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INFLUENCIA DA AUTOCLAVAGEM E
FILTRACAO DA SACAROSE NA
MULTIPLICACAO in vitro DA VIDEIRA'

Paulo Hennque Pereira Peixoto’
Moacir Pzeasqual3

1. INTRODUCAO

O crescimento fotoautotréfico in vitro tem sido restrito a poucas
espécies (4, 6, 7). Isso somente é possivel pelo enriquecimento da
atmosfera dos recipientes de cultura com CO,, sendo, nesse caso,
dispensdvel o fornecimento exdgeno de fontes de esqueletos de carbono
(4, 8). Contudo, esta € uma técnica dispendiosa e trabalhosa, sendo muito
pouco utilizada na micropropagacdo em larga escala (7).

As células, os tecidos e os Orgldos cultivados tn vitro sao
potencialmente capazes de crescer fotoautotroficamente (7). Todavia,
essas culturas ndo encontram condi¢des adequadas de iluminagdo, CO; e
teor de clorofila (6). O crescimento da maioria das culturas in vitro ¢€
sustentado pela sacarose adicionada ao meio de cultura. Ao mesmo tempo,
reconhece-se que a presenca desse carboidrato inibe intensamente a
biossintese da clorofila e, conseqiientemente, a capacidade fotossintética
das plantas (4, 6, 7, 9).

A esterilizacdo dos meios de cultura € feita, geralmente, por
autoclavagem, a2 temperatura de 121°C, por um periodo de 15 a 20
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minutos. Entretanto, o aquecimento do meio de cultura em temperaturas
muito elevadas e por periodos muito longos pode provocar alteragoes nos
seus componentes, recomendando-se, entdo, que para COmMpOStos
termoldbelis a esterilizacao seja feita por filtragao, a frio (/, 2, 9, 10).

Durante a autoclavagem do meio de cultura, a sacarose € quebrada
em seus monossacarideos componentes, glicose € frutose. A extensao da
hidrélise depende do modo de esterilizagdo da sacarose, se juntamente
com os demais componentes do meio de cultura ou isoladamente em
solugao aquosa (J, 7). .

Algumas espécies se desenvolvem melhor em meio de cultura
autoclavado do que em meio filtrado, sugerindo que as cé€lulas dessas
culturas se beneficiam da glicose e frutose prontamente disponivets (3).
Contudo, a autoclavagem prolongada pode levar a caramelizagdo da
sacarose, € os produtos dessa reacdo podem ser toxicos, inibindo o
crescimento dos tecidos (7, 9).

A filtragdo das substancias organicas termolabeis pode ser realizada
a frio em filtros de nitrocelulose ou acetato de celulose, do tipo Millipore
(1, 4). Esses filtros apresentam didmetro variavel, de acordo com cada tipo
de material a ser esterilizado. Apés a filtracdo, o material estéril obtido é
adicionado assepticamente aos demais componentes do meio de cultura,
em camaras de fluxo laminar (2).

Objetivou-se com este trabalho comparar processos de esterilizacao
da sacarose no meio de cultura e verificar o seu efetto sobre o crescimento

e desenvolvimento de segmentos nodais do porta-enxerto da videira RR-
101-14.

2. MATERIAL E METODOS

Os ensaios foram conduzidos no Laboratdrio de Cultura de Tecidos
Vegetais da Universidade Federal de Lavras - UFLA, em Lavras, MG.
Para a instalacdo dos ensaios foram utilizados segmentos nodais do

porta-enxerto da videira RR-101-14 obtidos in vitro. Os explantes
constaram de segmentos de caule medindo 2,5 c¢m, apresentando duas
gemas. Cada explante fo1 inoculado horizontalmente em tubos de ensaio
contendo 10 ml de meio de cultura C,D (3) adicionado de 0,5 mg.]"!
de benzilaminopurina (BAP) e 7,0 g.1-!de 4gar, com pH ajustado para
5,7+ 0,1, antes da autoclavagem. A sacarose foi adicionada ao meio de
cultura na concentracdo de 30 g.i-), nas seguintes formas: a) autoclavada
juntamente com os demais componentes do meio de cultura;

