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RESUMO

COSTA-PINHO, Karolynne. Esterilizagdo quimica do meio de cultura para micropropagacao
de cana-de-agucar [Saccharum spp.]. 2012. 47 p. Dissertacdo (Mestrado em Fitossanidade e
Biotecnologia Aplicada). Instituto de Biologia, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro,
Seropédica, RJ. 2012.

A utilizacdo de técnicas alternativas que possibilitem a esterilizacdo dos meios de cultivo,
aliada ao bom desenvolvimento dos explantes, ¢ de fundamental importancia para garantir a
elevada producdo de plantas micropropagadas em laboratérios comerciais, de forma
economicamente viavel. Objetivando substituir o método de esterilizagdo por autoclavagem
pela esterilizagdo quimica de meios de cultura, de vidrarias e de utensilios, testaram-se
produtos e metodologias potenciais para viabilizar um protocolo de esterilizagdo quimica que
permita a produ¢do em larga escala de mudas micropropagadas de cana-de-agtlicar, oriundas
de cultura de apices caulinares, com reduzido custo de producgdo. As técnicas de esterilizacao
quimica consistiram em preparar meio MS esterilizados com clorsin®, hipocloritos de sodio
(NaClO) e de calcio (Ca(ClO),), as seguintes concentragdes: 0,0003, 0,0006 e 0,0009% de
cloro ativo total. Os experimentos contaram ainda com dois controles — autoclave e sem
esterilizacdo. Foram utilizadas dez repeticdes (frascos) por tratamento, contendo 40mL de
meio de cultura do respectivo tratamento, onde os explantes foram inoculados. Para testar os
hipocloritos, utilizou-se a cultivar RB99395, em seu 4° subcultivo; ja para o clorein®, utilizou-
se a RB952890 (3° subcultivo). Anteriormente a realizacdo de qualquer trabalho, toda a area
do laboratdrio foi higienizada com NaClO a 2%. A contaminagdo foi monitorada ao longo dos
20 dias de durag@o de cada experimento, e passado esse tempo, foram tomados os seguintes
dados das repetigdes que ndo apresentaram contaminagdo: altura, numero de perfilhos e
biomassas fresca e seca. Para a esterilizacdo com hipocloritos, dentre os tratamentos
contaminados (sem esterilizagdo, 0,0003, 0,0006 ¢ 0,0009% Ca(CIO),), houve predominancia
de contaminantes de origem fingica. No mesmo experimento, o NaClO apresentou potencial
para viabilizar um novo protocolo de esterilizagdo quimica no cultivo in vitro de cana-de-
agucar cultivar RB99395, ja a partir de 0,0003% de c. a. total, pois os explantes inoculados
nestes tratamentos apresentaram maior desenvolvimento quando comparadas ao controle
autoclavado. Quando se testou o clor«in®, toda a contaminagio observada foi de origem
fingica, sendo que apenas o controle sem esterilizacdo apresentou contamina¢do em todas as
amostras. Apos as andlises de desenvolvimento dos explantes obtidos através desta
metodologia de esterilizagdo, foi possivel sugerir o uso deste produto como alternativa para o
controle da contaminagdo no cultivo in vitro de cana-de-agucar cultivar RB952890, visto que
apresentou 0 mesmo nivel de controle das amostras autoclavadas. Contudo, observou-se baixo
desenvolvimento das plantulas inoculadas em meio MS esterilizado com este produto, nas trés
concentragdes de c. a. total, sugerindo a possibilidade de haver influéncia fitotoxica de algum
componente do produto. Apesar de os produtos mostrarem potencial para o desenvolvimento
de novos protocolos de esterilizagdo, ha a necessidade de efetuar novos ensaios, ndo apenas
para o ajuste das metodologias, como também para oferecer maior respaldo experimental para
o desenvolvimento de um novo — e definitivo — protocolo de esterilizagdo, substituindo a
autoclavagem pela adi¢do de produtos quimicos ao meio nutritivo, reduzindo, assim, o custo
das plantulas de cana-de-actcar produzidas em laboratorios comerciais por técnicas de cultura
de tecidos in vitro.

Palavras-chave: hipoclorito de sddio, hipoclorito de calcio, clorsin®, mudas.



ABSTRACT

COSTA-PINHO, Karolynne. Chemical sterilization of culture medium for micropropagation
of sugar cane [Saccharum spp.]. 2012. 47 p. Dissertation (Master Science in Phytosanitary
and Applied Biotechnology). Institute of Biology, Federal Rural University of Rio de Janeiro,
Seropédica, RJ. 2012.

The use of alternative and reliable techniques that allow the sterilization of culture media
along with the adequate development of the explants is important to attend the demands for
large production of micropropagated plants in commercial laboratories, in an economically
viable means. Aiming to replace the conventional method of sterilization by autoclaving for
chemical sterilization of culture media, glassware and utensils, we tested products and
methodologies to enable a potential chemical sterilization protocol that allows large-scale
production of micropropagated seedlings of sugarcane, derived from culture of the shoot
apex, with reduced production costs. Chemical sterilization techniques consisted of MS
medium prepared with clorein®, sodium and calcium hypochlorites (NaClO and Ca(CIO),), at
the following concentrations of total active chlorine (a.c.): 0.0003, 0.0006 and 0.0009%. The
experiments also counted with two controls - autoclave and none sterilization. Ten replicates
were used (bottles) per treatment, containing 40 mL of culture medium of their treatment, in
which the explants were cultured. The cultivar RB99395 in its 4th subculture, was used to test
hypochlorites, whereas ‘RB952890° (in its 3rd subculture) was used to test clorsin® Prior to
performing any work, all the laboratory area was sterilized with NaClO 2%. Contamination
was monitored throughout the 20-day duration of each experiment, and after that time, the
following data were taken from repetitions that were not contaminated: height, tillering
number, fresh biomass and dry biomass. For sterilization with hypochlorite, from the
contaminated treatments (without sterilization, 0.0003, 0.0006 and 0.0009% Ca(ClO),) the
predominance of fungal contaminants. In the same experiment, sodium hypochlorite has the
potential to enable a new protocol of chemical sterilization of in vitro cultivation of sugar
cane RB99395, from the 0.0003% total a. c., since the explants inoculated these treatments
had higher development compared to the control autoclaved. When tested clorin®, all
contamination were observed of fungal origin, and only the control showed total
contamination without sterilization. After the analysis of development of explants obtained
through this methodology of sterilization, we can suggest the use of this product as an
alternative to contamination control of in vitro cultivation of sugar cane RB952890 since had
the same level of control autoclaved. However, there was a low development of plants
inoculated in MS medium sterilized with this product, at the three concentrations of total a. c.
total, suggesting the possibility of a phytotoxic effect of a component of the product.
Although the products show potential for the development of new sterilization protocols,
there is still the need to perform further tests, not just for adjusting the methodologies as well
as to provide greater support for the development of experimental a new - definitive -
sterilization protocol, by replacing the addition of chemicals to the nutrient medium, thus
lessening the final costs of the cane sugar vitroplants in commercial laboratories produced by
techniques of in vitro tissue culture.

Keywords: sodium hypochlorite, calcium hypochlorite, clorsin®, seedlings.
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1 INTRODUCAO

A cana-de-agtcar (Saccharum spp.) pertence a familia Poaceae, tem origem na
Oceania ¢ na Asia e é uma das culturas agricolas mais importantes do mundo tropical,
gerando centenas de milhares de empregos diretos e indiretos. Sua produgdo é de grande
importancia como fonte de renda e desenvolvimento, pois ¢ matéria-prima para a fabricacao
de actcar, etanol e aguardente, além de forrageira na forma in natura (SANTOS et al., 2010).
Sua producdo mundial atual chega a 74,5 toneladas por hectare (NASTARI, 2010) e seu
produto mais explorado comercialmente, e o mais valioso, ¢ a sacarose, pois dela pode-se
obter agucar e alcool etilico.

A baixa eficiéncia dos métodos de producdo de mudas de cana-de-agucar torna sua
propagacdo inicial lenta e seu custo elevado, inviabilizando a utilizacdo de variedades
melhoradas pelos produtores de menor poder aquisitivo (KOPP et al., 2009).

