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MICROPROPAGACAO DA VIDEIRA:
EFEITOS DO pH E DO AGAR'

Paulo Henrique Pereira Peixoto’
Moacir Pasqual®

1. INTRODUCAO

A micropropagacdo é uma técnica de propagac¢ao clonal que tem
como objetivo basico a maximizagcdo da producdo de brotagdes. A
manipulacio dos componentes de crescimento do meio de cultura € um
processo bastante importante para o sucesso da técnica. Dentre os fatores
que influenciam o tipo de organogé€nese induzido € o crescimento das
brotagdes o pH e a concentragdo de agar adicionado ao meio de cultura
apresentam espectal relevancia (3, 8).

O 4gar é um dos componentes mais caros do meio de cultura e €
utilizado em concentragcdes que variam em uma faixa bastante ampla (/).
Dependendo do grau de pureza do 4gar, diversos ions contaminantes
podem estar presentes em concentragdes elevadas, prejudicando o
desenvolvimento das brotacdes. A concentragdo de agar pode influenciar a
taxa de difusdo de moléculas no meio de cultura, a disponibilidade de
agua, a aeragcdo dos explantes, o crescimento € a vitrificagao das brotagdes
(1,5,8,).

Em relacdo ao pH do meio de cultura, na maiona dos trabalhos, o
ajuste € efetuado antes da autoclavagem. Contudo, apds este
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procedimento, alteracdes nos valores inicialmente ajustados podem ser
observadas (8). A concentracdo de dgar adicionada ao meio de cultura tem
influéncia sobre a variacdo do pH. As alteracdes do pH do meio de
cultura podem ser tanto de acidificagdo quanto de alcalinizagao em
funcdo, principalmente, da liberagdo de compostos pelos explantes e, até
mesmo, durante o seu armazenamento. Geralmente, quanto menor a
concentragdo de dgar maior € a variagdo do pH (/0, /1).

Os efeitos do pH podem ser diretos ou indiretos (/) e, por esse
motivo, a absor¢do de certos ions e até mesmo a geleificagdo do meio de
cultura podem ser alterados pela variagdo desse fator (3, 8, 10).

A propagacio clonal in vitro da videira representa grande passo no
controle da disseminacgdo de doengas, principalmente das viroses. Por esse
motivo a minimizac¢do dos custos de producgdo aliada a maximizagdo das
taxas de multiplicacdo dos explantes sdo muito importantes para a
viabilizacdo da utilizagdo desta técnica na vitivinicultura nacional.

Este trabalho teve como objetivo o estudo da influéncia da
concentracio de agar e de pH na micropropagacdo e absorgcdo de
nutrientes do porta-enxerto da videira RR-101-14.

2. MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no Laboratério de Cultura de Tecidos
Vegetais do DAG-UFLA, em Lavras (MG). Foram utilizadas brotag¢des do
porta-enxerto da videira RR-101-14 obtidas in vitro em meio C,D (2) com
pH ajustado para 5,7 ¢ 7,0 g 1" de 4gar (tratamento-padrdo). As brotagdes
medindo 1,0-1,5 cm e apresentando trés gemas foram inoculadas
horizontalmente no meio de cultura. No experimento utilizou-se o meio
C,D adicionado de 0,5 mg.l”" de 6-benzilaminopurina (BAP) e 0,001 mg.l”
de 4cido naftaleno acético (ANA). Os tratamentos constaram de todas as
combinacdes possiveis de 4dgar (AGAR-AGAR - Vetec Quimica e
Representagdes Ltda.) a 3,5; 7,0; e 10,5 g,l'1 e de pH 3,7; 4,7, 5,7, 6,7; ¢
7.7, num fatorial de 3 x 5, totalizando 15 tratamentos, com oito repetigoes
e dois explantes por parcela. O ajuste do pH foi efetuado a temperatura
ambiente, antes da autoclavagem. Apds a inoculagdo dos explantes em
cimara de fluxo laminar, os tubos de ensaio foram levados para sala de

crescimento com fotoperiodo de 16/8 h, termoperiodo de 25/27°C e
luminosidade de 50 pE.m™”.s™. Aos 60 dias de cultivo, os explantes foram
retirados € 0 meio de cultura aquecido a 50°C para a aferi¢do de seu pH.
Em seguida, avaliaram-se o nimero médio de brotagGes, numero médio de

brotagdes superiores a 1,5 cm e o peso das brotacGes frescas (PBF) e secas
(PBS). Procedeu-se, posteriormente, a analise dos tecidos para os
seguintes nutrientes: K, S, Fe, Mg, Ca, Mn, P, Zn e Cu. Para a analise
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estatistica utilizaram-se o delineamento inteiramente casualizado e a
analise de regressdo, sendo os dados transformados para /(x+0,5).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A interacio entre o 4dgar ¢ pH foi altamente significativa,
evidenciando efeito marcante das varidveis nas caracteristicas estudadas
(Quadro 1).

