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Resumo

O presente trabalho teve como objetivo determinar o melhor tempo de imersdo de sementes em
hipoclorito de sédio para desinfestagio de sementes de Brachiaria brizantha cv Marandu para
introdugiio em cultivo in vitro. Os tratamentos foram constituidos da imersio das sementes em
hipoclorito de sédio 2,0%, por 8, 16 e 24 horas. A seguir, as sementes foram distribuidas em meio de
cultivo e incubadas em cmara com controle ambiental. Foram avaliadas as varidveis: /) germinadas,
i) contaminadas, iii) germinadas e contaminadas e iv) mortas e contaminadas. A proporgio de
sementes contaminadas foi altamente influenciada pelo tempo de imersdo das sementes no agente
desinfestante, sendo o tempo 24 horas o mais eficiente em reduzir a contaminagdo das sementes. A
maior porcentagem de germinagio foi obtida com 12 horas e 47 min. sendo recomendado como
protocolo eficiente para desinfestagio de sementes de B. brizantha para introdugiio em cultivo in vitro.

Introducio

O género Brachiaria é responsdvel por 60% da drea coberta por pastagens, sendo assim, a forrageira
mais importante na produgfio pecudria nacional. Em virtude dos ganhos genéticos cada vez menores €
mais dispendiosos, o uso de técnicas biotecnologia vém se tornando fundamentais no melhoramento
vegetal (SANTOS et al., 2008). O cultivo in vitro ¢é uma tecnologia que alia beneficios como avango
de geragdes vegetativas em curto espago de tempo, répida multiplicagdo clonal e livre de patégenos, a
obtencdo de transgénicos, bancos de germoplasma dentre virios outros (SOUSA et al., 2007).

Quando se trata de introdugio de sementes no cultivo in vitro além da eficiéncia na desinfestagdo €
necessdrio o uso de agentes que niio 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 sédio, porém a concentragio € o tempo de exposigiio das sementes a estes cOmMpostos
podem variar de acordo com, a espécie e tecido a tratar (GRATTAPAGLIA e MACHADO, 1998),
sendo necesséria, entdo, sua adequagio de acordo sensibilidade do tecido a ser desinfestado. Desse
modo. o trabalho teve como objetivo determinar o tempo ideal de imersio de sementes de Brachiaria
brizantha no agente desinfestante hipoclorito de sddio, visando fornecer fontes de explantes sadios
para introduzir na técnica da micropropagago.

Material e Métodos

O experimento foi conduzido no Laboratério de Biotecnologia e Fisiologia Vegetal da Embrapa
Gado de Leite. Foram utilizadas sementes de Brachiaria brizntha cv Marandu. Inicialmente as
sementes foram lavadas em dgua corrente e posteriormente em dgua destilada por trés vezes. A seguir
as sementes foram imersas em 4lcool 70% durante 30 minutos e em seguida foram submetidas a
desinfestagiio com a solugiio de: hipoclorito de sédio na concentragio de 2,0%, por periodos de 8, 16 e
24 horas. Ap6s transcorrido estes tempos, as solugdes foram drenadas e as sementes lavadas por trés
vezes consecutivas, com fgua destilada esterilizada em autoclave em capela de fluxo laminar
asséptica.
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0O delineamento utilizado foi inteiramente casualizado com quatro repeti¢des em que as sementes
foram equidistantemente distribuidas em recipientes contendo meio MS (MURASHIGE e SKOOG,
1962). com 0,6% de dgar, 3% de sacarose ¢ suplementado com 1 pmol 6-benzilaminopurina (BAP) e 1
umol 4cido naftalenoacético (ANA) mantidas em cimara com controle ambiental (240 mol/s.m’ de
irradifincia, 30 = 4°C, 86 + 4% de U.R. e 14 horas de fotoperiodo).

Apés sete dias foram realizadas as avaliagdes das varidveis: i) germinadas, ii) contaminadas, iii)
eerminadas e contaminadas e iv) mortas € contaminadas, para que se obtenha as estimativas da
influéncia da contaminagiio e dos tempos de imersdo sobre a germinagiio das sementes. Os resultado
foram submetidos a andlise de varidncia considerando tempo como fator fixo e a seguir, 0s efeitos dos
tempos foram testados na andlise de regressio, pela significiincia dos distintos graus do polindmio em
fungiio dos diferentes niveis do fator tempo, sendo apresentados na forma de gréficos individuais para
cada varidvel.

Resultados e Discussio

Os resultados obtidos foram submetidos i andlise de varifincia (dados niio apresentados), no qual
pode ser observado que o efeito do tempo de imersio das sementes em hipoclorito de sédio na
desinfestagio foi significativo a 5% de probabilidade de erro para todas as varidveis, corroborando os
resultados encontrados por Golle (2007) que encontrou diferengas significativas para desinfestagio
com hipoclorito de s6dio em diferentes tempos.

