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RESUMO

A esterilizacdo dos meios de cultura é normalmente realizada por autoclavagem. Decorre que, este
processo pode degradar ou reduzir a agdo de compostos com efeito fisiolégico desejavel, como vitaminas e
fitorreguladores. Objetivou-se avaliar a acdo de agentes esterilizantes adicionados ao meio de cultura para
o estabelecimento in vitro de umezeiro ‘Rigitano’. Para tanto, segmentos nodais foram inoculados em meio
de cultura MS, preparado considerando os seguintes tratamentos: adicdo de hipoclorito de sédio (0,01 e
0,05% v/v); de diéxido de cloro (0,1; 0,5 e 1,0 % v/v); e de perdxido de hidrogénio (0,3; 0,7 e 1,5% v/v). O
tratamento controle constou da auséncia de agente esterilizante, autoclavado e ndo autoclavado. Em
periodos varidveis de avaliacdo (7, 14 e 21 dias), foram determinadas sobrevivéncia dos explantes,
contaminacdo total, contaminacdo por bactéria, contaminacdo por fungos e oxida¢do. Constatou-se a
ocorréncia de fungos dos géneros Alternaria, Cladosporium, Penicillium, Trichoderma e Criptococcus. Pode-
se concluir que o uso de perdxido de hidrogénio ou didxido de cloro é eficiente para a esterilizacdo quimica
de meios de cultivo.
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CHEMICAL STERILIZATION OF IN VITRO CULTURE FOR PEACH ROOTSTOOK

ABSTRACT

The culture media sterilization is typically performed by autoclaving. However, this process may degrade or
reduce the action of compounds with desired physiological effect, such as vitamins and growth regulators.
This study aimed to evaluate the effect of sterilizing agents added to the culture medium in vitro mume
'Rigitano’ establishment. For this purpose, nodal segments were inoculated into culture medium prepared
considering the following treatments: addition of sodium hypochlorite (0.01 and 0.05 % v/v), chlorine
dioxide (0.1, 0.5 and 1% v/v) or hydrogen peroxide (0.3, 0.7 and 1.5 %, v/v). The control treatment
consisted of the absence of sterilizing, autoclaved and non-autoclaved. In different periods (7, 14 and 21
days), it was determined survival explants, whole contamination, contamination by bacteria, fungi
contamination and oxidation. It was found ocurrence of Alternaria, Cladosporim, Penicillium, Trichoderma
and Cryptococcus fungal genera. It was conclude that the use of hydrogen peroxide or chlorine dioxide is
effective for the chemical sterilization of culture media.

Keywords: chlorine dioxide; hydrogen peroxide; micropropagation; Prunus mume; sodium hypochlorite.

INTRODUGAO

O damasqueiro-japonés ou umezeiro
(Prunus mume Sieb & Zucc.) é indicado como
porta-enxerto para cultivares de pessegueiro
(Prunus sp.) em fungdo de caracteristicas como
resisténcia a pragas e doencas, adaptacdo e,
principalmente, redu¢do no porte de
pessegueiros e nectarineiras (MAYER et al,,
2001).

As principais formas de producdo de
mudas da espécie sdo via semente ou por

enxertia e estaquia. No entanto, a propagacdo via
sementes ndo garante a manutengdo das
caracteristicas genéticas da planta de origem,
além da lenta taxa de germinagdo. Neste sentido,
trabalhos tem sido conduzidos com propagacao
vegetativa de umezeiro (NACHTIGAL et al., 1999;
MAYER et al., 2001; 2007; CHAGAS et al., 2012).
Ressalta-se, porém, que as técnicas de
propagacdo normalmente empregadas ndo
propiciam a qualidade fitossanitaria em
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comparagdo aos controles assépticos utilizados
para a producdo de mudas via micropropagacao.

A cultura de tecidos de plantas,
alternativa aos métodos de propagacdo
vegetativa, permite entre outras vantagens, o
desenvolvimento de clones de elevada qualidade
fitossanitdria e a rapida multiplicacdo em curto
periodo de tempo (ROGALSKI et al., 2003). No
entanto, os trabalhos com micropropagacao de
umezeiro, destacando-se os realizados por
Harada e Murai (1996) e Ning et al. (2007),
relatam a ocorréncia de altas taxas de
contaminacdo e oxidagcdo, o que indica a
necessidade de otimiza¢do de protocolos.

