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Resumo

A contaminagfo é um dos principais fatores que dificultam o cultivo in vitro, em especial quando se
trata da introdugio de sementes no meio de cultura, pois os agentes patogénicos dificultam a
germinagio bem como o desenvolvimento das plintulas. O objetivo do trabalho foi testar a eficiéncia
de desinfestagiio de sementes de Brachiaria decumbens utilizando trés agentes desinfestantes em dois
tempos de imersio. Os tratamentos utilizados foram: solugiio de hipociorito de sédio 2% por 18 e 24
horas, cloreto de benzalcdnio 0,1% por 5 e 10 minutos e cloreto de mercirio 1% por 2 e 10 minutos.
As varidveis analisadas foram: contaminagfo, germinaciio e plantas introduzidas. De acordo com os
resultados pode ser concluido que o cloreto de merciirio foi extremamente téxico para as sementes e 0s
demais tratamentos ndo diferiram quanto & contaminagfo. O hipoclorito de sédio em imersao de 18
horas proporcionou a melhor geminagiio bem como a melhor porcentagem de introdugiio.

Introducdo

A drea cultivada com pastagem no Brasil duplicou nos dltimos 20 anos, atingindo 100 milhdes de
hectares, onde aproximadamente 60 milhdes de hectares sio cultivados com Brachiaria. Em virtude
dos ganhos genéticos cada vez menores e mais dispendiosos o uso de técnicas de biotecnologia vem se
tornando fundamentais no melhoramento genético vegetal (SANTOS et al., 2008). O cultivo in vitro é
uma tecnologia que alia beneficios como avango de gerages vegetativas em curto espago de tempo,
ripida multiplicacdo clonal e livre de patégenos, obtengio de transgénicos, bancos de germoplasma
dentre virios outros (SOUSA et al., 2007).

Quando se trata de introdugiio de sementes no cultivo in vitro além da eficiéncia na desinfestagiio é
necessdrio o uso de agentes que niio afetem o potencial germinativo, para que a plintula formada a
partir da germinacgdo possa ser fonte de explante confidvel. Os agentes desinfestantes mais utilizados
sio etanol, hipoclorito de sodio ou de célcio, dcido cloridrico, cloreto de merctirio e cloreto de
benzalcnio, porém cada espécie e tecido apresenta afinidade por determinado agente
(MONTARROYOS, 2000), sendo necessdrio, entiio, testes para determinacio da especificidade dos
agentes para cada espécie (CARVALHO, 2006). Desse modo, o trabalho teve como objetivo verificar
a eficiéncia dos agentes desinfestantes: hipoclorito de sddio, cloreto de merciirio e cloreto de
benzalcdnio, em sementes de B. decumbens, em dois tempos de imersio para cada um destes agentes.

Material e Métodos

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Biotecnologia e Fisiologia Vegetal da Embrapa
Gado de Leite. Foram utilizadas sementes B. decumbens cv. Basilisk, as quais foram lavadas em dgua
corrente e posteriormente com dgua destilada por trés vezes. ApGs as lavagens, as sementes foram
imersas em dlcool 70% durante 30 minutos. Em seguida foram separadas em seis amostras iguais as
quais foram submetidas 4 desinfestagio com as solugdes de: hipoclorito de sédio 2%, pelos perfodos
de 18 e 24 horas de imersdo, cloreto de merctrio 1% por 2 e 10 minutos e cloreto de benzalcdnio 0,1%
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por 5 e 20 minutos. Apds a desinfestaciio as solug¢des foram drenadas e as sementes lavadas trés vezes,
em fgua destilada esterilizada em autoclave.

O 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 e suplementado com 1 pmol 6-benzilaminopurina (BAP) e 1
umol dcido 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).

Apds sete dias foram realizadas as avaliagdes de germinagiio e incidéncia de contaminagio, as quais
geraram as varidveis: [) germinadas, /i) contaminadas e iii) plantas introduzidas. Os resultados foram
submetidos a andlise de varidncia considerando os fatores fixos e a seguir, os efeitos dos agentes
foram testados através de teste de comparagiio de médias por de Tukey a 5% de significiincia sendo
apresentados na forma de grificos individuais para cada varidvel.

Resultados e Discussio

A purtir dos resultados obtidos do experimento pode ser verificado que o tratamento com cloreto de
mercurio proporcionou 100% de desinfestagio das sementes, porém o mesmo se demonstrou
extremamente fitot6xico para as sementes inviabilizando 100% da germinagio das amostras. Patra e
Sharma (2000) em experimento relataram que o mercurio age diretamente no embriio da semente ou
no endosperma, interferindo nas pontes -SH e formando -S-Hg-S-. Essa alteragio pode afetar o
crescimento do embrifio, uma vez que esses tecidos sdo ricos em pontes -SH. Dessa forma os dados
obtidos desse agente desinfestante nfio foram utilizados para as andlises.

De acordo com os resultados das andlises de varifincia (dados nio apresentados), pode ser constatado
que houve efeito significativo da fonte de varia¢iio “tempo de imersio™ para as varidveis germinagio e
a quantidade de plantas introduzidas apenas no experimento realizado com hipoclorito de sédio. Os
resultados da andlise conjunta de experimentos evidenciam que a germinagiio e a quantidade de
plantas introduzidas se comportaram de forma diferenciada frente a variacio de “tempo de imersio”
para cada agente desinfestante (Figuras2e 3 ).