A micropropagacdo (ou propagacdo vegetativa in vitro) vem sendo utilizada para
reduzir o tempo na producdo de mudas de boa qualidade e livres de doengas (MONTARROYOS,
2000). Esta ¢ uma das técnicas do cultivo in vitro que apresenta maior aplicagdo no
agronegocio, no qual varias frutiferas, hortalicas, ornamentais e arbdoreas podem ser
multiplicadas gerando grande numero de mudas em curto intervalo de tempo, tanto em
pequenos laboratorios de pesquisa como de forma comercial, disponibilizando aos produtores
mudas semelhantes a planta matriz, com qualidade genética e fitossanitaria (SouzA &
JUNGHANS, 2006).

Normalmente, antes da utilizagdo desta técnica, além dos 10 ou 15 anos de selegdo,
eram requeridos mais alguns anos para se estabelecer as novas cultivares em plantios
comerciais (DONATO et al., 2005).

A utilizagao do processo de limpeza clonal a partir da cultura de apices meristematicos
ndo garante totalmente a sanidade do material trabalhado (L1U, 1989; TORRES et al., 1998).

A contamina¢do do meio de cultura por microrganismos é conhecida como um dos
mais sérios problemas da cultura de tecidos de plantas (KNEIFEL & LEONHARDT, 1992). Na

maioria das vezes, essa contaminacao € proveniente de bactérias endofiticas.
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Mas, em muitos casos, as fontes contaminantes ndo sdo determinadas com facilidade.
Entretanto, as mais comuns sdo associadas aos micro-organismos do ambiente e do individuo
manipulador (LEIFERT et al., 1994). As contaminacdes em laboratorio desse tipo podem ser
provenientes de varias fontes, como: correntes de ar, particulas do solo carregando esporos e
células de micro-organismos que penetram nos locais de trabalho pelos condicionadores de ar,
podendo ser também transportadas e introduzidas pelos seres humanos, permanecendo no
ambiente em condi¢des de assepsia inadequada. Outros equipamentos que podem introduzir a
contaminagdo sdo aqueles destinados aos tratamentos de agua (deionizadores e destiladores,
por exemplo), seja pela falta de manutengdo ou por manuseio inadequado.

Além disso, ha ainda a esterilizagdo inadequada do meio de cultura, pingas, bisturis,
vidrarias e outros materiais necessarios ¢ a desinfestagdo inadequada das plantas trazidas do
campo, que podem contaminar as culturas (LOPES, 1996). A cadmara de fluxo laminar ¢ o
principal local onde a maioria dos contaminantes pode ser introduzida por manipulagdo
(CAPO, 1998).

Diante das vantagens apresentadas pelas técnicas de cultivo in vifro, elas tomaram
uma direcdo comercial e surgiram as biofabricas. Devido ao elevado custo para a manutengdo
desses laboratorios, algumas pesquisas tem visado a automacdo do processo, buscando
aumentar o rendimento das operagdes e, principalmente, reduzir os custos de producdo em
larga escala. A substituicdo da técnica de autoclavagem (BURGER, 1988), para esterilizagdo de
meios de cultivo, por outra mais econdmica, tem sido apontada como principal fator para
reduzir o consumo de energia, e assim desonerar a producao.

Neste sentido, a esterilizagdo quimica do meio de cultura surge como uma alternativa
viavel. O emprego de agentes quimicos como o hipoclorito de s6dio — NaClO — ou célcio —
Ca(ClO), — na esterilizacdo em larga escala ¢ evidenciado, devido ao vasto espectro de
atividade biocida apresentado contra bactérias, fungos e virus, além do fato de serem produtos
de baixo custo (ESTRELA et al., 2002).

Atualmente, os processos biotecnologicos utilizados para a produgdo agricola seguem
a tendéncia das necessidades do mercado nacional e mundial. Entretanto, a automacao dos
processos encarece o produto final, de modo que, hoje, observa-se que o grande desafio para a

producdo agricola ¢ exatamente reduzir os custos, mantendo, porém, a qualidade do produto.
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O uso de cultivares melhoradas de cana-de-agucar adaptadas as condicdes edafo-
climaticas locais constitui um insumo de grande retorno, tendo em vista que o custo para o
plantio de uma cultivar de maior potencial genético ¢ praticamente o mesmo de uma cultivar
tradicional (VEIGA, 2000). Em diagnostico da cadeia produtiva da cana-de-acucar do Estado
do Rio de Janeiro, Veiga et al. (2006) constataram que entre os produtores de cana-de-agucar
da regido do Norte Fluminense, ocorre o predominio de uma cultivar, a RB72454, que ocupa
49,8% da area cultivada, o que aumenta os riscos e dificulta o manejo da cultura.

Devido a pequena disponibilidade inicial de mudas, sdo gastos de 3 a 4 anos para que
cultivares recém-liberadas pelos Programas de Melhoramento Genético alcancem areas
comerciais, constituindo grande perda economica se considerarmos as altas produgdes que
poderiam ser alcancadas pelas mesmas, podendo ocorrer em alguns casos um precoce
processo degenerativo por meio das continuas contaminagdes que ocorrem no plantio de
campo (LEE, 1986, 1987; WALKER et al., 1991). Assim, a producdo de mudas em larga escala
e curto espaco de tempo torna-se de grande valor para reduzir o tempo entre a producdo de
uma nova cultivar e o seu efetivo cultivo em grandes areas. A produgdo massiva de mudas ja
pode ser conseguida em biofabricas, porém a um custo ainda elevado, em instalagdes que
utilizam técnicas tradicionais, como a esterilizagdo fisica em autoclaves de meios de cultura e
de utensilios.

Assim, a utilizacdo de técnicas alternativas que possibilitem a esterilizagdo dos meios
de cultivo aliada ao bom desenvolvimento dos explantes ¢é, portanto, de fundamental
importancia para garantir elevada producdo de plantas micropropagadas em laboratorios
comerciais, de forma economicamente viavel (SILVA ef al., 2010).

Por meio da experimentacao de diferentes produtos esterilizantes no meio de cultura,
ha possibilidade de elaborar novos protocolos que viabilizem maior disponibilizagdo de
mudas de elevada qualidade fitossanitaria de cultivares com maior potencial genético para
produtores de cana-de-agticar do Estado do Rio de Janeiro a pregos mais acessiveis,

principalmente para os produtores de menor poder aquisitivo.
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2 OBJETIVOS

Este trabalho teve como objetivo testar produtos e metodologias com potencial para
viabilizar um novo protocolo de esterilizagdo quimica de meio de cultura que permita a
produgdo em larga escala de mudas micropropagadas de cana-de-agucar, oriundas de cultura
de apice caulinar, com reduzido custo de produ¢do, quando comparado ao custo de mudas
produzidas com o protocolo convencional de esterilizagdo fisica por autoclavagem.

Desta forma, pode-se ampliar o potencial de utiliza¢do desta técnica, como ferramenta
de disseminacdo de novas cultivares, além de substituir o tradicional método de esterilizacdo
fisica de vidrarias, instrumentos, agua ¢ meio de cultura, por esterilizacdo quimica,
adicionando esterilizantes como hipoclorito de sédio, hipoclorito de célcio e clor+in® ao meio

nutritivo e realizando a lavagem dos instrumentos e vidrarias em solucdes cloradas.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Contaminacao

A contaminagdo ¢ uma das maiores barreiras para o cultivo in vitro de tecidos de
plantas. Além da manipula¢do humana das mudas e da falta de assepsia no laboratdrio, outras
fontes que podem promover a entrada de contaminantes no ambiente sdo os equipamentos.
Nesse sentido, Oliveira et al. (2007) avaliaram e caracterizaram os niveis de contaminagao
microbiana nos diferentes ambientes do laboratorio de Cultura de Tecidos e Genética Vegetal
da Embrapa Agroindistria Tropical, por meio de distribui¢do aleatéria de placas de Petri
contendo meio BDA (batata-dextrose-dgar) abertas para exposi¢do do meio durante 60
minutos, que logo apos, foram fechadas e mantidas em sala de incubacdo. Apds a contagem e
o isolamento das culturas microbianas, os fungos isolados foram identificados. Os autores
concluiram que os ambientes do laboratdrio apresentaram diferentes niveis de contaminacao,
sendo a capela de fluxo laminar, quando ligada, um local completamente asséptico. Ha ainda
a sugestdo de manter o grau de limpeza do laboratdrio elevado, controlar a entrada de pessoas
nos ambientes que exigem maior assepsia e utilizar métodos preventivos de controle, como a

limpeza dos autoclaves e a troca dos filtros das camaras de fluxo laminar.