A utilizagio de tempos elevados de imersio em hipoclorito de sédio pode ser eficiente na
desinfestagio das sementes, mas prejudiciais a germinagio (GOLLE, 2007). Este fato pode ser
observado na Figura 1 onde a porcentagem de germinagio se manteve constante em aproximadamente
509%. para os tempos de 8h e 16 horas de imersiio, por outro lado para o tempo de 24h ocorreu um
decréscimo considerdvel na germinagio. Este resultado pode ser explicado pela toxidade ocasionada
20 embriio das sementes inviabilizando a sua germinagio. Sousa er al. (2007) concluiram que o
hipoclorito de sédio foi bastante fitotéxico na desinfestagio de Cattleya walkeriana e Schomburgkia
crispa principalmente em tempos de tratamento superiores a 18 horas.

Em contrapartida pode ser observado que a contaminagiio decresceu com o aumento de tempo de
imersilo, sugerindo que o maior tempo de agdo do produto acarreta numa desinfestagiio mais profunda
o eficiente de fungos e bactérias. Montarroyos (2000) concluiu que fungos apresentam menor prejuizo
na germinagfio, porém maior prejuizo no desenvolvimento das plintulas cultivadas in vitro quando
comparados com a contaminagio por bactérias. Baseado nestas observacdes pode ser sugerida a
hipétese de que o hipoclorito de sédio sob 12 horas e 47 minutos de imersiio das sementes apresenta
maior eficiéncia no controle de fungos, que niio siio tio importantes na germinagiio da Brachiaria.

Analisando apenas as sementes contaminadas e separando-as em sementes germinadas contaminadas
e sementes mortus contaminadas (Figura 2), pode ser observado que a porcentagem de sementes
germinadas e contaminadas decresceu com aumento do tempo de imersdo das sementes em hipoclorito
de s6dio 2%. O nivel de contaminagio incidente sobre a semente estd inversamente relacionado com a
capacidade e velocidade de germinagiio (SOUSA et al., 2007). Desta forma, associando os resultados
du incidéncia de contaminagiio sobre as sementes tratadas (Figura 1) com o ndmero de sementes
germinadas e contaminadas fica evidente que quanto maior a incidéncia de contaminaciio, menor serd
a porcentagem de sementes que germinard.

A porcentagem de sementes mortas e contaminadas também decresceu com o aumento do tempo de
imersio das sementes no agente hipoclorito de sédio, evidenciando que o agente desinfestante, por
diminuir a infestagdo, proporciona uma menor porcentagem de mortalidade de sementes. A
contaminagfio incidente sobre as sementes assim como a fitotoxidez do agente desinfestante dificulta e
até inviabiliza suu germinagfio, assim, um maior tempo de tratamento ocasionou uma menor taxa de
serminagiio independente da maior eficiéncia de desinfestagiio. Pelo fato do aumento do tempo de
exposicio causar toxidade nas sementes tornando-as invidveis, pode ser constatado que o percentual
de semente germinadas e contaminadas observada no gréfico € devido aquelas sementes que ndo
sofreram efeito téxico do agente hipoclorito de sédio no respectivo tempo de imersio.

Os resultados indicam que uma menor germinagio ndo estd apenas associada ao alto indice de
contaminagiio das sementes, mas também a outros fatores como, fitotoxidez do agente utilizado e o
tipo da contaminagdo. Segundo Montarroyos (2000) cada espécie e tecido a ser desinfestado



apresentam melhor afinidade por determinada metodologia no controle de microorganismos
favorecendo de maneira direta a germinagdo em virtude da menor fitotoxidez do produto e melhor
eficiéncia no controle principalmente de bactérias. A qualidade das sementes também é um fator
decisivo em um estudo de desinfestagio de sementes. Parte da auséncia de germinagiio pode estar
atribuida a falta prévia de qualidade da semente. As sementes utilizadas neste trabalho possuiam 98%
de germinagio, segundo estudo preliminar realizado. Desta forma, as baixas porcentagens de
eerminagio obtidas neste estudo estio relacionadas, A condigio de germinaciio in vitro, as quais
f1vorecem enormemente a contaminagiio por microorganismos bem como a fitotoxidade causada pelo
elevado tempo de imersdo no agente desinfestante. Desta forma, a utilizag@io de hipoclorito de sédio
205 por um perfodo de imersdo de 12 horas e 47 minutos de sementes de Brachiaria brizantha
proporcionou os melhores aproveitamentos na introdugiio de plantas para condigdes assépticas in vitro
com @ maior germinagiio neste tratamento (53,3%).

Conclusoes

O tempo 24 horas de imersdo com hipoclorito de sédio a 2% proporciona a menor porcentagem de
contaminagio nas sementes de Brachiaria brizantha.

A melhor porcentagem de germinagio ¢ obtida com 12 horas e 47 min de imersiio em hipoclorito de
sadio a 2%. Esta metodologia ¢ recomendada para desinfestagio de sementes de Brachiaria brizantha
pura introdugdo em cultivo in vitro, pois proporciona maior proporgio de introdugio de plantas vidveis
na culiura de tecidos.
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Figura 1. Efeito co tempo de imersdo em hipoclorito de sédio 2% sobre porcentagem de germinagiio e
porcentagem contaminagio de sementes de B. brizantha.
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Figura 2. Efeito do tempo de imersio em hipoclorito de sédio 2% sobre a porcentagem de sementes
germinadas contaminas e porcentagem de sementes mortas contaminadas de B. brizantha.
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