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RESUMO: A producao de uvas de mesa e de vinho destaca-se entre as principais atividades do agronegdcio
irrigado do Vale do Séo Francisco. Os programas de melhoramento sao fundamentais para a sustentabilidade da
atividade. O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da N6-benzilaminopurina (BAP), na organogénese in vitro de
sete cultivares de videira. Explantes foliares contendo peciolo foram inoculados em meio NN suplementado com
10 uM, 12,5 uM e 15,0 uM de BAP associados a 0,1 yM ANA e um tratamento controle sem reguladores vegetais. Os
explantes permaneceram no escuro por 15 dias e em seguida foram mantidos em condigéo de fotoperiodo de 16
horas por 60 dias. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, em esquema fatorial 7 x 4, com quatro
repeticdes. Os parametros avaliados aos 75 dias da inoculagédo foram: percentagem de explantes responsivos
(PER) e indice de regenerantes por explante (IR/E), sendo o ultimo estabelecido por meio de notas: (0) auséncia; (1)
1a3;(2)4 a7 e (3)acima de 7 regenerantes. A percentagem de explantes responsivos variou de 0% na cultivar
Benitaka, até 50% na cultivar Thompsom Seedless. O aumento nas concentragbes de BAP produziu diferencas
significativas no IR/E para as cultivares Petit Shiraz, Crimson Seedless e Superior Seedless. De modo geral, os
explantes inoculados na auséncia de reguladores vegetais ndo responderam a indugdo da organogénese. As
cultivares com indice acima de 7 regenerantes por explante foram Petit Shiraz e Red Globe, utilizando-se 15,0 yM e
10,0 uMde BAP, respectivamente.
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IN VITRO ORGANOGENESIS OF GRAPEVINE

ABSTRACT: Viticulture is an important economical activity in the irrigated Sao Francisco river Valley. The breedings
programs are basic for the sustainability of the activity. The objective of this research was to evaluate the effect of N6-
benzylaminopurin (BAP) in the in vitro organogenesis of seven grapevine cultivars. Leaf explants with petiole were
inoculated in NN culture medium, supplemented with: 10 uM, 12.5 uM e 15.0 uM BAP associated with 0.1 yM NAA
and a control without growth regulators. The experiment was completely randomized design, in a factorial scheme,
with seven cultivars, four treatments and four replicates. The parameters evaluated 75 days after the inoculation
were: percentage of explant regeneration (PER) and rate of regenerants per explant (IR/E), through a rating system:
(0) absence; (1) 1-3;(2) 4 - 7; (3) more than 7 regenerants. The percentage of explant regeneration varied from 0%,
in the cultivar Benitaka up to 50%, in the cultivar Thompson Seedless. Increased concentrations of BAP promoted
significant differences in the IR/E for cultivars Petit Shiraz, Crimsom Seedless and Superior Seddless. Control
explants of all cultivars did not respond to the organogenesis induction. The cultivars with more than 7 regenerants
per explant were Petit Shiraz and Red Globe, with 15.0 uM BAP and 10.0 uM BAP, respectively.
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INTRODUGAO nacional (Anuario Brasileiro de Fruticultura, 2004). Por

outro lado, a deficiéncia de materiais adaptados a

A vitivinicultura destaca-se como uma das €gi@o, especialmente apirénicos, aliado a susceti-
principais atividades do agronegécio irrigado do Valedo  Pilidade a doencas e pragas tém aumentado os custos
Rio S&o Francisco, representando aproximadamente ~ de producao (Camargo et al.,, 1997). Neste caso, os
95% das exportagdes nacionais de uvas finas para  trabalhos de melhoramento genético, através de
mesa, e com participacdo crescente no setor vinicola ~ Meétodos convencionais, resultam muitas vezes em
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alteracdes indesejaveis no genoma de variedades
tradicionais. Assim, a transformagdo genética, uma
técnica nao convencional, tem sido proposta com o
objetivo de acelerar os programas de melhoramento e
superar as barreiras de incompatibilidade entre as
espécies (Meredith, 1996).

Um pré-requisito essencial para o sucesso dessa
técnica biotecnolégica é o desenvolvimento de
protocolos de regeneragcdo e obtencdo de clones
idénticos a planta matrizem condigdes in vitro (Monette,
1988). Neste sentido, alguns processos morfogénicos,
como formagéo de gemas e raizes (organogénese) ou
embrides somaticos (embriogénese) sdo muito
utilizados. Entretanto, para o éxito destes, tornam-se
indispensaveis os conhecimentos resultantes do
desenvolvimento de areas da bioquimica, fisiologia e
genética de plantas (Ramalho e Santos, 1990).