QUADRO 1 - Andlises de varidncia do nimero médio de brotagoes,
nimero médio de brotagdes superiores a 1,5 cm e dos
pesos das brotacdes frescas e secas do porta-enxerto

| da videira RR-101-14 nas diferentes concentracoes de

agar ¢ pH |
N o ]
Quadrados médios I
CV GL No. de No. de brotagOes PBF PBS
brotagbes > 1,5 cm l
| Agar 2 12,701%*  10,708** 0,584**  (0,0104**
. pH 4 1,503%%  2,078%* 0,111%%  0,0021** |
| _Agar x pH 8 0,795**  0,664** 0,021**  0,0008**
CV.% 16,09 21,81 6,64 1,27

** Significativo a 1 % de probabilidade.

o e L mr mEtr e odw b v 7 mme cmomls el R rn m w—— —

A Figura 1 apresenta as equacOes de regressdo para nimero meédio
de brotacoes. Pode-se observar pela referida figura que as maiores taxas de
multiplicacdo foram obtidas na concentracdo de agar a 3,5 gl
principalmente em pH mais baixo, 3,7 e 4,7, e, ainda, que o aumento da
concentracao de 4dgar foi prejudicial a multiplicagdo das brotagOes. Na
concentracdo de agar a 7,0 g1, as maiores taxas de multiplicagdo foram
obtidas nos valores de pH mais baixos, com menor taxa de multiplicagao
no valor de pH 7,7. Em pH abaixo de 4,5, a polimerizacdo do agar apos a
autoclavagem € bastante reduzida (/), o que resulta em menor geleificagio
do meio de cultura. No experimento isto foi observado, principalmente em
pH 3,7 e 4,7. Nos tratamentos referentes a esta combinagao de fatores de
crescimento, a consisténcia do meio de cultura fo1 a mesma da observada

na concentra¢do de dgar a 3,5 g.1"'. Ainda pela Figura 1 observa-se que na
dosagem de 4gar mais elevada, a 10,5 g.1”, a superioridade dos pHs mais
baixos ndo foi evidenciada, uma vez que, mesmo sob condi¢des de pH
bastante 4acido, a polimerizacdo do 4gar se verifica com intensidade
satisfatéria. Os resultados observados no ensaio sdo comparavels aos
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observados por SINGHA (8, 9), que verificou a redu¢do da multiplicacio e
do crescimento das brotacdes de pessegueiro e macieira in vitro quando
submetidos a concentra¢Ges muito altas de agar.

Em relacdo ao nimero médio de brotagOes superiores a 1,5 cm,
observa-se, pela Figura 2, que os resultados foram similares aos
verificados para o nimero médio de brota¢des. A producdo de brotagOes
com comprimento superior a 1,5 cm € parametro importante, uma vez que
quanto maior o tamanho dos explantes obtidos durante uma etapa de
multiplicacio maior serd a possibilidade de sucesso nas repicagens
subseqiientes. Pode-se observar, ainda, em relacdo a este parametro, que
os tratamentos de maior destaque foram obtidos também na concentragao
de 4gar, a 3,5 g.I"', principalmente em pH 3,7 € 4,7, e que o aumento da
concentracdo de 4agar foi prejudicial ao crescimento das brotagdes com
reducdo no nimero de brotacdes superiores a 1,5 cm. Da mesma forma
que para a caracteristica anterior o pH mostrou influ€ncia indireta nos
resultados, principalmente no caso dos tratamentos com agar, a 7,0 g.l'l, e
pH 3,7, em que os mesmos efeitos na polimerizacdo do agar apos a
autoclavagem foram observados. Na concentracdo mais elevada de agar, a
10,5 g.I", os resultados também foram semelhantes aos discutidos para o
parametro anterior, evidenciando claramente que concentra¢des elevadas
de 4gar e, conseqiientemente, o endurecimento excessivo do meio de
cultura pode ser prejudicial ao processo morfogenético in vitro.

