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RESUMO

A micropropagacao in vitro € uma ferramenta importante para suprir dificuldades encontradas para espécies
gue impedem uma répida reposicdo natural, como o Mogno-Africano (Khaya senegalensis). Entretanto,
essa técnica € um tanto dispendiosa, como resultado do alto valor das instala¢des e da energia necesséria,
especificamente a autoclave. O objetivo desta pesquisa é utilizar o protocolo Teixeira et al. (2006), para a
multiplicagdo in vitro do Mogno Africano, o qual utiliza solugdo clorada na sanitizagdo sistemética dos
utensilios utilizados na preparacdo e acondicionamento do meio de cultura, além de adicionar o NaClO
(hipoclorito de sédio) diretamente ao meio de cultura. O estudo foi conduzido no Laboratério de Cultura de
Tecidos Vegetais do Instituto Federal de Educacéo, Ciéncia e Tecnologia de Minas Gerais (IFMG) campus
S&o0 Jodo Evangelista. O delineamento utilizado foi o inteiramente casualizado (DIC) em fatorial 5x2, sendo
5 niveis da variavel hipoclorito de sodio (Agua Sanitaria Comercial (ASC) com concentracéo na faixa de 2 a
2,5% de cloro ativo), com doses de 0 mL/L, 2 mL/L, 5 mL/L, 10 mL/L e 20 mL/L e 2 niveis da &gua utilizada
no processo, deionizada autoclavada e deionizada. Cada tratamento tem 5 repetices contendo 5
sementes cada. Os ensaios tiveram os dados submetidos a andlise de variancia, sendo as médias
comparadas pelo teste de Tukey a 95% de probabilidade. As doses de 10 e 20 mL/L sdo as mais eficientes
na esterilizacdo dos meios quando utilizada agua deionizada no preparo dos mesmos, com 12 e 4% de
contaminagdo, respectivamente. Quando utilizada agua autoclavada no preparo dos meios de cultura, a
partir de 5 mL/L de NaClO a esterilizagdo se torna mais eficiente. Para germinacdo ndo houve diferenca
estatistica entre as doses utilizadas. A adoc¢do desse protocolo dispensa o emprego da autoclavagem como
técnica de esterilizagdo de meios de cultura. Estes resultados sugerem a viabilidade da utilizagdo de
hipoclorito de sédio para a esterilizagao de meios nutritivos para cultivo in vitro de Mogno-Africano.

INTRODUCAO:

A espécie Khaya senegalensis pertence a familia das Meliaceaes e é conhecida como Mogno-
Africano. E uma das espécies de maior valor econémico do mundo, sendo utilizada na produgédo de méveis
e na produc¢do de instrumentos musicais, especialmente o piano (LOPES; YAMADA; COSTA, 2009). Possui
uma distribuicdo natural que vai desde o leste de Senegal até a regido norte de Uganda (NIKIEMA,;
PASTERNAK, 2008 apud VASCONCELOS, 2012).

Um dos problemas na producdo do Mogno Africano é a dificil execucdo de coletas de sementes
devido ao porte da arvore e a perda da viabilidade em um curto espaco de tempo e a micropropagacao in
vitro aparece como ferramenta importante para suprir as dificuldades encontradas para espécies que
impedem uma rapida reposic¢ao natural, como o Mogno (LAMEIRA et al., 2006).

Mesmo com os beneficios de se produzir em larga escala em um curto espago de tempo com a

preservagdo do material genético (LAMEIRA et al., 2006), segundo Teixeira et al. (2008), a producado de
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mudas de plantas florestais e de outras espécies em laboratorios comerciais apresenta custo elevado, como
resultado do alto valor das instalacbes e da energia necesséria. Além disso, a autoclavagem, que é o
método esterilizante utilizado, pode levar a decomposi¢éo de componentes do meio de cultura (BALL, 1953
apud TEIXEIRA et al., 2008; STREETT e LOWE, 1950 apud TEIXEIRA, et al., 2008).

Araljo e Teixeira (1998; 1999) e Teixeira et al. (2005a; 2005b) levantaram informacdes que
permitiram o estabelecimento de um protocolo de preparo de meios de cultura que utiliza, como
esterilizante, o hipoclorito de sédio (NaClO).

O objetivo desta pesquisa € utilizar o referido protocolo (TEIXEIRA et al., 2006), para a multiplicacéo
do Mogno-Africano in vitro, o qual utiliza solucéo clorada na sanitizacdo sistematica dos utensilios utilizados
na preparacéo e acondicionamento do meio de cultura, além de adicionar o NaClO diretamente ao meio de

cultura.