A regeneragdo de videiras via organogénese in
vitro tem sido descrita a partir de diferentes explantes,
tais como folhas peciolares (Stamp etal., 1990; Péros et
al.,1998), lamina foliar (Martinelli et al., 1996), peciolos
(Tang e Mullins, 1990), segmentos internodais
(Rajasekaran e Mullins, 1981) e brotos proliferativos
(Mezetti et al., 2002). Em todos os trabalhos citados, o
adicionamento de reguladores vegetais, principalmente
citocininas, foi fundamental para a resposta
organogénica.

Assim, o objetivo do presente trabalho foi avaliar
o efeito da N6-benzilaminopurina (BAP) no processo de
regeneragdo via organogénese in vitro, em sete
cultivares de videira.

MATERIAL E METODOS

Obtengao do explante

O experimento foi conduzido no Laboratério de
Biotecnologia da Embrapa Semi-Arido em Petrolina-PE
no periodo 2003-2004. Foram utilizadas plantas in vitro,
obtidas a partir de gemas axilares, das cultivares de
videira Cabernet Sauvignon, Petit Shiraz, Benitaka,
Red Globe, Superior Seedless, Thompson Seedless e
Crimson Seedless (uvas para vinho, apirénicos e com
semente), cultivadas no Vale do Rio Sao Francisco.
Segmentos nodais, com aproximadamente 0,5 cm de
comprimento, foram excisados das plantas cultivadas
in vitro e inoculados em tubos de ensaio (150 x 25 mm)
contendo 15 mL de meio Galzy (Galzy,1964)
suplementado com 4,4 uM de BAP (benzilami-
nopurina), 2 mg L" de glicina, 100 mg L de inositol,
30 g L" de sacarose, solidificado com 5 g L" de &gar,
sendo o pH ajustado para 5,8 antes da autoclavagem. O
material foi mantido por 30 dias em condigdo de
fotoperiodo de 16 h, 25 °C e intensidade luminosa de
40 umol s" m?. As duas folhas superiores mais desen-
volvidas das brotagdes obtidas foram excisadas com
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parte do peciolo e tiveram sua nervura central cortada
transversalmente, e estas foram utilizadas como
explantes.

Indugao da organogénese in vitro

Os explantes foram inoculados em embalagem
de vidro (12 cm de altura por 8 cm de didmetro) com
tampa de rosca, contendo 50 mL de meio e introduzidos
com sua face adaxial sobre meio de cultura NN (Nitsch
e Nitsch, 1969), suplementado com 2 mg L™ de glicina,
100 mg L" de inositol, 20 g L' de sacarose e as
seguintes combinac¢des de reguladores vegetais:
10,0 uM, 12,5 uM, 15,0 uM de BAP, associadas a 0,1 uM
ANA e um controle com auséncia de reguladores
vegetais. O meio foi solidificado com 5 g L" de agar e o
pH ajustado para 5,8 antes da autoclavagem a 120 °C
por 20 minutos. As culturas foram incubadas durante as
duas primeiras semanas em condigdo de escuro. A
partir da segunda semana foram colocadas em
condicao de fotoperiodo de 16 h, 25 °C e intensidade
luminosa de 40 ymol s’ m?. O delineamento experi-
mental foi inteiramente ao acaso, em esquema fatorial
4 (combinacdes de reguladores de crescimento) x 7
(cultivares) e quatro repeticoes, com seis explantes por
parcela. A avaliagdo do percentual de explantes
responsivos (PER) (aqueles com gemas e/ou brotos) e
o indice de regenerantes por explante (IR/E) (nimero
de gemas e/ou brotos) foi realizada aos 75 dias apos a
inoculacdo dos explantes. O IR/E foi avaliado por um
sistema de notas, segundo observagdo em microscépio
estereoscoépico, sendo: (0) auséncia; (1)de 1a 3; (2)de
4 a 7; (3) acima de 7 regenerantes. Os dados foram
transformados para ./x + 1 e analisados utilizando o
programa estatistico SisVar (Sistema de analise de
variancia) (Ferreira, 2000).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os explantes regenerativos apresentaram
formacado de calo na regido do corte peciolar nos
primeiros 15 dias de cultivo, com coloragao clara e
tornando-se esverdeados quando colocados na
condicao de luz. A partir da transferéncia para a
condicdo de luminosidade, observou-se maior
atividade organogénica na base do peciolo e na regiao
adjacente (faces abaxial e adaxial) dos explantes, com
formacao assincrona de brotos, folhas, gemas e calos
associados ao explante original (Figura 1a-c), caracte-
rizando uma organogénese indireta. Por outro lado,
ocorreu formacdo de gemas adventicias em menor
intensidade na parte excisada da regiao das nervuras
da lamina foliar, também com prévia formagao de calos.
A origem das gemas verificadas foi similar a citada por
Colby et al. (1991), que em estudos anatémicos de
brotacbes adventicias em folhas com peciolo em
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videira, observaram a presencga de trés regides distintas
no peciolo com aparente atividade meristematica. Da
mesma forma, Torregrosa e Bouquet (1996) descre-
veram a iniciagao do promeristema na camada externa
de células préxima a regiao peciolar excisada.

