Universidade Federal da Grande Dourados

Faculdade de Ciéncias Biologicas e Ambientais

DANIELE ZULIN

AVALIACAO DOS AGENTES DESINFESTANTES NA
ESTERILIZACAO SUPERFICIAL DE EXPLANTES CAULINARES
PARA O ESTABELECIMEN TO IN VITRO DE GUAVIRA

Dourados— MS

2013



Universidade Federal da Grande Dourados

Faculdade de Ciéncias Biologicas e Ambientais

DANIELE ZULIN

AVALIACAO DOS AGENTES DESINFESTANTES NA
ESTERILIZACAO SUPERFICIAL DE EXPLANTES CAULINARES
PARA O ESTABELECIMEN TO IN VITRO DE GUAVIRA

Trabalho de Conclusdo de Curso apresentado ao curso de
Bacharelado em Biotecnologia Faculdade de Ciéncias
Biologicas e Ambientais- Universidade Federal da Grande

Dourados, sob orientacdo da Profd. Dr2 Claudia Roberta
Damiani.

Dourados— MS
2013



Universidade Federal da Grande Dourados

Faculdade de Ciéncias Biologicas e Ambientais

DANIELE ZULIN

AVALIACAO DOS AGENTES DESINFESTANTES NA
ESTERILIZACAO SUPERFICIAL DE EXPLANTES CAULINARES
PARA O ESTABELECIMEN TO IN VITRO DE GUAVIRA

Trabalho de Conclusdo de Curso apresentado ao curso de
Bacharelado em Biotecnologia Faculdade de Ciéncias
Biologicas e Ambientais- Universidade Federal da Grande

Dourados, sob orientacdo da Proft. Dr2 Claudia Roberta
Damiani.

Banca Examinadora:

Profé. Dra. Claudia Roberta Damiani (Presidente)

Profa.Dra.Liliam Silvia Candido

Prof2. Msc. Fernanda Pinto

Apresentadoem: _ / __/

CONCEITO:

DOURADOS- MS
2013



AGRADECIMENTOS

Agradeco primeiramente a Deus por me conceder luz e discernimento para nao

desanimar nos momentos de dificuldades durante minha graduacéo.
Aos meus queridos pais, Hélio e Genoveva pelo amor e total apoio.
A minha irma Juliane e todos os meus familiares pelo incentivo e carinho.

Aos meus grandes amigos que me apoiaram durante toda a graduacéo, em especial,
Douglas, Paula, Renata e Lucas.
Aos colegas de trabalho, principalmente, Cristiane e Thalita pela amizade e por
contribuirem para a realizacdo deste trabalho.
Aos técnicos dos laboratorios da Faculdade de Ciéncias Biologicas e Ambientais, pela
ajuda e disponibilidade.
A minha querida orientadora Prof. Dr2. Claudia Roberta Damiani pela confianca e
orientacdo na execucgao e conclusao deste trabalho.

A Prof2Dr2 Lilian Silvia Candido e aProf2. Msc. Fernanda Pinto por aceitarem
participarem da banca examinadora do meu Trabalho de Conclusdo de Curso.

E a todos de alguma forma contribuiram para a realizacao deste trabalho.

Muito Obrigada!



SUMARIO

RESUMO ...ttt ettt eemmn e eaeeeaeene s 08
ABSTRACT ...ttt ettt et ete e e et e e e et et e ene e mmnen s 09
1. INTRODUGAO .....ooiitiiiceee e 10
2. MATERIAIS EMETODOS. ......oiiiiiiieecee e smmmnae e 11
3. RESULTADOSE DISCUSSAO. .......oticeeeeeeeeieie e 14
A4, CONCLUSOES........oi i oottt 22
5. REFERENCIASBIBLIOGRAFICAS........cocviiiiieeeie e 24

ANEXOS .. 28



LISTA DE FIGURAS

Figura 1.A) Porcentagem de contaminacgdo fungica e bacterBn&orcentagem de
oxidacdo dos explantes, €) Porcentagem de explantes estabelecidositro de
guavira Campomanesiaadamantijinratados com diferentes concentracdes de cloreto
de mercurio (HgG), aos 56 dias de cultivia vitro. Dourados, MS, 2013.................... 15

Figura 2. Porcentagem de contaminacdo fangica, bacteriana e oxidacdo dos explantes
no estabelecimentanivitro de guavira Campomanesiaadamantiyinem funcdo de
diferentes concentracfes de cloreto de benzalcénio, aos 56 dias de ioulitro.
Dourados, MS, 2013. Médias seguidas de letras iguais dentro de cada variavel analisada

nao diferem entre si pelo teste de Duncan (P<0,05).........cccccciiiiiiimiiiiiiiieieeeeeee e 17

Figura 3. Porcentagem de contaminacgdo fangica no estabelecinmevitooi de guavira
(Campomanesiaadamantiyirem funcdo de diferentes concentracdes de peroxido de
hidrogénio (PH) + hipoclorito de sédio (HS), aos 56 dias de cuhiwitro. Dourados,

Y S 0 RSP PSRP 19

Figura 4. Porcentagem de contaminagdo bacteriana no estabelecimenwiioi de
guavira Campomanesiaadamantiymem funcdo de diferentes concentracbes de
peréxido de hidrogénio (PH) + hipoclorito de sédio (HS), aos 56 dias de dnlintoo.

