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RESUMO

Existe uma crescente demanda na producdo de plantas ornamentais. Com o intuito de
suprir essa necessidade, varios laboratérios investem em equipamentos caros, com a
finalidade de fornecer aos consumidores mudas de orquideas com mais eficiéncia, alta
qualidade fitossanitaria, porem com um alto valor agregado devido ao elevado custo de
producdo. Um dos equipamentos mais caros utilizados neste processo € a autoclave, utilizada
para esterilizar vidrarias e meio de cultura. A fim de diminuir os custos deste processo, este
trabalho tem como finalidade utilizar uma esterilizacdo alternativa neste meio de cultura,
testando diferentes concentragdes de Hipoclorito de Sédio (NaClO), tendo como fonte Agua
Sanitaria Comercial (ASC), sendo o mesmo um método eficiente e de baixo custo. Dessa
forma, foram realizados ensaios para testar diferentes concentracbes de NaClO na
esterilizacdo de Hoffmannseggella caulescens: T1 — 0,0 mL.L™ (Testemunha); T2 — 5,0 mL.L"
1 T3-10,0mL.L™"; T4-15,0 mL.L% T5-20,0mL.L™". As sementes da orquidea foram
inoculadas em meio de cultura contendo NaClO, tendo como fonte ASC, sendo também
testado a eficiéncia da dgua deionizada/autoclavada e agua destilada no preparo do meio de
cultura, com o objetivo de verificar qual a influéncia de ambas na contaminacdo do meio de
cultura. Diante disso, foi avaliada contaminagdo, germinacdo e crescimento in vitro da
espécie. Atraveés dos resultados, pode-se constatar que, doses crescentes de NaClO
adicionadas ao meio de cultura tiveram resultados negativos para germinacdo de plantulas
Hoffmannseggella caulescens, tendo como melhor dosagem 10 mL.L™de NaClO, havendo
neste 100% de germinacdo. Esta dosagem também se mostrou eficiente no controle
microbiano. O uso de agua autoclavada em comparacdo com agua destilada mostrou-se mais
eficiente no controle microbiano. Na adocdo de agua autoclavada houve também um
percentual maior de germinacdo das sementes de Hoffmannseggella caulescens, Os resultados
obtidos mostraram a viabilidade de dispensar o uso da autoclave para a esterilizacdo de meios
de cultura na concentragdo de 10 mL.L ™ de NaCIO para a germinacéo de Hoffmannseggella

caulescens.

Palavras-chaves: Cultura de tecidos. Esterilizacdo quimica. Produgdo de mudas.



ABSTRACT

There is a growing demand in the production of ornamental plants. In order to meet
this need, several laboratories invest in expensive equipment, in order to provide consumers
with orchid seedlings with more efficiency, high phytosanitary quality, but with a high added
value due to the high cost of production. One of the most expensive equipment used in this
process is the autoclave, used to sterilize glassware and culture medium. In order to reduce the
costs of this process, this work intends to use an alternative sterilization in this culture
medium, testing different concentrations of Sodium Hypochlorite (NaClO), with Commercial
Sanitary Water (ASC) as an efficient method and low cost. Thus, assays were performed to
test different concentrations of NaClO in the sterilization of Hoffmannseggella caulescens: T1
- 0,0 mL.L™" (Witness); T2 - 5.0 mL.L™Y; T3 -10.0 mL.L™:; T4 = 15.0 mL.L™ and T5 - 20.0
mL.L™. The seeds of the orchid were inoculated in a culture medium containing NaClO,
having as ASC source, and also the efficiency of the deionized / autoclaved water and
distilled water in the preparation of the culture medium was tested, in order to verify the
influence of both in the contamination of the culture medium. Therefore, contamination,
germination and in vitro growth of the species were evaluated. The results showed that
increasing doses of NaClO added to the culture medium had negative results for germination
of Hoffmannseggella caulescens seedlings, with 10 mL.L™ of NaCIO as the best dosage, with
100% germination. This dosage was also efficient in microbial control. The use of autoclaved
water compared to distilled water was more efficient in microbial control. The results
obtained showed the feasibility of dispensing the autoclave for the sterilization of culture
media in the concentration of 10 mL.L™ of NaClO for the germination of Hoffmannseggella

caulescens.

