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Resumo: A cana-de-aglicar é muito cultivada para obtencdo do agticar, alcool e também vem
sendo utilizada na alimentag@o animal como fonte de energia. Sua propagagao é realizada na
forma de estacas e mudas o que dificulta sua multiplicagdo. Desta forma, a técnica de micro-
propagacio que permite a obtengdo de um grande nimero de mudas num curto espago de tempo,
& uma importante ferramenta que viabiliza a rapida propagacao inicial de variedades de cana.
Porém para a obtengéo de mudas de boa qualidade sanitaria é essencial que seja realizada uma
desinfestagdo adequada dos explantes para introdugdo in vifro. O presente trabalho teve como
objetivo avaliar a eficiéncia de trés agentes desinfestantes para explantes de cana-de-aglcar, a
fim de elaborar um protocolo de desinfestagdo para a introdugdo em cultivo in vifro, Para a
desinfestagio foram ulilizadas as solugbes de hipoclorito de sodio 1% por 30 minutos, cloreto de
benzalconio 0,1% e cloreto de mercirio 1% por 20 minutos, posteriormente os explantes foram
introduzidas em meio de cultivo. Foi observado que o cloreto de mercirio apresentou a melhor
eficiéncia na desinfestac@o de explantes e o melhor indice de sobrevivencia encontrado ocorreu
quando tratados com cloreto de benzalconio. '

Palavras-chave: contaminagdo, micro-propagacéo, Saccharum officinarum
Efficiency of desinfectant compounds for in vitro introduction of sugarcane explants

Abstract: Besides being widely grown for sucrose and ethanol production, sugarcane is utilized in
animal feeding systems as an energy source. The propagation of the species is usually carried out
through cuitings and seedlings, what poses a limit to the extent to which the multiplication of
desirable materials can be achieved. Such a constraint has been overcome by means of in vitro
micropropagation, with the additional advantage of yielding seedlings in a relatively short period of
time. However, in such approaches, it is essenfial that the disinfection procedure of explanis be
efficient. Therefore, the purpose of this study was to evaluate the efficiency of three disinfectant
compounds on sugarcane explants, in order to improve the protocol for in vitro culturing initiation.
Explants were exposed to the following treatment solutions and respective periods of immersion;
1% sodium hypochlorite, 30 min; 0.1% benzalkonium chioride, 20 min; and 1% mercury chloride,
20 min, prior to their introduction in the culture medium. It was observed that mercury chloride had
the best disinfection efficiency. On the other hand, the best explants survival rate was achieved
with benzalkonium chloride.
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Introducao

A cana-de-agucar, (Saccharum officinarum), é muito cultivada em paises tropicais e
subtropicais para obtengdo do agtcar, do alcool e da aguardente, além da crescente utilizagéo
como recursa forrageiro sendo utilizada na alimentagio animal como fonte de energia (NUSSIO et
al., 2007). A baixa eficiéncia dos métodos de produgdo de mudas de cana-de-aglcar tomna sua
propagacao inicial lenta e seu custo elevado, inviabilizando a utilizag@o de variedades melhoradas
pelos produl.ores de menor poder aquisitivo.

A micro-propagacao vem sendo utilizada para reduzir ¢ tempo na produgdo de mudas de
boa qualidade e livres de doengas (MONTARROYOS, 2000). Dentre as etapas da micro-
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propagagéo a desinfestagdo tém apresentado baixa eficiéncia, pois deve eliminar os
microrganismos do tecido vegetal sem danificar e inviabilizar o mesmo.

Alguns dos agentes utilizados para a desinfestacdo de explantes s&o: cloreto de merctirio,
acido cloridrico, cloreto de benzalcdnio, perdxido de hidrogénio e, os mais comumente utilizados
como, hipoclorito de calcio e de sbdio (GRATTAPAGLIA e MACHADO, 1998), onde suas
concentragdes variam de acordo o tipo do explante.

Desta forma o objetivo deste trabalho foi avaliar a eficiéncia de desinfestagio de trés
agentes desinfestantes para explantes de cana-de-agucar, a fim de elaborar um protocolo de
desinfestagéo para a introdugéo de cana-de-aglicar em cultivo in vitro.

