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RESUMO: O estabelecimento in vitro é o primeiro passo da micropropaga¢do e é
considerada uma etapa critica devido as altas taxas de contaminag¢do. Este trabalho
teve como objetivo desenvolver um protocolo de desinfesta¢cdo de sementes e explantes
de mogno africano para a micropropagag¢do. As sementes foram imersas em solu¢do de
hipoclorito de sodio na concentrag¢do de 2,5% (v/v), pelos periodos de 10, 20, 30 e 40
minutos. Ja para os explantes foram testadas concentragoes de hipoclorito de sodio
(1,25 e 2,5%) e antioxidantes (carvdo ativado e PVP). O tratamento mais eficiente
para a assepsia das sementes foi a desinfestagdo em hipoclorito de sodio por 20
minutos. Ja para os explantes, os melhores resultados foram encontrados com a
utilizagdo de hipoclorito de sodio 2,5% acrescido de carvdo ativado.
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Introducao

A micropropagacdo ¢ uma técnica utilizada para vdarias espécies, produzindo mudas
homogéneas em condigdes estéreis (Guerra et al., 2022). O estabelecimento ¢ o primeiro passo da
micropropagacdo e ¢ considerada uma etapa critica em funcdo das altas taxas de contaminacdo
(Gammoudi et al., 2022). Embora pare¢a uma etapa simples, a descontaminagdo em algumas espécies
¢ extremamente dificil (Gammoudi et al., 2022).

Virios produtos podem ser utilizados para a desinfestacdo, como o etanol 70% e o hipoclorito
de sodio, em concentragdes variadas (Dutra et al., 2009). A vista disso, este trabalho teve como
objetivo desenvolver protocolos de desinfestacdo de sementes e explantes para o estabelecimento in

vitro do mogno africano (Khaya grandifoliola C. DC.).

Material e métodos
Desinfestacdo das sementes de Khaya grandifoliola para o estabelecimento in vitro

O experimento foi realizado no laboratério de cultura de tecidos, da Universidade Federal dos
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Vales do Jequitinhonha ¢ Mucuri (UFVJM). Em camara de fluxo laminar, as sementes foram
desinfestadas em hipoclorito de sddio, na concentragdo de 2,5%, por 20 minutos, e entdo se realizou
trés enxagues com agua deionizada e autoclavada. Os tegumentos foram retirados, € as sementes
imersas em solugdo de fungicida Cuprogarb 500 (1g L!), durante 15 minutos. Novamente fez-se a
triplice lavagem das sementes. Foram entdo imersas em alcool 70% por um minuto, e depois em
solu¢do de hipoclorito de sodio na concentragdo de 2,5%, com 4 gotas de detergente Twenn 20 a cada
100 ml de solugdo, pelos periodos de 10, 20, 30 e 40 minutos. E finalmente enxaguadas seis vezes.
Apo6s a desinfestacdo, as sementes foram colocadas em tubos de ensaio, contendo meio de
cultura MS (Murashige & Skoog, 1962) com 50% dos sais e vitaminas, suplementado com 0,1 g L™!
de mio-inositol, 20 g L' de sacarose, 3 g L' de carvdo ativado, e 6,5 g L' de 4gar DinAmica®. O meio
de cultura teve o pH ajustado para 5,7 + 0,1 e autoclavado por 15 minutos a temperatura de 121°C e
pressao de 1 atm. Apos introduzir as sementes, os tubos de ensaio foram transferidos para a sala de
cultura sob fotoperiodo de 16 horas e temperatura de 25 + 2 °C. O experimento foi instalado em
delineamento inteiramente casualizado, constituido por 4 tratamentos (10, 20, 30 e 40 minutos no
hipoclorito de s6dio). Aos 56 dias, foram avaliadas as porcentagens de germinagdo, contaminacao e
emergéncia. Os dados foram submetidos a andlise de variancia, ¢ quando houve diferenca

significativa, utilizou-se regressao linear ao nivel de 5% de significancia.

Desinfestagdo dos explantes de Khaya grandifoliola para o estabelecimento in vitro

Os explantes utilizados foram obtidos de mudas, com cerca de um ano de idade. As mudas foram
acondicionadas em bandejas contendo 4gua, evitando o contato da parte aérea com a agua de irrigagao,
visando diminuir a contaminag¢ao in vitro. Os explantes, foram coletados, com tamanhos entre 1 € 2 cm,
e levados para o laboratorio de cultura de tecidos, da UFVIM. Em camara de fluxo laminar, os explantes
foram imersos em fungicida Cuprogarb 500® (1g L), durante 15 minutos, seguido do triplo enxague
com agua deionizada e autoclavada. Posteriormente foram colocados em alcool 70% por 30 segundos,
e logo apds, em hipoclorito de sédio nas concentragdes de 1,25 ou 2,5%, com 4 gotas de Tween 20 a
cada 100 ml de solugdo, por 15 minutos, € posteriormente enxaguados seis vezes.

O meio de cultura utilizado foi 0 MS (Murashige & Skoog, 1962) com 50% da concentragao de
sais, suplementado com reguladores de crescimento BAP 1 mg L' e ANA 0,5 mg L'; 30 g L! de
sacarose; 0,1 g L' de mio-inositol; e 6,5 g L! de 4gar Dindmica®; e conforme os tratamentos adicionou-
se carvio ativado 3 g L' ou PVP 0,8 g L'. O pH do meio de cultura foi ajustado para 5,7 £ 0,1, e em
seguida autoclavados por 15 minutos a temperatura de 121°C. Depois de introduzir o material vegetal,

os tubos de ensaio foram mantidos no escuro durante 7 dias para redugdo dos indices de oxidagdo

176



Congresso

Plantagdes Florestais w
23 a 25 de maio de 2023

Piracicaba - SP

fendlica. Em seguida, foram transferidos para sala de cultura de tecidos. O delineamento experimental
foi o inteiramente casualizado, com 4 tratamentos (Tabela 01). Aos 30 dias ap6s a introdugdo, foram
avaliadas as porcentagens de contaminacdo e oxidagdo. Os dados foram submetidos a andlise de

variancia e quando significativa, utilizou-se o teste de Tukey a 5% de significancia.