[ L0 18 [ r= Vo [0 TSI 1Y S T2 0 1 5 T 20

Figura 5. Porcentagem de oxidagdo dos explantes no estabelecinmenitroi de
guavira Campomanesiaadamantiymem funcdo de diferentes concentracbes de
peréxido de hidrogénio (PH) + hipoclorito de sédio (HS), aos 56 dias de aalthitoo.

[ L0 18 [ r= Vo [0 TSI 1Y S T2 0 1 7 21

Figura 6. Porcentagem de explantes estabelecidos \itro de guavira
(Campomanesiaadamantijirem funcéo de diferentes concentracdes de peroxido de
hidrogénio (PH) + hipoclorito de sédio (HS), aos 56 dias de cuhiwitro. Dourados,

Y S T2 0 F PP PPPPPPRRRRRR 22



LISTA DE ANEXOS

Figura 7: Explantes de guavir&Campomanesiaadamantijirtratados com cloreto de
mercurio, aos 56 dias de cultirovitro. UFGD, Dourados, MS, 2013.........cccccceeeeeeenn. 29

Figura 8: Explantes de guavir&Campomanesiaadamantijitnatados com peroxido de
hidrogénio (PH) + hipoclorito de sédio (HS), aos 56 dias de cuitivaitro.UFGD,
(L0 10 r= Vo [ ST 1Y T2 0 1 T 29



RESUMO
Campomanesia adamantiu(@ambess.) O. Berg (guavira) é uma espécie nativa do
Cerrado, com potencial para a exploragdo sustentavel, devido a qualidade nutricional e a
diversidade nas formas de exploracdo dos frutos e propriedades medicinais da planta.
Naturalmente a guavira € propagada por sementes, porém com limitacfes, atribuidas
principalmente a recalcitrdncia e a perda de viabilidade germinativa. Devido a
dificuldade de propagacao sexuada e inexisténcia de informagdes sobre a cultura, o
desenvolvimento de uma técnica avancada de propagacdo assexuada da cultura,
fornecera uma via alternativa para a obtencdo de mudas da espécie, superando as
limitacdes do processo germinativo. Desta forma, este trabalho teve como objetivo
estabelecer um protocolo para assepsia e estabelecinmentiro de explantes
caulinares de guavira.Para a desinfestacdo dos explantes foram realizados trés
experimentos distintogExperimento 1:Efeito do agente quimico cloreto de mercurio
nas seguintes concentracdes: 0,0 (controle - hipoclorito de sédio a 2,5%); 0,025; 0,050;
0,075 e 0,100 %Experimento 2Agente cloreto de benzalcénio nas concentracdes 0,0
(controle - hipoclorito de sddio a 2,5%); 0,025; 0,050; 0,075 e 0,1@Xperimento 3:
Efeito do agente perdéxido de hidrogénio adicionado ao hipoclorito de sddio nas
concentracdes: 0,0 (controle - hipoclorito de sodio a 2,5%); 10; 20; 30 e 40%. A
esterilizacdo superficial dos explantes de guavira com 0,025% de cloreto de mercurio
reduziu a contaminacao bacteriana de 65,6% para 18,8% e a oxidacdo dos explantes, de
53,1% para 12,5% quando comparado aos explantes tratados com hipoclorito de sédio
(controle). As concentracdes de cloreto de mercurio testadas neste experimento nao
foram eficientes para controlar a contaminacao fangica. O maior numero de explantes
estabelecidos (9,4%) foi obtido no tratamento com 0,1% de cloreto de mercurio. Apesar
de ndo ter sido observada diferenca estatistica entre as concentragfes de cloreto de
benzalcénio e o nivel de contaminacdes, € notavel uma diminuicdo de explantes
contaminados por bactérias em relacdo ao controle. A adicdo de peroxido de hidrogénio
nas concentracbes de 30 e/ou 40% ao hipoclorito de sodio a 2,5% foi eficiente na
desinfestacdo dos explantes de guavira, controlando os niveis de contaminacao fungica

e oxidacdo, permitindo a obtencéo de maior nimero de explantes estabaileditos

Palavras chave:Campomanesia adamantiymicropropagacao, cultura de tecidos.



