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RESUMO

Objetivando otimizar o processo de producao de mudas de qualidade, via cultura de tecidos,
realizou-seavaliacdode variasconcentragdes decloroativo paraadesinfestacdo de laminasfoliares
de 14 espécies de araceas ornamentais. Laminas foliares foram excisadas das plantas-mée, lavadas
em agua corrente/5’e em agua destilada/3x. Na camara de fluxo laminar, as folhas foram
mergulhadas em alcool 70%/30"’, lavadas em agua destilada estéril/3x e imersas em solucfes de
hipocloritode sédiocomercial (0,0%, 0,5%, 1,0%, 1,5%e 2,0% decloroativo)/20’. Osexplantes (1cm?
foram colocados em tubos de ensaio com meio MS, com a face adaxial em contato com o meio. A
unidade experimental foi composta por 5 tubos/repeticdo. O delineamento foi inteiramente
casualizado, com4repeticdes/tratamento. Osexplantes foram incubadosem cadmarade crescimen-
to/escuro/25+2° C/14diaseavaliados quanto a contaminacao. Os resultados obtidos mostraram
diferencassignificativas entre as espécies de araceas quanto arespostaas diferentes concentracdes
dehipocloritodesodio, justificandoassimaotimizacdo de protocoloindividual paracadaumadelas.
Recomenda-se, no entanto, que seja sempre utilizada uma solu¢do de NaOCIl com a menor
concentracdo possivel de cloro ativo, a fim de evitar danos ao tecido do explante.
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ABSTRACT

PREPARATION OF LEAF BLADES TO MAKE EXPLANTS OF ORNAMENTAL ARACEAS:
DESINFECTION WITH DIFFERENT CONCENTRATIONS OF SODIUM HYPOCHLORIDE. The
objective for this study was to determine the most efficientchlorine concentrationin order to protect
explants in tissue culture from contamination. Leaf blade explants of 1 cm?2 were used. The leaves
werewashedwith tap water for 5 minutesand thenwashed 3timeswith distilled water. The explants
were placed in alaminar air flow chamber followed by immersion in 70% alcohol for 30 minutes
andthenwashed 3timeswith sterile distilled water, followed by 20 minutesimmersioninasodium
hypochloride comercial solutions with active chlorine concentrations of: 0.0%, 0.5%, 1.0%, 1.5% and
2.0%. Stillinside the laminar air flow chamber, the explantswere placed in test tubes (containing MS
medium)with the adaxial face in contactwith the medium. The experimental design wascompletely
randomized with 5replications of 5 test tubes per plot, each containing one innoculated explant. The
explants in the test tubes were kept in the dark in a growth chamber at 25 + 2° C during a 14-day
period, then evaluated for contamination. There were observed significant differences between
species of araceas with regard to their responsiveness to the different concentrations of sodium
hypochloride, which supports the difference in concentration to be used specifically for each one.
It isadvisable to always use a NaOCI solution having the lowest effective concentration of active
chlorine to avoid damage to the explants.

KEY WORDS: Araceas, ornamental plants, disinfection, sodium hypochloride.

INTRODUCAO

A floricultura, em sentido amplo, abrange o culti-
vo de plantas ornamentais, desde flores de corte e
plantas envasadas, floriferas ou néo, até a produgéo
de sementes, bulbos e mudas de arvores de grande
porte. A producéo de flores e plantas ornamentais é

umsetoraltamente competitivo, queexigeautilizagdo
de tecnologias avancadas, um profundo conheci-
mento técnico por parte do produtor, assim como um
sistema eficiente de distribuicdo e comercializacao
(RocHa, 1999).

O mercado de plantas ornamentais estaem cresci-
mento, no Brasile nomundo, o que trazanecessidade
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damelhoriadaqualidade de mudas. Este incremento
de qualidade pode ser obtido através da
micropropagacdo, que gera mudas isentas de
fitopatdgenos e com genotipo e fendtipo homogéneos
(Secerenetal., 2003). Apesar da propagacaoin vitroter
iniciado a ser desenvolvida e utilizada no inicio do
séculopassado, suaimplantacdo noBrasil,naareade
floricultura e plantas ornamentais, ocorreu somente
nofinal dosanos 70. Astécnicas de cultivoin vitrosdo
muito importantes para espécies que tém alto valor
comercial parao pais, como é o caso das ornamentais
consideradas exoticas como anturios, bromélias e
orquideas (Torres et al., 1998; Donini, 2004).

