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hipoclorito de sédio.
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INTRODUCAO

Dentre as alternativas existentes para tornar as instalacdes das biofabricas mais
econdmicas, as mais importantes seriam a substituicdo da de autoclavagem por alguma outra
técnica mais econémica, bem como o uso da luz solar na iluminacdo da sala de crescimento de
plantas (Ponce et al., 2000).

A autoclavagem, técnica mais comumente utilizada para a esterilizacdo de vidrarias,
meios de cultura e materiais cirirgicos em laboratério (Burger, 1988), é uma operacdo
dispendiosa, devido ao elevado custo do equipamento e do igualmente elevado consumo de
energia, podendo levar & decomposi¢do de componentes do meio de cultura, como a sacarose
(Street e Lowe, 1950; Ball, 1953). Por estes motivos, a substituicAo desta técnica de
esterilizacdo por alguma outra menos dispendiosa e que ndo comprometa a integridade do
meio nutritivo seria altamente desejavel.

O desenvolvimento de protocolos de esterilizacdo de meios de cultura por meios
guimicos é de grande interesse nesse sentido, entretanto, pouca informacéo é encontrada na
literatura cientifica. Snow (1985) relatou o emprego de peroxido de hidrogénio para reduzir a
contaminacdo de meios de cultura para germinacdo de sementes de orquidea, enquanto
Yanagawa et al. (1995) afirmam ter obtido sucesso na inoculagdo de sementes de orquidea em
meio de cultura, em condi¢cdes ndo assépticas, esterilizando-o com hipoclorito de sodio ou
peroxido de hidrogénio.

Atualmente, Teixeira (2005), Teixeira et al. (2006) levantaram informagdes que lhes
permitiram desenvolver um protocolo de preparo de meio de cultura utilizando o hipoclorito de
sédio com eficiéncia total. O objetivo desta pesquisa foi comparar a eficiéncia deste protocolo
com o protocolo convencional, que utiliza a autoclavagem como método de esterilizagcdo, bem
como analisar o comportamento de plantas de sequéia em meio de cultura esterilizado com
hipoclorito de sodio.

METODOLOGIA

Culturas-estoque de Sequoia sempervirens, mantidas por passagens de 30 dias, sob
fotoperiodo de 16 horas, iluminancia de 60 pmol m? s™, temperatura de 27 + 2 °C, em meio
nutritivo contendo sais de MS (Murashige e Skoog, 1962), vitaminas, 100 mg L™ de inositol e 30
g L™ de sacarose, foram utilizadas como doadoras de explantes para esse experimento.

A vidraria utilizada no preparo e acondicionamento do meio de cultura foi proveniente do
depdsito, onde havia sido armazenada apds o uso anterior, depois de lavada com detergente e
enxaguada com agua clorada com 0,001 % de hipoclorito de sddio (preparada a partir de
solucdo de hipoclorito de sodio a 6,75 %). No momento de preparo do meio, a vidraria foi
novamente enxaguada com @&gua clorada adicionada de 0,003% de hipoclorito de sodio,
excetuando-se os tratamentos controle A e B, cujos utensilios foram enxaguados apenas com
agua deionizada, e os tubos nos quais seriam adicionados 0os meio de cultura para inoculagéo
das plantas, que foram enxaguados no momento da adicdo do meio de cultura aos tubos.
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Apobs o enxague das vidrarias, procedeu-se o preparo da agua utilizada para completar o
volume final do meio de cultura, constituindo-se de agua deionizada adicionada de 0,0005% de
hipoclorito de sddio (p/v). O preparo da mesma foi feito em recipiente previamente enxaguado
em agua clorada com 0,003% de hipoclorito de sodio (p/v).

Em seis Erlenmeyers, cada um correspondente a um tratamento, foram adicionados
todos os reagentes para o preparo dos meios de cultura, conforme Murashige e Skoog (1962).
Os tratamentos consistiram das seguintes concentracdes de hipoclorito de soédio (p/v): a) meio
de cultura sem adicdo de NaClO e autoclavado (controle A); b) meio de cultura adicionado de
0,002 % de NaClO; c) meio de cultura adicionado de 0,003 % de NaClO; d) meio de cultura
adicionado de 0,004 % de NaClO; e) meio de cultura adicionado de 0,005 % de NaCIO; e f)
meio sem adi¢do de NaClO, mas sem autoclavar (controle B).

Apo6s 15 minutos da adigdo do NaClO aos diferentes tratamentos, o pH foi ajustado para
6,0 + 0,1, o volume final de cada tratamento foi completado com a 4gua de preparo de meio
(0,0005% de NaClO), e os Erlenmeyers com os meios de cultura foram introduzidos no forno de
microondas para fusdo do PHYTAGEL.

Apos a fusdo do PHYTAGEL, realizou-se a enxague em 4gua clorada com 0,003% de
hipoclorito de sédio (p/v) dos tubos de ensaio nos quais foram adicionados os meios de cultura
de cada tratamento. Todas as operacdes iniciais de preparo do meio de cultura foram
efetuadas em ambiente ndo estéril. O enchimento dos frascos foi efetuado na capela de fluxo
laminar 15 minutos apds o enxague destes em &gua clorada com 0,003 % de hipoclorito de
sodio.

Um més apds a inoculacdo dos explantes nos meios com os tratamentos foram
coletados dados referentes ao nimero e comprimento médio dos ramos por cultura, e ao
numero de culturas contaminadas para os meios autoclavados e esterilizados quimicamente.

O experimento foi conduzido em delineamento experimental inteiramente casualizado,
com 6 tratamentos, sendo a unidade experimental constituida de um explante por tubo e 20
repeticdes. Foi realizada a andlise de variancia e as médias foram comparadas pelo Teste de
Tukey com 5% de probabilidade.

