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INTRODUCAO

O interesse despertado pelas orquideas é antigo, sendo relatado o seu fascinio
sobre filésofos e grandes nomes da histéria e hoje ha uma clara popularizacdo do cultivo
das orquideas. Um dos desafios do cultivo de orquideas é a obtencdo de protocolos de
micropropagacado eficientes, ha alguns problemas que ainda carecem de solucdo, por
exemplo a oxidacdo do material utilizado como explante e a contaminacdo tardia por
microorganismos latentes presentes no tecido vegetal. No presente trabalho se estudou o
efeito de agentes desinfestantes no processo de oxidacdo e desinfestacdo do material
cultivado, e também a acdo de agentes antioxidantes no meio de cultivo.

O sucesso de um sistema de propagacéo in vitro depende do controle de um grande
namero de variaveis (Kozai et al., 1995). Sem duvida a desinfeccdo dos explantes € uma
etapa fundamental neste processo. A dificuldade maior nesta etapa reside em se obter
tecido descontaminado sem conduzi-lo a morte quando isolado (Grattapaglia & Machado,
1998). Vérias substancias com acao germicida sao utilizadas para fazer a desinfeccao dos
explantes. Os mais comuns sdo o etanol e os compostos a base de cloro, tais como o
hipoclorito de sédio e de calcio. Outros agentes desinfestantes usados incluem o cloreto de
mercurio, o acido cloridrico, o cloreto de benzalcdnio e o perdxido de hidrogénio.

As concentragfes das solucdes desinfestantes assim como as combinacdes dos
principios ativos desinfestantes e 0s tempos de exposicdo podem variar muito.
Considerando a sensibilidade do tecido a ser desinfestado, manipula-se a concentracao da
solucdo e tempo de exposicdo de maneira inversamente proporcional (Grattapaglia &
Machado, 1998). A retirada do explante e manipulacdo no momento da desinfeccdo podem
causar danos fisicos culminando numa maior oxidacdo de fendis no estabelecimento inicial
deste, tendo como consequiéncia principal a morte do explante.

A liberacdo de compostos fendlicos ocorre devido ao dano causado nas células
durante a excisdo dos explantes e algumas enzimas, como as polifenoloxidases, oxidam os
fendis, que sdo compostos incolores, formando quinonas (Lerch, 1981; Barbosa, 2000).
Algumas medidas podem ser tomadas a fim de reduzir a agdo de fendis. Teixeira (2004)
relata que durante a exciséo e esterilizacdo, deve-se tomar os devidos cuidados para que 0s
danos fisicos e quimicos ao explante sejam minimizados. A lavagem dos explantes
coletados antes da desinfeccao auxilia na lixiviagdo dos compostos fendlicos (Grattapaglia &
Machado, 1998).

Algumas substancias com acdo antioxidante podem ser utilizadas apés a
desinfeccdo na forma de um dltimo enxaglie mais demorado, ou fazendo o trabalho de
isolamento de explantes dentro de uma placa de petri contendo a solugéo (Grattapaglia &
Machado, 1998). Outra medida seria a adicdo destas substancias ao meio de cultivo. O
efeito do antioxidante consiste na inativacdo dos radicais livres, na complexacdo de ions
metabdlicos ou na redugdo dos perdxidos para produtos incapazes de formar radicais livres
com potencial de se oxidar (Aradjo, 1995). Dentre as substancias com efeito antioxidante,
pode-se citar 0 acido ascorbico, acido citrico, polivinilpirrolidona (PVP), carvao ativado, L-
cisteina, ditiotreitol, tiuréia, agua de coco e albumina de soro bovino. Estas substancias
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podem atuar de modo a inibir a sintese ou a agdo de enzimas ligadas a oxidacao dos
polifendis ou agir como adsorventes destas substéncias.

Os &cidos citrico e ascorbico reagem com 0s metais presentes no meio de cultura,
evitando que os mesmos fiquem disponiveis para se oxidarem (Araujo, 1995; Taiz e Zeiger, 1999).

MATERIAL E METODOS
e Efeito de diferentes concentragcfes e tempo de exposicao ao hipoclorito de sédio.

Foram utilizadas neste experimento gemas basais de Epidendrum ibacuense
cultivadas em casa de vegetacdo do Departamento de Solos da Universidade Federal de
Vicosa, sendo que estas plantas receberam tratamento prévio com a aplicagdo um coquetel
com dois fungicidas e um bactericida nove dias antes da coleta, com intervalo de trés dias
entre cada aplicacao.

ApOs a aplicagdo do tratamento prévio com o coquetel, gemas basais com
comprimento variando entre 5 a 10 cm foram coletadas, levadas para a sala de preparo, no
laboratério de cultura de células e tecidos vegetais, onde foram lavadas em agua corrente e
posteriormente imersas em solucdo detergente 1:10 (v/v) por 30 minutos, transcorrido este
tempo retirou-se as bracteas externas das gemas, as quais foram novamente imersas em
uma nova solucdo detergente durante 5 minutos, logo apds serem lavadas em agua
corrente foram levadas para dentro do laboratério e sob condi¢cdes de capela de fluxo
laminar foram imersas em alcool 70 % durante um minuto. A partir deste ponto foram
aplicados os tratamentos, que consistiram em quatro concentracdes de hipoclorito (5, 10, 15
e 20 ml L") e quatro tempos de exposicéo (5, 10, 15, 20 m).