ABSTRACT
Campomanesia adamantiufCambess.) O. Berg (guavira) is a native species of
Cerrado, with potential for sustainable exploration due to the nutritional quality and
diversity in the forms of exploitation of fruits and medicinal plant properties. Naturally
guavira is propagated by seeds, but with limitations, attributed mainly to the
recalcitrance and loss of germination viability. Due to the difficulty of sexual
propagation and lack of information about the culture, the development of an advanced
technique of vegetative propagation of culture, provide an alternative route to obtain
seedlings of the species, overcoming the limitations of the germination process.
Therefore this study aimed to establish a protocol for sterilization andvitro
establishment of shoot explants of guavira. Experiment 1: Effect of the Agent mercuric
chloride at the following concentrations: 0.0 (control - sodium hypochlorite at 2.5%),
0.025, 0.050, 0.075 and 0.100%. Experiment 2: Agent benzalkonium chloride
concentrations 0.0 (control - sodium hypochlorite 2.5%), 0.025, 0.050, 0.075 and
0.100%. Experiment 3: Effect of hydrogen peroxide added to sodium hypochlorite at
concentrations of 0.0 (control - sodium hypochlorite at 2.5%), 10, 20, 30 and 40%.The
surface sterilization of Guavira's explants with 0.025% mercuric chloride reduced the
bacterial contamination of 65.6% to 18.8% and oxidation of the explants, from 53.1% to
12.5% compared to the explants treated with hypochlorite sodium (control). The
concentrations of mercury chloride tested in this experiment were not effective in
controlling fungal contamination. The largest number of established explants (9.4%)
was obtained in the treatment with 0.1% mercuric chloride. Although no statistical
significance between the concentrations of benzalkonium chloride and the level of
contamination, it is remarkable a decrease of explants contaminated by bacteria
compared to control. The addition of hydrogen peroxide in concentrations of 30 and / or
40% when sodium hypochlorite 2.5% was effective in disinfecting the Guavira
explants, controlling the levels of fungal contamination and oxidation, allowing to

obtain a larger number of established explants in vitro.

Key-Words: Campomanesia adamantiumjcropropagation, tissue culture.
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INTRODUCAO

A guavira ou gabiroba Qampomanesiaadamantig@ambess.)O. Berg)
pertencente a familia Myrtaceae, é uma das diversas frutas nativas do Cerrado, que
apresenta potencial de exploracdo sustentavel a curto prazo (VIEIRA et al., 2010). Esta
espécie apresenta frutos suculentos, acidos e levemente adocicados, que podem ser
consumidosn natura na forma de sucos, doces, sorvetes e como matéria-prima para
licores (PORTO e GULIAS, 2006). A analise da composi¢ao quimica da guavira revela
também sua possivel utilizacdo como flavorizante na industria de bebidas, uma vez que,
seus frutos apresentam elevada acidez, alto teor de &cido ascérbico (vitamina C),
minerais, fibras alimentares e hidrocarbonetos monoterpénicos (a-pineno, limoneno e 3-

(z) ocimeno), presentes em maior quantidade no 6leo volatil dos frutos, e que lhes
conferem o aroma citrico (VALLILOet al., 2006). A guavira é também considerada uma
planta medicinal, possuindo propriedades antidiarréicas, sendo suas cascas e folhas
usadas sob a forma de chas (PARTELLIet al., 2010).

Considerando as diversas formas de utilizacdo da guavira, a qualidade
nutricional dos frutos, e até o presente momento, ndo ter nenhum registro do cultivo
dessa espécie, sendo encontrada apenas como nativa (SCALONet al., 2009), é
importante e necessario o desenvolvimento de trabalhos que envolvam a coleta de
germoplasma, visando a conservacdo da espécie e a selecao de populacdes mais
resistentes a pragas e doencas, ao transporte e armazenamento, além do
desenvolvimento de técnicas mais eficientes de propagacdo assexuada e de padrdes de
qualidade para o processamento pos-colheita (PORTO e GULIAS, 2006).

Com relacao a propagacao da espécie, poucas pesquisas tém sido desenvolvidas
e apesar da guavira ter aparente facilidade de propagacao natural, um fator limitante
encontrado na propagacao da espécie encontra-se na perda do poder germinativo das
sementes, necessitando ser semeadas logo apds a sua extracdo dos frutos, conforme
verificado por Carmona et al. (1994), Melchior et al. (2006), Scalon et al. (2009). O
comportamento das sementes de guavira indica que a espécie pode ser classificada
como recalcitrante, por ndo suportar armazenamento a baixa temperatura e ser
intolerante & dessecacdo (MELCHIORet al., 2006).

Uma alternativa para a propagacao de diversas espécies frutiferas, podendo ser
utilizado também com as espécies nativas, encontra-se no doltwioo, através da
micropropagacédo (SOUZAet al., 2007). Em comparacdo as técnicas de propagacdo
tradicional, a micropropagacao apresenta significativas vantagens, entre as quais, a
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possibilidade de propagar rapidamente em larga escala novos gendtipos, obter plantas
livres de doencas e propagar vegetativamente espécies dificeis de serem propagadas por
outros métodos (DAMIANI e SCHUCH, 2008), como por exemplo, algumas espécies
nativas do Cerrado (ANDRADE, 2002).

Mediante a dificuldade de obtencdo de mudas de guavira através de sementes,
este trabalho teve como objetivo principal a determinagcdo de um protocolo de
esterilizagdo superficial dos explantes para o estabelecinientitro visando a

producdo de mudas de guavira através da micropropagacao.

MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram desenvolvidos nos Laboratérios de Botanica e Multiuso,
da Faculdade de Ciéncias Biologicas e Ambientais (FCBA), da Universidade Federal da
Grande Dourados (UFGD), DouradedVS, no periodo de agosto de 2012 a junho de
2013.

