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1. INTRODUCAO

A micropropagacdo é uma técnica que permite produzir material em larga
escala, em curto espaco de tempo e com valor sanitario superior, em relacdo ao
material obtido por técnicas convencionais como propagacao vegetativa e estaquia.
Porém, uma das maiores dificuldades no estabelecimento in vitro est4 na obtencéo
de tecidos livres de contaminacdo por fungos e bactérias. O uso de agentes
germicidas (hipoclorito de sédio e hipoclorito de calcio), sdo fundamentais para a
reducdo da contaminacdo dos explantes durante o estabelecimento in vitro
(GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998).

O estabelecimento in vitro dos explantes corresponde a primeira etapa de um
sistema de micropropagacao, iniciando-se com a selecdo dos explantes mais
adequados para a subsequente multiplicacdo e terminando com a obtencdo de uma
cultura suficientemente adaptada as condig¢ées in vitro (CID; ZIMMERMANN, 2006).

As ornamentais sao, por exceléncia, o grupo de plantas em que a aplicacao
da micropropagacdo teve uma expressdo significativa no mundo cientifico e
tecnolégico, com repercussdo direta na economia. O incentivo para esse
crescimento, fundamenta-se no alto valor agregado ao produto final (CAPELLADES-
QUERALT et al., 1993). Neste contexto, inclui-se o Limonium latifolium,
popularmente conhecido como latifélia, uma flor de corte de importancia na
floricultura comercial, por ser um dos componentes principais na confec¢do de
arranjos.

No Rio Grande do Sul, o cultivo comercial de latifélia teve inicio na década de
80 por imigrantes japoneses. Apesar do volume de comercializacdo ainda pequeno,
se comparado com as demais flores de corte, o alto valor comercial da inflorescéncia
e o relativo baixo custo de producéo justificam seu cultivo. A reproducédo sexuada de
latifélia é viavel, mas ndo € satisfatéria sob o ponto de vista econdmico. As
sementes apresentam germinacdo deficiente e geram plantas geneticamente
segregantes. A producéo eficiente de lotes homogéneos exige propagacao clonal in
vitro e, e, assim, o produtor encontra dificuldades na obtencdo de mudas (FIOR et
al., 2000).

O experimento teve como objetivo obter um protocolo de assepsia para
Limonium latifolium in vitro.

2. METODOLOGIA

Os dois experimentos que compdem este trabalho foram realizados na
empresa BioPlant Tech, incubada na Universidade Federal de Pelotas (UFPel).
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Utilizou-se como explantes segmentos nodais de mudas de Limonium
latifolium, as quais foram mantidas em vasos em casa de vegetacao.

No experimento I, 0s segmentos nodais, apos a excisao, foram submetidos a
um processo de assepsia mediante a imersdo em alcool 70% (1 minuto) seguido por
uma imersao em solucdo aquosa por 15 min. Os tratamentos foram: |- solucéo de
Ca(CIO); 2%; llI- solucdo de Ca(ClO), 2% com pré-tratamento (PT); Ill- solu¢do de
NaOCI 2% e IV- solucdo de NaOCI 2% com pré-tratamento (PT). Apds imersdo em
solucdo, o material vegetal foi lavado trés vezes em agua destilada e autoclavada. A
desinfestacao foi realizada em condi¢cdes assépticas em camara de fluxo laminar. O
pré-tratamento consistiu em meio MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962), com metade
das concentracdes de nitrato de amoénio de nitrato de potassio, 30gL de sacarose,
100mgL de mio-inositol, sem adicdo de agar (meio liquido), sob agitacdo por 90 min.
A desinfestacao foi realizada em condi¢cGes assépticas em camara de fluxo laminar.

No experimento I, as gemas axilares, apos a excisdo, foram submetidas a um
processo de assepsia mediante a imersdao em alcool 70% (1 minuto) seguido por
uma imersdo em solugdo aquosa de NaOCI 2% por 20 min (tratamento 1), 25 min
(tratamento II), 30 min (tratamento IIl), 35 min (tratamento IV) e 40 min (tratamento
V).

ApOs o0 processo de assepcia, os explantes foram inoculados em meio de
cultura MS, acrescido de 30gL de sacarose, 100mgL de mio-inositol, 0,5 mgL™ de 6-
benzilaminopurina e 7 gL de agar.

Para ambos experimentos, o pH foi ajustado para 5,8, antes da colocacéo do
agar e da esterilizacdo do meio, realizada por autoclavagem por 20 minutos a 120°C
e 1,5 atm. Apds a inoculacdo de todo material, 0 mesmo foi transferido para camara
de crescimento, com fotoperiodo de 16 horas, temperatura de 23 £ 2 °C. Aos 21 dias
de cultivo foram avaliadas a porcentagem de contaminagdo fungica, bacteriana,
oxidados (somente no experimento I) e sobreviventes. Os tubos que apresentaram
contaminacgdo, apoés registro, foram eliminados. A sobrevivéncia foi indicada pela
coloragéo verde do explante.