METODOLOGIA:

O estudo foi conduzido no Laboratério de Cultura de Tecidos Vegetais do Instituto Federal de
Educacéo, Ciéncia e Tecnologia de Minas Gerais (IFMG) campus S&o Jodo Evangelista.

As sementes de Mogno Africano utilizadas no estudo foram obtidas junto ao Viveiro de mudas do
IFMG-SJE. Apos o recebimento das sementes, as mesmas foram levadas para o laboratério de culturas de
tecidos vegetais para serem submetidas aos respectivos tratamentos.

Utilizou-se tratamento de esterilizacdo segundo Couto et al. (2004) e Filho et al. (1998), o qual
consiste em submeter as sementes com tegumentos a imersdo em Agua corrente durante 15 minutos.
Dentro de Camera de Fluxo Laminar as sementes foram imersas em hipoclorito de sédio (NaClO) comercial
a 50% (v/v) por 20 minutos, e em seguida imersas em alcool 70 % (v/v) por 1 minuto. Posteriormente as
sementes foram mergulhadas em hipoclorito de sddio com gotas de detergente Tween 20 durante 30
minutos, e por ultimo, apdés o procedimento de desinfeccdo, as sementes foram submetidas a um triplo
enxague com 4gua destilada antes das suas transferéncias ao meio de cultivo, para a remocéo de residuos
das solu¢des desinfectantes.

O meio de cultivo utilizado foi o MS (Murashige; Skoog, 1962) meia for¢a, o qual contém 15 g/L de
sacarose (Synth), 0,1 g/L de mio-inositol (Vetec), 7 g/L de agar bacteriolégico (Alphatec) e os sais MS. O
meio ndo foi autoclavado, sendo que cada frasco recebeu Agua Sanitaria Comercial (ASC) com
concentracao de cloro ativo na faixa de 2 a 2,5% de cloro ativo.

Para os cinco primeiros tratamentos a agua utilizada no preparo dos meios de cultura foi a agua
apenas deionizada, portanto os tratamentos ficaram distribuidos da seguinte forma: T1 > 0 mL/L de ASC e
0 meio autoclavado (testemunha); T2 > 2,0 mL/L de ASC e o meio ndo autoclavado; T3 - 5,0 mL/L de
ASC e 0 meio ndo autoclavado; T4-> 10,0 mL/L de ASC e o meio ndo autoclavado e T5 - 20,0 mL/L de
ASC e 0 meio ndo autoclavado.

Para os outros cinco tratamentos a agua utilizada no preparo dos meios de cultura foi a agua
deionizada autoclavada, portanto os tratamentos ficaram distribuidos da seguinte forma: T6 = 0 mL/L de
ASC e o meio autoclavado (testemunha); T7 > 2,0 mL/L de ASC e o meio ndo autoclavado; T8 - 5,0 mL/L
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de ASC e 0 meio nao autoclavado; T9 - 10,0 mL/L de ASC e o meio ndo autoclavado e T10 - 20,0 mL/L

de ASC e 0 meio ndo autoclavado.

As sementes foram transferidas para frascos contendo 30 mL de meio de cultura com a parte
cbncava voltada para baixo de acordo com Couto (2002), em seguida os frascos foram lacrados e
identificados. Apds inoculacéo, os frascos contendo sementes de Mogno Africano foram levados a sala de
crescimento para a incubacdo, com temperatura de 26 °C e fotoperiodo de 16 horas de luz, permanecendo
por um periodo de 60 dias (SILVA, 2003). O critério adotado para considerar como semente germinada foi a
protrusdo da radicula.

Avaliaram-se os efeitos das diferentes dosagens de hipoclorito de sédio sobre a contaminacdo do
meio, e procedeu-se com a contagem diaria dos frascos contaminados por fungos ou bactérias, utilizando
como critério de avaliacdo a presenca de micélio de qualquer cor ou formacdo de colénias bacterianas,
respectivamente; e indice de germinagéo, sendo feita as contagens didrias das plantulas que germinaram
durante 60 dias, adotando-se a metodologia recomendada por Maguire (1962).