3.2 Desinfestacio dos Explantes

Alguns dos agentes quimicos utilizados para desinfestacdo de explantes sdo: cloreto de
mercurio, acido cloridrico, cloreto de benzalconio, perdéxido de hidrogénio e, os mais
comumente utilizados como hipoclorito de calcio e de sodio (GRATTAPAGLIA & MACHADO,
1998), onde suas concentragdes variam de acordo com o tipo do explante.

A assepsia dos explantes ¢ uma das etapas cruciais da micropropagacdo, pois ¢é
responsavel pela eliminagdo superficial de micro-organismos epifiticos e endofiticos antes de
sua inoculacdo no meio nutritivo. Deve ser feita em ambiente esterilizado, utilizando-se
camara de fluxo laminar e agentes assépticos, quimicos e fisicos (SOUZA & JUNGHANS, 2006).
Entretanto, dentre as etapas da micropropagacdo, a desinfestacdo tem apresentado baixa
eficiéncia, pois deve eliminar os micro-organismos do tecido vegetal sem danificar e

inviabilizar o mesmo (KOPP et al., 2009).
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Morejon et al. (1985) realizaram ensaios para avaliar a eficiéncia da desinfestagdo de
explantes, utilizando os seguintes desinfestantes: peroxido de hidrogénio 12% (v/v) por 5, 10
e 15 minutos; acido peracético 0,1% e 0,2% (v/v) por 1, 2 e 5 minutos; e hipoclorito de sodio
3% e 4,5% (v/v), por 15, 20, 25 e 30 minutos. A avaliacdo dos resultados se deu por meio do
balanco entre a porcentagem de desinfestagdo e o dano causado aos tecidos pelas substancias
utilizadas. Os autores concluiram que, dentre todas as combinagdes testadas, o peroxido de
hidrogénio (a 12% (v/v) e por 10 minutos) foi o mais eficiente, principalmente devido ao
menor nivel de danos causados aos tecidos vegetais.

Kopp et al. (2009) avaliaram a eficiéncia de desinfestacdo de trés agentes
desinfestantes para explantes de cana-de-agticar de quatro genotipos (Santa Isabel, Sdo José,
TAC862480 e IAC862210), que foram imersos em alcool 70% por cinco minutos, e logo apos,
submetidos aos agentes de desinfestagdo, seguindo a metodologia descrita por Sousa et al.
(2007): hipoclorito de sddio 1% por 30 minutos, cloreto de benzalconio 0,1% e cloreto de
mercurio 1%, ambos por 20 minutos. Posteriormente, os explantes passaram por trés
enxagues em agua destilada estéril e foram transferidos para meio MS (MURASHIGE &
SK00G, 1962), contendo 2uM de BAP e 1uM de ANA, 3% de sacarose e 0,6% de agar.
Passados 15 dias apos a introducdo, os autores realizaram avaliagdes de contaminagdo,
sobrevivéncia e oxidag@o nos explantes e concluiram que a eficiéncia do agente desinfestante
depende do genotipo de cana-de-actcar. Entretanto, recomendam a utilizagdo de cloreto de
mercurio 1% por 30 minutos, pois foi o agente que apresentou a melhor eficiéncia na
desinfestacdo da maioria dos genotipos.

Ferreira et al. (2010) avaliaram a acdo do hipoclorito de sodio e de calcio, com o
objetivo de estabelecer um protocolo para a embriogénese somatica de cana-de-acticar da
variedade RB872552. Segmentos de caule, depois de imersos em alcool 70% durante um
minuto, foram submetidos a dois tratamentos de assepsia: hipoclorito de sodio 2,5% por 15
minutos e hipoclorito de calcio 1,5% por 20 minutos, ambos sob agitacdo constante. Apos a
assepsia, o agente utilizado foi removido por enxague com triplice lavagem em agua destilada
desionizada estéril. Os autores concluiram que o hipoclorito de s6dio se mostrou um melhor

descontaminante, por apresentar menor contaminag@o e maior indice de formacao de calos.
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3.3 Esterilizacao do Meio de Cultura
3.3.1 Esterilizacio fisica

Os meios de cultura de tecidos s@o geralmente autoclavados a 121°C e a 1 atm por
periodos de 20 a 30 minutos (PASQUAL, 2001). Esta técnica tem como vantagem a
simplicidade e a velocidade do processo. Entretanto, além do elevado consumo de energia, a
autoclavagem pode levar a degradacdo de componentes do meio de cultura, resultando
inclusive na formacdo de compostos que podem ser toxicos aos tecidos (RIBEIRO, 2006).
Outras desvantagens sdo mudangas no pH, perda de atividade dos componentes do meio
(PIERIK, 1990) e degradagdo, pelo calor, de compostos organicos como aminoacidos,
vitaminas e alguns reguladores de crescimento (dcido giberélico, acido abscisico, zeatina e
acido pantoténico), além de colchicina, antibidticos, extratos vegetais e algumas enzimas
(PASQUAL, 2001; PIERIK, 1990).

Teixeira ef al. (2005b) investigaram o uso do forno de micro-ondas para a esterilizagdo
de frascos de cultura contendo meio nutritivo BDA liquido. Contudo, os resultados mostraram
que o uso do forno de micro-ondas tem eficiéncia elevada quando combinado com o uso de
agua tratada com peroxido de hidrogénio — H,O; — ou com hipoclorito de sodio para o preparo
do meio, além da exposi¢do dos frascos a poténcias mais altas por periodo continuo. Os
autores observaram também que o efeito do forno micro-ondas foi letal para os fungos,
independentemente da origem da &agua, enquanto que as bactérias mostraram elevada
resisténcia a esta alternativa. A partir destas conclusdes, Teixeira et al. (2005a) realizaram
outros dois ensaios para esterilizagdo em micro-ondas, onde o meio BDA foi acrescido de
agua sanitaria (cujo principio ativo ¢ o hipoclorito de s6dio) em diferentes concentragdes. No
primeiro experimento, a determinagdo final do pH foi realizada apos a solidificacdo do agar;
no segundo, o ajuste ocorreu logo apds o acréscimo do esterilizante (o agar, previamente
fundido, foi incorporado posteriormente e solidificou-se normalmente). Por meio destes
experimentos, concluiu-se que a adigdo de hipoclorito de sédio, quando resulta na
esterilizagdo total do meio, ¢ prejudicial a solidificacdo do agar, mas quando permite a
solidificacdo do agente geleificante, reduz o poder esterilizante do tratamento. Entretanto,
como esses resultados foram obtidos em meio semisoélido, onde a limitagdo se encontra na
dificuldade da solidificagdo do agar, seria interessante verificar a eficiéncia da adicdo de

hipoclorito de sodio nessas diferentes concentragdes no meio MS liquido.
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3.3.2 Esterilizacdo Quimica
a) Esterilizantes:

Griffings & Ray (1979), comparando hipoclorito de sédio com hipoclorito de calcio,
afirmam que este ultimo apresenta a vantagem de ser menos toxico para os tecidos vegetais. A
acdo germicida das solugdes de hipoclorito se deve a alta capacidade oxidante desses
compostos, atuando na destruicdo da atividade das proteinas celulares (TSAI et al., 1998).
Apesar de a oxidagdo ser um processo que pouco interfere no desenvolvimento do material
vegetal e ndo contribui para o aparecimento de contaminagdes, esta dificulta a visualizagdo
caso esteja presente, aumentando a probabilidade de propagacao da contaminagio durante os
sucessivos subcultivos (KOPP et al., 2009).

Snow (1985) relatou o emprego de peroxido de hidrogénio para reduzir a
contaminagdo de meios de cultura para germinagdo de sementes de orquidea, enquanto que
Yanagawa ef al. (1995) obtiveram sucesso na inoculagdo de sementes de orquidea em meio de
cultura em condigdes ndo assépticas — fora da camara de fluxo laminar — esterilizando-o com
hipoclorito de so6dio ou agua oxigenada, ambos a 0,01%, e pulverizando o interior do frasco
de cultura com solugdo de hipoclorito de sodio 0,5%, apds a inoculagdo das sementes.

Teixeira et al. (2006) avaliaram a esterilizacdo do meio de cultura acrescido com
hipoclorito de sodio e o comportamento in vifro do abacaxizeiro Smooth Cayenne cv. e ndo
constataram contaminagdes a partir de 0,0003% de hipoclorito de sodio. Os autores
concluiram que o esterilizante proporcionou um efeito benéfico no crescimento e na
multiplicacdo do abacaxizeiro.