Key words: Tissue culture. Chemical sterilization. Seedling production.
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1. INTRODUCAO

A familia Orchidaceae representa uma das plantas ornamentais mais procuradas no
Brasil e no mundo. Por serem constituidas de flores perfeitas e exuberantes, a mesma possuli
grande diversificacdo, sendo aproximadamente 35.000 espécies, milhares de hibridos e 1.800
géneros (PASQUAL, 2015).

Em condicdes naturais, a multiplicacdo de orquideas ocorre atraves da proliferacdo de

mudas laterais (brotacdes) ou pela disseminacgéo natural das sementes, as quais sédo produzidas
em cépsulas, porém, a baixa ou nula germinacdo de suas sementes na auséncia de micorrizas
interfere na eficacia da propagacdo em condi¢cdes naturais, visto que tais sementes possuem
pouca ou nenhuma reserva (REGO-OLIVEIRA & FARIA, 2005; SOARES et al., 2010).
No Brasil, nos ultimos dez anos, o comércio de orquideas aumentou consideravelmente,
principalmente devido ao aumento da importacdo, obtendo valores de US$ 253 mil em 2004
para mais de US$ 10,7 milhdes em 2013, um acréscimo de mais de 4144% durante esse
periodo (SUZUK, 2015). O faturamento do setor de plantas ornamentais em 2015 foi de R$ 6
bilhdes, contra R$5,7 bilhdes de 2014, a producdo e a comercializacdo de flores e plantas
ornamentais tém-se tornado um dos ramos mais dindmicos da atividade agricola de muitos
paises (IBRAFLOR, 2016).

A propagacao natural das orquideas é extremamente baixa e demorada. Apesar de seu
fruto conter um milhdo de sementes, estas sdo extremamente pequenas e sem endosperma
funcional, sendo que para germinar na natureza € necessaria a associagdo simbidtica com
fungos micorrizicos (FONTES, 2011).

Avancos na biotecnologia possibilitaram o desenvolvimento de mudas de orquideas
com qualidade e em menos tempo. A raridade e a dificuldade de obter mudas e fazer a
propagacao de orquidea, por exemplo, eram os principais fatores do alto custo desta planta.
Com a multiplicacéo e germinacéo in vitro este problema foi amenizado (EPAMIG, 2017).

Para atender a crescente demanda comercial, a principal forma de produzir mudas de
orquideas € mediante a propagacdo in vitro, diminuindo assim a pressdo de coleta,
preservando-as em seu habitat natural. Este método proporciona grande numero de mudas, em
espaco e tempo reduzidos, de maneira economicamente viavel (REGO-OLIVEIRA &
FARIA, 2005).

Vérias propostas sdo postas em discursdo, com a finalidade de promover menos
dispéndio a técnica de germinacdo in vitro. Uma opc¢do potencialmente promissora para a

reducdo de custos, mas que ndo tem recebido a devida atencao ¢ a perspectiva de substituir a



técnica de autoclavagem do meio de cultura por outra mais econémica (TEIXEIRA et al.,
2008).

Para Teixeira et al., (2005) a producdo em massa de algumas espécies em laboratorios
comerciais apresenta custo elevado, como resultado do alto custo das instalacfes e da energia
necessaria. Ultimamente vem crescendo o interesse em se buscar novas opgles para essa
finalidade, e uma delas tem sido a substituicdo da técnica de esterilizagdo por autoclavagem,
por alguma outra de menor custo.

A técnica de autoclavagem, além de apresentar alto custo operacional, pode também
danificar o meio de cultura. Em altas temperaturas ocorre a decomposicdo da sacarose com a
formacdo de composto furfural, que é toxico e impede o crescimento e desenvolvimento
celular (RIBEIRO et al 2013).

Uma forma alternativa de tornar este processo mais acessivel é, segundo o protocolo
Teixeira et al (2008), utilizar no meio de cultura o Hipoclorito de Sédio (NaClO) como
esterilizante quimico, que visa evitar degradacdo de determinados componentes do meio de
cultura, baixar os custos de manutencdo e consumo da autoclave e reduzir o tempo para
esterilizacdo de meios nutritivos.