O material vegetal utilizado foi obtido de ramos vegetativos jovens de guavira
(Campomanesia adamantiu@ambess.) O. Berg, coletados de plantas cultivadas no
Horto de Plantas Medicinais da Faculdade de Ciéncias Agrarias (FCA), da UFGD. No
laboratério, realizou-se a retirada das folhas dos ramos coletados. Para todos os
experimentos, o preparo dos explantes consistiu na sec¢cdo dos ramos vegetativos em
segmentos nodais com aproximadamente 2,0 cm de comprimento, contendo duas gemas

laterais, e, inoculados em tubos de ensaio contendo 7,0 mL de meio de cultura.

Experimento 1: Efeito de diferentes concentragbes de cloreto de mercurio na
desinfestacdo dos explantes

Neste experimento os tratamentos consistiram da esterilizagdo superficial dos
ramos em solucdo de cloreto de mercurio (Hg@Ghs seguintes concentracdes: 0,0
(controle - hipoclorito de sédio a 2,5%); 0,025; 0,050; 0,075 e 0,100 %. O delineamento
foi inteiramente casualizado, sendo cada tratamento constituido de quatro repeticées e
cada repeticdo constituida de oito tubos de ensaio com um explante cada.

Os procedimentos de assepsia e inoculacdo foram realizados em camara de fluxo
laminar. Para cada 500 mL de solugéo foi adicionado uma gota de Tween 80. Os ramos
foram imersos em seus respectivos tratamentos e mantidos em agitacéo por 15 minutos
e posteriormente lavados com agua estéril por trés vezes para a retirada dos residuos.
Apbs o processo de esterilizagdo superficial, prepararam-se os explantes, mantendo duas
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gemas laterais, seguido da inoculagcdo em meio de cultura. O meio de cultura utilizado
foi 0 WPM (Wood PlantMedium, LLOYD e MCCOWN, 1980), acrescido de 5,0 thg L

de BAP (6-benzilaminopurina), 30 ¢'lde sacarose, 100 mg'lde mio-inositol e 6 g

L™ de &gar, sendo o pH ajustado para 5,8 antes da adicdo do agar. A esterilizacdo do
meio de cultura foi feita por autoclavagem a 121°C e 1,5 atm, por 20 minutos.

ApGs a inoculagdo, os tubos com os explantes foram mantidos em camara de
crescimento com temperatura controlada de 25 = 2°C e submetidos a um periodo de
escuro por 7 dias. Apos este periodo foram mantidos sob luminosidade com densidade
de fluxo de fétons de 45 pmolns* e fotoperiodo de 16 horas.

As avaliacdes foram realizadas aos 7, 14, 28 e 56 dias ap0s a inoculagéo, sendo
computadas ao final (Gltima avaliacdo). As caracteristicas analisadas foram
porcentagem de contaminacdo fungica e bacteriana, porcentagem de explantes
oxidados, e, porcentagem de explantes estabelecidos, sendo considerados estabelecidos
aqueles que emitiram brotacdes. Durante as avaliacbes, 0s explantes totalmente
oxidados e/ou contaminados foram descartados.

Os dados obtidos em porcentagem foram transformados em arco seno da raiz
guadrada de X/100, onde X foi o valor obtido, e, submetidos a analise de variancia. As
médias dos tratamentos foram comparadas estatisticamente pelo teste de Duncan
(P<0,05) e por regressao polinomial, através do programa estatistico Winstat
(MACHADOet al., 1999).

Experimento 2: Efeito de diferentes concentragdes de cloreto de benzalconio na
desinfestacdo dos explantes.

Nesse experimento 0s tratamentos consistiram na esterilizacdo superficial dos
ramos vegetativos por imersdo em solucdo de cloreto de benzalcénio nas seguintes
concentracdes: 0,0 (controle - hipoclorito de sédio a 2,5% de cloro ativo); 0,025; 0,050;
0,075 e 0,100%, totalizando 5 tratamentos. O delineamento experimental foi
inteiramente casualizado, sendo cada tratamento constituido de quatro repeticdes e cada
repeticdo constituida de oito tubos de ensaio com um explante cada.

Os procedimentos de assepsia e inoculacdo foram realizados em camara de fluxo
laminar. Durante os procedimentos de esterilizacdo superficial, os ramos vegetativos
foram imersos nos respectivos tratamentos, adicionados de uma gota de Tween 80 para
cada 500 mL de solugcdo e mantidos em agitacdo por 15 minutos. Ao final dos

tratamentos, os ramos foram lavados com agua estéril por trés vezes, seguido da
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preparacao dos explantes e inoculacdo no meio de cultura. O meio de cultura utilizado
foi 0 WPM (Wood PlantMedium, LLOYD e MCCOWN, 1980), acrescido de 5,0 thg L

de BAP (6-benzilaminopurina), 30 ¢'lde sacarose, 100 mg'lde mio-inositol e 6 g

L™ de &gar, sendo o pH ajustado para 5,8 antes da adicdo do agar. A esterilizacdo do
meio de cultura foi feita por autoclavagem a 121°C e 1,5 atm, por 20 minutos.

ApOs a inoculacdo, os tubos com os explantes foram mantidos em camara de
crescimento com temperatura controlada de 25 + 2°C e submetidos a um periodo de
escuro por 7 dias. Apos este periodo foram mantidos sob luminosidade com densidade
de fluxo de fétons de 45 pmolns* e fotoperiodo de 16 horas.