Os anturios pertencem a familia Araceae, sendo
que no Brasil, as espécies destafamiliasdo utilizadas
especialmente como ornamentais, destacando-se,
além dos anturios, os lirios-da-paz, os filodendros e
os copos-de-leite. A familia Araceae apresenta cerca
de 105 géneros e, aproximadamente, 3.850 espécies
monocotiledéneas herbaceas e trepadeiras. Se
Lemnaceae for incluida, serdo 109 géneros e aproxi-
madamente 4.000 espécies. Mesmo ocorrendo natu-
ralmente em todos os continentes, exceto na Antartida,
a maioria dos géneros é encontrada nas areas tropi-
cais do Novo Mundo Gravum, 1990; ViannA et al.,
2001; CoELHo, 2004).

Ascontaminag¢6es sdo um problemaconstante, 0s
vegetaiscultivadosacampoapresentam intensocon-
tato com microorganismos que podem comprometer
o desenvolvimento dos cultivosin vitro. Para tanto, é
essencial que o tecido que dara origem ao explante
esteja livre de contaminantes, sendo necesséria a
realizagdo de um tratamento de desinfestacédo deste
tecido, a fim de eliminar microorganismos exdgenos,
para a obtencdo de um bom resultado no final do
processo de estabelecimento in vitro. (GAvBore &
PHiLLips, 1995; RocHa, 1999; Souza et al., 2003; SiLva et
al., 2003). Estas contaminag6es causadas por bactéri-
as, fungos e insetos tornam-se sério problemadevido
a competicao pelos nutrientes, liberagdo de toxinas,
modificacdo do meio de culturae predacéo, resultan-
donamorte do tecido vegetal. E necesséario remover as
contaminagdes com desinfetantes antes do estabele-
cimento in vitro para que néo haja perda de material,
principalmente quando as contaminagfes ndo sdo
detectadas precocemente. Apoés a escolha do melhor
explante, este deve ser desinfetado superficialmente,
porgue 0s microrganismaos que crescerem no meio de
cultivo irdo competir vantajosamente com o explante
pelos nutrientes (MrociNski & Roca, 1993; SmiTH, 2000).

Segundo HIRaTA & ManciNi FiLHo (2002), no Brasil,
o etanol é o desinfestante mais empregado. Além da
acaogermicida, oetanol temacéo surfactante e facilita
aacéo de outros produtos. E utilizado em concentra-
¢desemtornode 70a80%, poisconcentragbes maiores
podem causar desidratacdo dos tecidos. De acordo

com GRATTAPAGLIA & MAcHADO (1998), dentre as varias
substancias germicidas a base de cloro, utilizadas
para desinfestacdo dos explantes, as mais comuns
sdo o hipoclorito de sddio, encontrado em formula-
¢descomerciais de dguasanitéria, ou o hipoclorito de
célcio, encontrado naformade p6 em lojas de material
para piscina. Hrata & Mancint FiLHo (2002), ressal-
tam que, além do alcool etilico, sdo utilizados varios
produtos liberadores de cloro, sendo mais utilizados
os inorganicos, como os hipocloritos de sédio, calcio
elitio,e osorganicos,comooécidodicloroisocianidrico
e seus sais sdédicos e potassicos e o acido
tricloroisocianidrico. O mecanismo de agdo do cloro
ativo nao é bem conhecido, embora algumas hipote-
ses sugiram que ha uma combinagédo com proteinas
da membrana celular dos microrganismos, assim
formando compostostoxicose levandoainibigdo das
enzimas essenciais.

Além do etanol e hipoclorito de sédio e de célcio,
varios esterilizantes podem ser utilizados como
peréxido de hidrogénio, nitrato de prata e cloreto de
mercurio, sendo que o sucesso da desinfestagdo vai
depender de tipo e idade do explante, concentragao
do agente esterilizante e do tempo de exposi¢do. A
super-exposicao do tecido aos agentes esterilizantes,
geralmente, danifica o explante e levaa morte celular
(Mrocinski & Roca, 1993; SwitH, 2000). Os autores
recém citados salientam que ndo é exequivel recomen-
dar um procedimento padrédo, sendo é necessario
investigar efetivamente os procedimentos de
desinfestacdo paradiferentes tipos de espécies e teci-
dosparaqueainstalacdoinvitroiniciecomexplantes
saudaveis e o cultivo desenvolva-se com sucesso.