Neste contexto a proposta deste trabalho foi de analisar os efeitos de diferentes
concentracbes de hipoclorito de sddio na germinacdo in vitro da Hoffmannseggella
caulescens, se 0 mesmo se torna benéfico ou ndo a germinacédo da planta e qual seria a melhor
dosagem adicionada diretamente ao meio de cultura, além também de propor um novo
método de esterilizacdo para germinacdo in vitro desta espécie, ao testar 0 uso da agua
deionizada/autoclavada e agua destilada no preparo do meio de cultura, com o objetivo de

verificar qual a influéncia de ambas na contaminagé&o do meio.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 HOFFMANNSEGGELLA CAULESCENS (ASPARAGALES: ORCHIDACEAE)

A familia das Orchidaceaes possui grande importancia na manutencdo da
biodiversidade, a mesma é composta por individuos avaliados como bioindicadores
ambientais na conservagdo das florestas. Por serem compostas por nichos especificos, estas
sdo compassivas as interferéncias decorrentes do meio e de sua complexa influéncia mutua e
ecolégica com polinizadores e microorganismos (PELUZIO & SOARES, 2010; MARRARA
etal., 2011).

No Brasil, ha 236 géneros e 2.459 espécies de orquideas, presentes em todos o0s
biomas e formacdes vegetais, sendo que 1.628 espécies sdo endémicas (BARROS et al.
2015). Estéo presentes em quase todas as partes do mundo, do Artico até os tropicos, ao nivel
do mar ou em grandes altitudes. Conforme seus habitos de crescimento podem ser
classificados em terrestres, rupicolas, e epifitas, sendo em sua grande maioria representadas
pelas epifitas (FONTES, 2011).

As orquideas estdo entre as plantas ornamentais mais apreciadas e apresentam grande
potencial ornamental e econémico (IBRAFLOR, 2017), devido, principalmente, a beleza e a
diversidade de formas e cores de suas flores (REGO-OLIVEIRA & FARIA et al., 2005).
Muitas espécies de orquideas estdo ameacgadas de extin¢do e uma das causas se refere a forma
como elas sdo propagadas (SCHNEIDERS et al., 2014).

Além da sua importancia ecoldgica e ornamental, as orquideas possuem grande
destague no comeércio interno e externo, gerando empregos e renda a varios produtores e
mercadores, havendo um grande desenvolvimento do agronegdcio (IBRAFLOR, 2016).

Este estudo serd atribuido a espécie Hoffmannseggella caulescens. A mesma possuem
flores com coloragdo e formas muito variadas e sdo predominantemente polinizadas por
abelhas (VEROLA, 2008). No entanto, esta espécie ocupa exclusivamente areas de campos
rupestres, apresentando caracteristicas florais peculiares, tais como: a coloracdo do perianto
(réseo, amarelo ou laranja, sem a presenca de guias de néctar), morfologia floral (labelo em
forma de goela e a presenga de cuniculo na regido do ovario) e o posicionamento das flores
(labelo curvado para baixo ou horizontalmente) que, de acordo com Pijl & Dodson (1966)
indicariam tratar-se de um grupo adaptado a ornitofilia.

A mais recente lista oficial de Espécies da Flora Brasileira Ameacadas de Extincdo,

emitida pelo Instituto Brasileiro de Meio Ambiente e Recursos Renovaveis (IBAMA),
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enumera 472 espécies, dentre as quais 34 da familia das Orquidaceas. Uma delas é a
Hoffmannseggella caulescens, sendo uma espécie ornamental de ocorréncia em Campos
Rupestres quartziticos e ferruginosos (Ministério do Meio Ambiente, 2014).

Segundo dados da CNC Flora (2013), a Hoffmannseggella caulescens encontra-se
sujeita a cinco situacdes de ameaca, sendo uma delas a regido do Quadrilatero Ferrifero.
Devido a isso e também a coleta de plantas para fins ornamentais, essa espécie vem sofrendo
declinio na area e qualidade do habitat e no nimero de individuos maduros. Por isso, é
considerada "Em perigo™ (EN).

O Quadrilatero Ferrifero é uma regido em Minas Gerais que é privilegiada com a
maior variedade floristica da América do Sul, contando com mais de 30% de endemismo em
sua flora (GIULIETTI et al., 1987 apud JACOBI et al., 2008), dessa forma, esta € uma regido
prioritaria quando se fala em conservacédo da biodiversidade no Estado de Minas Gerais, pelo
fato de haver campos ferruginosos que sdo contemplados com espécies vegetais que SO estdo
presentes naquela regido, constituindo-se de um ambiente exclusivo em Minas Gerais
(VINCENT, 2004). Entretanto, segundo Messias et al., (2015) esta regido encontra-se

ameacada devido a acdo de mineradoras que exploram a hematita, ocorrente sob os itabiritos.
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2.2 0 CULTIVO IN VITRO PARA ORCHIDACEAE

O cultivo in vitro, enquanto técnica biotecnoldgica aplicada a producdo vegetal tem
permitido a obtencdo de mudas de plantas que apresentam dificil multiplicacdo pelos métodos
convencionais, originando plantas sadias e geneticamente uniformes, em um periodo de
tempo reduzido (CARVALHO & VIDAL, 2003). A mesma se trata € uma técnica que nédo
apenas apresenta importancia pratica na area florestal e agricola, mas, também na cientifica
basica (PASQUAL, 2000).

