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UTILIZAGAO DE HIPOCLORITO DE SODIO NA ESTERILIZAGAO DE MEIO DE CULTURA
PARA MULTIPLICACAO IN VITRO DE Eucalyptus pellita L."

USE OF SODIUM HIPOCHLORITE IN STERILIZATION OF CULTURE MEDIUM FOR
MULTIPLICATION OF Eucalyptus pellita L.

Silvio Lopes Teixeira? Juliana Martins Ribeiro® Maércia Torres Teixeira’
RESUMO

Ultimamente, vem-se observando grande interesse na area de pesquisa em cultura de tecidos
vegetais, em se descobrir novas opcdes que resultem na reducédo dos custos da micropropagacao das plantas
em laborat6rios comerciais, de modo a torna-la mais vidvel economicamente. Uma opgdo potencialmente
promissora para a redugdo de custos, mas que ndo tem recebido a devida atengdo, é a perspectiva de se
substituir a técnica de autoclavagem por outra mais econdmica. Com esse objetivo, foram realizados dois
testes utilizando um novo protocolo de preparo do meio, que consistiu na esterilizagdo quimica de todos os
utensilios utilizados no preparo e acondicionamento do meio de cultura, associado & adigdo do esterilizante
ao meio em diferentes concentracfes. O primeiro teste teve como objetivo observar a influéncia de diferentes
concentracdes de NaClO adicionado ao meio de cultura sobre a esterilizagdo deste. O segundo objetivou
verificar a reacdo dos tecidos de Eucalyptus pellita a diferentes concentracfes de NaClO adicionado ao meio
de cultura. A adicdo, ao meio de cultura, de concentrag8es iguais ou superiores a 0,0005% no primeiro teste e
de 0,005% no segundo, permitiu completa esterilizacdo do meio, ndo se tendo observado qualquer dano aos
tecidos do Eucalyptus pellita, quando cultivado em meio de cultura com até a concentragdo maxima testada,
de 0,009% de NaClO. Os resultados obtidos mostraram a viabilidade de dispensar o uso da autoclave para a
esterilizagdo de meios de cultura para esta espécie.

Palavras-chave: esterilizagdo quimica; micropropagacao; autoclavagem.
ABSTRACT

Lately it has been observed a great interest in the research area of plant tissue culture in discovering
new alternatives leading to cost reduction of the plants produced in commercial laboratories, in order to turn
this alternative of plant propagation more economical. A potentially promising alternative for this reduction
of costs, but which has not been receiving the due attention, is the possibility of substituting the autoclaving
technique to a more economical one. With this purpose, two tests were carried out, using a new protocol of
medium preparation, which consisted of the chemical sterilization of all the utensils used in the preparation
and packaging of the culture medium as well, associated to the addition of the sterilizing agent to the
medium, in different concentrations. The objective of the first test was to observe the influence of different
concentrations of NaClO added to the culture medium, on its sterilization. The second test aimed at verifying
the reaction of the Eucalyptus pellita tissues to different concentrations of NaClO in the culture medium. The
addition of NaClO to the culture medium, equal or higher than 0.0005% in the fist test and of 0.005% in the
second one, allowed complete sterilization of the medium, without observing any damage to the Eucalyptus
pellita tissues, even when they were grown on culture medium containing up to 0.009%, the maximum
concentration tried. The results showed the viability of eliminating the autoclave for the sterilization of
culture media.
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INTRODUCAO

A producdo de mudas de plantas florestais e de outras espécies em laboratérios comerciais apresenta
custo elevado, como resultado do elevado custo das instalacGes e da energia necessaria. Ultimamente vem
crescendo o interesse em se buscar novas opcdes para essa finalidade, e uma delas tem sido a substitui¢do da
técnica de esterilizacdo por autoclavagem, por alguma outra de menor custo.

A autoclavagem de vidraria, meios de cultura e materiais cirdrgicos (BURGER, 1988) encarece a
producdo de mudas em laboratdrio, em razdo do elevado custo do equipamento e do igualmente elevado
consumo de energia, além do longo tempo necessario para esterilizacdo de limitado nimero de frascos. Além
disso, a autoclavagem pode levar & decomposi¢cdo de componentes do meio de cultura (BALL, 1953;
STREETT e LOWE, 1950).