Ribeiro (2006), ao avaliar a influéncia da concentragdo de cloro ativo (c. a.) total no
meio de cultura de Ananas comosus L. e de Sequoia sempervirens L., constatou que
concentragdes superiores a 0,0003% de c. a. total em meios de cultura semi-solidos,
submetidos a tratamento de fus@o do agente gelificante, asseguram total esterilizagdo do meio
nutritivo. Dados positivos quanto a utilizacdo de esterilizagdo quimica também foram
registrados por Matsumoto et al. (2007), por meio da adi¢do de 0,02g.L" de hipoclorito de
sodio, na forma de agua sanitaria comercial, a0 meio MS liquido ou semisolido, para cultivar
brotos de bananeira in vitro, ndo contabilizando qualquer contamina¢do microbiana nestes

meios.
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Ribeiro et al. (2009), analisaram o desenvolvimento de calos em Pfaffia glomerata na
presenga de diferentes concentragdes de sacarose (0, 10, 20, 30 e 40g.L'1) em meios
esterilizados quimicamente e autoclavados (121°C por 15 minutos). Os meios que foram
esterilizados quimicamente sofreram adicdo de 0,05% de hipoclorito de s6dio, em ambiente
ndo estéril. Os autores observaram que o processo de autoclavagem promoveu a
decomposicdo da sacarose, levando a formacdo de furfural, entretanto, ja que ndo houve
diferencas significativas no desenvolvimento dos calos entre os meios autoclavados e
esterilizados quimicamente, concluiu-se que as quantidades de furfural presentes nos meios de
cultura autoclavados ndo afetaram negativamente o desenvolvimento. Tampouco a presenga
de cloro interferiu negativamente. Os autores afirmam que a utilizacdo de processo quimico
para esterilizagdo de meios de cultura na formacdo de calos em fafia é vantajosa, pois
apresentou os mesmos resultados da autoclavagem, mas em tempo reduzido e com menores
custos.

Silva et al. (2010) compararam a eficicia da esterilizacdo de meios de cultura
utilizados na embriogénese somatica de S. officinarum (variedade RB872552) pelo processo
de autoclavagem e pela adi¢do de hipoclorito de calcio. Além disso, também avaliaram o
desenvolvimento dos explantes cultivados nesses meios. Para tal, utilizaram oito tratamentos,
onde os explantes foram inoculados em meio MS suplementado com sacarose (2% e 3%),
combinado com 2,4-D (13,6uM) e BAP (1,1 e 2,2uM), respectivamente; ambos 0os meios
foram submetidos a esterilizacdo fisica (autoclavagem a 121°C por 20 minutos) ou quimica,
pela adicao de hipoclorito de calcio em trés diferentes concentragdes (0,01, 0,02 e 0,04%).
Apesar da ocorréncia de contaminagdo em trés tratamentos (um autoclavado e dois acrescidos
de hipoclorito de calcio a 0,01%), as autoras concluiram que a utilizagdo de hipoclorito de
calcio para esterilizagdo de meios de cultura para a inducdo da embriogénese somatica em
cana-de-agticar ¢ viavel, especialmente nas concentragdes de 0,01 e 0,02%, visto que, a
concentragio de 0,04% parece ser toxica, pois houve reducdo no IFE (indice de Formagio de

Embrides Somaticos).
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b) Antibiéticos:

A utilizacdo de antibidticos para o controle e erradicacdo de microrganismos
contaminantes também acontece, podendo adiciona-los ao meio de cultura ou submetendo os
explantes a banhos sob agitagdo, durante alguns dias (GRATTAPAGLIA & MACHADO, 1998).
No entanto, o uso de antibidticos apresenta problemas, uma vez que eles podem apresentar
niveis consideraveis de toxidez ao tecido vegetal (POLLOCK et al., 1983; SCORTICHINI &
CHIARIOTTI, 1988). Além disso, dificilmente se consegue eliminar completamente as
bactérias, j4 que os antibioticos normalmente utilizados em cultura de tecidos vegetais
possuem acdo bacteriostatica, e ndo bactericida (DONATO et al., 2005).

Donato et al. (2005) desenvolveram um trabalho com o objetivo de eliminar bactérias
endofiticas fixadoras de N,, presentes em plantas de cana-de-agucar cultivadas in vitro, por
meio do uso de dois antibioticos — amoxicilina e cefatoxima soédica — acrescentados ao meio
MS. Os autores constataram que a amoxicilina foi o antibidtico mais eficiente na inibi¢ao do
crescimento das bactérias Acetobacter diazotrophicus e Herbaspirillum spp. O uso dos
antibidticos no meio de cultura nas concentracdes empregadas foi eficiente para eliminar 4.
diazotrophicus, mas nao para Herbaspirillum. spp., onde funcionaram apenas como

bacteriostaticos.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Conducao dos Experimentos

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Cultura de Tecidos Vegetais do
Campus Campos dos Goytacazes, da UFRRJ, no municipio de Campos dos Goytacazes, RJ.

Os diferentes tratamentos foram testados em plantulas das cultivares RB952890
(subcultivo 4) e RB99395 (subcultivo 3), cujas culturas ja haviam sido previamente
estabelecidas no laboratorio, a partir da extragdo de dapices caulinares, mantidas por
subcultivos de 15-20 dias, sob fotoperiodo de 16h e temperatura de 24 + 2°C, em frascos
transparentes com tampas ventiladas (Bio-Sama PP63), com capacidade de 400mL e vedados
lateralmente com filme PVC (sem obstruir o filtro de passagem de ar), contendo 30mL de
meio MS complementado com fito-reguladores (tabela 1) esterilizado por autoclavagem

(121°C, 1 atm) por 20 minutos.
Tabela 1. Substincias complementares ao meio MS utilizado no desenvolvimento

das plantulas de cana-de-agucar, conforme proposto por Lee (1986).

Ingredientes (mg/L)
1. Vitaminas, hormonios e outros componentes orgianicos
Tiamina 1,0
Inositol 100
Cinetina 0,1
BAP 0,2
2. pH 5,8

A cultivar RB99395 foi utilizada para avaliar a eficiéncia da esterilizacdo quimica
utilizando hipocloritos de sodio e calcio em trés diferentes concentragdes. Ja a cultivar
RB952890, foi utilizada para testar a viabilidade do produto comercial clorsin® como
esterilizante quimico de meio de cultura. Os resultados dos experimentos nas diferentes
cultivares foram analisados separadamente; do mesmo modo, segue a apresentagdo dos dados
obtidos neste trabalho.

A metodologia utilizada para a conducdo dos experimentos foi adaptada a partir de
protocolo desenvolvido por Teixeira et al. (2005a), para preparo de meios de cultura
utilizando hipoclorito de sddio como esterilizante quimico.

Os tratamentos consistiram nas seguintes técnicas de esterilizagdo:
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a) esterilizagao fisica (protocolo convencional) do meio de cultura por autoclavagem a
121°C e 1 atm, por 20 minutos (controle I),

b) meio de cultura sem qualquer tipo de esterilizacdo (controle II),

c) esterilizagdo quimica - NaClO a 0,0003% de c. a. total,

d) esterilizagdo quimica - NaClO a 0,0006% de c. a. total,

e) esterilizagdo quimica - NaClO a 0,0009% de c. a. total,

f) esterilizagdo quimica - Ca(ClO); a 0,0003% de c. a. total,

g) esterilizagdo quimica - Ca(ClO); a 0,0006% de c. a. total,

h) esterilizagdo quimica - Ca(ClO); a 0,0009% de c. a. total,

i) esterilizagdo quimica - clorsin™' a 0,0003% de c. a. total,

J) esterilizacdo quimica - clor+in® a 0,0006% de c. a. total,

k) esterilizagdo quimica - clor+in® a 0,0009% de c. a. total.