A etapa inicial para introducdo de uma
espécie in vitro é o preparo do meio de cultura e
sua esterilizagdo, comumente por autoclavagem,
e assepsia dos explantes que dardo inicio ao
cultivo. A esterilizacdo fisica por autoclavagem
utiliza altas temperaturas (1212C) e pressao (1 kgf
cm’) por periodos que variam de 15 a 30 min.
(TORRES et al., 1998). No entanto, este processo
pode levar a efeitos indesejaveis como redugdo
dos efeitos de fitorreguladores, alteracdo da
composicdo final de vitaminas, aumento do
tempo no preparo de meio de cultura, e
consequente aumento do custo final de producao
de mudas micropropagadas (BALL, 1953;
TEIXEIRA et al., 2008).

Diversas técnicas alternativas a
autoclavagem tém sido estudadas em diferentes
trabalhos, com procedimentos fisicos, como as
microondas, e quimicos, com uso do hipoclorito
de sodio (NaClO) ou peréxido de hidrogénio
(H,0,) (TEIXEIRA et al., 2005a, 2005b; TEIXEIRA et
al., 2006; TEIXEIRA et al., 2008; YANAGAWA et
al., 1995). Contudo, tem-se verificado certo grau
de fitotoxicidade destes produtos, o que limita o
ajuste final de protocolos espécie-especificos.

Os compostos clorados possuem amplo
espectro de atividade biocida. Entre os mais
utilizados estdo o hipoclorito de sédio e o
hipoclorito de calcio, sendo este menos toxico
para os tecidos vegetais (GRIFFINTGS; RAY, 1979).
Além destes, ha o diéxido de cloro, um potente
desinfetante e agente oxidante, cujas vantagens
sdo a auséncia de reatividade com amdnia, o que
evita a formacdo de cloraminas, e a estabilidade
em solugdes na faixa de pH entre 3 e 9, tendo
maior efetividade em pH préximo a neutralidade
(JUNLI et al., 1997). Este agente esterilizante foi
testado em Anthurium andraeanum (CARDOSO,
2009) e Gerbera jamesonii (CARDOSO; SILVA,
2012).
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O presente trabalho teve por objetivo
avaliar agentes esterilizantes no meio de cultura
para o estabelecimento in vitro de umezeiro
Rigitano.

MATERIAL E METODOS

Plantas de umezeiro ‘Rigitano’ oriundas
da colecdo de porta-enxertos de Prunus da
Embrapa Clima Temperado, coordenadas
geograficas  Lat:  31°40'43.20" S, Long:
52°27'03.19" W, foram utilizadas como fonte de
explantes. Ramos herbdaceos foram coletados das
plantas-matrizes e levados para o laboratdrio de
cultura de tecidos, onde o trabalho foi conduzido.

Tubos de ensaio (2 cm x 12 cm) foram
esterilizados por autoclavagem, seguido de
imersdo em hipoclorito de sédio (0,1% v/v),
diéxido de cloro (20% v/v) e peroxido de
hidrogénio (30% v/v) e secos em estufa a 120 °C
por 24 h.

O meio de cultura utilizado foi o MS
(MURASHIGE; SKOOG, 1962), suplementado com
30 g L™ de sacarose; 0,1 g L' de mio-inositol,
geleificado com &gar a 7,5 g L™ e pH ajustado em
5,8. Para sua esterilizacdo, foram testados
hipoclorito de sédio (0,01 e 0,05% v/v); perdxido
de hidrogénio (0,3; 0,7 e 1,5% v/v) ou didxido de
cloro (0,1; 0,5 e 1,0 % v/v). O tratamento controle
constou da auséncia de agente esterilizante e
autoclavagem. Posteriormente, 10 mL de meio de
cultura foram distribuidos nos tubos de ensaio, os
quais foram envoltos por parafime e
armazenados a 25+12C com fotoperiodo de 16
horas por 15 dias.

Decorrido este periodo, segmentos
nodais, com cerca de 1 cm de comprimento
foram isolados, desinfestados com alcool etilico
70% por um minuto, hipoclorito de sédio 2,5%
por 15 min sob agitacdo e lavados trés vezes com
agua deionizada estéril em camara de fluxo
laminar Veco (mod.: HLFS12, série: FL1032). Apds
desinsfestagao, os explantes foram inoculados no
meio de cultura e mantidos em sala de
crescimento nas mesmas condi¢Ges citadas
acima.