Ao fim da coleta e tabulacdo dos dados deu-se inicio a descricdo e tratamento dos dados
computados utilizando-se de comparacbes e métodos estatisticos. Na instalagdo do experimento o
delineamento utilizado foi o inteiramente casualizado (DIC) em fatorial 5x2, sendo 5 niveis da variavel
concentracdes de hipoclorito de sodio e 2 niveis da agua utilizada no processo (deionizada autoclavada e
deionizada). Cada tratamento teve 5 repeticdes contendo 5 sementes cada. Os ensaios tiveram os dados
submetidos & analise de varidncia, sendo as médias comparadas pelo teste de Tukey a 95% de
probabilidade.

RESULTADOS E DISCUSSOES:

Apés o periodo de 60 dias de incubacdo dos tratamentos, os resultados das porcentagens de
contaminacgdo e germinacdo analisados para as varidveis agua deionizada e agua deionizada autoclavada

estdo descritos nas tabelas a seqguir:

Tabela 1- Resultados da variavel Agua deionizada.
Tratamento Contaminagdo (%) Germinac¢éo (%)

1 64 4

2 48 12
3 20 28
4 12 20
5 4 28

Tabela 2- Resultados da variavel agua deionizada autoclavada.
Tratamento Contaminacéo (%) Germinacgao (%)

6 88 8
7 64 0
8 36 12
9 16 20
10 20 4
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Nota-se que, nos tratamentos em que se utilizou agua deionizada no preparo do meio de cultura as
porcentagens de contaminacdo foram menores quando comparados aos tratamentos em que se utilizou
agua deionizada autoclavada e nos tratamentos em que nao se utilizou o hipoclorito de sodio como
desinfestante (tratamento 1 e 6) foram encontradas as maiores contaminagfes (64 e 88%).

Couto et al. (2004), encontrou resultados semelhantes avaliando a germinag&o in vitro de Swietenia
macrophylla (Mogno Brasileiro), onde as maiores taxas de contaminac¢des foram obtidas nos tratamentos
em que as sementes ndo receberam a desinfestacdo com hipoclorito de sédio, apresentando as maiores
taxas de contaminacéo com 89 e 67%.

A germinacgdo apresentou porcentagens relativamente baixas para ambas variaveis. Esse resultado
pode estar relacionado com a rapida perda de viabilidade das sementes apds a queda e o periodo de
exposicdo no solo até o momento da coleta, uma vez que perde 50% do seu poder germinativo,
dependendo do tempo de exposi¢cdo (MORAES, 2002).

Os resultados da contaminagdo na analise de variancia pelo teste de Tukey a 95% de probabilidade
para a variavel agua deionizada estao descritos na tabela 3. Os dados acompanhados de pelo menos uma
mesma letra e nimero, sdo estatisticamente iguais.

Tabela 3- Resultados da contaminagédo para a varidvel 4gua deionizada.
Tratamentos Médias Resultados do teste

1 3,2 a
2 24 a
3 1 a
4 0,6 b
5 0,2 b

*Teste de Tukey a 95% de probabilidade.

Os tratamentos 1, 2 e 3, em que se testaram as menores doses de hipoclorito de sédio, diferiram
estatisticamente dos tratamentos 4 e 5. Nestes tratamentos foram testadas as maiores doses de hipoclorito
de sédio e estes apresentaram os melhores resultados (0,6 e 0,2, respectivamente) na contamina¢do dos

meios.

Os resultados da germinagdo na andlise de varidncia pelo teste de Tukey a 95% de probabilidade
para a variavel dgua deionizada estéo descritos na tabela 4.

Tabela 4- Resultados da germinacédo para a variavel 4gua deionizada.
Tratamentos Médias Resultados do teste

1 0,2 a
2 0,6 a
3 1,4 a
4 1 a
5 1,4 a

*Teste de Tukey a 95% de probabilidade.

Em relacdo a germinacéo das sementes de Mogno Africano ndo houve diferenca estatistica entre os

tratamentos utilizados.
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Fontes (2011) utilizou doses de ASC (agua sanitaria comercial) como esterilizante do meio de
cultura para avaliar seu uso na germinacao de orquideas. As doses adicionadas foram 2; 5; 10; 20; 30; 35; e
38 mL/L. O autor encontrou resultados significativamente maiores para a germinacdo em relacdo aos
recipientes em que o meios receberam a menor dose de hipoclorito.
Os resultados da contaminacédo na analise de variancia pelo teste de Tukey a 95% de probabilidade
para a variavel agua deionizada autoclavada estao descritos na tabela 5.

Tabela 5- Resultados da contaminacao para a variavel agua deionizada autoclavada.
Tratamentos Médias Resultados do teste

6 4.4 a

7 3,2 ab
8 1,8 bc
9 0,8 c
10 1 c

*Teste de Tukey a 95% de probabilidade.