Apos a aplicagdo do agente desinfestante, foram realizadas quatro enxagiies em
agua estéril, sendo a primeira por cinco minutos, e as trés seguintes por 10 minutos cada.
Logo apds, as gemas de cada tratamento foram seccionadas em segmentos nodais com
aproximadamente cinco milimetros de comprimento e inoculados em meio sélido, sendo
incubados em sala de crescimento durante um més, na auséncia de luz e a 27 °C + 2.

o Efeito de diferentes agentes antioxidantes.

Devido o fato deste material ser oriundo do campo, o mesmo foi deixado por uma
noite em uma solucdo desinfestante composta pelo coquetel fungicida/bactericida, no dia
seguinte as gemas foram lavadas em agua corrente e levadas para dentro do laboratério.
Sob condi¢cbes de capela de fluxo laminar as gemas foram imersas em uma solucédo de
alcool 70 % por um minuto, logo apés foram imersas em uma solu¢do com 100 % de agua
sanitaria Super Globo® durante 20 minutos, sob agitacdo manual intermitente (Ventura,
2002), apés esta operacdo foi realizado quatro enxagliies nos tempos de 5, 10, 10 e 10
minutos respectivamente. ApOs o Ultimo enxagie as gemas foram mantidas em uma
solucdo contendo o agente antioxidante do respectivo tratamento até o momento de sua
inoculacdo no meio, vale ressaltar também que os cortes realizados foram feitos em placa
de petri contendo a solucdo antioxidante. Os segmentos nodais, assim preparados foram
cultivados no meio MS completo, contendo diferentes agentes antioxidantes: Acido Boérico,
Carvao Ativado, L-Cisteina e Agua de Coco, em sala de crescimento na auséncia de luz e a
27 °C = 2 (Quadro 1).

Quadro 1 - Agentes antioxidantes aplicados ao meio de cultura e a solugédo para realizagéo

dos cortes.
Tratamento Agente antioxidante Con_c entracao no Cong:entragao na
meio de cultura solucdo para cortes
Testemunha (T0) - - -
T1 Acido Bérico 6,20 mg/L 50 mg/L
T2 Carvao Ativado 2,0g/L 2,09/L
T3 L-Cisteina 50 mg/L 50 mg/L
T4 Agua de Coco 50 mL/L 100 %Y

Y Foi utilizada 4gua de coco pura filtrada.
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Para ambos os ensaios 0 meio utilizado foi composto por: sais de MS (Murashige e
Skoog, 1962); 30 g. L de sacarose; 0,4 mg. L™ de tiamina; 100 mg L™ de mio-inositol; 0,29
L de cinetina; 1,0 g L™ de acido alfanaftalenoacético (ANA) e 50 mL L™ de 4gua de coco
natural, o pH do meio foi ajustado para 5,7 + 0,1 e solidificado com 8 g.L™ de &gar Isofar® e
distribuidos 10 mL L™ em tubos de ensaio e fechados com tampa de polipropileno (Ventura,
2002). Os tubos de ensaio contendo meio foram autoclavados a 1,5 atm e 121 °C, durante
15 minutos.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O aumento da concentracdo de hipoclorito no meio provocou maior oxidagdo dos
explantes o0 mesmo acontecendo para o aumento do tempo de exposi¢cdo. Isso mostra a
importancia de se conhecer as concentragdes que minimizem tais efeitos. Ja em termos de
contaminacdo ndo houve grande diferencas na redugcdo no nivel de contaminacdo tanto em
relacdo ao tempo quanto concentracdo de NaCLO’(Quadro 2). Um fato interessante a ser
observado é o desempenho dos explantes para as doses 10,0 e 15,0 mL L™ de NaCLO', que
mostraram melhores resultados em relagdo ao comprimento dos mesmos apresentando o
maximo crescimento com a desinfestacao realizada com 12,0 mL L™ de hipoclorito de Sédio
(Figura 1).

No caso do uso de agentes antioxidantes apenas a L-cisteina mostrou resultados
positivos no controle da oxidagdo, com reducdo de 50 % na mesma, 0s demais agentes:
agua de coco, acido boérico e carvao ativado, nao afetaram o controle da oxidacéo (Quadro 3).

Quadro 2 — Contaminacgao por bactéria e fungos e oxidagdo explantes e meio em resposta a
concentracdes e tempos de exposicao de hipoclorito de sodio

Tempo NaClO Bactéria Fungo Oxid. Exp Oxid. Meio

m mL L* %

5 20 50 - 30 50
5 15 30 - 50 20
5 10 10 - 10 -
5 5 10 10 50 -
10 20 10 10 - 10
10 15 10 - - -
10 10 10 - 30 -
10 5 30 - 30 -
15 20 10 - - 10
15 15 10 - 20 -
15 10 50 10 20 20
15 5 30 - 30 40
20 20 40 - 50 20
20 15 20 20 40 10
20 10 40 - 40 30
20 5 50 10 70 30

Quadro 3 - Efeito de diferentes agentes antioxidantes na oxidacdo de explantes e nivel de
contaminacao

Tratamento  Oxidacdo Contaminac¢do.
%

Testemunha 90a 100a
Ac. Boérico 90a 90a
Agua de Coco 80a 90a
Carvao Ativado 80a 70c
L-Cisteina 50b 20d
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Figura 1 — Comprimento de brotos em resposta a concentracdo de NaClO na solucao de
desinfestac&o. Broto = - 4,2 + 10,17***Conc®°-4,58***Conc  R2 = 0,97

CONCLUSAO

O uso de L-Cisteina foi eficiente na reducéo da oxidacao dos explantes, bem como o
uso de concentracbes menores de hipoclorito e menor tempo. Porém, a contaminacdo por
fungos e bactérias ndo apresentou diferencas significativa entre os tratamentos aplicados.
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