As avaliacdes foram realizadas aos 7, 14, 28 e 56 dias apés a inoculagéo, sendo
computadas ao final (Gltima avaliacdo). As caracteristicas analisadas foram
porcentagem de contaminacdo fungica e bacteriana, porcentagem de explantes
oxidados, e, porcentagem de explantes estabelecidos, sendo considerados estabelecidos
aqueles que emitiram brotacdes. Durante as avaliacbes, 0s explantes totalmente
oxidados e/ou contaminados foram descartados.

Os dados obtidos em porcentagem foram transformados em arco seno da raiz
guadrada de X/100, onde X foi o valor obtido, e, submetidos a analise de variancia. As
médias dos tratamentos foram comparadas estatisticamente pelo teste de Duncan
(P<0,05) e por regressao polinomial, através do programa estatistico Winstat
(MACHADOet al., 1999).

Experimento 3: Efeito de diferentes concentracbes de peroxido de hidrogénio
adicionado ao hipoclorito de sédio na desinfestacao dos explantes.

Nesse experimento os tratamentos consistmanesterilizacdo superficial dos
ramos vegetativos por imersdo em solucdo de cloreto de perdxido de hidrogénio (PH)
adicionado ao hipoclorito de soédio (HS) a 2,5% de cloro ativo, nas seguintes
concentracdes: 0,0 (controle - hipoclorito de sédio a 2,5%); 10; 20; 30 e 40%,
totalizando 5 tratamentos. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado,
sendo cada tratamento constituido de quatro repeticfes e cada repeticdo constituida de
oito tubos de ensaio com um explante cada.

Os ramos vegetativos foram inicialmente lavados em agua corrente e as folhas
retiradas sob a coluna d’agua. Apds a retirada das folhas, os ramos vegetativos foram
levados para cémara de fluxo laminar e realizado os tratamentos. Durante o0s

procedimentos de esterilizacdo superficial, os ramos vegetativos foram imersos em
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alcool 70% por 30 segundos, seguido da imersdo nos respectivos tratamentos,
adicionados de uma gota de Tween 80 para cada 500 mL de solugdo e mantidos em
agitacdo por 5 minutos. Ao final dos tratamentos, os ramos foram lavados com &agua
estéril por trés vezes, seguido da preparacdo dos explantes e inoculacdo no meio de
cultura. O meio de cultura utilizado foi o MS (MURASHIGESKOOG, 1962),
acrescido de 5,0 mgide BAP (6-benzilaminopurina), 30 g lde sacarose, 100 mg L

! de mio-inositol e 6 g I de &agar, sendo o pH ajustado para 5,8 antes da adicdo do
agar. A esterilizacdo do meio de cultura foi feita por autoclavagem a 121°C e 1,5 atm,
por 20 minutos.

ApOs a inoculacdo, os tubos com os explantes foram mantidos em camara de
crescimento com temperatura controlada de 25 + 2°C e submetidos a um periodo de
escuro por 7 dias. Apos este periodo foram mantidos sob luminosidade com densidade
de fluxo de fétons de 45 pmolns* e fotoperiodo de 16 horas.

As avaliacdes foram realizadas aos 7, 14, 28 e 56 dias ap0s a inoculagéo, sendo
computadas ao final (Ultima avaliacdo). As caracteristicas analisadas foram
porcentagem de contaminacdo fungica e bacteriana, porcentagem de explantes
oxidados, e, porcentagem de explantes estabelecidos, sendo considerados estabelecidos
agueles que emitiram brotacdes. Durante as avaliacbes, 0s explantes totalmente
oxidados e/ou contaminados foram descartados.

Os dados obtidos em porcentagem foram transformados em arco seno da raiz
guadrada de X/100, onde X foi o valor obtido, e, submetidos a analise de variancia. As
médias dos tratamentos foram comparadas estatisticamente pelo teste de Duncan
(P<0,05) e por regressao polinomial, através do programa estatistico Winstat
(MACHADOet al., 1999).

RESULTADOS E DISCUSSAO
Experimento 1: Efeito de diferentes concentragbes de cloreto de mercario na
desinfestacdo dos explantes
De acordo com os resultados obtidos neste experimento, o tratamento dos
explantes com cloreto de mercuario em diferentes concentracdes teve efeito significativo
apenas para contaminacao bacteriana (Figura 1A), para contaminacgao fangica (73,1%)
15 (Figura 1A), oxidacao (32,5%) (Figura 1B) e estabelecimentitro (5,6%) (Figura

1C), os tratamentos ndo tiveram significancia estatistica.
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Figura 1.A) Porcentagem de contaminacdo fungica e bacter@n&orcentagem de
oxidacdo dos explantes, €) Porcentagem de explantes estabelecidositro de
guavira Campomanesiaadamantijinratados com diferentes concentracdes de cloreto
de mercurio (HgG), aos 56 dias de cultivia vitro. Dourados, MS, 2013.

