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Resumo: A Brachiaria brizantha é uma das mais importantes forrageiras cultivadas no Brasil sendo
responsavel por grande parte da area coberta por pastagens. A utilizagdo da biotecnologia esta sendo cada
vez mais demandada no melhoramento vegetal e neste contexto a cultura de tecidos tem importante
papel. A contaminagdo é um dos principais fatores que dificultam o cultivo in vitro, em especial quando
se trata da introdugdo de sementes no meio de cultura, pois os agentes patogénicos dificultam a
germinagdo bem como o desenvolvimento das plantulas. O objetivo do trabalho foi determinar a melhor
concentragdo de hipoclorito de soédio para desinfestagdo de sementes para cultivo in vitro de B.brizantha.
Foram utilizadas sementes da cultivar Marandu, as quais foram tratadas com trés concentragdes do
agente, 1%, 1,5% e 2%, durante 16 horas de submersio. O delineamento utilizado foi inteiramente
casuaizado com 4 repeticdes. Apos tratadas, as sementes foram introduzidas em meio de cultivo sob
condi¢Ges assépticas e mantidas em cdmara de crescimento. As observagdes foram realizadas aos sete
dias e o tratamento que apresentou a melhor porcentagem de germinagdo e menor contaminagao, foi com
aconcentragiao de 2% de hipoclorito de sddio.
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Effects of sodium hypochlorite concentration on the disinfection of Brachiaria brizantha seeds
destined for in vitro culturing

Abstract: Most of the Brazilian grassand area is covered with Brachiaria brizantha, and the use of
biotechnological procedures, such as tissue culture, isa growing need, in order to expedite the Brachiaria
genetic breeding programs. Microorganism contamination is one of the major procedural constraints for
plant in vitro culturing, particularly if seeds are to be introduced in the culture medium, as both
germination and seedling growth might be depressed. The purpose of this study was to determine the best
sodium hypochlorite concentration for an efficient disinfection of B. brizantha seeds destined for in vitro
culturing. Seeds of cv. Marandu were kept immersed in 1, 1.5 or 2% sodium hypochlorite solution for 16
hours, and then harvested. Subsequently, those seeds were introduced in aseptic culture medium and
maintained in a growth chamber for seven days. Evaluations were performed considering a completely
randomized design, with four replications. The best percentage of seed germination and the least
microorgani sm contamination were obtained with the 2% sodium hypochlorite sol ution.
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Introducio

A area cultivada com pastagem no Brasil duplicou nos ultimos 20 anos, atingindo 100 milhdes de
hectares, com aproximadamente 60 milhdes de hectares cultivados com B. brizantha cv. Marandu. Em
virtude dos ganhos genéticos cada vez menores ¢ mais dispendiosos, o uso de técnicas de biotecnologia
vém se tornando fundamentai s no melhoramento genético vegetal (Santos et al., 2008). O cultivo in vitro
¢ uma tecnologia que alia beneficios como avanco de geracdes vegetativas em curto espago de tempo,
rapida multiplicagdo clonal e livre de patogenos, a obten¢do de transgénicos, bancos de germoplasma
dentre varios outros (Sousa et al., 2007).

Quando se trata de introdugdo de sementes no cultivo in vitro além da eficiéncia na desinfestagao
¢ necessario 0 UsO de agentes que ndo afetem o potencial germinativo, para que a plantula formada a
partir da germinagdo possa ser fonte de explante confidvel. O agente desinfestante mais utilizado ¢ o
hipoclorito de sodio, porém a concentragido e o tempo de exposigdo das sementes a estes compostos pode
variar de acordo com a espécie e tecido a tratar (Montarroyos et al., 2004), sendo necessaria, entdo, sua
adequacdo de acordo sensibilidade do tecido a ser desinfestado. Desse modo, o trabalho teve como
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objetivo determinar a concentragdo ideal de hipoclorito de sodio para a desinfestagdo de sementes de
B.brizantha, visando fornecer material sadio para o cultivo in vitro.

Material e Métodos

O experimento foi realizado no Laboratério de Biotecnologia e Fisiologia Vegetal da Embrapa
Gado de Leite. Foram utilizadas sementes de B. brizantha cv.Marandu. Inicialmente as sementes foram
separadas em quatro amostras de 100 sementes as quai s foram lavadas em agua corrente e posteriormente
em agua destilada por trés vezes. As sementes foram imersas em alcool 70% durante 5 minutos. Em
seguida foram submetidas a desinfestagdo com as solugdes de: Hipoclorito de Sodio (CINaO) nas
concentragdes de 1,0%, 1,5% e 2,0%, por 16 horas. A seguir as solugdes foram drenadas e as sementes
lavadas por trés vezes consecutivas, em agua destilada esterilizada em autoclave.

O delineamento utilizado foi inteiramente casualizado com quatro repeticdes em que as sementes
foram equidistantemente distribuidas em recipientes contendo meio MS (Murashige & Skoog, 1962),
com 0,6% de agar, 3% de sacarose e suplementado com 1 umol 6-benzilaminopurina (BAP) e 1 pmol
acido naftalenoacético (ANA) mantidas em cdmara com controle ambiental (240 mol/s.m? de irradiancia,
30+ 4°C, 86 + 4% de U.R. e 14 horas de fotoperiodo).