b) esterilizada por filtracdo; c¢) autoclavada juntamente com os demais
componentes do me1o, 1soladamente do agar; d) autoclavada em solugao
aquosa, 1soladamente dos demais componentes do meilo, totalizando
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quatro tratamentos. A filtragdo da solu¢do de sacarose foi realizada,
utilizando-se filtros de acetatocelulose/nitrocelulose do tipo Millipore,
com didmetro de poros de 0,22 um. Foram utilizadas cinco repeti¢des por
tratamento e cada parcela constou de cinco tubos de ensaio contendo um
inico explante. Para a analise estatistica os dados foram transformados

para VX e, entdo, submetidos a andlise de varidncia e ao teste de médias

(Tukey, a 5%). Ap6s a inoculagio, os tubos de ensaio foram transferidos

para sala de crescimento com fotoperiodo de 16/8 h, termoperiodo de
27/25°C e luminosidade de 35 pE.m2.s™!. O ensaio foi avaliado 45 dias

ap6s a instalagdo para as seguintes varidveis: nimero médio de brotagdes
(NMB), nimero médio de brotagdes superiores a 1,5 cm (NMB1,5), peso
da matéria fresca (PMF) e peso da matéria seca (PMS) das brotagdes por
explante. Ap6s a obtengdo do PMF, os tecidos foram transferidos para
estufas de secagem até atingirem peso constante e, entdo, submetidos a
pesagem para obtengdo do PMS. |

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Efeitos significativos foram obtidos para NMB (P < 0,01) e para
NMBI1,5 e PMS (P < 0,05). Para PMF ndo foram observadas diferengas
entre os tratamentos (Quadro 1).

Em relacdo ao nimero médio de brotagdes, as maiores taxas de
multiplicacio foram obtidas no tratamento em que a sacarose foi
adicionada ao meio de cultura por filtracao, seguido do tratamento em que
a sacarose foi autoclavada, separadamente do 4dgar. No tratamento em que

QUADRO 1 - Anélises de variancia referentes ao nimero médio de
brotagdes, nimero médio de brota¢des superiores a
1,5 cm, peso da matéria fresca e seca das brotagoes
por explante do porta-enxerto da videira RR-101-14,

em relacdo as diferentes formas de esterilizagdo da
sacarose no meio de cultura

oV« GL  NMB __ NMBIS PMF PMS
Tratamentos 3 0,5152** 06917 0,0554ns  0,0009%
Residuo 16 0,0960 02052  0,0221 0,0002
CV (%) 132 213 87 43

Média - - 2,34 1,46 0,325 0,0336

Py Y

* Significativo a 5 % de probabilidade.
** Significativo a 1 % de probabihdade.
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a sacarose foi autoclavada, juntamente com os demais comonentes do
meio (esterilizagao normal), o comportamento foi inferior ao observado
para os tratamentos anteriores. A menor taxa de multiplicagdo dos
explantes foi observada no tratamento em que a sacarose fo1 autoclavada
isoladamente dos demais componentes do meio de cultura, em solugéo
aquosa (Quadro 2). Esses resultados sdo compardveis aos relatados na
literatura (7, 9), nos quais respostas varidveis sdo observadas em relagao a
forma de esterilizagdo da sacarose no meio de cultura. A melhor resposta
do tratamento em que a sacarose foi adicionada ao meilo de cultura por
filtragdo sugere a ocorréncia de alguma reagao quimica prejudicial durante
a autoclavagem, o que pode explicar a redugdo na taxa de multiplicagio
dos explantes nos tratamentos em que a esterilizacdo da sacarose foi
efetuada por autoclavagem, independentemente da presenga ou ndo dos
demais componentes do meio de cultura. Em funcdo dos resultados €
possivel sugerir que a autoclavagem da sacarose em solugdao aquosa
resulta na produg¢ido de uma quantidade de substincias t6xicas muito maior
que na presenga dos demais componentes do meio de cultura. Resultados
similares foram também observados em relagdo ao niamero médio de
brotagdes superiores a 1,5 cm, com melhor desempenho do tratamento em
que a sacarose foi esterilizada por filtracdo. Estes resultados estdo de
acordo com os relatados por GEORGE ¢ SHERRINGTON (7) ¢ PIERIK
(9), que observaram a inibicdo da multiplicagao in vitro de explantes em
funcdo da autoclavagem da sacarose no meio de cultura. Provavelmente,
para os explantes utilizados nos ensaios, as substincias toxicas liberadas
durante a autoclavagem da sacarose foram muito mais prejudiciais a
morfogénese dos explantes que os possiveis efeitos positivos da liberacao
de glicose e frutose, decorrente dessa forma de esterilizagao.