MATERIAIS E METODOS

Os explantes iniciais foram retirados de laminas
foliares de Anthurium gaudichaudianum, Dieffenbachia
sp., Monstera deliciosa, Philodendron undulatum,
Philodendron sp., Scindapsus aureus, Scindapsus pictus,
Spathiphyllum wallisii, Syngonium podophyllum,
Syngonium sp., Zantedeschia aethiopica (variedade flor
branca), Zantedeschia aethiopica (variedade flor verde),
Zantedeschia eliottiana (variedade 1) e Zantedeschia
eliottiana (variedade 2) obtidas defloriculturasejardins.

As laminas foliares excisadas da planta-mae, fo-
ram lavadasemaguacorrente por5minutose,eméagua
destilada esterilizada, por 3 vezes. Em ambiente
asseptico de camara de fluxo laminar, as folhas foram
mergulhadas em alcool 70%, por 30seg; lavadas em
agua destilada estéril, por 3 vezes; imersas nas solu-
¢Oesde hipocloritode sddio comercial (Aguasanitaria)
com diferentes concentrages de cloro ativo (0,0%,
0,5%, 1,0%, 1,5% e 2,0%), por 20min, e novamente
lavadaseméaguadestiladaesterilizada. Cadaexplante,
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com &rea aproximada de 1 cn?, foi inoculado em tubo
de ensaio contendo 10 mL de meio MS (MurasHIGE &
Skoog, 1962), comaface adaxial em contato com o meio.

O delineamento experimental foi inteiramente
casualizado, com 3 repeticBes por tratamento, sendo
a unidade experimental composta por 5 tubos com 1
explante portubo. O material foi incubadoemcamara
de crescimento, no escuro, a 25 + 2° C, por 14 dias,
guando entéo foi avaliado quanto a contaminacéo.
Osresultadosobtidosforamanalisadoscomoauxilio
do pacote estatistico Sanest.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Conforme verificado na Tabela 1, as médias de
contaminacao dos explantes foliares, das 14 espécies
de ariceas analisadas, variaram de 1,34% a 100,00%.
A contaminacdo total dos explantes (100%) ocorreu
apenas naqueles tratados com asolugao controle (sem
hipoclorito de s6dio) e 0 maximo de assepsia (zero
contaminacdo) foi obtido em numeros variaveis de
espécies para as quatro concentrac@es de hipoclorito
de sodio: duas espécies em 0,5%; quatro em 1,0%; oito
em 1,5% e quatro em 2,0%. Considerando-se contami-
nacgdo de até 10% dos explantes como uma frequéncia
gue ainda permite aobtencao de umbom resultadoem
termos de micropropagacao vegetal, observa-se que
além das espécies que ndo apresentaram contamina-
¢do, outras situam-se nesta faixa de seguranca: cinco
espécies tratadas em 0,5% de cloro ativo; quatro em

1,0%; umaem 1,5% e 8em 2,0%. Os dados obtidos para
cada concentragdo de cloro ativo mostraram, também,
gue dentro de cada concentragéo, ndo houve diferen-
¢as significativas entre as citadas anteriormente.

Também, na Tabela 1, verifica-se qual a melhor
concentracao deste desinfestante para cada espécie,
0 que nos mostra que, para 6 das 14 espécies estuda-
das, obteve-se 0 maximo de desinfestacdo em mais de
uma concentracao de cloro ativo, destacando-se a
espécie Syngomium sp., com nivel de infesta¢do mini-
mo inclusive na solucdo controle, a qual nao diferiu
estatisticamente das demais concentracges. Isto per-
mite uma melhor chance de escolha da concentragdo
de cloro ativo a ser utilizada como desinfestante, no
sentido da utilizacdo da menor concentragéo possi-
vel para evitar ao maximo os efeitos téxicos do
desinfestante sobre o material utilizado.

Aincidéncia de indices de contaminacgao na con-
centragdo de 2,0% de cloro ativo, que foi a maior
concentracao utilizada neste trabalho, maiores do
gue osencontrados naconcentracdo de 1,5% pode ser
devido ao fato de que 0 aumento da concentracdo de
cloro ativo faz com que ocorra o aumento de pH da
solugdo desinfestante. Segundo Hirata & Mancini
Filho (2002), a faixa ideal de pH para a solugdo de
hipocloritodesddioaserutilizadacomodesinfestante
fica entre 5 e 8, pois 0 aumento de pH propicia o
desenvolvimento de mecanismos de defesa das bac-
térias, permitindo que se desenvolvam mesmo em
concentragbesaltasdecloroativo, assimdificultando
aacdo do produto.