Entretanto a reducdo da contaminagao bacteriana nao foi suficiente para garantir
o estabelecimento dos explantes. O alto indice de contaminagéo fangica, foi a principal
causa de perdas de explantes e por isso o baixo indice de estabeleriminio
demonstra que o tratamento com cloreto de mercuario néo foi eficiente para controlar
esses contaminantes.

A ineficiéncia do tratamento no controle da contaminacdo fangica pode estar
relacionada ao fato do material vegetal utilizado ser oriundo de plantas mantidas no
campo. A presenca de microrganismos endofiticos € muito comum em plantas no seu

ambiente natural.Geralmente esses microrganismos ndo causam danos aparentes nas
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plantas (MOMESSO, 2008), porém em condicidegitro eles passam a competir com

os explantes pelos nutrientes do meio de cultura impedindo seu desenvolvimento e por
excretarem substancias toxicas que acabam matando os explantes (SCHERWINSKI-
PEREIRA, 2010). Esses microrganismos podem escapar do processo de esterilizacédo
superficial, principalmente pela permanéncia em biofilmes, formados pela agua
depositada sobre os tecidos (CASSELS e DOYLE, 2006). Para garantir a eficiéncia da
esterilizacdo superficial € necessario aumentar a concentracdo do agente desinfestante
utilizado ou prolongar o tempo de exposicao dos explantes ao desinfestante.

Quando se utiliza material vegetativo diretamente do campo, os tratamentos
desinfestantes devem ser mais criteriosos, em virtude de os explantes apresentarem
maiores niveis de contaminacdo (SOUZA e JUNGHANS, 2006). A manutencdo da
planta matriz em ambiente mais limpo, como uma casa de vegetacdo, € uma forma de
reduzir a0 maximo os estresses e a contaminacdo quando do estabeleoimigmto
além de permitir a brotacdo mais intensa e, consequentemente, o aumento do
rendimento de explantes por planta matriz (PASQUAL et al., 2010).

Em explantes de tecaldctonagrandis.f.), coletados de plantas matrizes
oriundas do campo, tratados por 15 minutos com cloreto de mercurio a 0,1%, Fermino
Junior et al. (2009) obtiveram reducdo nas contaminacdesflngica e bacteriana proximos
a25%, porém a porcentagem de explantes sobreviventes foi de apenas 10%. Os mesmos
autores relatam que para a propagdgadtro utilizando material vegetativo coletado
diretamente do campo, as porcentagens de contaminacdes sdo elevadas e a
sobrevivéncia reduzida.

Ribas et al. (2005) durante a micropropagacdo de peroba-rosa
(Aspidospermapolyneurdrtestaram dois tipos de desinfestantes, hipoclorito de sodio e
cloreto de mercurio e verificaram que o tratamento dos explantespré-estabelecimento
com cloreto de mercurio a 0,1% durante 10 minutos foi mais eficiente, possibilitando
uma taxa de sobrevivéncia dos explantes mais elevada (84,1%). Os autores utilizaram
material vegetativo coletado de plantas matrizes mantidas em casa de vegetacao, onde
foram realizadas pulveriza¢gfes periddicas com fungicida benlate.

Durante a micropropagacao @ximumgratissimuin (Lamiaceae), Sahaet al.
(2012) utilizou explantes de segmentos nodais, coletados de plantas oriundas do campo
e no processo de assepsia dos explantes os autores avaliaram o tempo de exposi¢cédo dos
explantes (1, 2, 4, 6, 8, 10 e 12 minutos) ao agente desinfestante cloreto de mercurio a
0,1% e constataram que o0s explantes expostos ao cloreto de mercurio a 0,1% de 4 a 6
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minutos ndo apresentaram contaminacdo apos 15 dias de cultivo e desenvolveram
brotacdes normalmente.

O cloreto de mercurio é um agente desinfestante eficiente no combate aos
microrganismos contaminantes da cultura de tecidos de plantas e tem sido relativamente
usado no processo de esterilizacdo superficial de explantes, porém pode ser toxico para
os tecidos das plantas de espécies e genotipos sensiveis (GEORGE, 1993; SEDLAK e
PAPRSTEIN, 2007).

Experimento 2: Efeito de diferentes concentracbes de cloreto de benzalcénio na

desinfestacdo dos explantes

Foi observado, elevados percentuais de contaminacdo por fungos e oxidagéo dos
explantes, resultando na morte dos explantes e como consequéncia nao foi possivel
obter avaliar o estabelecimentovitro. Em todas as variaveis analisadas, a comparacgao

das médias dos resultados obtidos néo apresentaram diferengas significativas (Figura 2).
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Figura 2. Porcentagem de contaminacgdo flungica, bacteriana e oxidacdo dos explantes
no estabelecimentanivitro de guavira Campomanesiaadamantiyinem funcdo de
diferentes concentragbes de cloreto de benzalcbnio, aos 56 dias de ioultitro.
Dourados, MS, 2013. Médias seguidas de letras iguais dentro de cada variavel analisada
nao diferem entre si pelo teste de Duncan (P<0,05).
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De acordo com Scherwinski-Pereira (2010) o nulo ou baixo percentual de
estabelecimento esta relacionado a presenca de micro-organismos que, em geral,
competem com o0s explantes, em espaco, carboidratos, nutrientes e outros compostos,
podendo também liberar no meio substancias toxicas prejudiciais ao crescimento do
materialin vitro.