A técnica de cultivo in vitro tem ganhando bastante espaco quando utilizado na
multiplicacdo de orquideas, devido ao fato que este grupo de plantas ndo possui endosperma
desenvolvido (CARVALHO, 2012), necessitando que haja uma relacdo simbidtica com
fungos micorrizicos, os quais fornecem 0s nutrientes necessarios ao crescimento, porém, essa
germinacdo natural ndo ocorre sempre com sucesso, dificultando sua propagacéo via seminal.
Dessa forma a propagacéo in vitro € hoje a melhor forma de aumentar a producdo de mudas e
é responsavel pela reducdo do custo de producdo de diversas plantas, contribuindo
decisivamente para salvar muitas espécies de orquideas da extincdo (STANCATO et al.,
2011), constituindo-se, portanto, técnica bastante relevante do ponto de vista comercial e
também ecologico (MARTINI et al., 2012).

De acordo com Martini et al (2001), a semeadura assimbidtica de orquideas constitui
técnica bastante relevante do ponto de vista comercial e ecoldgico. As plantas produzidas
dessa forma podem ser utilizadas em programas de reintroducdo de espécies nativas em areas
de preservacdo ambiental devido a variabilidade genética gerada pelo explante.

Segundo Rodrigues et al., (2013) a producdo de mudas em laboratorios tem como
vantagem o fato de produzir um maior nimero de mudas em um curto espaco de tempo, bem
diferentes dos métodos tradicionais, a exemplo disto existem espécies que apresentam o
primeiro florescimento de 5 a 7 anos, com a producdo em laboratério este tempo de
florescimento diminui de 3 a 4 anos, em seguida tem-se como vantagem a alta qualidade
fitossanitaria, sendo a mesma livre de doencas, com um maior potencial fisiologico, e
consequentemente maior qualidade em seu crescimento e florescimento (SCHNEIDERS et al
2012).

Com o auxilio da cultura in vitro é possivel que uma planta de interesses desejaveis
possa ser multiplicada por varios subcultivos, ocorrendo a possibilidade de que uma nova
cultivar esteja disponivel mais rapidamente para uso comercial (PASQUAL, 2000),

diminuindo assim, o extrativismo indiscriminado de espécies naturais. Entretanto essa técnica
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de cultivo ainda é muito onerosa, necessitando de equipamentos caros e alto custo operacional
(PEDROSO-DE-MORAES, 2000).

2.3 ESTERELIZACAO QUIMICA DO MEIO DE CULTURA

Para pequenos produtores e colecionadores de orquideas, 0s equipamentos utilizados na
técnica de cultivo in vitro sd8o poucos acessiveis, devido ao custo elevado, todavia,
pesquisadores tém buscado meios para simplificar esta técnica de cultivo in vitro (TEIXEIRA
et al, 2005).

Diante do exposto, para que se possam reduzir os custos do processo de
micropropagacdo, uma importante etapa passivel de ser modificada é a assepsia, fator
fundamental na cultura de tecidos de plantas (OLIVEIRA et al., 2017). No método
convencional, utiliza-se da autoclavagem dos meios de cultivo, que se constitui numa
operacdo dispendiosa que demanda alto consumo de energia elétrica. Uma alternativa mais
econdmica para eliminar os possiveis contaminantes durante o processo é a utilizacdo do
hipoclorito de sddio (NaClO), que é um produto quimico com elevado potencial esterilizante
de meios de cultura, como demonstrado por Teixeira et al. (2005), Teixeira et al. (2008) e
Ribeiro et al., (2011).

O hipoclorito de sddio tem propriedades germicidas, sendo muito usual em tratamentos
da agua, na desinfestacdo de legumes, na producdo de desinfetantes industriais, sendo mais
conhecido na forma de agua sanitaria comercial (ASC) (FONTES, 2011).