Apds sete dias foram realizadas as avaliagdes de germinagdo e incidéncia de contaminagdo, as
quais geraram as variaveis: i) germinadas, ii) contaminadas, iii)germinadas e contaminadas e iv) mortas e
contaminadas, para que se obtenha as estimativas da influéncia da contaminagdo e doses (CINaO) de
sobre a germinagdo das sementes. Os resultado foram submetidos a analise de varidncia considerando
doses como fator fixo e a seguir, os efeitos das doses foram testados na analise de regressdo, pela
significincia dos distintos graus do polindmio em fung¢do dos diferentes niveis (doses), sendo
apresentados na forma de graficos individuais para cada variavel.

Resultados e Discussao

A partir dos resultados obtidos foi realizada a analise de variancia (dados nio apresentados), no
gual pode ser observado que o efeito da concentragdo de hipoclorito de sodio na desinfestagdo de
sementes foi significativo a 5% de probabilidade de erro para todas as variaveis, exceto para “germinadas
e contaminadas”. Ao se efetuar o ajuste de regressdo polinomial, foi verificado que o melhor modelo de
regressio foi linear para as para todas as variaveis cuja variagéo tenha sido significativa.

Na Figura 1 pode ser observado que concentracdes eclevadas do agente desinfestante
proporcionaram um aumento na porcentagem de germinagdo das sementes. Esse resultado esta associado
ao aumento da concentragdo do agente o qual reduz a incidéncia de contaminagéo, responsavel entre
outros fatores pela diminuigdo do potencial germinativo das sementes. Fungos e bactérias podem
promover a formagdo de plantulas anormais, ocasionando muitas vezes perda total da viabilidade ou
impedindo o processo normal da germinagdo de sementes (Corder & Borges, 1999). Como pode ser
observado na Figura 1, a menor incidéncia de contaminagdo foi acompanhada de aumento significativo
na germinagdo. Também pode ser observado que o efeito das concentragdes sobre a incidéncia de
contaminagdo ¢ bem maior do que sobre o aumento da germinagdo, com coeficientes de regressdo de -
31,30 e 4,44 respectivamente. Este resultado indica que a menor germinagio sob baixas concentragdes de
hipoclorito de sddio ndo esta diretamente associada ao alto indice de contamina¢do das sementes, mas
também a outros fatores como tipo de contaminagdo. Montarroyos (2000) concluiu que fungos
apresentam menor prejuizo na germinagdo, porém maior prejuizo no desenvolvimento das plantulas
cultivadas in vitro quando comparados com a contaminagio por bactérias. Baseado nestas observagdes
pode ser levantada a hipdtese de que o hipoclorito de sodio até doses de 2% apresenta maior eficiéncia na
controle de fungos das sementes de Brachiaria.
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Figural Efeito das concentragdes de hipoclorito de sddio sob o percentual de sementes germinadas e
contaminadas em sementes de B. brizantha cv.Marandu introduzidas em cultivo in vitro.



Analisando apenas as sementes contaminadas e separando-as em sementes germinadas
contaminadas e sementes mortas contaminadas (Figura 2), pode ser observado que a porcentagem de
sementes germinadas e contaminadas ndo foi alterada pelas concentragdes de hipoclorito de soédio com
média de 27,2%. O nivel de contaminagdo incidente sobre a semente estd inversamente relacionado com
a capacidade e velocidade de germinagdo (Corder & Borges, 1999). Desta forma, associando os
resultados da incidéncia de contaminagdo sobre as sementes tratadas (Figura 1) com o numero de
sementes germinadas e contaminadas fica evidente que uma porcentagem fixa de sementes contaminadas
germina.

Por outro lado a porcentagem de sementes mortas e contaminadas decresceu com 0 aumento da
concentragdo de hipoclorito de sodio, evidenciando que o agente desinfestante, por diminuir a infestagido
proporciona uma menor porcentagem de mortalidade de sementes. A contaminagdo incidente sobre as
sementes dificulta e até inviabiliza sua germinagdo, indicando que a concentragdo de 2,0% diminui a
contaminagdo e¢ aumenta a germinagdo. Couto et al.(2004) observou que as menores médias de
contaminagdo por bactéria (9,52%) ocorreram quando as sementes foram desinfestadas com 2,5% de
hipoclorito de sodio.
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Figura2 Efeito das concentragdes de hipoclorito de sddio sob o percentual de sementes germinadas
contaminadas e mortas contaminadas em sementes de B. brizantha cv. Marandu introduzidas
em cultivo in vitro.

A qualidade das sementes também ¢é um fator decisivo em um estudo de desinfestagdo de
sementes. Parte da auséncia de germinagdo pode estar atribuida a falta prévia de qualidade da semente.
As sementes utilizadas neste trabalho possuiam 98% de germinagdo, segundo estudo preliminar
realizado. Desta forma, as baixas porcentagens de germinagdo obtidas neste estudo estdo relacionadas a
condigdo de germinagdo in vitro, as quais favorecem enormemente contaminagdo por microorganismos.
Desta forma, a maior dose utilizada (2%), foi a que proporcionou melhores resultados sobre o
estabelecimento de plantulas de B. brizantha em condig¢des in vitro.

Conclusdes
A concentragdo de 2% de hipoclorito de so6dio sob 16 horas de submersdo de sementes de
Brachiaria brizantha cv.Marandu foi a que proporcionou a menor ocorréncia de contaminagdo ¢ um
mel hor percentual germinativo.
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