No entanto, apesar dos dados n&o diferirem estatisticamente entre o0s
tratamentos,concentracbes de cloreto de benzalcOnioiguais ou maiores que 0,05%
aparentemente reduzem a contaminacdo dos explantes por bactérias quando comparado
ao controle. A reducdo da contaminacdo bacteriana observada neste experimento
utilizando concentragdes de 0,5 a 0,1% demonstra o efeito ja descrito do cloreto de
benzalconio (cloreto de alquildimetilbenzil amoénio). De acordo com Gardner et al.
(2000), o cloreto de benzalcdnio apresenta como caracteristica, uma elevada capacidade
de reduzir a tensdo superficial dos fluidos aquosos, tendo acdo microbicida, e, mais
especificamente, bactericida. No entanto, 0 mesmo autor salienta que para obter maior
eficacia, € ideal que seja utilizado em concentracdes inferiores a 1,0% eajustando
opHentre 6 e 8, variavel esta ndo ajustada neste experimento.

A diminuicao da eficicia do surfactante cloreto de benzalcénio pode também ser
devida a barreira protetora criada pela matéria organica em torno dos microrganismos,
protegendo-os do ataque dos agentes antimicrobianos. Também deve-se levar em
consideracao que diferentes tecidos de uma mesma espécie podem ter respostas variadas
guanto a concentracao e ao tempo de exposicdo aos agentes desinfestantes.

Em cana de acucar, Kdppet al.(2009) verificaram que o cloreto de benzalcbnio
foi o tratamento de menor eficiéncia no que diz respeito a desinfestacdo dos explantes,
observando em todos o0s gendtipos estudados uma elevada porcentagem de
contaminagdo, semelhante aos resultados obtidos neste experimento. Por outro
lado,Vargas et al. (2012) demonstrajue a desinfestacdo de explantesde batata
(Solanumtuberosuntom cloreto de benzalcénio a 1% durante 5minutos foi eficiente na

esterilizagdo superficial, obtendo-se baixos indices de contaminacao.

Experimento 3: Efeito de diferentes concentracbes de peroxido de hidrogénio
adicionado ao hipoclorito de sédio na desinfestacdo dos explantes
Foi constatado que entre as diferentes concentracbes estudadas, o uso de

peréxido de hidrogénio a 20% adicionado ao hipoclorito de sédio a 2,5% reduziu, em
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relacdo ao controle, a contaminacao por bactérias de 83% para 33%, representando um
significativo controle da contaminacgéo por este microrganismo (Figura 3).

Por meio dos resultados obtidos verificou-se que na auséncia de perédxido de
hidrogénio houve alto indice de contaminacdo dos explantes por fungos e bactérias, bem
como oxidacéo dos explantes. Como pode ser observado na Figura 4, concentracdes de
peroxido de hidrogénioiguais ou superiores a 30% reduzem significativamente a

contaminagao fungica.
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Figura 3. Porcentagem de contaminagéo bacteriana no estabelecimenitoi de
guavira Campomanesia adamantiyinem fungcdo de diferentes concentracbes de
perdxido de hidrogénio (PH) + hipoclorito de sddio (HS), aos 56 dias de daltitoo.
Dourados, MS, 2013.

A contaminacdo microbiana € um constante problema, que frequentemente
compromete o desenvolvimento de cultiwossitro. A presenca de microrganismos
compete adversamente com os explantes cultivados principalmente por nutrientes, o
que, pode causar uma alteracdo no desenvolvimento dos explantes, necrose dos
tecidos, reducdo da proliferacdo das gemas, podendo também causar a morte dos
explantes (OYEBANJI et al., 2009). Geralmente a assepsia dos explantes é realizada
por meio de etanol e alvejantes comerciais a base de cloro como o hipoclorito de
sédio (NaOCI) e de célcio (CaOfLtom teor de cloro ativo que pode variar de 2,0%

a 2,5%. Um espalhante adesivo é utilizado a exemplo do Tween 80 (1 a 2 gotas/100
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mL) nas solucbes a base de cloro para aumentar a penetracdo dos agentes
desinfestantes no tecido vegetal (PASQUAL, 2001). No entanto, esse processo
convencional de assepsia pode néo ser suficiente para eliminar completamente os
microrganismos contaminantes, nesse caso, outros agentes antimicrobianos podem
ser utilizados, tais como, antibidticos, fungicidas, cloreto de mercurio, cloreto de
benzalcénio e perdxido de hidrogénio.As concentragdes e o tempo de exposi¢do dos
agentes antimicrobianos podem variar muito (MONTARROYQOS, 2000), sendo
necessaria a adequacédo de acordo com a espécie e a sensibilidade do tecido a ser
desinfestado (ERIG e SCHUCH, 2003). No presente trabalho verificou-se que a
combinacéo de diferentes agentes microbicidas (peroxido de hidrogénio e hipoclorito
de sddio), é efetiva no controle da contaminacao fungica e bacteriana, porém, em

concentracdes diferenciadas.
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Figura 4. Porcentagem de contaminacao fungica no estabelecinmevitooide guavira
(Campomanesia adamantijiram funcdo de diferentes concentracdes de perdxido de
hidrogénio (PH) + hipoclorito de sédio (HS), aos 56 dias de cufiwaitro. Dourados,

MS, 2013.

