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INTRODUCAO

O capim-elefante (Pennisetim purpureum Schum.) ¢ uma forrageira tropical que apresenta
elevado potencial de produgio de biomassa e facil adaptagdo aos diversos ecossistemas. sendo
muito utilizado na alimentagdo de rebanhos bovinos leiteiros sob as formas de pastejo, feno e
silagem.

A qualidade do propagulo utilizado é um fator que tem merecido pequena atengiio, mas que
pode contribuir para o sucesso ou nio do cultivo dessa espécie forrageira. O capim-clefante ¢
propagado predominantemente de forma assexuada. Sabe-se que nesses casos, embora a
constituigdo genética seja mantida, o propagulo tem sua qualidade fitossanitdria depauperada devido
as sucessivas contaminagdes por patégenos. Nesse sentido, a técnica de cultura de tecidos tem
apresentado resultados surpreendentes na restauragdo da produtividade de importantes culturas,
como a cana-de-aglicar, mandioca e outras ( KARASAWA, 2001).

A propagacio in vitro de plantas, chamada também de micropropagagdo, ¢ uma técnica para
produgdo de plantas dentro de tubos de ensaios ou similares de vidro, sob adequadas condigoes de
assepsia, nutrigio e fatores ambientais como luz, temperatura, O; ¢ CO». Através da cultura de
meristemas, podem-se fazer trabalhos de criopreservacdo para conservar materiais em bancos de
germoplasmas, com economia de espago e dinheiro, especialmente em espécies de reproducio
assexuada. Com a cultura de meristemas apicais, pode-se pensar em obter plantas livres de virus, e
com a cultura de gemas axilares, propagar milhares de plantas, com gendtipos superiores, por
exemplo, resistentes a patogenos. No campo da aplicagdo bdsica, a cultura de tecidos d4 suporte
téenico & vdrias ciéncias, entre elas a fisiologia vegetal, em estudos de crescimento e
desenvolvimento, efeito de metais pesados, etc. (CID, 2001).

Um dos maiores problemas enfrentados na fase inicial de estabelecimento do explante in
vitro diz respeito a contaminacdo. Essa pode apresentar-se de forma superficial ou endogena e, de
origem bacteriana ou fingica. Tal problema estabelece-se no meio de cultura e/ou material vegetal
competindo pelos nutrientes, produzindo substincias téxicas e inibindo o desenvolvimento do
explante, ocasionando, assim, sua perda (SOUSA et al., 2007).

Dentre as etapas da micropropagacio, a desinfestagio tém apresentado baixa eficiéncia, pois
deve eliminar os microrganismos do tecido vegetal sem danificar e inviabilizar o mesmo. A
concentragiio da solugdo, a combinagio dos principios ativos e o tempo de exposi¢do podem variar
muito (MONTARROYOS, 2000), fazendo-se necessaria, portanto, a defini¢io de um protocolo
eficiente de desinfestacio de acordo com a espécie e com a sensibilidade do tecido a ser
desinfestado (FLORES, 2007).

Existem diversas substincias que podem ser utilizadas para a assepsia do material vegetal,
dentre estas se podem citar os antibiéticos, dlcoois (etanol), halogénicos (hipoclorito de célcio e
hipoclorito de sddio), sais de metais pesados (cloreto de merctrio) e fungicidas organicos
(GRATTAPAGLIA & MACHADO, 1998: CID, 2001). Os agentes desinfestantes podem ser
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utilizados de maneira associada oy ndo, para uma maior eficiéncia do protocolo de desinfestagio
(FLORES, 2007). O 4cido peracético, também chamado de peroxido de dcido acético ou dcido
peroxiacético é outro agente sanitizante que tem sido utilizado, porém com poucas referéncias a
respeito. Sua eficiéncia é semelhante oy superior a do hipoclorito de sodio, porém mais potente que

MARANA et al. (2009), afirmam que o hipoclorito de sédio promove a descontaminagio na
superficie dos explantes, mas nio controla a contaminagio endofitica, dessa maneira propdem a
utilizagdo de um tratamento complementar com 4cido peracético. Desta forma o objetivo deste
trabalho foi avaliar a eficiéncia do acido peracético na desinfestagio de explantes de capim-elefante,
a fim de elaborar um protocolo de desinfestagdo para sua introdugiio em cultivo in vitro.