O delineamento experimental adotado foi inteiramente casualizado com 3
repeticdes para cada tratamento, sendo cada repeticdo constituida de 33 explantes
(33 tubos), totalizando 99 explantes por tratamento. Os dados foram submetidos a
analise de variancia e as médias dos tratamentos comparadas estatisticamente pelo
teste de Tukey em nivel de 5% de probabilidade de erro, através do uso do Winstat
(MACHADO; CONCEICAO, 2002).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
Experimento |

A contaminagdo fangica dos explantes foi maior no tratamento Ill, oriundos da
assepsia com hipoclorito de calcio 2% (20%), diferindo estatisticamente somente do
tratamento | (9%). Em relacdo a contaminagdo bacteriana, esta foi maior no
tratamento | (7%), diferindo estatisticamente somente do tratamento Il (0%) e n&o
do restante. A contaminagao bacteriana interfere negativamente no estabelecimento
de explantes in vitro. As bactérias constituem o mais comum e problematico tipo de
contaminagao por microrganismos em cultura de tecidos porque podem ser
sistémicas e sua detec ¢do muitas vezes é dificil (GRATTAPAGLIA; MACHADO,
1998). Em relacao a porcentagem de sobreviventes, o tratamento | apresentou maior
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média (84%), diferindo dos tratamentos Il e IV (77 e 74%, respectivamente).

Tabela 1. Porcentagem de contaminacéo por fungo e bactéria e sobrevivencia de
explantes de Limonium latifolium, submetidos a diferentes solu¢des de assepsia (15

min).
Tratamentos Fungo Bactéria Sobreviventes
Hipoclorito de sodio 2% 9B 7A 84 A
Hipoclorito de sodio 2% + PT 18 A 5A 77 BC
Hipoclorito de calcio 2% 20 A 0B 80 AB
Hipoclorito de calcio 2% + PT 21 A 5A 74 C

As médias seguidas de mesma letra maiuscula , nas colunas, ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey, ao nivel de 5%.

Experimento I

A contaminacdo fangica foi maior em explantes oriundos do tratamento |
(14%), diferindo estatisticamente do restante. Em relagdo a contaminagao
bacteriana, o tratamento | apresentou maior porcentagem (16%), diferindo
estatisticamente do restante. A oxidacdo foi maior nos explantes oriundos do
tratamento V (45%), diferindo dos tratamentos I, Il e Il (10, 20 e 24 %,
respectivamente). A sobrevivéncia dos explantes foi maior no tratamento Il (62%),
diferindo estatisticamente somente dos tratamentos IV e V (49%). Os dados do
experimento | estado descritos na Tabela 2.

Tabela 2. Porcentagem de explantes de Limonium latifolium, com fungo, bactéria e
sobreviventes, submetidos ao hipoclorito de sédio (2%) em diferentes tempos de

imersao.

Tratamento Fungo Bactéria Oxidados Sobreviventes
20 min 14 A 16 A 10C 60 A

25 min 10B 8B 20B 62 A

30 min 7 BC 8B 24 B 61 AB

35 min 6 BC 5BC 40 A 49 B

40 min 3C 3C 45 A 49 B

As médias seguidas de mesma letra mailscula , nas colunas, nao diferem entre si pelo teste de
Tukey, ao nivel de 5%.

De acordo com os resultados, pode- se dizer que a desinfestagdo com o
hipoclorito de sédio por 15 min foi efetiva, uma vez que, ocorreu pouca
contaminacdo por microrganismos (fungos e bactérias) nas plantulas em cultivo. A
diferenca da porcentagem de plantas sobreviventes entre os dois experimentos,
utilizando hipoclorito de sodio 2%, pode ser devido as condicdes fitossanitarias da
planta matriz na casa de vegetacdo. Segundo MUNIZ et al. (2007), o hipoclorito de
sodio apresenta eficiéncia na reducdo de microorganismos associados
superficialmente as mesmas. O mecanismo de acdo do cloro ativo, substancia
encontrada no hipoclorito de sodio, ndo é bem conhecido, embora, algumas
hipoteses surgiram que had uma combinacdo com proteinas da membrana celular
dos microorganismos, assim formando compostos toxicos elevando a inibicdo das
enzimas essenciais.
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4. CONCLUSOES

De acordo com os dados analisados pode-se concluir que o hipoclorito de
sédio 2% por 15 minutos foi mais eficiente na assepsia de Limonium latifolium para
estabelecimento e posterior multiplicagdo in vitro, pois apresentou menores
porcentagens de contaminacdo bacteriana, fungica e maior porcentagem de
sobreviventes.
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