laboratério de
Biotecnologia da Se¢do de Viticultura do Instituto Agro-
ndmico de Campinas (IAC), SP. Foram avaliados a posi-
¢do do segmento nodal da brotagao das estacas, meio de
cultura, tamanho da folha ¢ posicdo do explante ¢
aclimatizagdo.

Para o fornecimento de explantes foram utilizadas es-
tacas lenhosas do porta-enxerto ‘Jales’ armazenadas em
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camara fria, de acordo com a metodologia de Goussard
(1981).

Em todos os experimentos foram utilizados 10 frascos
por parcela, com um explante em cada frasco.

Posicio do segmento nodal

Foi avaliado o efeito da posi¢do do segmento nodal da
brotagdo das estacas sobre o tamanho da brotagdo da gema
axilar dos explantes.

Os tratamentos foram sete posi¢des dos segmentos
nodais, contadas a partir do primeiro n6 abaixo do apice
da brotacao da estaca. O delineamento experimental foi
inteiramente casualizado, com quatro repetigdes.

A assepsia da brotacdo das estacas foi realizada pela
imersdo em solugdo de Agrimicina (1 g/L) durante
30 minutos, seguida pela imersdo em solugdo de
hipoclorito de sédio a 1% mais Tween 80 a 0,1% por
15 minutos e quatro lavagens em agua esterilizada.

O apice das brotagdes foi desprezado e o restante foi
dividido em segmentos nodais com cerca de 1 cm de com-
primento e possuindo uma gema. O meio de cultura utili-
zado foi 0 MS (Murashige & Skoog, 1962) com a metade
da concentragdo de sais, 30 g/L de sacarose, 6,5 g/L de
agar e suplementado com 10 uM de BAP.

A avaliacdo do experimento foi realizada 40 dias apds
sua instalagdo pelo comprimento da brotagdo, da gema
axilar do explante.

Meio de cultura

O delineamento experimental foi em blocos ao acaso,
com quatro repeti¢des. Os tratamentos foram os seguintes
meios de cultura, isentos de reguladores de crescimento:
MS, MS/2 (MS com a metade da concentrag@o de sais),
NN (Nitsch & Nitsch, 1969), GZ(64) (Galzy, 1964) e
GZ(90) (Galzy, 1990). A concentragdo de sacarose utili-
zada foi de 30 g/L nos meios MS e MS/2, 20 g/ no NN e
15 g/L nos GZ(64) e GZ(90).

Os explantes consistiram em segmentos nodais com
uma folha, obtidos pelo segundo subcultivo de plantas do
porta-enxerto ‘Jales’ que estavam crescendo em meio de
cultura GZ(90) acrescido de 1 uM de BAP.

A avaliagdo do experimento foi realizada 33 dias apos a
transferéncia, pelas variaveis: comprimento das brotagdes,
numero de folhas por brotagdo, comprimento médio dos
entrenos, porcentagem de enraizamento, numero de raizes
por explante e porcentagem de explantes oxidados.

Presenca e tamanho da folha e posi¢ao do explante

Foram conduzidos dois experimentos, utilizando-se
explantes de plantas do segundo subcultivo em meio
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MS/2 isento de reguladores de crescimento. O delineamen-
to experimental foi inteiramente casualizado, com trés re-
peticdes.

Os tratamentos do primeiro experimento consistiram
de explantes com as seguintes caracteristicas: sem folha e
com folhas pequenas (+0,5 cm de diametro), médias
(x1 cm de diametro) e grandes (£1,5 cm de didmetro).

No segundo experimento foram avaliadas as seguintes
posigdes dos explantes a partir do apice: apice com uma
folha em expansdo; primeiro segmento abaixo do apice
com uma folha; segundo segmento abaixo do apice com
uma folha; e terceiro segmento abaixo do apice com uma
folha.

O experimento foi avaliado apos 30 dias pelas varia-
veis: comprimento das brotagdes, numero de folhas por
brotacdo, porcentagem de brotagdo, porcentagem de
enraizamento e nimero de raizes por explante.