Material e Métodos

O experimento foi conduzido no Laboratério de Biotecnologia e Fisiologia Vegetal
pertencente & Embrapa Gado de Leite, na cidade de Juiz de Fora, MG.

Foram utilizados explantes (meristemas axilares) de plantas jovens de quatro gendtipos de
cana-de-agucar (1-Santa Isabel, 2-Sdo José, 3-IAC 862480 e 4-IAC 862210), coletados em casa
de vegetagBo. Na desinfestagdo os explantes foram imersos em dicoal 70% (v/v) por cinco
minutos, e posteriormente submetidos aos seguintes agentes de desinfestagdo segundo Sousa et
al. (2007): hipoclorito de sodio (Cl) 1% por um periodo de 30 minutos, cloreto de benzalconio (Bz)
0,1% e cloreto de mercdrio (Hg) 1% por 20 minutos, seguida de trés lavagens em agua destilada
estéril. Para a indugdo de brotagbes foi utilizado 0 meio MS (MURASHIGE e SKOOG, 1962),
contendo 0,6% de &gar, 3% de sacarose e suplementado com 2 pmol 6-benzilaminopurina (BAP)
e 1 pmol &cido naftalenoacético (ANA) em delineamento inteiramente casualizado com trés
repeticbes mantidas em camara com controle ambiental (240 mol/s.m” de irradiancia, 30 + 4°C, 86
+ 4% de U.R. e 14 horas de fotoperiodo).

O experimento foi avaliado 15 dias apés a introdugéio, as variaveis observadas foram: i)
numero de explantes contaminados; i) nimero de sobrevivéncia de explantes e i) nimero de
explantes oxidados. Os resuitado foram submetidos a andlise de varidncia considerando agentes
de desinfestagéo e gendtipo como fatores fixos. Os efeitos da interagéo entre estes fatores foram
testados através de teste de comparacéio de meédias (Tukey ps5%) entre agentes nos diferentes
niveis do fator gendtipo, sendo apresentados na forma de graficos e a respectiva significancia das
comparagdes de médias.

Resuitados e Discussio

Pode ser observado na Figura 1 que os gendtipos apresentam respostas diferenciais em
relagio a tolerdncia a cada agente desinfestante, corroborando os resultados de Sousa et al.
(2007) que determinaram diferentes agentes para desinfestagdo de acessos de Cattleya
walkeriana e Schomburgkia crispa.

De acordo com os resultados apresentados, para os gendtipos Sao José e IAC-862210, o
tratamento que possibilitou a melhor porcentagem de sobrevivéncia dos meristemas introduzidos
foi o cloreto de benzalcdnio (Bz). J4 para o gendtipo Santa Isabel, o melhor tratamento foi com o
agente hipocloritc de sédio (Cl) proporcionando maior pegamento das gemas. No caso do
gendtipo IAC-862480 pode ser visualizado que os agentes cloreto de benzalconio e hipoclorito de
sodio propiciaram bons indices de pegamento dos meristemas tratados com estes agentes. Por
outro lado pode ser observado que o tratamento com cloreto de mercurio (Hg), foi o de menor
eficacia no que diz respeito a porcentagem de sobrevivéncia, com excegdo do genotipo IAC-
862210 que parece tolerar o tratamento com dloreto de mercirio de maneira mais eficiente que
outros genotipos.

Segundo Cathum et al. (2005) o mercurio € um metal pesado considerado altamente tdxico
tanto &s plantas como aos animais podendo ser encontrado no solo, agua e atmosfera. Por esse
motivo o tratamento com mercurio ¢ ineficiente no que diz respeito a sobrevivencia de gemas de
cana-de-aglcar. De acordo com os resultados apresentados na Figura 1 fica evidente que o
agente de desinfestagdo menos loxico aos explantes de cana de acucar, independente do
gendtipo € o cloreto de benzalcdnio. No entanto, a eficiéncia do método de desinfestagio deve
levar em consideragio além da toxidez do agente para o explante, também a eficiéncia de
combate aos microorganismos responsaveis pela contaminagio do meio de cultivo.