O emprego de NaClO, tendo como fonte ASC na esterilizacdo de meios de cultura e
desinfestacdo de sementes, mostra-se um método eficiente e de baixo custo como alternativa &
autoclavagem (RODRIGUES, 2010), além de ser um produto de facil aquisicdo (FONTES,
2011).

Os desinfestantes quimicos mais utilizados sdo o etanol e os compostos a base de cloro,
como o hipoclorito de sédio (NaClO) e de calcio (DONINI et al., 2005). Além destes,
também ha trabalhos que utilizaram diéxido de cloro (CIO,) para producdo de mudas de
anturio (CARDOSO, 2009), perdéxido de hidrogénio para esterilizacdo de meios de cultura
com explantes de Lilium longiflorum (CURVETTO et al., 2006) e hipoclorito de célcio
(Ca(ClO),) em meio de cultura contendo Gerbera jamesonii (CARDOSO & SILVA, 2012).

Vargas et al (2016), utilizaram didxido de cloro (ClO,) para esterilizacdo quimica no
cultivo in vitro de porta-enxerto de pessegueiro, podendo dessa forma constatar o efeito
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positivo do esterilizante quimico na sobrevivéncia dos explantes, diminuindo assim a
contaminacg&o por bactéria, fungos e oxidacéo.

Oliveira et al (2017) realizaram a esterilizacdo quimica do meio de cultivo para a
propagacdo vegetativa in vitro do abacaxizeiro ‘vitoria’. Os mesmos relatam a eficiéncia
obtida ao substituir a autoclavagem dos meios e vidrarias pela esterilizacdo quimica com
NaClO, sem prejuizo ao crescimento e ao aparato fotossintético das mudas de abacaxizeiro
‘Vitoéria’.

Alvarez-Pardo et al. (2014), estudando a influéncia do NaClO, variando a
concentracdo (4,2 e 8,4 g.L™) e o tempo de exposicdo (de 5 a 60 min), sobre a germinacao de
sementes de orquideas, observaram que, aumentando-se a concentracdo e o tempo de
exposicao das sementes ao desinfestante quimico, ocorreu reducdo na germinagdo. Apenas as
espécies Brassavola tuberculata, Cattleya intermedia e C. pallida foram mais tolerantes aos
efeitos da desinfestagdo. O tratamento com 4,2 g.L™" de NaClO (143 mL de ASC), por 5 min,
mostrou-se, para a maioria das espécies, mais eficaz no controle da contaminacéo, com 87 %

de germinacdo das sementes.
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3. OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliacdo da contaminacdo do meio cultura e germinacdo in vitro de Hoffmannseggella
caulescens sob diferentes concentracGes de Hipoclorito de Sodio adicionado ao meio de

cultura preparo com agua autoclavada e 4gua destilada.
3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar a melhor dosagem de NaClO para o controle microbiano do meio de
cultura.

e Determinar a melhor dosagem de NaClO para a germinacdo de sementes de
Hoffmannseggella caulescens.

e Avaliar a eficiéncia da &gua autoclavada e agua destilada no preparo do meio de
cultura.

e Propor um protocolo viavel e econémico para multiplicacdo de Hoffmannseggella

caulescens.
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4. METODOLOGIA

A pesquisa foi realizada no Laboratorio de Cultura de Tecidos do Instituto Federal de
Minas Gerais — Campus S&o Jodo Evangelista, situado na regido Centro-Nordeste do Estado
de Minas Gerais.

Para esse experimento foi utilizado sementes oriundas das capsulas da
Hoffmannseggella caulescens, doadas pela Biofabrica da Vale do Rio Doce, localizada no
Centro de Tecnologia de Ferrosos, em Nova Lima, Minas Gerais. A biofabrica da Vale S/A
realiza trabalhos quanto a reestruturacéo das espécies perdidas na regido de Itabirito.

Antes do inicio do experimento, foi realizado a desinfestacdo das vidrarias utilizada
para o preparo do meio de cultura, sendo as mesmas lavadas com detergente neutro,
enxaguadas e deixadas por um periodo 10 minutos em solugdo com ASC. Logo apds, foram
novamente lavadas e enxaguadas com &gua destilada (FONTES, 2011).

O preparo do meio de cultura foi realizado com o auxilio de um forno de micro-ondas,
utilizado para dissolver os sais em solucdo, assim como para fundir o &gar. Posteriormente, o
meio foi homogeneizado e a ASC adicionada ao meio de cultura ainda quente, em seguida, 0
pH foi ajustado a 5,7 (EMBRAPA, 2008).