Aclimatizacao

A aclimatizagao foi realizada dentro de uma camara de
nebulizagdo em recipientes individuais preenchidos com o
substrato comercial Multiplant. Os recipientes consisti-
ram de copos de plastico descartaveis de 200 mL com
furos na parte basal.

Foram utilizadas plantas provenientes do terceiro
subcultivo, sendo escolhidas aquelas com tamanho seme-
lhante, com quatro folhas e bem enraizadas.

Apos aretirada dos frascos, as raizes foram lavadas em
agua corrente para retirar o meio de cultura e as plantas
colocadas numa bandeja com agua, onde permaneceram até
o momento do transplante.

O delineamento experimental foi em blocos ao acaso,
com quatro repetigdes e dez plantas por parcela. Os trata-
mentos consistiram em aclimatizar as plantas em recipientes
abertos e em recipientes fechados.

Nos recipientes abertos, as plantas foram colocadas
em copos de plastico e deixadas sob nebulizagao.

Nos recipientes fechados, os copos de plastico com as
plantas foram cobertos com outro copo, de 300 mL. O
copo com a planta foi colocado dentro de outro, de mesmo
tamanho, contendo uma camada de 1 cm de vermiculita no
fundo e sem perfuracdo, para evitar que o substrato
secasse, pois estando coberto ndo recebia a agua da
nebulizagdo.

Aos 21 dias, o experimento foi avaliado pela sobrevi-
véncia das plantas.

Apos a abertura dos recipientes, as plantas permane-
ceram em média por mais quatro semanas na camara de
nebulizagdo, quando foram transferidas para os recipien-
tes ao ar livre.

1589

RESULTADOS E DISCUSSAO

Posicao do segmento nodal

A perda de explantes por contaminagdo foi em
média de 7,1% em todo o experimento, o que indica
que a assepsia utilizada foi eficiente.

A analise de variancia do efeito da posigdo do
segmento nodal revelou significancia estatistica
quanto ao comprimento das brotagdes, sendo este
efeito melhor representado pela regressao linear.

O crescimento das brotagdes dos segmentos
nodais foi maior, a medida que se utilizaram seg-
mentos mais proximos da base das brotagdes das
estacas (Fig. 1). Os segmentos mais basais apresen-
taram-se maiores ¢ mais lignificados do que os
apicais, o que pode ter contribuido com maiores re-
servas nutricionais para o crescimento das gemas
axilares.

Meio de cultura

O efeito dos meios de cultura foi significativo em
todas as variaveis analisadas, com exce¢do de com-
primento médio dos entrenos.

Os meios de cultura GZ(64) e GZ(90) apresenta-
ram elevada oxidacdo, menor crescimento da
brotacdo ¢ menor numero de folhas por planta, ndo
diferindo do meio MS (Tabela 1).

6 v=6,757+1678X
‘2‘ ©r2=0,93"* CV.(%) =217
0

Comprimento (mm)

1 2 3 4 5 6 7
Posigao do explante

FIG. 1. Efeito da posicdo do segmento nodal da
brotacao das estacas sobre o tamanho da
brotacdo da gema axilar dos explantes do

porta-enxerto de videira Jales.
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O meio MS com a concentragdo normal de sais
também foi prejudicial para a porcentagem de
enraizamento e para o niimero de raizes emitidas por
explante, sendo inferior a todos os outros meios (Ta-
bela ).

Os melhores resultados foram obtidos com os
meios NN e MS/2 que nao diferiram entre si, signifi-
cativamente em nenhuma variavel analisada, apesar
de o meio MS/2 apresentar valores superiores ao NN
(Tabela 1). Tal comportamento deve ter ocorrido em
virtude da grande semelhanga na composic¢éo quimi-
ca desses meios.

Com o meio MS/2 foram obtidas 3,9 folhas por
brotacdo, o que representa, em termos de taxa de
multiplicagdo, praticamente quatro novas plantas em
33 dias.