Os resultados também mostraram diferencas
genotipicas significativas entre cultivares de videira, em
relagdo a competéncia e determinagao dos explantes.
Houve variagdo no percentual de explantes respon-
sivos, com taxa de 0%, para a cultivar Benitaka, até
50% na cultivar Thompson Seedless, conforme
observado na Tabela 1. A andlise do percentual de
explantes responsivos (PER), para o grupo de geno-
tipos estudados, mostra que as cultivares apirénicas
Thompson Seedless e Crimson Seedless apresen-
taram os maiores PER na concentragao de 10 yM BAP
com 50,0 e 41,7%, respectivamente, sendo significati-
vamente diferente das outras cultivares nesta concen-
tracao. Observou-se ainda que o aumento da concen-
tracdo de BAP nestas cultivares, proporcionou efeito
antagdnico no percentual de explantes responsivos. Ja
nas cultivares Petit Shiraz e Superior Seedless, a
medida que se aumentou a concentragdo de BAP
houve efeito positivo no percentual de explantes
responsivos, obtendo-se 30,8 e 33,3 %, respecti-
vamente, na concentragao de 15,0 uM de BAP. Para as
cultivares Red Globe e Cabernet Sauvingnon, o maior

percentual foi obtido na concentragédo de 12,5 yM, com
13,0 e 16,7 %, respectivamente, a partir da qual houve
decréscimo na resposta organogénica, embora na
cultivar Cabernet Sauvington ndo houve diferenga
significativa entre as concentra¢des de 12,5 e 15,0 uyM
de BAP. Entretanto, os explantes da cultivar Benitaka,
apresentaram descoloragao laminar e necrose intensa
nas partes excisadas, ndo respondendo a regeneracéo
adventicia. Este fato, também ocorreu no tratamento
com auséncia de reguladores vegetais em todas as
cultivares.

A influéncia do gendtipo na capacidade de
regeneragao, verificada neste trabalho, ja foi reportada
por alguns autores em videira (Martinelli et al., 1996;
Peres et al., 1999). Nesse caso, varios fatores sao
considerados como responsaveis pelas diferentes
respostas organogénicas verificadas nas distintas
cultivares. Dentre estes, destaca-se que no processo
de regeneracéo, explantes com intensidades variadas
de determinagao celular adquirem nova competéncia,
através da agéo de sinais quimicos (balango hormonal
citocinina/auxina), que ativam seletivamente determi-
nado grupo de genes (epigénese), ocorrendo diferentes
respostas na formacgéo de calos, gemas e/ou embrides
(Segura, 1993). Além disso, para Cary et al. (2001), a
falha de competéncia de um tecido reflete a falta de
receptores para a classe hormonal utilizada para induzir
0 processo organogénico.

Perex oo —

Figura 1 - Organogénese in vitro a partir de explantes foliares de videira: a) explantes introduzidos em meio de
cultura NN; b) explantes evidenciando formacao de calos com 15 dias de cultivo; c) gemas e brotos
adventicios formados; d) multiplas brotagdes formadas apos 75 dias do cultivo in vitro.
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Tabela 1 - Percentual de explantes responsivos (PER) das cultivares Petit Shiraz, Red Globe, Superior Seedless,
Thompson Seedless, Crimson Seedless, Cabernet Sauvignon e Benitaka em fungéo de diferentes
concentragdes de BAP em meio NN. Petrolina-PE.

Concentragbes de BAP (uM)*

Cultivares
10,0 12,5 15,0

Petit Shiraz 6,2bB 12,5aB 30,8aA
Red Globe 11,1bA 13,0aA 00bB
Superior Seedless 11,1bB 28,5aA 33,3aA
Thompsom Seedless 50,0 aA 33,3aB 16,6 aB
Crimsom Seedless 417 aA 20,0aB 0,0bC
Cabernet Sauvignon 0,0bA 16,7 aB 125b B
Benitaka 0,0bA 0,0bA 0,0bA

* Em razéo da auséncia de BAP no meio ndo proporcionar resposta nas cultivares, este tratamento néo foi considerado na

analise estatistica.