O meio utilizado foi 0 MS (MURASHIGE & SKOO0G,1962), meia forca, 15 g.L ™ de
sacarose (Synth), 0,1 g.L™ de mio-inositol (Vetec), 7 g.L™* de agar bacteriolégico (Alphatec) e
2 g.L™ de carvdo ativado (Dindmico), e os sais MS. O meio néo foi autoclavado sendo que
cada frasco recebeu as dosagens de ASC (O GLOBO) para avaliar o efeito esterilizante do
mesmo. A incubagdo ocorreu em sala de crescimento, utilizando frascos de vidro contendo 40
mL de meio nutritivo.

Foram montados dois experimentos, um deles utilizando agua autoclavada e o outro
agua destilada. Em ambos adotou-se o delineamento é inteiramente casualizado (DIC), com
seis repeticdes, nas quais foram testadas cinco concentrages de hipoclorito de sédio: T1 —
0,0mL.L? (Testemunha); T2-50mL.LY T3-10,0mLLY; T4-150 mLL% T5-
20,0 mL.L™*, Cada repeticdo era composta por quatro frascos. Os ensaios tiveram os dados
submetidos a andlise de variancia, e os dados submetidos a regresséo linear.

As capsulas fechadas foram lavadas externamente com detergente e agua corrente e,
no interior da camara de fluxo laminar foram abertas no sentido de sua deiscéncia, de modo a
dividir os trés carpelos, utilizando-se pinca e bisturi. As sementes retiradas foram

desinfestadas com alcool 70% durante cinco minutos e hipoclorito de sédio com 1% de cloro
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ativo durante 30 minutos, seguido de trés lavagens consecutivas em agua destilada. Todo o
processo de desinfestacdo foi de acordo com o protocolo laboratorial (EMBRAPA, 2008).

Para o semeio foi utilizada uma piceta, onde as sementes foram vertidas em uma
solucdo desinfetante (1/3 de agua sanitaria e 2/3 de agua destilada) na quantidade de 30 mL,
ficando em contato por um periodo de 10 minutos. Ap6s o periodo citado, foram
acrescentados 250 mL de agua destilada e deionizada na piceta. Foi aspergido com auxilio da
piceta o total de 10 gotas da solucdo de agua e sementes no frasco com o meio de cultura, em
seguida os fracos foram lacrados e identificados (FONTES, 2011).

As avaliagGes foram efetuadas por um periodo de 60 dias, sendo avaliado o efeito das
diferentes dosagens de hipoclorito de sddio sobre a contaminagdo, oxidacdo do meio e
germinacdo das sementes, que se procedeu com a contagem diaria dos frascos que sofrem esse

processo.
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5. RESULTADO E DISCUSSAO

A esterilizacdo de meios de cultura com &agua sanitaria comercial (ASC) mostrou-se
eficiente no controle da contaminacdo, sendo que o mesmo influenciou diretamente na
germinacao de sementes de Hoffmannseggella caulescens.

Pode-se constatar que a germinacdo atingiu 70%, ao se utilizar dgua destilada para
preparacdo do meio de cultivo na dosagem de 10 mL.L™ de hipoclorito de sédio (figura 1).
Podendo também se verificar que, 0 aumento da dose de ASC adicionada ao meio de cultura
apenas exerceu efeito toxico sobre as sementes e protocérmios no meio de cultivo. Resultado
também encontrado por Fontes (2011), ao realizar a esterilizacdo quimica no cultivo de
plantulas de Laelia tenebrosa Rolfe.

Segundo Ribeiro et al (2013), em relacdo as dosagens, sabe-se que altas concentracdes
de hipoclorito podem danificar as sementes ou interferir em relacbes de absorcéo,

metabolismo dentre outros fatores morfogénicos.