A redugdo na concentragdo de macros e
micronutrientes do meio MS ¢ comum na
micropropagacdo de videiras (Ciccotti, 1982; Harris
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& Stevenson, 1982; Fanizza et al., 1984; Blazina
etal., 1991b; Botti et al., 1993). Geralmente sdo utili-
zadas concentracdes reduzidas a 3/4, 1/2 e 1/4 do
meio basico de MS, principalmente na fase de
enraizamento das brotag¢des (Ciccotti, 1982; Harris &
Stevenson, 1982; Botti et al., 1993).

Presenca e tamanho da folha e posicao do explante

A presenga da folha foi muito importante para o
desenvolvimento do explante. Os segmentos nodais
sem folha apresentaram-se significativamente infe-
riores aos segmentos com folha em todas as varia-
veis analisadas, com baixo enraizamento (20%),
pouca brotagdo da gema axilar (26,7%) e crescimen-
to insignificante. Ja os segmentos com folha apre-
sentaram 100% de explantes com brotacao, elevado
enraizamento ¢ bom crescimento da gema axilar
(Tabela 2).

TABELA 1. Efeito de diferentes meios de cultura sobre o crescimento do porta-enxerto de videira Jales!.

Meios de Oxidagdo Enraizamento Numero de Comprimento Comprimento Numero de
cultura (%) (%) raizes/ da brotagéo dos entrends folhas/
explante (mm) (mm) brotacdo
MS/2 5,0b 35,0a 2,8a 21,1a 5,3a 3,9a
NN 10,0b 40,0a 2,0a 18,5a 5,3a 3,5a
MS 17,5ab 2,5b 1,0b 11,4b 5,2a 2,1b
GZ(90) 15,0ab 60,0a 2,1a 7,8b 4.9a 1,6b
GZ(64) 32,5a 37,5a 2,3a 6,3b 3,9a 1,5b
C.V.(%) 41,1 249 21,1 20,4 15,5 21,7

! Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

2 Dados transformados em arc sen (x/100)!2,

TABELA 2. Efeito da presenca e do tamanho da folha do explante na multiplicacdo do porta-enxerto de videi-

ra Jales!.

Tamanho Comprimento Enraizamento Brotagdo Numero de Numero de

da brotagdo (%) (%) folhas/ raizes/

(cm) brotagdo planta

Sem folha 0,2¢ 20,0b 26,7b 0,7b 0,5b
Pequena 2,3b 933a 100,0a 3,3a 1,8a
Média 2,7ab 100,0a 100,0a 3,4a 2,5a
Grande 3,1a 100,0a 100,0a 3,7a 2,3a
C.V.(%) 8,8 14,7 7,1 9,7 18,9

'Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Novak & Juvova (1983) também observaram que
aremocdo das folhas dos explantes afetou negativa-
mente o enraizamento do porta-enxerto ‘André’, em
meio com 0,1 uM de BAP. O efeito prejudicial da
retirada das folhas dos explantes também ocorreu
com a cultivar Remaily Seedless, reduzindo a por-
centagem de brotagdes com pelo menos trés nos, o
numero de nds por brotacdo e o nimero total de nds
por explante (Chée & Pool, 1989).

Os diferentes tamanhos de folha apenas diferiram
significativamente quanto ao comprimento da
brotacdo da gema axilar, em que explantes com fo-
lhas grandes (em torno de 1,5 cm de diametro) fo-
ram superiores aos com folhas pequenas (em torno
de 0,5 cm de diametro), mas ndo diferiram dos com
folhas médias (em torno de 1 cm de didmetro)
(Tabela 2).

O subcultivo de explantes com folha demonstrou
ser indispensavel a multiplicagdo do porta-enxerto
‘Jales’, possivelmente pela produgdo de substancias
necessarias ao enraizamento e crescimento por meio
da fotossintese, que ocorre in vitro, apesar de sofrer
uma reduc@o em condicdes heterotroficas (Galzy &
Compan, 1992), principalmente porque ao meio de
cultura utilizado para a multiplicagdo neste experi-
mento ndo foram adicionados reguladores de cres-
cimento. Esse fato assemelha-se com o que ocorre
na estaquia semilenhosa (Davis, 1988), na qual a
presenca das folhas nas estacas ¢ importante como
fonte de auxinas ¢ carboidratos para a formagao ad-
venticia de raizes.