A afericdo das quantidades de cloro ativo total foram realizadas com auxilio de um
clorimetro digital portatil CL800, da MS TECNOPON, baseado no método DPD, cuja faixa
de medicao vai de 0 a 5 ppm. O aparelho toma como controle a leitura do “branco” (dgua
destilada), e logo apos, realiza a leitura de 10mL da amostra desejada quando combinada com
uma medida (colher-padrao que acompanha o aparelho) do reagente DPD (também presente
no kit). Para afericdo da concentragdo de c. a. total dos produtos utilizados, e em virtude de o
aparelho trabalhar com uma faixa pequena de c. a. total, realizaram-se estimativas (com base
em calculos de concentracdo x volume) acerca da concentragdo de cada produto esterilizante,
ou seja, amostras dos produtos eram diluidas com base na concentracao estimada, aferidas, e a
partir da medicao realizada pelo aparelho, as ‘solu¢des-estoque’ de esterilizantes (ver subitem
3.3) eram produzidas, j& com base na concentracdo real. Por exemplo, o hipoclorito de sédio
utilizado, de acordo com o rétulo, continha de 4 a 6% de c. a. total. Estimou-se, inicialmente,
que ele estaria a concentragdo de 5%. Portanto, para que se chegasse a 0,0005%, foi
necessario adicionar 0,02mL do produto quimico para uma solugdo de 200mL. Esta solucdo
estaria a uma concentracdo de 0,0005% se o hipoclorito de sodio estivesse a 5%; entretanto,
ao mensurar a concentragdo de c. a. total no clorimetro, este forneceu um valor de 2,20 ppm,
mostrando que o hipoclorito de so6dio, que inicialmente supds-se estar a 5%, na verdade,

estava a 2%.

! Ver subitem 4.5.
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4.2 Esterilizacao do Ambiente de Trabalho

Foi seguido um protocolo de limpeza e esterilizacdo das areas do laboratoério antes do
preparo dos meios de cultura e das solucdes esterilizantes. O piso do laboratorio foi varrido e
esfregado com pano embebido em agua sanitaria comercial (NaClO 2% p.v.); os topos das
bancadas foram igualmente desinfestados; toda a vidraria e frascos de cultura foram lavados
em agua de torneira e enxaguados com solucdo de dgua clorada a 0,003% de c. a. total e

estocados em bandejas sanitizadas, situadas na sala de preparo de meio.

4.3 Preparo de Solucées-Estoque e Solucdes Esterilizantes

Para o preparo de meio de cultura MS, foram utilizadas solugdes-estoque dos
componentes do meio MS e das substancias complementares propostas por Lee (1986).

A ‘solucdo-estoque’ de hipoclorito de calcio, para uso imediato, foi preparada da
seguinte forma: partindo-se de hipoclorito de calcio granulado concentrado, a 65% de c. a.
total; foram utilizados 30,77g por litro de solucdo-estoque, a fim de se obter uma solugdo a
2% (também foram realizadas afericdes no clorimetro para avaliar a concentracdo de c. a.
total).

No caso da esterilizagdo com hipoclorito de sédio, a propria solugdo comercializada
(VETEC 4-6% P.A.) ja servia como ‘solugdo-estoque’, tendo sempre sido aferida a atual
concentracdo de c. a. total, utilizando-se o clorimetro, antes de cada esterilizacdo, em virtude

da elevada volatilizagdo do cloro nesse produto.

4.4 Esterilizacdo de Instrumentos e Preparo de Meio MS

Antes do inicio do preparo do meio de cultura utilizado para todos os tratamentos,
exceto para o meio que seria utilizado para o controle sem esterilizacdo (II), erlenmeyers,
béqueres, bastdes, espatulas e outros utensilios necessarios foram novamente enxaguados em
solu¢do de agua clorada a 0,003% de c. a. total e deixados a escorrer em posi¢do invertida; em
seguida, aliquotas das solugdes-estoque dos componentes do meio de cultura MS, dos demais
componentes propostos por Lee (1986) foram adicionados em erlenmeyers — tendo sido um

para cada tratamento.
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4.5 Esterilizacao Quimica

Apo6s homogeneizar os componentes do meio de cultura, volumes especificos de
solugdes-estoque dos esterilizantes quimicos foram adicionados para cada tratamento, onde
metade desse volume foi adicionada antes da corre¢do do pH, e metade, depois, como medida
de refor¢o da esterilizagdo, a fim de impedir uma possivel contaminagdo proveniente do

pHmetro (tabela 2).

Tabela 2. Volumes das solugdes-estoque de NaClO 2% e Ca(ClO), 2% utilizados na preparagdo dos tratamentos.

Volumes de esterilizante adicionados antes e depois da
Tratamento
correciio do pH / Volume de Meio

1. Solugido-estoque de NaClO 2%

0,0003% 75uL/L + 75 uL/L

0,0006% 150 uL/L + 150 pL/L

0,0009% 225uL/L +225 pL/L
2. Solucio-estoque de Ca(ClO), 2%

0,0003% 75 uL/L + 75uL/L

0,0006% 150uL/L + 150 uL/L

0,0009% 225uL/L +225uL/L

Essa metodologia de refor¢o apenas ndo foi utilizada nos meios esterilizados com
clorsin® (produto comercial amplamente distribuido em supermercados e hortifrutis, utilizado
como desinfetante de 4gua e para desinfeccdo de hortifruticolas, cujo principio ativo é o
dicloro-S-triazinetrione de sodio) devido ao fato de este ser comercializado em pastilhas
(125mg).

Passados 15 minutos da adi¢do da primeira fragdo do esterilizante, j& com o pH
corrigido, a segunda fracdo do esterilizante foi adicionada. Essa divisdo das fracdes dos
esterilizantes foi baseada em um teste realizado anteriormente ao inicio dos experimentos,
com o objetivo de verificar se este reforco, apds o ajuste do pH, diferiria da medigao inicial.

A partir disso, as corregoes de pH foram realizadas da seguinte forma: para os
tratamentos cuja concentragdo de c. a. total foram 0,0003%, o pH foi ajustado inicialmente
para 5,8, sem posterior prejuizo apds a adicdo da segunda fracdo; para os tratamentos cuja
concentragdo de c. a. total foi 0,0006%, o pH foi ajustado inicialmente para 5,7; e para os
tratamentos cuja concentracdo de c. a. total foi 0,0009%, o pH foi ajustado inicialmente para
5,6. Todo esse processo teve como objetivo manter o pH final do meio de cultura em 5,8 para

todos os tratamentos.
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Nas esterilizagdes quimicas utilizando-se o clor+in®, o processo de adicionar o reforgo
(como realizado com os hipocloritos) ndo foi utilizado, em virtude de o produto ser
comercializado na forma de pastilhas de 125mg contendo 10% de c. a. total, ou seja, para
cada tratamento, o ajuste foi realizado no volume final do meio (tabela 3); passados 15

minutos da adigdo do esterilizante, o pH foi corrigido para 5,8.

Tabela 3. Volume final de meio esterilizado por pastilha de clor*in® em cada tratamento.

Concentracio final de c. a. total no meio de cultura apés a adi¢io do clorsin® Volume de meio

0,0003% 4166ml
0,0006% 2083ml
0,0009% 1388ml

Os erlenmeyers contendo os meios de cultura foram mantidos vedados com filme PVC
durante os 15 minutos de acdo do agente quimico, e apds a adicdo da segunda fracdo de
esterilizante, também foram assim mantidos até o momento de sua distribuicdo nos frascos,

em camara de fluxo laminar.

4.6 Distribuicio do Meio de Cultura nos Frascos

Os frascos e as tampas ventiladas a serem utilizados para a distribuicdo do meio de
cultura esterilizado quimicamente foram novamente enxaguados em solucdo de agua clorada a
0,003% de c. a. total. Adicionou-se 40mL de meio em cada frasco imediatamente apds essa
lavagem, a fim de aproveitar o residuo de cloro dessa lavagem. Os frascos foram tampados
para logo em seguida serem utilizados para a inoculacdo dos explantes. Todo esse
procedimento foi realizado em camara de fluxo laminar, com o auxilio de pingas e bisturis
autoclavado, por operador utilizando luvas, touca e mascara descartaveis.

A escolha dos frascos a serem utilizados e do volume de meio a ser adicionada a cada
um, assim como a vedagdo lateral com filme PVC ja mencionada do subitem 3.1, foi realizada
apos resultados obtidos por Barbosa et al. (2011), que comparou o uso de frascos ventilados

com e sem vedacado lateral e ndo ventilados.
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4.7 Esterilizacao Fisica

O meio de cultura que foi esterilizado fisicamente foi mantido em autoclave, a 121°C e
1 atm, por 20 minutos. O autoclave somente foi aberto no momento da inoculacdo dos
explantes, quando os frascos, que também continham 40ml de meio, foram imediatamente

levados para a sala de transferéncia.