Os resultados observados para estas duas caracteristicas sao
comparaveis aos obtidos por SINGHA (8, 9). Em fun¢ao da presenca de
contaminantes toxicos € dos efeitos do 4gar na taxa de difusdo de
moléculas e no potencial osmético do meio de cultura, pode-se sugerir que
o 4dgar é, potencialmente, um dos componentes de maior influ€ncia nos
processos morfogenéticos dos explantes in vitro. No caso deste
experimento, os resultados possibilitam recomendar a redugdo da
concentracdo de agar adicionado ao meio de propagacdo in vitro de
explantes do porta-enxerto da videira RR-101-14, para a obtengdo de
maiores taxas de multiplicacdo e a reducdo dos custos de producdo dos
mel0s de cultura.

Em relacio ao pH do meio de cultura, pelos resultados do
experimento, verifica-se que os efeitos foram principalmente indiretos,
sendo decorrentes da sua influéncia na polimerizagdo do 4gar apés a
autoclavagem, principalmente nas dosagens de 3,5 e 7,0 g.l'. Estes
resultados sdo semelhantes aos relatados por CALDAS et alii (1) e por

SKIRVIN et alii (10).

A vitrificagdo dos explantes € bastante utilizada como pardmetro de
qualidade do material obtido (7). No experimento, a vitrificacdo dos
explantes foi mais pronunciada nos meios de cultura com concentracio de
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agar mais reduzida e também naqueles onde a polimerizagdo foi
prejudicada pelos valores muito baixos de pH. Entretanto, o grau de

vitrifica¢cdo dos explantes ndo influenciou a capacidade morfogenética em
repicagens subseqiientes (dados ndo-mostrados). Recomenda-se, contudo,

antes do enraizamento dos explantes, visando a sua posterior aclimatacgao,
a utiliza¢cdo de meios de cultura mais endurecidos, com concentra¢des de
Agar mais altas ¢ polimerizado adequadamente. Dessa forma, € possivel
evitar a vitrificacdo excessiva dos explantes e a reducio da sobrevivéncia
dos mesmos durante a aclimatacao (6).

Observa-se pelas Figuras 3 ¢ 4 a resposta dos explantes para PBF ¢
PBS em fun¢do da concentragdo de agar € do pH do meio de cultura. Os
resultados foram similares aos observados para os parametros avahados
anteriormente, com valores mais elevados de PBF e PBS na concentragao
de 4gar a 3,5 g1, principalmente em pH 3,7 e 4,7. Os resultados mostram
que a elevacdo da concentragdo de dgar no meio de cultura resulta na
reducio do actimulo de 4gua nos tecidos. Os valores de PBF mais elevados
observados na concentracdo de 3,5 gl de dgar e também a 7,0 g.1" nos
pHs mais baixos apresentam coeréncia com a maior vitrificacdo dos
explantes observados nesses tratamentos. Ainda € possivel observar que na
concentracio de dgar a 10,5 g.I"' tanto o PBF quanto o PBS das brotacdes
foi reduzido, independente do pH do meio de cultura. Esses resultados
estdo de acordo com os obtidos por SINGHA (&), que observou a redugao
do PBF e do PBS de brotacdecs de pessegueiro, macieira € pereira em
funcdo da elevacdo da concentragdo de 4gar no meio de cultura. Quanto
mais elevada a concentragdo de dgar no meio de cultura maior € 0 seu
potencial osmético, o que resulta na reducao da absor¢ao de agua por parte
do explante e na difusdo de componentes por meio de cultura.

Em relacio a variagio do pH do meio de cultura apds a
autoclavagem e o cultivo in vitro dos explantes (Quadro 2) observa-se que
nos valores mais baixos de pH, a 3,7 e 4,7, a rea¢do observada foi de
alcalimzacdo, independente da concentrag¢do de 4gar. Para os demais
valores de pH, a reacdo observada fo1 de acidificagao do meio, o que
ocorreu, também, em todas as concentracdes de 4gar. E possivel observar,
ainda, que o aumento da concentracdo de agar nao foi suficiente para
evitar a variagdo do pH dos meios de cultura, sendo observadas reagdes
tanto de acidificacdo quanto de alcalinizacio mesmo na dosagem de
10,5 g1 de agar. Estes resultados estdo de acordo com SKIRVIN et alii
(10) e Nash & Davies (1972), citados por CALDAS et alii (1), que

verifficaram amplas variacoes nos pHs de metos de cultura apdés a sua
autoclavagem e o cultivos in vitro. A variagdo nos valores de pH sao
decorrentes, provavelmente, da liberagdo de compostos para o meio de
cultura e da absor¢io diferencial de nutrientes e de outros componentes do
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mei10 por parte dos explantes.