A posicdo do explante ndo afetou o nimero de
folhas nem o numero de raizes emitidas por planta
(Tabela 3), mas verificaram-se regressoes quadraticas

TABELA 3. Efeito da posi¢do do explante na multi-
plicacdo do porta-enxerto de videira

Jales.

Posigdo Numero de Numero de

folhas/brotacdo raizes/planta
Apice 3,3 2,0
1% segmento 3,2 1,9
2% segmento 3,4 2.1
3% segmento 2.9 1,8
C.V.(%) 11,1 21,3
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significativas em comprimento da brotagéo, porcen-
tagem de enraizamento e porcentagem de brotagéo.

Por meio das curvas de regressdo observou-se
que o primeiro segmento abaixo do apice apresen-
tou-se proximo aos pontos de maximo comprimento
da brotagao (Fig. 2), porcentagem de enraizamento e
de brotacao (Fig. 3). Os menores valores encontra-

3
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FIG. 2. Efeito da posicdo do explante sobre o tama-
nho da brotacio dos segmentos nodais do
porta-enxerto de videira Jales.
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FIG. 3. Efeito da posicao do explante sobre a porcen-
tagem de enraizamento (E) e brotacgio (B) dos
segmentos nodais do porta-enxerto de videi-
ra Jales.
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dos na por¢do apical podem estar associados ao
menor tamanho da folha ainda ndo totalmente ex-
pandida, pois a area foliar é importante para o cresci-
mento das brotacdes.

Ja o decréscimo destes parametros nas posi¢des
mais basais dos explantes, provavelmente ndo esta
relacionado com a area foliar, ja que o tamanho das
folhas nestas posi¢oes foi muito semelhante. Possi-
velmente o balango interno hormonal nas posi¢des
inferiores seja menos favoravel ao enraizamento e
crescimento, talvez por um menor contetdo de
auxinas nestas regioes, devido ao gradiente de con-
centragdo formado pelo seu transporte polar basipeto
(Goldsmith, 1966).

Aclimatiza¢ao

A aclimatizacdo das plantas em recipientes fecha-
dos, dentro da camara de nebulizagao, proporcionou
100% de sobrevivéncia, enquanto nos recipientes
abertos foi de 92,5% (Tabela 4). De qualquer forma, a
sobrevivéncia foi alta, concordando com os resulta-
dos de Galzy (1964), Blazina et al. (1991a) ¢
Lewandowski (1991) para diversas outras cultivares
de videira.

O uso de recipientes fechados apresentou maior
sobrevivéncia da cultivar Arka Neelamani, em pe-
quenos sacos plasticos fechados na parte superior,
por um periodo de trés semanas, do que em potes
plasticos comerciais, especificos para este fim
(Ravindra & Thomas, 1995). Este tipo de aclima-
tizagdo ¢ o utilizado no presente estudo evitam a
passagem por diversas fases para redugdo gradativa
daumidade, como naquele utilizado por Lewandowski
(1991).

TABELA 4. Efeito de diferentes formas de acli-
matizaciio na sobrevivéncia das plantas
do porta-enxerto de videira Jales!.

Recipientes Sobrevivéncia (%)
Fechados 100,0a
Abertos 92,5b
C.V.(%) 3,6

! Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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CONCLUSOES

1. O cultivo inicial dos explantes deve ser reali-
zado em meio de cultura MS/2 acrescido de 10 uM de
BAP.

2. A multiplicacdo e o enraizamento dos explantes
sdo otimizados pelo subcultivo de segmentos com
uma ou mais folhas.

3. A aclimatizagdo em recipientes fechados por
trés semanas aumenta a sobrevivéncia das plantas.
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