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Resumo

O sucesso da aplicagcdo das técnicas de cultivo in vitro
depende, em parte, do controle e prevencdo da
contaminagdo do material vegetal por microrganismos
patogénicos, como fungos e bactérias. O objetivo deste
trabalho foi definir o tipo do desinfestante mais eficiente
para a assepsia de explantes de cactaceas a serem cultivadas
in vitro. O meio de cultura utilizado para desenvolvimento
das plantas foi o murashige/skoog (MS). O delineamento
utilizado foi inteiramente casualizado com 3 tratamentos e
16 repeticBes. Os dados de contaminagédo foram obtidos por
contagem, e foram submetidos & andlise de variancia e as
médias comparadas pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade, utilizando o programa estatistico Sisvar. ndo
foram observadas diferengas significativas entre o0s
tratamentos. A concentracdo e o0 tempo de imersdo dos
explantes nos descontaminantes foram insuficientes para a
desinfestacdo efetiva do material, sendo recomendada o
estudo dessas variaveis em trabalhos futuros.

Palavras-chave: Desinfestagdo, contaminacdo, meio de
cultura.

Introducao

A familia Cactaceae é constituida
aproximadamente por 124 géneros e 1.427 espécies (Hunt,
2006). Sdo plantas utilizadas para diferentes finalidades:
alimento animal e humano, medicinal, fabricacdo de
cosméticos e produtos de higiene, mistico-religioso,
conservagdo da biodiversidade, e muito forte no mercado de
plantas ornamentais (Silva, 2015).

Em diversas espécies de cactos a propagacdo por
sementes tem apresentado baixo indice de sobrevivéncia na
natureza, chegando apenas a fase adulta 0,01% das plantulas
na fase inicial de desenvolvimento (Freire, 2013).

A propagacdo das cacticeas pode ser feita por
sementes ou vegetativamente via estacas ou brotos. A
germinagdo por sementes mantém a diversidade genética das
populagBes. Esta forma de germinacdo se aliada as técnicas
do cultivo in vitro apresenta vérias vantagens quando
comparada & germinagdo em condigdes naturais, evitando
problemas de aborto embriondrio, reducdo do tempo
necessario a ocorréncia do processo, aumento da taxa de
germinacdo, além de sincroniza-la (Encina e Padilla, 1996).

O cultivo in vitro é uma técnica utilizada para a
propagacdo de plantas em condigBes assépticas e
controladas, este processo ocorre de forma assexuada e se
baseia-se na totipotencialidade das células em gerar um

novo individuo que possuem as mesmas caracteristicas da
planta ancestral. (Cardoso et al., 2014)

O sucesso da aplicacdo das técnicas de cultivo in
vitro depende, em parte, do controle e prevencdo da
contaminacdo do material vegetal por microrganismos
patogénicos, como fungos e bactérias (SILVA et al., 2003),
sendo necessdrio determinar métodos eficazes de
desinfestacdo que ndo interfiram no desenvolvimento e na
obtengdo de plantas saudaveis. Para tanto, sdo aplicados
compostos a base de cloro que possuem agdo germicida,
sendo o hipoclorito de sodio e o de calcio os mais utilizados
(COUTO et al., 2004). Sdo determinantes para se obter éxito
na etapa de desinfestacdo: o tipo e a concentragdo do
desinfestante, assim como o tempo de exposi¢do do explante
ao mesmo, sendo também de extrema importdncia a
adequacdo dos protocolos de desinfestacdo a cultura
estudada (MORAES et al., 2007).

O objetivo deste trabalho foi definir o tipo do desinfestante
mais eficiente para a assepsia de explantes de cactaceas a
serem cultivadas in vitro.

Metodologia

O presente trabalho foi realizado no laboratério de sementes,
do Instituto Federal de Educacdo Ciéncia e Tecnologia de
Mato Grosso do Sul — Campus Ponta Pora.