7z

Baseando-se nos resultados obtidos, € importante salientar que a presenca de
fungos e bactérias pode ser de origem endofitica. O problema é agravado quando
explantes sdo provenientes diretamente a partir de plantas cultivadas de campo
(ODUTAYOet al., 2007). De acordo com Pasqual et al. (2010), plantas matrizes
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oriundas do campo ficam expostas a intempéries e insetos, que provocam ferimentos na
planta, tornando-as mais susceptiveis a entrada de micro-organismos patogénicos.

Em relacdo a porcentagem de oxidacdo dos explantes (Figura 5), os indices
obtidos foram baixos, ndo sendo esta variavel aparentemente influenciada pela acédo dos
agentes desinfetantes utilizados, os quais, segundo por Grattapaglia e Machado (1998)
tanto o hipoclorito de sédio, bem como, o perdxido de hidrogénio podem exercer um
elevado poder oxidante sobre os explantes. Segundo Pasqual et al. (2002) o cloro,
principal componente do hipoclorito, quando liberado em meio aquoso produzem acido
hipocloroso, o qual tem como caracteristica, elevado poder oxidante, por tanto, quanto
menor a exposicdo ao hipoclorito, menor a oxidacdo dos explantes.A oxidacdo €
atribuida a polifenoloxidase, uma enzima que catalisa a reacdo de orto-difendis para
orto-diquinonas causando o escurecimento do meio de cultura e dos explantes. Tal
reacdo é desencadeada no processo de senescéncia das plantas ou por injurias nos
tecidoscomo, por exemplo, o corte do explante ou a utilizacdo de agentes quimicos no

processo de desinfestacdo dos explantes (CID e TEIXEIRA, 2010).
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Figura 5. Porcentagem de oxidagdo dos explantes no estabelecinmenitroi de
guavira Campomanesiaadamantiymem funcdo de diferentes concentracbes de
peréxido de hidrogénio (PH) + hipoclorito de sédio (HS), aos 56 dias de aaltitoo.
Dourados, MS, 2013. ns*: Nao significativo ao nivel de 5% de probabilidade de erro.
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A eficiéncia dos tratamentos com concentracdes iguais ou superiores a 30% de
peroxido de hidrogénio adicionadas ao hipoclorito de sédio no controle da
contaminacdo e reducdo da oxidacdo dos explantes foi verificada no numero de
explantes estabelecidosvitro (Figura 6).Como pode ser observado, explantes tratados
com peroxido de hidrogénio a 30 e 40% adicionados ao hipoclorito de sédio a 2,5%
apresentaram percentuais de estabelecimento de 38 e 42%, respectivamente,
demonstrando que a combinacdo destes dois agentes desinfestantes sdao mais
eficientesno controle da contaminacéo e oxidacéo dos explantes se comparado ao uso do
hipoclorito de sédio isolado (tratamento controle), onde nédo houve estabelecimento,
consequentemente pelo elevado grau de contaminacdo e oxidacdo dos explantes
observado.
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Figura 6. Porcentagem de explantes estabelecidos \itro de guavira
(Campomanesiaadamantijirem funcéo de diferentes concentracdes de perédxido de
hidrogénio (PH) + hipoclorito de sédio (HS), aos 56 dias de cuhiwitro. Dourados,

MS, 2013.

CONCLUSOES
Através dos resultados obtidos concluiu-se que a esterilizacdo superficial dos
explantes de guavira com 0,025% de cloreto de mercuario por 15 minutos reduziu a
contaminacao bacteriana de 65,6% para 18,8% e a oxidacdo dos explantes, de 53,1%

para 12,5% quando comparado aos explantes tratados com hipoclorito de sédio
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(controle). As concentracbes de cloreto de mercurio testadas neste experimento néo
foram eficientes para controlar a contaminacao fangica. O maior numero de explantes
estabelecidos (9,4%) foi obtido no tratamento com 0,1% de cloreto de mercurio.

Apesar de nao ter sido observada diferenca significativa entre as concentracdes
de cloreto de benzalcénio e o nivel de contaminacdes, é notavel uma diminuicdo de
explantes contaminados por bactérias em relagédo ao controle.

A adicdo de peroxido de hidrogénio nas concentragbes de 30 e/ou 40% ao
hipoclorito de sédio a 2,5% foi eficiente na desinfestacdo dos explantes de
guavira,controlando os niveis de contaminacdo fungica e oxidacdo, permitindo a

obtencao de maior niumero de explantes estabelenisaso.
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Figura 7: Explantes de guavir&Campomanesiaadamantiirtratados com cloreto de
mercurio, aos 56 dias de cultiirovitro. UFGD, Dourados, MS, 2013.

PH (30%) + HS (2,5%) PH (40%) + HS (2,5%)

Figura 8: Explantes de guavir&Campomanesiaadamantijitnatados com peroxido de
hidrogénio (PH) + hipoclorito de sédio (HS), aos 56 dias de cuitivaitro.UFGD,
Dourados, MS, 2013.