Valores seguidos pela mesma letra, minuscula na coluna e mailscula na linha, ndo diferem significativamente entre si pelo teste

de Scott-Knott a 0,05 de probabilidade.

O aumento nas concentragdes relativas de BAP
produziu diferentes respostas para o percentual de
explantes responsivos nas cultivares estudadas.
Segundo Skoog e Miller (1957), as concentragbes
absolutas de citocinina e auxina sdo menos importantes
que suas concentragcbes relativas na indugao da
organogénese. O efeito das citocininas e auxinas
aplicadas ao meio de cultura parece ser o reflexo
dessas substancias alterando o metabolismo hormonal
enddgeno de citocininas/auxinas nas células vegetais
(Peres, 2002). Assim, para as cultivares Red Globe,
Thompsom Seedless e Crimson Seedless € possivel
que as mais elevadas concentracbes de BAP
interagindo com o nivel enddégeno de citocininas
tenham causado efeito fitotdoxico, inibindo a diferen-
ciacao celular. Por outro lado, para as cultivares Petit
Shiraz e Superior Seedless, o suprimento exégeno
mais elevado favoreceu a indugdo da organogénese.
E possivel que o nivel endégeno de citocininas e/ou a
quantidade de receptores hormonais sejam baixo,
nestas cultivares, necessitando de maiores concen-
tracdes exdgenas de BAP.

Por outro lado, os resultados relativos ao
parametro indice de regeneragao por explante (IR/E)
mostraram que as cultivares Petit Shiraz e Red Globe
foram as Unicas que obtiveram nota 3, ou seja,
apresentaram taxa acima de 7 regenerantes/explantes,
quando submetidas as concentragcdes de 15,0 e

10,0 uM BAP, respectivamente (Figura 2). A avaliagao
conjunta dos parémetros estudados (PER e IR/E),
mostrou que nem sempre a maior percentagem de
explantes responsivos esta associada a taxa mais
eficiente de regeneragao por explante. Estes resultados
estao relacionados com as caracteristicas fisiologicas e
morfolégicas das células que, segundo Kerbauy (1999),
variam em fungao de fatores genéticos, fatores ligados
aos caracteres originados durante a ontogénese e, por
ultimo, do ambiente. Com essa analise conjunta dos
parametros estudados, verifica-se que a cultivar Petit
Shiraz foi aquela que proporcionou 0 maior nimero de
gemas e/ou brotos quando se utilizou a concentragao
de 15,0 M de BAP. Neste caso, estima-se que é possivel
obter, em média, 240 brotagdes apos 75 dias do cultivo
in vitro, nas condi¢des deste trabalho (30% de PER e
8,0 paralR/E).

Trabalhos de transformacdo genética tém
reportado a importancia da utilizacao de explantes néo
meristematicos em protocolos de regeneragdo de
plantas in vitro, com a finalidade de eliminar ou reduzir a
obtencdo de plantas quiméricas (Cervera et al., 1998;
Almeida et al., 2003). Assim, o sistema de regeneracao
de plantas in vitro obtido neste trabalho, podera ser
utilizado em futuros trabalhos de transferéncia génica
para as cultivares de videira estudadas, exceto para a
cultivar Benitaka que n&o apresentou resposta
organogenética.
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Figura 2 - indice de regeneracdo por explante em cultivares de videira PS (Petit Shiraz), RG (Red Globe), SS
(Superior Seedless), TS (Thompson Seedless), CrS (Crimson Seedless), CaS (Cabernet Sauvignon) e B
(Benitaka), em funcgao de diferentes combinag¢des de BAP. Barras seguidas pela mesma letra, dentro de
cada cultivar, ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Tuckey a 0,05 de probabilidade.

CONCLUSOES

1. A utilizacdo de BAP é essencial para a
resposta organogénica nas cultivares estudadas,
exceto para a cultivar Benitaka.

2. As cultivares Thompson Seedless e Crimson
Seedless sdo as que apresentam o maior percentual de
explantes responsivos (PER), com 50 e 41,7 %,
respectivamente.

3. A cultivar Petit Shiraz, na concentragao de
15,0 uM de BAP, apresentou 0 maior nimero de gemas
e/ou brotos apos 75 dias de cultivo in vitro.

4. As concentragoes de 10,0 uM de BAP para as
cultivares Thompson Seedless e Crimsom Seedless;
10,0 € 12,5 uM para Red Globe; 12,5 uM para Cabernet
Sauvignon; 15,0 uM para Petit Shiraz e 12,5 e 15,0 uyM
para Superior Seedless, todas elas combinadas com
0,1 uM de ANA, sao as que proporcionam os melhores
resultados para a organogénese in vitro.
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