Pelo Quadro 3 observa-se os valores referentes a concentracdo de
alguns nutrientes encontrados nos tecidos analisados ap6s o cultivo dos
explantes in vitro em diferentes concentragées de dgar e pH e que a
absorcao dos nutrientes foi extremamente varidvel. A ausé€ncia de
respostas lineares positivas ou negativas para os elementos analisados é
indicativo da variabilidade do comportamento desta caracteristica. Quando
comparado com o tratamento-padrio (7,0 gl' de 4gar e pH 5,7), a
absor¢do de alguns elementos como K, S, Mn e Ca foi maior nos
tratamentos com pH mais 4cido, na faixa de 3,7 e 4,7. Entretanto, em
relacao a concentracao de agar, as respostas foram bastante complexas, o
que dificultou a identificacdo de algum tratamento especifico em que a
maior parte dos nutrientes analisados tenha sido absorvida em maior
quantidade. Por esse motivo, a recomendacdo de uma determinada
combinac¢do agar/pH como "ideal" para a mdxima absor¢do de todos os
nutrientes analisados torna-se impossivel. Além disso, a inexisténcia de
trabalhos similares dificulta a discussdo dos resultados, uma vez que a
maior parte das informagdes da literatura relaciona-se com plantas
mantidas in vivo (4). Os resultados encontrados neste experimento
sugerem, entdo, que, pelo menos sob condi¢cdes de cultivo in vitro, a
absorcdo diferencial de nutrientes apresenta reduzida influéncia nos

processos morfogenéticos dos explantes do porta-enxerto da videira
RR-101-14. |

4. RESUMO E CONCLUSOES

Objetivou-se verificar a influéncia do gar e do pH na multiplicagédo
e absor¢cao de nutrientes in vitro em brota¢des do porta-enxerto da videira
RR-101-14. O experimento constou de todas as combinacdes possiveis de
agar (3,5; 7,0; ¢ 10,5 g.l") e pH (3,7, 4,7; 5,7, 6,7, e 1,7) adicionado ao
melo CoD (2), totalizando 15 tratamentos. Aos 60 dias de cultivo o
experimento foi avaliado. Os resultados possibilitaram as seguintes
conclusdes: a concentracdo de 4gar a 3,5 g.1"' combinada com pH 3,7 e 4,7
proporcionou as maiores taxas de multiplicagdo e de crescimento dos
explantes; o aumento da concentra¢do de dgar reduziu a multiplicacéo, o
crescimento € os valores de PBF e PBS dos explantes; a vitrificacdo dos
explantes foi mais pronunciada nos meios de cultura com menor
polimerizagdo; os pHs dos meios de cultura sofreram alteracdes tanto de
acidificagdo quanto dc_alcalinizagé'io apds o cultivo dos explantes; e a
absor¢do in vitro dos nutrientes foi varidvel e, aparentemente, apresenta
- nouca influéncia sobre as respostas morfoldgicas dos explantes.
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5. SUMMARY

(MICROPROPAGATION OF Vitis spp. L.: INFLUENCE OF
AGAR AND pH)

The objective of this study was to verify the influence of agar and

pH on shoot proliferation and absorption of nutrients of Vitis spp.
rootstock 'RR-101-14". The experiment studied all possible combinations
of agar (3.5, 7.0 and 10.5 gI"') and pH (3.7, 4.7, 5.7, 6.7 and 7.7). The
culture media used was "C,D". The experiment was analyzed 60 days after
installation. The best results was obtained at 3.5 g.I"' of agar and pH 3.7
and 4.7. Very high doses of agar reduced the growth, multiplication, PBF
and PBS of the explants. The explants vitrification was increased at

3.5 g.I"' of agar and low pH. The absorption in vitro of nutrients was very
variable.

10.

11.
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