O delineamento experimental utilizado
foi inteiramente casualizado, com trés repeti¢des
de trés tubos de ensaio contendo um explante
cada um. Aos 7, 14 e 21 dias apds a inoculagdo,
foi avaliada a sobrevivéncia dos explantes,
contaminacdo total, contaminacdo por bactéria,
contaminacao por fungos e oxidacao.
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Os dados foram submetidos a andlise de
variancia, utilizando o software R (R Development
Core Team, 2009), sendo as médias comparadas
pelo teste de Duncan a 5% de probabilidade
(SILVA, 2010).

A contaminagdo fungica foi identificada
de acordo com Barnett e Hunter (1998),
enquanto a contaminacdo bacteriana foi
contabilizada, mas as bactérias ndao foram
classificadas em nivel taxonémico.

RESULTADOS E DISCUSSAO

N3do houve ocorréncia de contaminacgées
durante o periodo de 30 dias, antes da inoculacdo
do explante, com excecdo do controle positivo
(meio de cultura ndo autoclavado) (Figura 1 a, b),
o que indica que a fonte principal de
contaminacdo seja, possivelmente, o explante.
Neste sentido, as col6nias, tanto de fungos,
guanto de bactérias, podem ter sobrevivido
endofiticamente e migrado para o meio de
cultura quando as condicdes tornaram-se
favoraveis.

Figura 1. Contaminacdo de segmento nodal de
umezeiro ‘Rigitano’ por (A) Cladosporium sp. e
por colonia bacteriana (B), em meio de cultura
apdés 30 dias de inoculacdo; (C) conidios de
Criptococcus spp. visualizados em microscopio
Optico.

Houve diferenca significativa quanto a
sobrevivéncia dos explantes nos periodos de
avaliacdo, sendo observada reducdo da taxa de
sobrevivéncia (57%) aos 21 dias apds a
inoculacdo. Aos 7 dias foi observado 22% de
contaminagdo, porém, o aumento gradativo
observado nas duas avaliagdes sucessivas nao foi
significativo (Tabela 1). Esta tendéncia pode ter
sido em fungdo do periodo de laténcia dos
microrganismos e do tempo necessario para a
sua multiplicagdo no meio de cultura. Outra
causa seria a degradacdo gradual dos agentes
bactericidas e fungicidas, tornando baixa ou nula
sua eficiéncia.

Tabela 1. Porcentagem de sobrevivéncia e contaminacdo de segmentos nodais de umezeiro

‘Rigitano’ aos 7, 14 e 21 dias ap0ds a inoculagéo.

Tempo Sobrevivéncia (%) Contaminagdo (%) "™
7 dias 78,0 a 22,0
14 dias 68,0 ab 27,6
21 dias 57,0b 31,9

* ns: ndo significativo.

Nos meios contendo perdxido de
hidrogénio, diéxido de cloro e no controle (meio
autoclavado), foram observadas as menores

taxas de contaminac¢do e, consequentemente, as
maiores médias de sobrevivéncia (Tabela 2).
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Tabela 2. Sobrevivéncia e contaminagdo de segmentos nodais de umezeiro ‘Rigitano’, cultivados em
meio de cultura MS submetido a diferentes métodos de esterilizacdo quimica, apds 21 dias de
inoculagao in vitro.

Agente esterilizante Sobrevivéncia (%) Contaminacao (%)
Perodxido de Hidrogénio 80,4 a 14,7 c
Didxido de cloro 78,0 a 15,9 ¢
Hipoclorito de sédio 450 b 45,8 b
Controle — (autoclavado) 89,0 a 11,0 c
Controle + (ndo autoclavado) 22,5 c 77,4 a

* Médias seguidas por letras distintas diferem entre si pelo teste de Duncan (P<0,005).