Em relacdo ao peso médio da matéria seca por explante (Quadro 2),
maior actimulo ocorreu no tratamento em que a sacarose foi adicionada ao
meio de cultura por filtragdo. Este resultado era esperado, uma vez que as
maiores taxas de multiplicacao por explante foram obtidas também nesse
tratamento. Para os demais tratamentos, a taxa de producdo de matéria
seca fol bastante similar, ndo sendo observadas diferencas significativas
entre os tratamentos a 5 % de probabilidade.

4. RESUMO E CONCLUSOES

Estudaram-se-se os efeitos de diferentes formas de esterilizagdo da
sacarose no meio de cultura na multiplicagao in vitro de segmentos nodais
do porta-enxertq da videira RR-101-14. O meio de cultura utilizado fo1 o
C;D + 0,5 mg.I> de BAP. A sacarose foi esterilizada das seguintes formas:
a) autoclavada juntamente com os demais componentes do meio de
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cultura; b) adicionada aos demais componentes do meio de cultura por
filtracdio; c) autoclavada juntamente com os demais componentes do meio
de cultura e isoladamente do 4gar; d) autoclavada isoladamente dos
demais componentes do meio, em solugio aquosa. Apos 45 dias de cultivo
in vitro, sob fotoperiodo de 16/8 h, termoperiodo de 27/20°C e
juminosidade de 35 UE.m2s], o experimento foi avaliado para nimero
médio de brotacdes, nimero médio de brotagdes superiores a 1,5 cm, peso

da matéria fresca e seca das brotagdes por explante. Os resultados
mostraram que a filtragio da sacarose aumentou a taxa de multiplicagdo e

o acimulo de matéria seca dos explantes.

QUADRO 2 - Médias referentes ao niimero médio de brotagoes,
ntimero médio de brotagbes superiores a 1,5 cm,
peso da matéria fresca e seca por explante do porta-
enxerto da videira RR-101-14, em relagdo as

diferentes formas de esterilizagéo da sacarose
PMS (g)

Tratamento NMB NMB1.,5 PME(

A 2,1843 b 1,3757 ab 0,2834 a 0,0284 ab
B 2,8067 a 1,0872 a 0,4816 a 0,0534 a
C 2,3028 ab 1,3657 ab 0,2576 a 0,0264 b
D 2,0835b 1,1121b 0,2754 a 0,0260 b

' Tratamento A = sacarose autoclavada juntamente com os demais
componentes do meio de cultura,;
Tratamento B = sacarose adicionada ao meio de cultura por
filtragao;
Tratamento C = sacarose autoclavada juntamente com os demais
componentes do meio de cultura, isoladamente do agar;
Tratamento D = sacarose autoclavada isoladamente dos demais
componentes do meio, em solugao aquosa.

2 As médias seguidas pelas mesmas letras ndo diferem entre si pelo
teste de Tukey a 5%.

5. SUMMARY

;

(EFFECTS OF SACCHAROSE AUTOCLAVING AND FILTRATION
ON GRAPEVINE PROPAGATION IN VITRO)

This study was carried out to evaluate the effects on
micropropagation of grapevine rootstock 'RR-101-14" of differents
saccharose sterilization forms in nutrient media. The culture media used
was C,D + 0.5 mg.l"! BAP. The treatments were: a) saccharose and other
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nutrients autoclaved all together; b) saccharose esterilized by filtration;
c¢) saccharose and other nutrients autoclaved all together without agar;,
d) saccharose autoclaved in pure aqueous solution. The best results after
45 days in culture were obtained when saccharose was sterilized by
filtration.
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