Tabela 1 - Porcentagem de explantes contaminados, de 14 espécies e variedades da familia Araceae, apés tratamento de
desinfestagdo das laminas foliares com 0,0%, 0,5%, 1,0%, 1,5% e 2,0% de cloro ativo e incubacéo por 14 dias

Espécies estudadas

Concentracdes de cloro ativo (%)

519

0,0 0,5 1,0 1,5 2,0
A. gaudichaudianum 134cB 1,34dB 0,00cd B 100,00 a A 0,00 aB
Dieffenbachia sp. 100,00 a A 11,61cd B 1,34 bcd B 0,00cB 8,02aB
Monstera deliciosa 528cA 528 cd A 0,00 cd A 0,00c A 0,00a A
P. undulatum 1161c A 528 cd A 0,00 cd A 0,00c A 1,34aA
Philodendron sp. 97,10 ab A 38,51 bcB 23,71 bcd B 14,65 bc B 1465aB
S. aureus 100,00 a A 89,03a A 33,21bB 23,71 bc BC 1,34acC
S. pictus 100,00 a A 1,34dB 4,83 bcd B 0,00cB 1,34aB
S. wallisii 100,00 a A 0,00dB 4,83 bcd B 14,64 bc B 290aB
S. podophyllum 100,00 a A 19,57 cd B 24,13 bc B 0,00cC 0,00aC
Syngonium sp. 134cA 0,00d A 0,00 cd A 0,00c A 0,00a A
Z aethiopica (v B) 100,00 a A 65,10 ab B 15,38 bed C 134cC 482aC
Z aethiopica (v V) 100,00 a A 94,72a AB 97,10a AB 44,48b C 71,43 b BC
Z. eliottiana (v 1) 2413c A 5,28 cd AB 0,00 cd B 0,00cB 1,34aAB
Z. eliottiana (v 2) 7143b A 34,66 bc AB 5,28 bcd BC 0,00cC 1,34aC

As médias seguidas de mesma letra minuscula, nas colunas, e de mesma letra maiuscula, nas linhas, ndo diferem entre

si pelo teste de Duncan, ao nivel de 5%.

vB = variedade flor branca; vV = variedade flor verde; v 1 = variedade 1; v 2 = variedade 2.
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As concentragfes recomendadas, na literatura
revisada, concordam comasencontradasno presente
trabalho. Para Dopps & Rogerts (1999), os melhores
resultados para desinfestacdo dos explantes séo ob-
tidos quando se utilizam concentra¢6es menores de
hipoclorito de sodio, devido adiminuicdo da eficién-
ciado produto em maior concentragdo em funcao do
aumento do pH da solucéo desinfestante, como ja
citado anteriormente.

RocHA(1999) recomendou aconcentragdo de cloro
ativo de 1,5% para explantes foliares do género
Caladium. Segundo esta autora, menores concentra-
¢desdehipocloritodesédiotambém proporcionaram
menor niumero de explantes foliares contaminados,
como foi o caso do Anthuriumandraeanum, parao qual
1,43% de cloro ativo seria a concentracéo ideal.

No protocolo descrito por Ferrera (2003), para
explantes foliares de crisantemo ‘Funny Pynk’
(Dendranthema grandiflorum), séo recomendadas as
concentragdes de 0,5 e 1,5 % de cloro ativo. Tavareset
al. (1999) obtiveram o melhor nivel de desinfestacao
para explantes de Griffinia hyacinthinacom aconcen-
tracdo de 1,0 % de cloro ativo.

Para camomila romana (Anthemis nobilis), THIEs
(2000) também obteve menor média de contaminacgéo
quandoomaterial foi desinfestado nasconcentraces
de NaOCI com 1,0 e 1,5% de cloro ativo. Biasio(1997)
utilizou solucdo de hipoclorito de sédio a 1,0% de
cloroativo e detergente para desinfestacdo de diferen-
tes explantes de camomila romana. SiLvaet al. (2003)
utilizaram solugdo comercial de hipoclorito de sédio,
nasconcentragbes de0,4%, 0,6% e 0,8% de cloroativo,
em segmentos caulinares de inhame roxo (Dioscorea
rotundata) e concluiram que estes tratamentos nao
foram eficientes, havendo contaminacao por fungos
e bactériasemtaxas que variaram de 66,7% a 100,0%.
Apesar de salientar que amaioria dos procedimentos
de desinfestacao utilizam hipoclorito de s6dio ou de
célcionaproporc¢ao de 0,5% a 1%, SmitH (2000) descre-
ve o caso de explantes foliares de plantas de café
cultivadas a campo, em que SonpbHAL et al.(citados por
SmitH, 2000) indicam que seja utilizado 2,6% de
hipoclorito de sédio no dia do estabelecimentoinvitro
e novamente no dia seguinte.