RESULTADOS E DISCUSSAO
A Figura 1 mostra uma cultura de cada um dos seis tratamentos, sendo cada tratamento
constituido por 20 tubos de ensaio.

Figura 1. Plantas de S. sempervirens representativas de cada um dos seis tratamentos A, B, C,
D,EeF.

Nao foram observadas diferencas morfolégicas significativas entre as plantas de todos
os tratamentos com NaClO, havendo diferencas apenas quanto ao nimero e ao comprimento
dos ramos.
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A tabela 1 mostra dados referentes ao nimero e a porcentagem de culturas
contaminadas e ao tamanho e numero médio de ramos por cultura dos tratamentos
autoclavados e aqueles contendo 0,002; 0,003; 0,004 e 0,005% de hipoclorito de s6dio no meio
nutritivo. Os dados referentes ao tamanho e nimero médio de ramos por cultura do tratamento
no qual nao foi feita esterilizacdo por nenhum dos dois métodos (autoclavagem ou esterilizagcado
qguimica), ndo foram adicionados a tabela, devido terem todas as culturas sido contaminadas.

Tabela 1. Numero e porcentagem de culturas de sequédia contaminadas e nimero e tamanho
médio de brotos em fungdo da concentracdo de hipoclorito de sédio (p/v) adicionado ao meio de
cultura. Os dados acompanhados de pelo menos uma mesma letra, sdo estatisticamente iguais
segundo o Teste de Tukey a 5% de probabilidade

NaClO Tratamento Culturas contaminadas Numero médio de Comprimento
adicionado ao ramos por cultura meédio dos ramos
meio de cultura por cultura (cm)

(p/v)
Numero Porcentagem
0 (autoclavado) A 1b 5 3,63d 3,27 a

0,002 B 1b 5 553a 2,46d

0,003 C Ob 0 5,28 ab 2,56 cd

0,004 D Ob 0 51b 2,65¢c

0,005 E Ob 0 40c 2,84Db

Sem esterilizacdo F 20a 100 - -

De acordo com os dados da tabela 1, o tratamento autoclavado A e os tratamentos
esterilizados quimicamente B, C, D e E apresentaram numero de culturas contaminadas
estatisticamente iguais entre si e menores do que o valor apresentado pelo tratamento sem
esterilizacdo. A partir do tratamento C, que corresponde a da concentracdo de 0,003% de
hipoclorito de s6dio no meio de cultura, ndo ocorreu qualquer contaminagéo, indicando serem
estas concentragdes seguras neste sentido.

O valor médio de numero de ramos por cultura foi mais elevado para as concentracdes
de 0,002 e 0,003% de hipoclorito de sodio no meio de cultura. Todos os tratamentos
esterilizados quimicamente apresentaram valores superiores aquele observado no tratamento
controle autoclavado.Também foi observado que os tratamentos contendo 0,002; 0,003; 0,004 e
0,005% de hipoclorito de sédio no meio nutritivo apresentaram comprimentos médios de ramos
estatisticamente diferentes do valor observado no tratamento controle autoclavado, porém
pouco abaixo dele. Contudo, os comprimentos totais dos ramos, resultantes da multiplicacdo do
namero médio de ramos com o comprimento médio dos mesmos por tratamento, nos
tratamentos contendo 0,002; 0,003 e 0,004% de hipoclorito de sédio no meio de cultura
ultrapassaram 13 cm, enquanto no tratamento autoclavado ndo chegaram a atingir 12 cm.
Levando-se em consideragdo que, em geral, um maior nimero de ramos implica em um menor
comprimento desses, esta correspondéncia pode ser vista na tabela 1, onde se observa que ao
menor numero médio de ramos para o tratamento esterilizado por autoclavagem, corresponde
um maior comprimento médio de ramos para esse tratamento, e vice-versa.

Levando-se em conta estas consideracfes e também que a partir da concentracdo de
0,003% de hipoclorito de sodio no meio de cultura ndo ocorreu nenhuma cultura contaminada,
as concentrag6es de 0,003 e 0,004% seriam as mais recomendadas para esterilizacdo quimica
de meio nutritivo para crescimento in vitro de S. sempervirens.

As concentragfes Otimas de hipoclorito de sodio observadas neste trabalho diferem em
muito daquelas relatadas por Yanagawa et al. (1995), as quais s6 foram bem sucedidas, quanto
a obtencdo de assepsia, quando esterilizaram o meio com 0,01 % de NaClO e o pulverizaram
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com 0,5 % do mesmo esterilizante. Neste trabalho, ficou claro que as quantidades usadas pelos
autores citados séo altamente prejudiciais as culturas e que ha possibilidade de se esterilizar
meios de cultura com quantidades muito inferiores de cloro, desde que se aplique a
metodologia utilizada nesta pesquisa. Antes de desenvolverem esta metodologia, Teixeira
(2005) também so6 conseguiu esterilizacdo completa do meio de cultura com concentracdes
muito elevadas de cloro.

CONCLUSOES

E possivel obter assepsia de meios de cultura mediante o emprego de concentracdes
reduzidas de hipoclorito de sodio no meio nutritivo, quando combinadas a outras medidas de
assepsia adotadas nesta pesquisa. A adog¢do do procedimento de esterilizacdo quimica
dispensa o0 uso de autoclave para esterilizacdo de meios nutritivos e vidrarias. As
concentracdes entre 0,003 e 0,004% de hipoclorito de sédio no meio de cultura de Sequoia
sempervirens induzem a formagdo de ramos em maior nimero, porém com menor comprimento
do que em meio autoclavado.
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