4.8 Subcultivo do Material Vegetal

Frascos contendo culturas in vitro de cana-de-agucar das cultivares RB952890 e
RB99395 foram selecionados na sala de crescimento, tendo sido utilizados apenas aqueles
que, além de ndo apresentarem nenhum sintoma de contaminagdo por fungos ou bactérias,
apresentavam o meio com o minimo de oxidacdo e com perfilhos mais uniformes. Essa
selecdo foi feita a olho desarmado e apenas foram utilizadas, para cada experimento, mudas
de um mesmo lote, ou seja, mesma cultivar, mesmo explante, mesma data e fase de subcultivo
e mesmo manipulador.

Estes frascos selecionados foram levados para a sala de transferéncia, e abertos dentro
da camara de fluxo laminar, onde se retirou a touceira de cada frasco com auxilio de pinca e
bisturi cirtirgico; cada touceira foi subdividida, e de cada uma foram utilizados 3 ou 4 novos
explantes com aproximadamente 3cm de altura. Os explantes obtidos foram inoculados nos

frascos contendo os 40mL de meio de cultura.

4.9 Delineamento Experimental

Todos os experimentos foram conduzidos em delineamento inteiramente casualizado,
com 10 repeticoes (10 frascos) para cada tratamento, onde cada frasco continha um explante.

Os dados de crescimento dos tratamentos ndo contaminados ao final de cada
experimento (ver subitem 3.10) foram submetidos a analise de varidncia e ao teste de Tukey, a
5% de significancia, adotando-se como hipotese nula que a diferenga entre os tratamentos nao
influencia as caracteristicas de crescimento das plantulas.

Os dados de contaminag@o foram submetidos ao teste do Qui-Quadrado, também a 5%
de significancia, admitindo-se como hipdtese nula que a diferenca entre os tratamentos nao
influencia a contaminac¢do, onde estes foram testados dois a dois para verificar a semelhanca

estatistica entre as taxas de contaminacoes.
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4.10 Coleta de Dados

Passados 20 dias da instalagdo de cada experimento, a partir da data da inoculacdo dos
explantes em cada tratamento, as plantulas cujos meios ndo apresentavam contaminacao
foram retiradas dos frascos e passaram pelas seguintes avaliacdes: altura, nimero de perfilhos,
biomassa fresca ¢ biomassa seca. Também foi realizado um registro fotografico.

Ao longo dos 20 dias da manutengdo dos experimentos, a contaminacdo foi

monitorada com o objetivo de avaliar sua evolugao.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Utilizacdo de Hipocloritos de Sodio e de Cailcio como Esterilizantes Quimicos de
Meio de Cultura de Cana-de-Acucar Cultivar RB99395

Neste ensaio, ndo foram tomados dados de desenvolvimento dos tratamentos 2 (sem
esterilizagdo), 6 (0,0003% CaClO,), 7 (0,0006% CaClO,) e 8 (0,0009% CaClO,), em virtude
destes tratamentos apresentarem sete ou mais amostras com contaminagdo visivel, tendo sido

assim, eliminadas, conforme mostra a tabela 4.

Tabela 4. Numero e porcentagem de culturas de cana-de-agticar cultivar RB99395 contaminadas em fungdo da
concentracdo de c. a. total (%) adicionado ao meio de cultura. Os dados acompanhados de pelo menos uma

mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste do Qui-Quadrado, a 5% de significancia.

¢. a. total adicionado Numero de
Esterilizante
Tratamento a0 meio de cultura culturas
utilizado
(%) contaminadas
T1 0 (autoclavado) - 2b
T2 0 (sem esterilizagdo) - 10a
T3 0,0003 NaClO 4ab
T4 0,0006 NaClO 6ab
T5 0,0009 NaClO 4ab
T6 0,0003 Ca(Cl0O), 10a
T7 0,0006 Ca(Cl0O), 10a
T8 0,0009 Ca(Cl0O), 10a

A figura 1 exibe as taxas de contaminacdo em cada tratamento, testados dois a dois
pelo Qui-Quadrado, a 5% de significancia, em que houve diferengas estatisticas entre as taxas

de 20% e 100% de contaminagao.
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Figura 1. Taxas de contaminagdes do experimento. Os dados acompanhados de pelo menos uma mesma letra ndo diferem
estatisticamente entre si pelo teste do Qui-Quadrado, a 5% de significancia. Onde: controles — T1 = autoclave;
T2 = sem esteriliza¢@o; hipoclorito de sodio — T3 = 0,0003% c. a. total; T4 = 0,0006% c. a. total; T5 = 0,0009%
¢. a. total; hipoclorito de calcio — T6 = 0,0003% c. a. total; T7 = 0,0006% c. a. total; T8 = 0,0009% c. a. total.

Apesar da total contaminacdo observada nos tratamentos com hipoclorito de calcio e
no tratamento sem esterilizagdo, o experimento revelou o sucesso parcial da esterilizagdo
quimica utilizando-se hipoclorito de sodio a 0,0003% e a 0,0009% de c. a. total. As figuras 2
e 3 mostram a evolu¢do da contaminagdo fungica e bacteriana, respectivamente, por

tratamento, onde € possivel observar o predominio de contaminantes de origem fingica.
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Figura 2. Dindmica da contaminagdo fingica nos tratamentos afetados. Onde: controles — T1 = autoclave; T2 = sem
esteriliza¢do; hipoclorito de sodio — T3 = 0,0003% c. a. total; T4 = 0,0006% c. a. total; T5 = 0,0009% c. a. total;
hipoclorito de calcio — T6 = 0,0003% c. a. total; T7 = 0,0006% c. a. total; T8 = 0,0009% c. a. total.
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Figura 3. Dindmica da contaminag¢do bacteriana nos tratamentos. Onde: controles — T1 = autoclave; T2 = sem esterilizagdo;
hipoclorito de sodio — T3 = 0,0003% c. a. total; T4 = 0,0006% c. a. total; TS = 0,0009% c. a. total; hipoclorito de
calcio — T6 = 0,0003% c. a. total; T7 = 0,0006% c. a. total; T8 = 0,0009% c. a. total.

As figuras 4, 5, 6 ¢ 7 sdo baseadas nas avaliacdes de crescimento dos tratamentos 1
(controle autoclave), 3 (NaClO — 0,0003% c. a. total), 4 (NaClO — 0,0006% c. a. total) e 5
(NaClO - 0,0009% c. a. total), presentes no anexo I.
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Figura 4. Altura média (cm) de plantulas de cana-de-agtcar cultivar RB99395 por tratamento em fung@o das diferentes

concentragdes de c. a. total de hipoclorito de sodio no meio de cultura. Os dados acompanhados de pelo menos uma

mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo Teste de Tukey, a 5% de significancia.
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Figura 5. Numero médio de perfilhos de plantulas de cana-de-agticar cultivar RB99395 por tratamento em fungdo das
diferentes concentragdes de c. a. totalde hipoclorito de sédio no meio de cultura. Os dados acompanhados de pelo

menos uma mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo Teste de Tukey, a 5% de significancia.
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Figura 6. Biomassa fresca média (g) de plantulas de cana-de-agucar cultivar RB99395 por tratamento em fungdo das
diferentes concentragdes de c. a. total de hipoclorito de sdédio no meio de cultura. Os dados acompanhados de pelo

menos uma mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo Teste de Tukey, a 5% de significancia.
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Figura 7. Biomassa seca média (g) de plantulas de cana-de-agucar cultivar RB99395 por tratamento em fungdo das diferentes
concentragdes de c. a. total de hipoclorito de sodio no meio de cultura. Os dados acompanhados de pelo menos uma

mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo Teste de Tukey, a 5% de significancia.
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Em relagdo aos resultados apresentados na figura 4, apds a comparacdo das médias
pelo teste de Tukey (p > 0,05), observou-se que a altura média das plantulas dos tratamentos 1
(autoclave) e 3 (0,0003% NaClO) foram estatisticamente diferentes de T5 (0,0009% NaClO).
Este fato pode sugerir influéncia positiva no crescimento das mudas conforme se aumenta a
concentragao de cloro ativo no meio de cultura, provavelmente, por permitir as plantulas uma
melhor absor¢do dos nutrientes do meio. A figura 5 mostra que ndo houve diferencas
estatisticas entre os tratamentos analisados para a avaliagdo do perfilhamento, embora tenha
havido uma tendéncia a redu¢do do nimero de perfilhos com o aumento da concentragdo de
cloro ativo. Tal fato se justifica devido a uma possivel derivacdo de energia para o
crescimento, acarretando, assim, o menor perfilhamento. Na analise da biomassa seca (figura
7), observou-se (assim como no perfilhamento) que os tratamentos foram estatisticamente
semelhantes entre si. J& a analise de biomassa fresca, embora também tenha apresentado a
mesma tendéncia observada nas avaliacdes anteriores, mostrou que o T3 (0,0003% NaClO)
diferiu significativamente do TS5 (0,0009% NaClO), em que este ultimo tratamento deu
origem as mudas com menor biomassa fresca do experimento.