Figura 1: Porcentagem de germinacéo de sementes de Hoffmannseggella caulescens em fung&o do hipoclorito de

sodio e 4gua destilada
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O uso de agua autoclavada no preparo do meio de cultura se mostrou ainda mais
eficiente para a germinacdo de plantulas de Hoffmannseggella caulescens, obtendo-se 100 %
das sementes germinadas na concentracdo de 10 mL.L™ (figura 2). Segundo Teixeira (2008),
este resultado € devido mesma possuir menor presenca de ions e pelo fato da temperatura

eliminar grande quantidade de microorganismos.
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Figura 2: Porcentagem de germinacéo de sementes de Hoffmannseggella caulescens em fung&o do hipoclorito de

sodio e agua autoclavada.
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Com um menor indice de contaminacdo obtém-se uma influéncia diretamente positiva
na germinacdo. Contudo deve-se haver um cuidado quanto a assepsia dos materiais e vidrarias
utilizados. A realizagdo de uma assepsia criteriosa em trabalhos onde ndo se utilizada
autoclave é de extrema importancia para se obter um respaldo positivo nos resultados
(OLIVEIRA et al, 2017).

O sucesso da esterilizacdo quimica com o NaClO deve-se ndo apenas a adicdo do
produto ao meio de cultura, mas também ao procedimento de sanitizacdo das vidrarias com
NaClO previamente a distribuicdo do meio nos recipientes de cultivo (TEIXEIRA et al,
2006), ja que Yanagawa et al. (1995) observaram problemas de contamina¢do dos meios com
0 uso do NaClO e auséncia de sanitizacdo da vidraria

Em relacdo a contaminag&o, as maiores percentagens de crescimento microbiano foram
observadas quando ndo se utilizou o hipoclorito de sodio, sendo o tratamento controle. Neste
sentido, ao utilizar &gua autoclavada e ndo adicionando o Hipoclorito de Sdédio, a
contaminacéo foi de 25% (Figura 3). Evidenciando a diminui¢do do crescimento microbiano
ao utilizar agua autoclavada.

N&o foi possivel ajustar um modelo que explique os dados de contaminagdo ao se
utilizar agua destilada, sendo observado que a dose de 5 ml/L é eficiente no controle

microbiano.
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Teixeira et al. (2008) obtiveram éxito na esterilizacdo de meio de cultura liquido, com
uso de hipoclorito de s6dio como agente quimico de esteriliza¢do. Em trabalho realizado com
cultivo in vitro de Eucalyptus pellita, em meio esterilizado com NaClO, os autores nédo
observaram problemas de desenvolvimento das plantas até a concentracdo de 0,007%, e
obtiveram 100% de esterilizacdo dos meios de cultura a 0,005% de NaClO (TEIXEIRA et al.,
2008). J& Ribeiro et al. (2011) obtiveram meios de cultura sem contaminagdo microbiana
utilizando concentracdes entre 30 e 50 mg.L™de NaClO (1,02 e 1,70 mL.L"*ASC), para o

crescimento in vitro de Sequoia sempervirens.

Figura 3: Porcentagem contaminagdo do meio de cultivo em funcéo do Hipoclorito de sodio e 4gua autoclavada
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Estatisticamente as contaminacGes do meio de cultura foram menores na dosagem 16
ml/L, sendo este resultado demostrado no uso de agua autoclavada. Resultados semelhantes
foram encontrados por Fontes (2011) ao realizar experimentos utilizando hipoclorito de sodio
como esterilizante quimico em sementes de Laelia tenebrosa Rolfe, podendo verificar que em
menores quantidades o mesmo mostra-se eficiente no controle da atividade microbiana em
meios de cultura. A dosagem de 2 mL/L proporcionou 46,98% de plantulas viaveis, enquanto

que na maior dosagem de 40 mL/L houve apenas 17,97% de plantulas viaveis.
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6. CONCLUSAO

A esterilizacdo quimica do meio de cultura utilizado para germinacdo de sementes de
Hoffmannseggella caulescens mostrou-se significativa.

Doses a parti de 5 mL.L™ se mostram eficientes para o controle microbiano no meio de
cultura.

Observou-se resultados satisfatorios ao suplementar o meio com 10 mL.L™ de NaClO,
obtendo-se com isso 100 % germinacdo, no entanto doses crescentes de NaClO causaram
efeito negativo a parti do 6timo na germinacgdo de Hoffmannseggella caulescens.

O uso da agua autoclavada para o controle microbiano mostrou-se mais eficiente que o
uso da agua destilada no preparo do meio cultura.

A adocdo desse protocolo dispensa o emprego da autoclavagem como técnica de
esterilizacdo de meios de cultura para Hoffmannseggella caulescens na concentracdo de 10
mL.L™ de NaCIO adicionado ao meio de cultura, devendo haver em conjunto técnicas de
assepsia de materiais e vidrarias para que assim resultados satisfatérios sejam obtidos para

adocdo deste protocolo para a espécie em questao.
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