O nivel de contaminacado variou estatisticamente entre os tratamentos quando a agua utilizada no
preparo do meio foi a deionizada autoclavada. O tratamento 7 é estatisticamente igual ao tratamento 6 e 8.
O tratamento 8 é diferente de 6 e igual estatisticamente aos tratamentos 9 e 10.

Nota-se que, a maior média de contaminacdo foi encontrada no tratamento 6 (4,4), em que se
utilizou a menor dose de hipoclorito e sddio e a menor média de contaminagéo foi encontrada no tratamento
9 (0,8) em que se utilizou a segunda maior dose de hipoclorito de sédio.

Os resultados da germinagdo na andlise de varidncia pelo teste de Tukey a 95% de probabilidade
para a varidvel 4gua deionizada autoclavada estdo descritos na tabela 6.

Tabela 6- Resultados da germinacédo para a variavel 4gua deionizada autoclavada.
Tratamentos Médias Resultados do teste

6 0,4 a
7 0 a
8 0,6 a
9 1 a
10 0,2 a

*Teste de Tukey a 95% de probabilidade.

Da mesma forma que ndo houve diferenca significativa entre os tratamentos na germinacdo para a
variavel 4gua deionizada, ndo houve diferenga também para os tratamentos em que se utilizou agua

deionizada autoclavada no preparo do meio.
Comparando-se as duas variaveis, agua deionizada e agua deionizada autoclavada pelo teste de

Tukey a 95% de probabilidade, obtiveram-se os resultados apresentados na tabela 7 para os dados de

contaminagéo.
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Tabela 7- Resultados da contaminacao para as variaveis agua deionizada e agua deionizada autoclavada.
Tratamentos Médias Resultados do teste
1 1,48 a
2 2,24 b
*Teste de Tukey a 95% de probabilidade.

Avaliando-se as duas aguas utilizadas no preparo do meio de cultura as médias de contaminacdo
sdo estatisticamente diferentes. No tratamento 1, em que se utilizou agua deionizada a média de
contaminacéo (1,48) foi menor que no tratamento 2, em que se utilizou agua deionizada autoclavada (2,24).

A adocéo do procedimento de esterilizagdo quimica dispensa o uso de autoclave para esterilizagédo
da agua utilizada no preparo dos meios, assim como na esterilizagéo dos préprios meios nutritivos.

Os resultados deste trabalho reforcam a concluséo de Teixeira et al. (2006) sobre a viabilidade do
uso do hipoclorito de sédio, como esterilizante em cultura de tecidos vegetais, desde que se adotem as

demais medidas de assepsia constantes desse novo protocolo de preparo do meio de cultura.

Comparando-se as duas variaveis, agua deionizada e agua deionizada autoclavada pelo teste de
Tukey a 95% de probabilidade, obtiveram-se os resultados apresentados na tabela 8 para os dados de
germinacao.
Tabela 8- Resultados da germinacéo para as varidveis dgua deionizada e 4gua deionizada autoclavada.
Tratamentos Médias Resultados do teste
1 092 a

2 0,44 b
*Teste de Tukey a 95% de probabilidade.

Da mesma forma ocorreu para a germinacao, que é estatisticamente diferente para as duas aguas
utilizadas no preparo do meio. No tratamento 1, em que se utilizou 4gua deionizada a média de germinacéo
(0,92) foi menor que no tratamento 2, em que se utilizou dgua deionizada autoclavada (0,44).

Apesar da baixa germinacdo, esta apresentou melhores resultados quando se utilizou agua
deionizada no preparo dos meios de cultura, dispensando, mais uma vez, o uso da autoclave.

CONCLUSOES:

As doses de 10 e 20 mL s&o as mais eficientes na esterilizagdo dos meios quando utilizada agua
deionizada no preparo dos mesmos.

Quando utilizada &gua autoclavada no preparo dos meios de cultura, apenas quando se utilizou a
dose de 10,0 mL/L a média de contaminacdo foi inferior a 1.

Para germinagdo ndo houve diferenca estatistica entre as doses utilizadas.

A adocgdo desse protocolo dispensa o emprego da autoclavagem como técnica de esterilizagcao de
meios de cultura.

Estes resultados sugerem a viabilidade da utilizagédo de hipoclorito de sédio para a esterilizacdo de

meios nutritivos para cultivo in vitro de Mogno Africano.
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