Apesar da elevada taxa de contaminagdo, acima dos 10% admitidos em laboratorios
comerciais, ¢ possivel sugerir a substituicdo da técnica convencional de autoclavagem, visto
que os tratamentos esterilizados com hipoclorito de sddio exibem taxas de contaminacdo
estatisticamente semelhantes ao tratamento autoclavado.

Por meio deste experimento, observou-se entdo, que o hipoclorito de s6dio mostra
potencial para viabilizar um novo protocolo de esterilizacdo quimica do meio MS para o
cultivo in vitro de cana-de-agucar, ja a partir da concentragdo de 0,0003% de c. a. total.

Em virtude da semelhanca estatistica entre as taxas de contaminacdo dos tratamentos,
a comparacdo do desenvolvimento das mudas nas analises realizadas fez-se necessaria para
que se possa, de fato, sugerir a substitui¢do da técnica convencional de autoclavagem. Nesse
sentido, devido ao fato de as plantulas dos tratamentos esterilizados quimicamente
apresentarem um maior desenvolvimento, quando comparadas ao controle autoclave, mesmo
tendo havido uma leve tendéncia de queda nesse desenvolvimento conforme se aumenta a
concentragdo de c. a. total, pode-se sugerir a utilizagdo do hipoclorito de s6dio em um

protocolo alternativo de esterilizacdo quimica.
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Os resultados apontam ainda a ineficiéncia da esterilizacdo quando se utiliza o
hipoclorito de calcio, e isto pode ser devido a dificil solubilidade do produto utilizado no
momento de preparar a ‘solucdo-estoque’ do esterilizante a partir dos granulados
concentrados, caracteristica que, inicialmente, pensou-se ser favoravel a realizacdo dos
experimentos, pois, nesta forma, ndo ha perda significativa no teor de c. a. total do produto
quando estocado, diferentemente das solugdes comercializadas de hipoclorito de sodio.

Para algumas culturas, como observado por Ribeiro (2006), a esterilizagdo quimica
mostra potencial para substituir a autoclavagem de meios de cultura e de vidrarias. Nesse
sentido, como visto nesse trabalho, chegou-se a conclusdo que a metodologia apresenta
potencial para substituir a autoclavagem, todavia, devido aos elevados indices de
contaminagdo dos meios esterilizados quimicamente, sugere-se que novas pesquisas sejam
realizadas, a fim de ajustar metodologias com o objetivo de viabilizar um novo protocolo para
a reduc¢do do custo das mudas de cana-de-acticar micropropagadas.

As figuras 8, 9, 10 e 11 exibem algumas das plantulas do cultivo in vitro de cana-de-
agtcar cultivar RB99395, provenientes de quatro dos oito tratamentos realizados, utilizando-
se hipoclorito de sodio nas concentragdes de 0,0003% c. a. total (T3), 0,0006% c. a. total (T4)
e 0,0009% c. a. total (T5) como esterilizante quimico, em comparagdo a técnica convencional

de autoclavagem de meio de cultura (T1).
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Figura 8. Tratamento 1 (controle autoclave).

Figura 9. Tratamento 3 (NaClO — 0,0003% c. a. total).

Figura 10. Tratamento 4 (NaClO — 0,0006% c. a. total).

Figura 11. Tratamento 5 (NaClO — 0,0009% c. a. total).
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5.2 Utilizacdo de clorein® como Esterilizante Quimico de Meio de Cultura de Cana-de-
Aciicar Cultivar RB952890*

Neste ensaio, nao foram tomados dados de desenvolvimento do tratamento 2 (ndo
esterilizado), em virtude de todas as repeticdes apresentarem contaminacao visivel, tendo sido

assim, eliminadas, conforme mostra a tabela 5.

Tabela 5. Numero e porcentagem de culturas de cana-de-agticar cultivar RB952890 contaminadas em fun¢édo da
concentracdo de c. a. total (%) adicionado ao meio de cultura. Os dados acompanhados de pelo menos uma

mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste do Qui-Quadrado, a 5% de significancia.

¢. a. total adicionado ao meio Esterilizante Numero de culturas
Tratamento
de cultura (%) utilizado contaminadas
T1 0 (autoclavado) - 3b
T2 0 (sem esterilizagao) - 10a
T3 0,0003 clorsin® 4b
T4 0,0006 clorsin® 3b
T5 0,0009 clorsin® 3b

A figura 12 exibe as taxas de contaminacdo em cada tratamento, testados dois a dois
pelo Qui-Quadrado, a 5% de significancia, onde, pode-se observar que houve diferencas

estatisticas entre as taxas de 30% e 40% quando comparadas a taxa de 100% de

contaminacao.
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Figura 12. Taxas de contaminagdes do experimento. Os dados acompanhados de pelo menos uma mesma letra ndo diferem
estatisticamente entre si pelo teste do Qui-Quadrado, a 5% de significancia. Onde: controles — T1 = autoclave;

T2 = sem esterilizagao; clor+in® - T3 = 0,0003% c. a. total; T4 = 0,0006% c. a. total; T5 = 0,0009% c. a. total.

? Os resultados deste ensaio foram submetidos, aceitos e apresentados na forma de pdster no V Congresso
Brasileiro de Cultura de Tecidos de Plantas, em Joinville, SC, sob autoria de COSTA-PINHO et al. (2011).
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Apesar da elevada contaminagdo observada, o experimento revelou o sucesso parcial
da esterilizagio quimica utilizando-se o clorsin®. A figura 13 mostra a evolugio da
contaminacgdo fungica por tratamento. Nao se observou contaminacdo de origem bacteriana

neste experimento.

TS

Quantidade de amostras contaminadas

a9 3 i -

b = 10 47

14 45 18 I
Tempo de estabelecimento dos contaminantes Fﬁ?ﬁglcm {dias)

Figura 13. Dindmica da contaminagdo fungica nos tratamentos afetados. Onde: controles — T1 = autoclave; T2 = sem

esterilizagiio; clorsin® - T3 = 0,0003% c. a. total; T4 = 0,0006% c. a. total; T5 = 0,0009% c. a. total.

As figuras 14, 15, 16 ¢ 17 sdo baseadas apenas nas avaliagdes de crescimento dos
tratamentos 1 (controle autoclave), 3 (clorsin® — 0,0003% c. a. total), 4 (clorsin® — 0,0006%

c. a. total) e 5 (clorsin® — 0,0009% c. a. total), presentes no anexo II.
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Figura 14. Altura média (cm) de plantulas de cana-de-agticar cultivar RB952890 por tratamento em fungdo das diferentes
concentragdes de c. a. total de clor«in® no meio de cultura. Os dados acompanhados de pelo menos uma mesma
letra ndo diferem estatiscamente entre si pelo Teste de Tukey, a 5% de significancia.
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Figura 15. Nimero médio de perfilhos de plantulas de cana-de-agucar cultivar RB952890 por tratamento em fungdo das
diferentes concentragdes de c. a. total de clorein® no meio de cultura. Os dados acompanhados de pelo menos uma

mesma letra ndo diferem estatiscamente entre si pelo Teste de Tukey, a 5% de significancia.
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Figura 16. Biomassa fresca média (g) de plantulas de cana-de-agucar cultivar RB952890 por tratamento em fungdo das

®

diferentes concentragdes de c. a. total de clorein” no meio de cultura. Os dados acompanhados de pelo menos uma

mesma letra ndo diferem estatiscamente entre si pelo Teste de Tukey, a 5% de significancia.
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Figura 17. Biomassa seca média (g) de plantulas de cana-de-actcar cultivar RB952890 por tratamento em funcdo das
diferentes concentragdes de c. a. total de clorsin® no meio de cultura. Os dados acompanhados de pelo menos uma

mesma letra néo diferem estatiscamente entre si pelo Teste de Tukey, a 5% de significancia.
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Em relagdo aos resultados apresentados nas figuras 14, 15, 16 e 17, observou-se que as
mudas do T1 foram significativamente superiores as do T3 e do T4 em todas as andlises, e de
T5 em perfilhamento e biomassas fresca e seca; T4 foi semelhante a TS em todas as analises.
Ja T3, foi estatisticamente semelhante a T4 e T5 apenas no perfilhamento.