Os resultados apresentados na Figura 2 indicam que todos os agentes utilizados
promoveram uma boa desinfestacé@o dos explantes, com indices de contaminacdo maximos em
torno de 50% para o agente cloreto de benzalcénio nos gendtipos IAC. No entanto, assim como
para sobrevivéncia dos explantes, percebe-se que os genotipos reagem diferencialmente em
relagdo a descontaminac@o com cada agente desinfestante. Neste caso o gendtipo Santa Isabel
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foi o Gnico em que o cloreto de benzalconio apresentou elevada eficiéncia no combate aos
microorganismos contaminantes.
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Figura 1 Teste de comparagao de médias da porcentagem de sobrevivéncia em quatro gendtipos
de cana-de-aglcar submetidos a trés agentes desinfestantes para cultivo in vitro. Médias
seguidas da mesma letra para cada genotipo ndo diferem estatisticamente entre si
(Tukey ps5%).

No entanto pode ser verificado na Figura 2, que o tratamento com cloreto de mercdrio foi o
mais eficiente como agente desinfestante, ndo apresentado contaminagio nos gendtipos Sao
José, IAC-862480 e IAC-862210, mostrando ser um bom agente desinfestante de cana-de-agtcar.
Apesar da clareto de mercirio ter apresentado um baixo nivel de sobrevivéncia, o seu bom
desempenho como desinfestante justifica a sua utilizagdo, principalmente em gendtipos com
tolerancia a este agente como o caso do gendtipo IAC-862210.

Ainda na Figura 2, verifica-se que o cloreto de benzalcnio foi o tratamento de menor
eficiencia no que diz respeito a desinfestagdo de explantes de cana-de-agucar, visto que em todos
0s gendtipos exceto o Santa Isabel a porcentagem de contaminagao foi elevada. O cloreto de
benzalconio, apesar de pouco tdxico aos vegetais, sua eficiencia na desinfestagdo parece ser
menor em relagdo aos outros produtos. Por fim nota-se que o tratamento com hipoclorito de sodio
apresentou uma eficiéncia intermediaria entre o cloreto de merciirio e o cloreto de benzalconio no
controle das infestacoes.
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Figura 2 Teste de comparagdo de meédias da porcentagem de contaminagéo em quatro genotipos
de cana-de-agucar submetidos a trés agentes desinfestantes para cultivo in vitro. Médias
seguidas da mesma letra para cada genotipo ndo diferem estatisticamente entre si
(tukey ps5%).

Os resultados da analise conjunta dos quatro gendtipos vs agentes desinfestantes em
relagdo ao nimero de tubos oxidados, mostram que, o agente cloreto de merclrio de alguma
forma minimizou a oxidagdo dos tubos, que & provocada por compostos resultantes do
metabolismo do tecido vegetal (dados néo apresentados). Em contrapartida o hipoclorito de sédio
foi o que acarretou o maior porcentagem de oxidagdes. Deve ser ressaltado que a oxidacdo é um



processo que ndo interfere no desenvolvimento do material vegetal e ndo contribui para o
aparecimento de contaminagdes, no entanto dificulta a sua vizualizagdo caso esteja presente
aumentando a probabilidade de propagacgdo da contaminagéo durante as sucessivas geragéo de
cultiva in vitro.

Conclusao

A eficiéncia do agente desinfestante é dependente do genétipo de cana-de-agucar que se
pretende tratar.

O agente desinfestante cloreto de mercurio, foi 0 que apresentou, para a maioria dos
gendtipos, a melhor eficiéncia na desinfestagéo de explantes de cana-de-agucar, quando imersos
por 30 minutos na concentragao de 1%.

O melhor indice de sobrevivéncia encontrado para a maioria dos genotipos ocorreu
quando desinfestados com cloreto de benzalconio a 0,1% por 30 minutos.

Recomenda-se a utilizagdo de cloreto de mercirio 1% por 30 minutos para a
desinfestacdo de explantes de cana-de-agucar para cultivo in vitro.
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