Na Figura 1 pode ser verificado que para a variivel contamina¢io nio houve diferencas
significativas entre os agentes, hipoclorito de soédio e cloreto de benzalconio em ambos os tempos de
imersio das sementes, porém se observa que para todos os tratamentos a porcentagem de
contaminagio atingiu valores elevados, mostrando que os agentes desinfestantes niio eliminaram
totalmente os microorganismos. Sousa et al. (2007) concluiram que o agente desinfestante cloreto de
benzalcdnio na concentragio de 0.1% proporcionou os melhores resultados no combate aos
microorganismos contaminantes do meio de cultivo de Cartleya walkeriana e Schomburgkia crispa.
Estes resultados evidenciam de maneira mais clara a especificidade de cada espécie por determinado
agente desinfestante. De acordo com os resultados pode ser constatado que a todos os agentes
desinfestantes testados obtiveram o mesmo desempenho no combate aos microorganismos infectantes
das sementes de B. decumbens.

Na Figura 2 pode ser observado que as sementes tratadas com hipoclorito de sédio apresentaram
valores elevados de germinagio no tempo de imersdo de 18 horas mostrando que este tratamento foi
estatisticamente diferente dos demais, sendo que o desinfestante cloreto de benzalcdnio de alguma
forma contribuiu para a diminuigio do potencial de germinagiio das sementes assim como o
hipoclorito de sodio sob 24 horas de imersiio. Montarroyos (2000) concluiu que fungos apresentam
menor prejuizo na germinagio, porém maior prejuizo no desenvolvimento das plintulas cultivadas in
vitro quando comparados com a contaminagio por bactérias. Associando este resultado com os obtidos
por Sousa er al. (2007) que concluiram que o cloreto de benzalcdnio é mais eficiente que outros
agentes no controle de fungos, pode ser concluido que o tratamento com cloreto de benzalconio
possivelmente controlou mais acentuadamente a contaminagfio por fungos eu niio é tio importante na
germinagio da sementes.

Quando se deseja avaliar a eficiéncia de agentes desinfestantes as duas varidveis estudadas
anteriormente sdo de extrema importincia, visto que elas podem mensurar qual o agente desinfestante
proporciona melhor eficiéncia na eliminagdo de pat6genos, bem como a melhor germinagio. No
cultivo in virre o objetivo final é ter 0 mdximo de explantes vidveis, para que estes possam continuar
seu desenvolvimento. Na Figura 3 pode ser visualizado os resultados referentes a porcentagem de



introdugdo efetiva de plantas no cultivo in vitro. Verifica-se que o agente hipoclorito de sédio foi o
que proporcionou a melhor porcentagem de introdugiio, quando as sementes foram imersas por um
periodo de 18 horas.

Avaliando as figuras conjuntamente, pode ser constatado que o agente desinfestante cloreto de
benzalednio proporciona uma desinfestagio eficiente, no entanto sua toxidez diminui a porcentagem
de germinagdo das sementes, ndo sendo este um bom agente visto que ambas as varidveis devem estar
correlacionadas para que a eficiéncia na introdugiio de explantes seja médxima. Desta forma para se ter
uma satisfatoria porcentagem de plantas introduzidas em meio de cultivo oriundas de sementes de B.
decumbens deve ser utilizado o agente desinfestante hipoclorito de sédio com imersiio das sementes
por um perfodo de 18 horas. Os resultados indicam que uma menor germinag¢do nio estd diretamente
associada ao alto indice de contaminagiio das sementes, mas também a outros fatores como tipo de
contaminagdo. Segundo Montarroyos (2000) cada agente desinfetante apresenta melhor eficiéncia no
controle de determinados microorganismos favorecendo de maneira direta a germinagiio em virtude da
menor fitotoxidez do produto e melhor eficiéncia no controle de bactérias.

Conclusdes

O cloreto de merciirio 1% € extremamente téxico as sementes de Brachiaria decumbens nos tempos
de 2 e 10 minutos inviabilizando totalmente a germinagiio e sua utilizagiio como agente desinfestante
nestas condigdes.

Os agentes hipoclorito de sédio 2% sob imersio de 18 e 24 horas e cloreto de benzalconio 0,1% sob
‘mersio de 5 e |0 minutos niio diferem estatisticamente quanto a eficiéneia de desinfestaciio de
sementes de Brachiaria decumbens. O hipoclorito de sédio com tempo de imersio de 18 horas € o
produto que proporcionou a melhor germinagio de sementes.

Para a varidvel, plantas introduzidas o melhor tratamento é o hipoclorito de sédio 2%, com 18 horas
de imersiio das sementes, sendo este tratamento recomendado para maximizar a porcentagem de
plantas introduzidas em meio de cultivo asséptico.
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Figura 1. Porcentagem de contaminagdo de sementes de B. decumbens, submetidas a desinfestagio
com hipoclorito de sédio (NaClO) e cloreto de benzalconio (Bz) em dois tempos de imersdo. Médias
seguidas da mesma letra nio diferem estatisticamente entre si (Tukey P > 0,05).
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Figura 2. Porcentagem de germinagio de sementes de B. decumbens, submetidas a desinfesta¢io com
hipoclorito de sédio (NaClO) e cloreto de benzalconio (Bz) em dois tempos de imersio. Médias
seguidas da mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si (Tukey P > 0,05).
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Figura 3. Porcentagem de introdugiio de sementes se B. decumbens, submetidas a desinfestagio com
hipoclorito de sédio (NaClO) e cloreto de benzalconio (Bz) em dois tempos de imersio. Médias
seguidas da mesma letra nio diferem estatisticamente entre si (Tukey P > 0,05).
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