O meio de cultura utilizado para fornecer os nutrientes
necessarios para o desenvolvimento das plantas o
murashige/skoog (MS) + 15 gramas de aglicar mascavo, 0
pH da solucdo foi ajustado para 5,8. O delineamento
utilizado foi inteiramente casualizado com 3 tratamentos e
16 repeticOes. Apds a mistura dos nutrientes em um Becker,
sdo direcionados até o agitador com bailarina para realizar a
dissolugéo da mistura deixando-a homogénea (figura 1).
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Figural. Dissolu¢do do meio de cultura e afericdo do pH

Com o término do processo o becker foi levado ao micro-
ondas a fim de ser aquecido e por fim distribuido em 48
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tubos de ensaio (figura 2) que foram encaminhados para
autoclave, dispositivo responsavel pela esterilizagdo a partir

de temperaturas altas.
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Figura 2. Dstribuigéo do meio de cultura nos tubos de

ensaio.

Para realizagdo da inoculacéo colocou-se todos os materiais
a serem utilizados na camara de fluxo, expostos a 20
minutos de luz ultravioleta para realizar a esterilizagdo e/ou
descontaminacdo dos objetos. Para a assepsia das partes
vegetativas dos cactos utilizou-se trés tratamentos, sendo
deixados inertes as partes vegetativas durante 60 segundos
nos seguintes produtos: Alcool, Hipoclorito de sodio e
detergente neutro. Todo o processo foi realizado dentro da
camara de fluxo com o sistema de ventilagdo ligado. Apos a
assepsia a inoculacéo é realizada, dentro da cdmara e com o
fluxo de ar ligado (figura 3).

Figura 3. Inoculacdo dos explantes.

Ap6s a inoculacdo os tubos de ensaio foram encaminhados
para b.o.d onde receberam 12horas de luz e 12 horas de
escuro e assim iniciar o processo de desenvolvimento.

Os dados de contaminagdo foram obtidos por contagem, e
foram submetidos & andlise de varidncia e as médias
comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade,
utilizando o programa estatistico Sisvar.
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Resultados e Discussao

Em relacio & contaminacdo ndo foram observadas
diferencas significativas entre os tratamentos. Com o
emprego de solucgdo de hipoclorito de sddio observa-se uma
pequena diminuicdo na ocorréncia de contaminacdo, no
entanto, estatisticamente possui o0 mesmo efeito dos demais
tratamentos (tabela 1).

Tabela 1. Percentual de contaminacdo de explantes de
cactaceas in vitro.

Tratamento Contaminacéo (%)
Alcool 93,8 A
Hipoclorito 87,5 A
Detergente 93,8 A
Médias seguidas de letras iguais ndo diferem

estatisticamente pelo teste de Tukey (P<0,05).

Em trabalho realizado com sementes de caléndula como
explantes e utilizando hipoclorito como desinfestate, ocorreu
desinfestacdo de 64% (BERTONI et al., 2006). A
germinagdo in vitro de porongo (Lagenaria siceraria (Mol.)
Standl) também foi otimizada através da remocdo do
tegumento das sementes e da desinfestacdo empregando
solugdo de hipoclorito de sodio a 3-4% por 10 minutos
(BISOGNIN et al., 2008). Em alecrimpimenta (Lippia
sidoides Cham), o uso de 0,8% de hipoclorito de s6dio com
um tempo de imersdo de 16 minutos promoveu uma melhor
desinfestacdo dos segmentos nodais (COSTA et al., 2007).
Régo et al. (2009) obtiveram menor percentual de
contaminacdo em sementes de mandacaru utilizando 1% de
hipoclorito de sédio.

Observa-se assim que a concentragdo do hipoclorito, bem
como o tempo de imersdo no desinfetante afeta diretamente
0 percentual de contaminacdo no meio de cultura,
corroborando com os resultados encontrados por Coutinho
et al. (2000), os quais observaram que os Vvalores de
contaminacdo nos tratamentos que utilizaram como
desinfestante o hipoclorito de s6dio nas concentracdes de
1,0; 2,0 e 5,0% foram inferiores ao do tratamento em que foi
empregada a concentracgdo de 0,5% do produto.

Consideracdes Finais

Mesmo seguindo todos os protocolos e orientacdes para
realizar uma inoculacdo efetiva e livre de microrganismos,
observou-se uma grande porcentagem de contaminagdo de
fungos nos tubos de ensaios. Evidenciando que a
concentracdo e o tempo de imersdo dos explantes nos
descontaminantes foram insuficientes para a desinfestacdo
efetiva do material, sendo recomendada o estudo dessas
variaveis em trabalhos futuros.
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