Por meio deste experimento, ¢ possivel sugerir a utilizacdo do clorsin® como
alternativa para o controle da contaminacdo no cultivo in vitro de cana-de-agtlicar, visto que
apresentou o mesmo nivel de controle das amostras esterilizadas pelo protocolo convencional
(autoclave). Entretanto, o pouco desenvolvimento das plantulas quando inoculadas em meio
MS esterilizado com este produto, nas trés concentragdes de c. a. total testadas, sugere a
possibilidade de ter havido uma influéncia fitotéxica de algum componente do produto.
Portanto, para recomendar a substitui¢do da técnica convencional de autoclavagem pela
esterilizagdo quimica com clor«in®, ainda seria necessario realizar testes com menores
concentracoes de c. a. total.

As figuras 18, 19, 20 e 21 exibem algumas das plantulas do cultivo in vitro de cana-
de-agucar, provenientes de quatro dos cinco tratamentos realizados, utilizando-se clorein® nas
concentragdes de 0,0003% c. a. total (T3), 0,0006% c. a. total (T4) e 0,0009% c. a. total (T5)
como esterilizante quimico, em comparagdo a técnica convencional de autoclavagem de meio

de cultura (T1).
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Figura 18. Tratamento 1 (controle autoclave).
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Figura 19. Tratamento 3 (clor+in® — 0,0003% c. a. total).
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Figura 20. Tratamento 4 (clor+in® — 0,0006% c. a. total).
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Figura 21. Tratamento 5 (clor+in® — 0,0009% c. a. total).
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Foi possivel obter assepsia de meios nutritivos mediante a adicdo de pequenas
concentragdes de hipocloritos de sédio e do produto comercial clor«in”. Entretanto, apenas o
acréscimo desses produtos, por si s6, ndo garante o sucesso da esterilizagdo quimica. Continua
sendo necessario o controle da assepsia do laboratério, dos instrumentos ¢ vidrarias, e
também da equipe, tendo em vista de que todo o processo de limpeza ¢ importante e deve
continuar sendo realizado nas areas e¢ nos utensilios a serem utilizados para o processo de
esterilizacdo quimica, sendo, deste modo, uma pratica rotineira dentro do laboratorio de
cultura de tecidos.

Concentragdes iguais ou superiores a 0,0003% de c. a. total, a partir de hipoclorito de
sodio mostram potencial para o sucesso da esterilizacdo quimica com esse produto para a
micropropagacdo de cana-de-agucar, ja que proporcionaram um maior desenvolvimento das
plantulas quando comparadas ao tratamento autoclavado. Os resultados obtidos a
concentragdo de 0,0009% de c. a. total, a partir de hipoclorito de sddio, podem sugerir uma
leve influéncia negativa no crescimento das mudas conforme se aumenta a concentragdo do
cloro no meio nutritivo. Esterilizacdes com hipoclorito de calcio foram ineficientes,
possivelmente devido a dificil solubilidade do produto granulado concentrado.

O uso de clor+in® como esterilizante quimico, nas mesmas concentragdes de c. a. total
das utilizadas com os hipocloritos se mostrou uma alternativa interessante para o processo.
Assim como aconteceu com o hipoclorito de soédio, a contaminacdo foi estatisticamente
semelhante a do tratamento autoclavado. Entretanto, o fato de o crescimento das plantulas dos
tratamentos esterilizados com esse produto ter sido significativamente menor do que nas
plantulas cujo meio de cultura foi autoclavado sugere que algum componente do produto
possa ter provocado algum efeito fitotdoxico, devendo-se, assim, realizar novos testes com

concentragdoes menores que 0,0003%.
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7 PERSPECTIVAS

Ha a necessidade de efetuar novos ensaios, ndo apenas para o ajuste das metodologias,
como também para oferecer um maior respaldo experimental para o desenvolvimento de um
novo — ¢ definitivo — protocolo de esterilizacdo, substituindo a autoclavagem pela adi¢ao de
produtos quimicos ao meio nutritivo, reduzindo, assim, o custo das plantulas de cana-de-

acucar produzidas em laboratorios comerciais através de técnicas de cultura de tecido in vitro.
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ANEXOS
Anexo I - Avaliacdes de crescimento das plantulas de cana-de-agucar cultivar RB99395 por
tratamento em funcdo das diferentes concentragdes de c. a. total de hipoclorito de sddio no
meio de cultura. As médias acompanhadas de pelo menos uma mesma letra ndo diferem

estatisticamente entre si pelo Teste de Tukey, a 5% de significancia.

Altura das Biomassa fresca das Biomassa seca das
Tratamento Nimero de perfilhos
plantulas plantulas plantulas
T1 7,0 17 7,100 0,389
T1 7,0 11 5,600 0,488
T1 8,0 12 7,200 0,412
T1 7,0 12 8,700 0,395
T1 8,0 16 7,700 0,669
T1 7,0 10 6,900 0,510
T1 10,0 13 6,600 0,322
T1 8,0 11 7,300 0,470
Média T1 7,75 ¢ 12,75 a 7,138 be 0,457 a
T3 8,0 13 8,000 0,491
T3 7,0 12 7,500 0,490
T3 6,0 17 8,000 0,503
T3 6,0 15 8,600 0,547
T3 6,0 17 8,000 0,520
T3 8,0 13 8,600 0,550
Média T3 6,83 ¢ 14,50 a 8,117 ab 0,517 a
T4 9,0 11 6,200 0,478
T4 9,0 13 5,200 0,361
T4 7,0 11 7,700 0,429
T4 8,0 13 7,900 0,435
Média T4 8,25 be 12,00 a 6,750 be 0,426 a
TS 9,0 9 7,400 0,416
T5 9,0 12 6,500 0,445
T5 11,0 14 7,400 0,505
TS 8,0 15 7,200 0,501
TS 11,0 11 5,500 0,482
TS 9,0 9 4,800 0,370
Média T5 9,50 ab 11,67 a 6,467 ¢ 0,453 a
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Anexo II — Avaliacdes de crescimento das plantulas de cana-de-agtcar cultivar RB952890
por tratamento em funcdo das diferentes concentragdes de c. a. total de clorsin® no meio de
cultura. As médias acompanhadas de pelo menos uma mesma letra ndo diferem

estatiscamente entre si pelo Teste de Tukey, a 5% de significancia.

Altura das Biomassa fresca das Biomassa seca das
Tratamento Nimero de perfilhos

plantulas plantulas plantulas

T1 7,5 11 2,380 0,193

T1 6,5 9 1,880 0,246

T1 7,5 14 2,449 0,181

T1 5,5 11 2,538 0,158

T1 8,0 14 1,788 0,151

T1 7,5 11 2,003 0,134

T1 7,5 12 3,101 0,182
Média T1 7,14 a 11,71 a 2,306 a 0,1779 a

T3 52 5 0,531 0,059

T3 2,5 3 0,607 0,039

T3 3,5 6 0,787 0,039

T3 3,5 4 0,705 0,044

T3 4,5 7 0,915 0,074

T3 4,0 5 1,262 0,080
Média T3 387¢ 5,00 b 0,801 ¢ 0,0558 ¢

T4 5,5 5 0,952 0,063

T4 5,5 8 1,524 0,121

T4 7,0 7 1,391 0,111

T4 5,0 7 1,504 0,095

T4 6,0 9 1,969 0,085

T4 5,5 4 1,303 0,109

T4 5,0 9 1,711 0,062
Média T4 5,64 b 7,00 b 1,479 b 0,0923 be

TS5 5,0 10 2,313 0,118

TS 6,0 5 1,425 0,114

TS5 5,5 10 1,488 0,098

T5 4,0 8 1,503 0,156

TS 7,5 6 0,927 0,066

TS 8,0 9 1,708 0,116

TS 6,0 5 1,712 0,118
Média T5 6,00 ab 7,57b 1,582 b 0,1123 b
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