A contaminacdo foi significativamente por Curvetto et al. (2006) que constataram até
maior no meio de cultura n3do autoclavado 40% de contaminacdo no estabelecimento in
(77,4%) diferindo dos demais tratamentos vitro em relacdo ao uso de hipoclorito de sédio a
(Tabela 2). Os principais géneros de fungos 1,5% (v/v).
contaminantes encontrados foram Alternaria sp., Quando utilizou-se diéxido de cloro a 0,5
Cladosporium sp., Penicillium sp., Trichoderma sp e 1 %, foi obtido o menor indice de contaminacao
e Cryptococcus sp. (Figura 1C). (Tabela 3). Resultados semelhantes foram

As concentracbes de perdxido de observados por Cardoso (2009), que no cultivo in
hidrogénio nao diferiram significativamente em vitro de Anthurium andraeanum,em meio
relacdo as taxas de sobrevivéncia e oxidagdo. No esterilizado com didxido de cloro nas
entanto, as menores taxas de contaminacgdo concentragoes de 0,005 e 0,01%, mantiveram as
foram observadas quando utilizou-se 1,5% e 0,7% culturas estéreis por até 90 dias.

(Tabela 3). Estes resultados sdo menores quando
comparados aos obtidos para Lilium longiflorum

Tabela 3. Porcentagens de sobrevivéncia, contaminagdo e oxidacdo em cultivo de segmentos nodais de
umezeiro ‘Rigitano’, apds 21 dias de inoculacdo em meio MS acrescido de diferentes concentracdes de
agentes esterilizantes.

estl:?;i:::\te Concentragdo (%) Sobrevivéncia (%) Conta(r:/ll)nagao Oxidagdo (%)
Peréxido 0,3 74,3 ™ 25,7 a 0,0 ™
de 0,7 78,0 ™ 14,7 ab 73 ™
hidrogénio 1,5 89,0 ™ 37 b 73 ™
Diéxido 0,1 523 b 47,7 a 0,0 b
de 0,5 96,3 a 0,0 b 3,7 ab
cloro 1,0 853 a 0,0 b 14,7 a
Hipoclorito de 0,01 48,7 ™ 40,3 ™ 11,0 ™
sédio 0,05 41,0 ™ 51,3 ™ 73 ™

* Médias seguidas por letras distintas nas colunas dentro de cada agente esterilizante diferem entre si pelo teste de
Duncan (P<0,005).
™ h3o significativo.

Segundo Srebernich (2007), o diéxido de do didxido de cloro auxilia na a¢do sanitizante e
cloro tem acdo por mecanismo de transferéncia esporicida em razdao da maior solubilidade em
de elétrons, agindo na semi-permeabilidade da moléculas organicas complexas presentes na
membrana celular, oxidando os componentes maioria dos virus e bactérias.
intracelulares de microrganismos Gram negativos Para o sucesso da esterilizagdo quimica é
e positivos. Este efeito difere daquele do necessaria a limpeza prévia das vidrarias com o
hipoclorito de sédio, que induz, normalmente, uso de NaOCl, procedimento adotado neste e em
maior oxidacdo. Para o autor, a natureza apolar outros trabalhos (TEIXEIRA et al, 2008;
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YANAGAWA et al., 1995). O NaOCI gera reagoes
oxidativas com inativacdo enzimatica irreversivel
em bactérias e fungos e a degradacao de lipidios
e acidos graxos (ESTRELA et al., 2002), causando
alteragdes biossintéticas no metabolismo celular
e a destruicdo de fosfolipidios, formando
cloraminas que interferem no metabolismo
celular.

Considerando que a eficiéncia da
esterilizacdo quimica com perdxido de hidrogénio
e didéxido de cloro ndao difere daquela da
autoclavagem na micropropagagcdo de umezeiro,
pode-se sugerir esta alternativa de esterilizacdo
Nnos casos em que seja necessdria a adicdo de
produtos como vitaminas e fitorreguladores que
sofram comprovadas alteragbes, tanto com
subprodutos tdxicos, como na reducdo da
concentracdo ideal para resposta fisioldgica
desejada (SILVA et al., 2009). Além disso, a
utilizacdo do didxido de cloro pode promover
eficiente esterilizacdo para diferentes espécies
conforme proposto por Cardoso (2009) e
Srebernich et al. (2007), os quais relataram um
baixo indice de toxicidade.

CONCLUSOES

A adi¢do de perdxido de hidrogénio ou
dioxido de cloro é efetiva na esterilizagdo do
meio de cultura para segmentos nodais de
umezeiro ‘Rigitano’.
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