MATERIAL E METODOS

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

Foram utilizados explantes (meristemas axilares) de plantas provenientes do Banco Ativo de
Germoplasma de Capim-elefante (BAGCE) cultivar Cameroon-Piracicaba da Embrapa Gado de
Leite, Coronel Pacheco, MG. Na desinfestagdo os explantes foram imersos em alcool 70% (v/v) por
5 minutos, ¢ em seguida foram submetidas a desinfestagio com a solugdo de dcido peracético na
concentragio de 4,0% e 6,0%, por periodos de 30 e 40 minutos. Apds transcorrido estes tempos, as
solugdes foram drenadas e os explantes lavados por trés vezes consecutivas, com dgua destilada
esterilizada em autoclave em capela de fluxo laminar asséptica. Para a indugdo de brotagdes foi
utilizado o meio MS (MURASHIGE & SKOOG, 1962), contendo 0,6% de dgar, 3% de sacarose e
suplementado com 2 pmol 6-benzilaminopurina (BAP) ¢ 1 umol dcido naftalenoacético (ANA) em
delineamento inteiramente casualizado com trés repetigdes mantidas em cimara com controle
ambiental (240 mol/s.m2 de irradidncia, 30 + 40C, 86 +4% de U.R. e 14 horas de fotoperiodo).

O experimento foi avaliado 30 dias apos a introdugilo, as varidveis mensuradas foram: 1)
niumero de explantes contaminados vivos; ii) nimero de explantes contaminados mortos; iii)
nimero de explantes nio contaminados vivos e iv) nimero de explantes ndo contaminados mortos.
E associando duas a duas as varidveis mensuradas, foram estimadas as variaveis: v) total de
explantes contaminados; vi) total de explantes ndo contaminados; vii) total de explantes vivos e viii)
total de explantes mortos,

Os resultados foram submetidos a analise de varidncia em um modelo de blocos ao acaso em
esquema fatorial considerando-se os efeitos do fatores de tratamentos como fixos e a seguir teste de
comparacdo de médias de Skott Knott a 5% de probabilidade de erro. Todas as anélises foram
realizadas com auxilio do software SAS (SAS, 2002).

RESULTADOS E DISCUSSAQ

Os resultados da anlise de varidncia revelaram haver efeito de interagdo significativo para
todas as varidveis exceto nimero de contaminadas mortas (NCoM) e total de vivas (TV) (Tabela 1).
Estes resultados permitem concluir que as alteragdes de um tempo de tratamento ou de uma
concentragio da solugdio de tratamento dependem um do outro. As variaveis numero de
contaminadas e mortas (NCoM) e total de vivas (TV) apesar de ndo terem apresentado efeito de
interagdo significativo, apresentaram efeitos isolados dos fatores tempo e concentragdo, indicando
assim, que também alteram seus valores quando modificados os tempos ou as concentragdes dos
tratamentos.
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Tabela 1. Resumo da analise de varidncia das variaveis contaminadas vivas ( CoV), contaminadas
mortas (CoM), ndo contaminadas vivas (NCov), nio contaminadas mortas (NCoM), total de
contaminadas (TCo), total de nio contaminadas (TNCo), total de vivas (TV) e total de mortas (TM)
em explantes de capim-elefante tratados com dcido peracético para introdugdo in vitro.

P Quadrado Médio

Fonte de variagio ~ G.L. CoV__ CoM_ NCoM NCov TCo TNCo TV ™

Concentragao I 1683,26% 10,60 302,41% 406,05% 1425707 141097 434,92% 426,807
Tempo L 1351™  2168*% 106,40% 510"  g943™ 6491%  3522%  32(2%
Interagiio L 77389% 13.73% 039" 67687 sg147x  700.70% 325" 18.74%
Residuo 4 L66 0040 1,12 4300 1,22 31,07 47,59 124

Média 3262 336 1196 5217 35.97 64.13 84,79 1531

C.V. 3,05 594 887 1257 3,08 8,69 8,14 7,28

G.L. = Graus de liberdade: C.V, = Coeficiente de variagao; * = Significativo pelo teste F (p=5%): ™ = Nao significativo,

A analise prosseguiu de modo a veri ficar as diferengas existentes entre os tratamentos nas
varidveis de maior interesse para a introdugdo de explantes de capim-elefante in virro. A
comparacao dos efeitos dos tratamentos com relagdo as varidveis taxa de introdugdio e taxa de
mortalidade podem ser visualizadas na F igura 1. De acordo com o resultado do teste de Skott Knott
fica claramente evidenciado que ndo houve diferencas significativas entre os tratamentos para a
varidvel taxa de sobrevivéncia, contrariando os resultados da analise de variincia (teste F) o que
pode ser explicado pela inclusio de diferentes pardmetros estatisticos nas duas andlises. Os

resultados demonstram que para qualquer tratamento utilizado a taxa de sobrevivéncia ¢ constante e
de valor elevado (média = 84,79%)

100
91.0 (a) 90.0 (a)
81,8 (a)

[+ ]
(=]
L

76,0 (a)

@
o
1

51,4 (A)
42,1 (AB) :

B Taxa de sobrevivéncia (%)
& Taxa de contaminagéo (%)
£
o

20 1 18,0 (C)

30min 4% 30min 6% 40min 4% 40min 6%

Tempo e Concentragéo de acido peracético

Figura 1. Taxa de sobrevivéncia e de contaminagdo de explantes de capim-elefante submetidos a
quatro tratamentos de desinfestacdo com 4cido peracético para introdugio in vitro.