O protocolo de micropropagacéo de anturios da
UPLB (2001) preconiza a assepsiadafolhasjovens
e peciolo em &gua sanitaria 20% (0,4% de cloro
ativo) adicionada de 1% de hipoclorito de célcio.
Também, Li et al. (2002) utilizaram hipoclorito de
calcio para desinfestacdo de gemas do caule subter-
raneo de Colocasia esculenta, s6 que em solucgédo
saturada.

Parafolhasjovens, pontas de meristemas e gemas
de tubérculos de Caladium bicolor, AHmep et al. (2002)
utilizaram solucéo de hipoclorito de sédio com 0,5%
de sdédio ativo e para pontas de raiz, uma concentra-

¢do de 0,2%. Inflorescéncias jovens de Spathiphyllum
sp. foram desinfestadas por imersdo em umasolucgao
de hipoclorito de s6dio comercial, em umaconcentra-
¢ao final de 1,0%, conforme protocolo de Vareas &
GARcIA (1995). Ja EeckHaurT et al. (2001, 2004) utiliza-
ram NaOCl a 10,0% para a assespsia da espadice de
Spathiphyllum wallisii.

Varcas et al. (2004) utilizaram NaOCl a 3,0% para
esterilizar frutos de Anthurium andreanum e, posteri-
ormente, a 1% para fazer a assepsia das sementes
coletadas destes frutos. Ja outros pesquisadores pre-
feremrealizaraassepsiade laminasfoliaresjovensde
A. andreanum com soluc¢do de cloreto de mercdrio a
0,1%.(MarTIN et al., 2003, JoserH et al., 2003). BLanco &
VALVERDE (2004) utilizaram tratamento bem intenso
paraassepsia dePhilodendronsp.,osédpicescaulinares
e gemas laterais foram tratados com NaOCI 3,5%
somente apoOs imersdo em solucdo de Benlate e
Agrimicina, seguido de nova imersdo em hipoclorito
de sddio 1%.

As espécies Monstera deliciosa, Philodendron
undulatum e Syngonium sp., ao contrario das demais,
nado apresentaram diferencas significativas entre as
concentrac@esdecloroativo (Tabelal). Provavelmen-
te, estas 3espécies possuammenor indice de contami-
nacao, tanto exdégena como enddgena.

Poder-se-iam justificar os maiores niveis de mate-
rial contaminado pelo fato de alguns explantes terem
sido extraidos de plantas-matriz cultivadas em jar-
dins, como é o caso da Zantedeschia aethiopica (varie-
dade verde). No entanto, Philodendron sp., que estava
sendo mantido em vaso, no ambiente de laboratério,
h& muito tempo, apresentou graus de contaminagado
médios a altos. J& a espécie Monstera deliciosa, que
estava no entorno de um jardim publico, local com
constante movimento de carros e pedestres, apresen-
tou baixissimaporcentagem de contaminacdo. Ainda
mais, segundo Anthurim culture (1998), citado por
RocHa (1999), a cultura de tecidos de plantas da
familia Araceae apresenta problemas na
desinfestacgdo, porque os explantes apresentam con-
taminacao por bactérias latentes, podendo desenvol-
ver os sintomas até quatro meses apos a instalagdoin
vitro.

CONCLUSOES

Verificou-se que a concentracgdo ideal de NaOClI,
para a desinfestacao de explantes de espécies orna-
mentais da familia Araceae, é variavel e dependente
do gendtipo. No entanto, a variagdo das concentra-
¢cOessitua-seemumapequenafaixa, entre 0,5%a2,0%
decloroativo. Recomenda-se que sejasempre utiliza-
daumasolucdode NaOCIl comamenor concentragao
possivel de cloro ativo, afim de evitar danosao tecido
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do explante. Caso nédo haja disponibilidade de mate-
rial, espago e/ou tempo para avaliar qual a menor
concentragdo efetiva, sugere-se a utilizagdo da solu-
¢do com 1,5% de cloro ativo.
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