Tabela 1- Tratamentos utilizados no estabelecimento de apices caulinares de mogno africano (Khaya grandifoliola).

Concentracio de Hipoclorito de

-1
Tratamentos s6dio (%) Carviio ativado PVP gL
gL'
2,5% hipoclorito + carvao 2,5 3 0
2,5% hipoclorito + pvp 2,5 0 0,8
1,25% hipoclorito + carvao 1,25 3 0
1,25% hipoclorito + pvp 1,25 0 0,8

Resultados e discussio
Desinfestagao das sementes de Khaya grandifoliola para o estabelecimento in vitro

Com o aumento do tempo de imersao em hipoclorito de s6dio houve reducao linear da
contaminagdo (Figura 1A). O tratamento 10 minutos de imersdao em hipoclorito de sdédio obteve uma
média de 37% de sementes contaminadas. Com o aumento no tempo de imersdo para 20, 30 e 40
minutos atingiu-se uma redu¢do na contaminagdo de 13, 16 e 7% respectivamente. Nao houve
diferenca significativa entre os tratamentos para a porcentagem de germinagdo, aos 56 dias (Figura
1B). Apesar da elevada taxa de germinacdo, obteve-se baixa taxa de emergéncia destas sementes
germinadas (Figura 1C). Nos tratamentos 10, 20, 30 e 40 minutos de imersao no hipoclorito de sodio

obteve-se respectivamente 40, 44, 36 e 22% de sementes com desenvolvimento da parte aérea.
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Figura 1- Porcentagem de contaminacdo e germinacdo de sementes de Khaya grandifoliola, aos 56 dias de cultivo in
vitro, em diferentes tempos de imersdo em hipoclorito de sddio a 2,5%. As barras indicam o desvio padrao.

O hipoclorito de sodio fica retido na superficie da semente e, mesmo ap6s a lavagem, o residuo
pode provocar reagdes com compostos organicos. Quanto maior o tempo exposto ao produto, mais

residuo ¢ adsorvido pela semente, reagindo com os aminoacidos, gerando cloreto de amonio e didxido
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de carbono no tubo de ensaio (Santos et al., 2020). Além disso, a hidrolise do hipoclorito de sédio
produz &cido hipocloroso (HCIO), um composto toxico que leva a alteragdes celulares e
fotossintéticas, afetando o crescimento das mudas, o que causa formagao anormal de mudas (Gamage
et al., 2018).

O hipoclorito de s6dio ¢ um forte agente com efeito antimicrobiano de amplo espectro, sendo
acessivel em termos de custo e beneficio (Kohler et al., 2018). Os fatores como concentragdao do
agente esterilizante e tempo de exposi¢ao a0 mesmo contribuem para o sucesso da desinfestacao.
Esses resultados indicam a eficiéncia do hipoclorito de sdédio no controle de contaminagdes in vitro

das sementes Khaya grandifoliola.

Desinfestacao dos explantes de Khaya grandifoliola para o estabelecimento in vitro

O tratamento que apresentou maior eficiéncia para o controle da contaminacao foi o
hipoclorito de so6dio 2,5% acrescido de carvao ativado, apresentando 36% de explantes contaminados
(Figura 2A). Os diferentes tratamentos afetaram significativamente a oxidacao dos explantes, sendo
que os tratamentos com hipoclorito de sodio 2,5% acrescido de PVP e hipoclorito de sddio 1,25%
acrescido de PVP, apresentaram respectivamente médias de 13,9 e 8,3% de oxidagdo. Nos demais

tratamentos ndo ocorreram oxida¢do, demonstrando maior eficiéncia do carvao ativado (Figura 2B).
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Figura 2- Porcentagem de contaminacdo ¢ oxidacdo de apices caulinares de Khaya grandifoliola em fungdo dos
tratamentos testados aos 30 dias. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de
significancia. As barras indicam o desvio padrao.

A contaminagdo influencia a fase inicial do cultivo in vitro, sendo um problema para a
producao em larga escala de espécies de interesse economico (Singh et al., 2013). Baixas
concentracdes do agente desinfestante associadas a curtos tempos de imersdo beneficiam a
sobrevivéncia dos explantes. Porém, essa condi¢do nem sempre promove uma desinfestacdo
satisfatoria. Neste trabalho a maior concentragdo testada de hipoclorito de sddio foi mais eficiente

no controle da contaminagdo e ndo afetou a sobrevivéncia dos explantes.
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A oxidacdo ocorre devido ao corte realizado no explante, promovendo a liberagdo de
compostos fenolicos, modificando o meio de cultura e interferindo na absor¢do de nutrientes,
podendo ocasionar a morte dos tecidos (Mudoi et al., 2014). Neste trabalho, os tratamentos em que
foi adicionado carvao ativado ndo tiveram oxidagdo. O carvao ativado possui cargas residuais, que
sdo capazes de adsorver substancias fendlicas ou seus produtos da oxidagao, evitando o processo de

oxidagdo in vitro (Thomas, 2008).

Conclusao

O tratamento que apresentou os melhores resultados em relagdo ao conjunto de varidveis
analisadas para a assepsia de sementes foi a desinfestagdo em hipoclorito de sodio 2,5% por 20
minutos. J& para o estabelecimento in vifro dos explantes foi a utilizacao de hipoclorito de s6dio 2,5%

acrescido de carvao ativo.
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