Quando a taxa de contaminagdo ¢ analisada fica evidente que o efeito da concentragio do
produto ¢ bem mais marcante no tempo de 40 minutos com uma reducio de 68% no numero de
explantes contaminados. Ja para o tempo de 30 minutos ndo houve diferenga estatistica no ntmero
de explantes contaminados quando a concentracdo ¢ aumentada de 4 para 6%. Conclui-se desta
maneira que o tratamento que apresentou menor taxa de contaminagdo foi 6% de dcido peracético
sob 40 minutos de imersdo. SREBERNICH (2007) em seu trabalho com cheiro-verde minimamente
processado, concluiu que o efeito do tempo de contato do dcido peracético foi menos marcante que
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o efeito da concentragdo. Ja nos resultados obtidos neste trabalho fica claro que o efeito da

concentragdo foi mais marcante apenas quando considerado dentro do tempo de 40 minutos.

MARANA er al. (2009) em seus experimentos demonstraram que o tratamento dos apices
caulinares de plantas de Jacaratia spinosa com a solugio de Saniagri® (dcido peracético 2%) 33%
v/v, durante 15 minutos, mais a pulverizagio de solu¢io de hipoclorito de sédio (2,5% de cloro
ativo) 1% v/v resultou em uma porcentagem de descontaminacio entre 60% e 80%.

Ao observar a taxa de introdugdo efetiva (Fi gura 2), percebe-se uma diminuicio dos valores
comparados 4 taxa de sobrevivéncia visualizada na Figura 1, indicando que nem todos os explantes
que sobreviveram ao efeito do cido peracético foram realmente introduzidos, ou seja, alguns
explantes apesar de vivos apresentaram contaminagio diminuindo a taxa de introdugdo efetiva, Da
mesma maneira como ocorreu com a variavel taxa de contaminagio, fica evidente que o efeito da
concentragdo € bem mais acentuado dentro do tempo de 40 minutos, onde percebe-se um acréscimo
de 25,4% de explantes introduzidos quando aumentada a concentragio de 4 para 6%. KOPP et al.
(2009a), em seu trabalho com sementes de Brachiaria decumbens, verificou que o tratamento com
cloreto de merctrio proporcionou 100% de desinfestagdo das sementes, porém o mesmo se
demonstrou extremamente fitotoxico para as sementes inviabilizando 100% da germinagio das
amostras. Diante dos resultados encontrados, pode-se inferir que o 4acido peracético ¢ um agente
desinfestante que deve apresentar baixa toxicidade i planta.

70 -
64,0 (a)
60 -
53,8 (b)

51,1(b
- N

40 1 P | 38,6 (c)
i =
30

20

3 Taxa de introdugao efetiva (%)

30min 4% 30min 6% 40min 4% 40min 6%
Tempo e Cancentragio de 4cido peracético

Figura 2. Taxa de introdugio efetiva de explantes de capim-elefante submetidos a quatro
tratamentos de desinfestagdo com dcido peracético para introdugdo in vitro.

Assim como demonstrado na Figura 2, a taxa de introdugdo efetiva dos explantes imersos
durante 30 minutos nfio revela diferencas significativas quando alterada a concentragdo do agente
em estudo. Por outro lado, quando se mantém as concentragdes e modifica-se o tempo de imersio,
os resultados mostram-se inversos. Ao aumentar o tempo de imersdo para 40 minutos, a taxa de
introdugdo cai na concentraciio 4% e eleva na concentragdo 6%. Ou seja, sob a concentracio de 6%
¢ extremamente vantajoso aumentar o tempo de imersdo, possivelmente em fun¢io de diminuir a
contaminagdo sem causar morte de explantes. Ja sob a concentracio de 4% o aumento no tempo de
imersdo causa diminuicio no nimero de explantes introduzidos in vitro, possivelmente em
decorréncia de aumento da mortalidade de explantes.

KOPP et al. (2009b) trabalhando com sementes de B. brizantha cv.Marandu abservou que
concentragdes elevadas de hipoclorito de sédio para desinfestagdo para germinagido in virro
proporcionaram um aumento na porcentagem de germinagio das sementes. Estes autores também
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concluiram que o aumento da concentragdo do agente desinfestante que reduz a incidéncia de
contaminagdo ¢ responsdvel entre outros fatores pela diminui¢io do potencial germinativo das
sementes. Os resultados encontrados por KOPP e7 al. (2009) corroboram com os apresentados nesse
trabalho pois quando analisados os resultados de cada tratamento isoladamente (Figura 2), o
tratamento de 40 minutos de imersio e concentragdo de 6% ¢é o que demonstra melhor taxa de
introdugdo efetiva (64%). Desta forma, pode-se concluir que a desinfestagdo de explantes de

Pennisetum purpureum por dcido peracético a 6% e sob tempo de tratamento de 40 minutos se
mostrou eficaz.
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