A opcéo do uso de forno de microondas com esse objetivo tem sido testada sem muito sucesso
(Tisserat et al., 1992; Teixeira et al., 2005a; 2005b), em conseqiiéncia da ebulicdo e transbordamento
prematuros do liquido, antes da sua completa esterilizagdo. A esterilizacdo de meios nutritivos por meio
quimico é outra opgdo teoricamente possivel, porém negligenciada. As empresas Plant Cell Technology, Inc
(1995) e Bioactivos Quimicos CBQ Centro (1997) patentearam esterilizantes quimicos com esse objetivo, 0s
quais, porém, ndo tém sido amplamente utilizados. Snow (1985) relatou o emprego de perdxido de
hidrogénio para reduzir a contaminacdo de meios de cultura para germinacdo de sementes de orquidea,
enquanto Yanagawa et al. (1995) afirmam ter obtido sucesso na inoculagdo de sementes de orquidea em
meio de cultura, em condi¢des ndo-assépticas, esterilizando-o com hipoclorito de sédio ou 4gua oxigenada,
ambos a 0,01 %, e pulverizando o interior do frasco de cultura com solugdo de hipoclorito de sédio a 0,5 %,
apos a inoculagdo das sementes. Em ambos os casos, ndo se encontrou na literatura cientifica qualquer
informacéo de que tais procedimentos venham sendo utilizados.

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,
o0 hipoclorito de sddio em concentra¢cdes muito abaixo daquelas relatadas por Snow (1985) e por Yanagawa
et al. (1995). Recentemente, Teixeira et al. (2006) mostraram que o uso do referido protocolo, além de
permitir a eliminacdo da contaminacdo introduzida no meio pelos explantes provenientes de cultura in vitro
de abacaxizeiro, resultou também no aumento do numero de ramos e do peso da biomassa fresca. O objetivo
desta pesquisa foi usar o referido protocolo (TEIXEIRA et al., 2006), para a multiplicacdo de Eucalyptus
pellita in vitro, o qual difere do protocolo tradicional, desenvolvido por Murashige e Skoog (1962), por
utilizar solucdo clorada na sanitizacdo sisteméatica dos utensilios utilizados na preparacdo e
acondicionamento do meio de cultura, além de adicionar o NaClO diretamente ao meio de cultura.

MATERIAL E METODOS

As solugdes de dgua clorada empregadas na pesquisa foram preparadas com &gua sanitaria comercial
da marca “CAMPINHO®”, contendo 2% de cloro ativo total, diluida com &gua deionizada para se obter a
concentracdo desejada. A dosagem da agua sanitéria, quando referida em gotas, foi efetuada com uma pipeta-
Pasteur; quando referida em volume definido, foi efetuada com uma pipeta Eppendorf®.

Os tubos de ensaio e tampas utilizados para as culturas, bem como a vidraria usada no preparo do
meio, apos o uso anterior, foram lavados em agua de torneira, enxaguados em agua clorada composta de
agua deionizada adicionada de duas gotas de agua sanitaria comercial por litro, e mantidas em prateleiras
limpas até a data da utilizacdo.

A agua utilizada para a diluicdo dos reagentes foi esterilizada em dias anteriores, pela adi¢do de duas
gotas de adgua sanitaria por litro de agua deionizada.

Foram conduzidos dois testes: o primeiro teve como objetivo observar o efeito de trés concentragdes
de cloro ativo total adicionado ao meio de cultura, sobre a eliminagdo de microorganismos. Os tratamentos
foram: A) meio de cultura preparado pelo protocolo convencional (MURASHIGE e SKOOG, 1962), mas
sem autoclavagem (tratamento controle); B) meio de cultura preparado pelo protocolo de Teixeira
(TEIXEIRA et al., 2006), com a vidraria enxaguada com agua clorada como descrito acima, mas sem adi¢éo
de NaClO ao meio de cultura; C) meio de cultura preparado pelo protocolo de Teixeira (TEIXEIRA et al.,
2006), com a vidraria enxaguada com &gua clorada como descrito acima e adicionado de 0,0005% de cloro
ativo total; D) meio de cultura preparado pelo protocolo de Teixeira (TEIXEIRA et al. 2006), com a vidraria
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enxaguada com agua clorada como descrito acima e adicionado de 0,001% de cloro ativo total; E) meio de
cultura preparado pelo protocolo de Teixeira (TEIXEIRA et al., 2006), com a vidraria enxaguada com agua
clorada como descrito acima e adicionado de 0,002% de cloro ativo total. Nos tratamentos preparados pelo
protocolo de Teixeira (TEIXEIRA et al., 2006), com adi¢do de NaClO ao meio de cultura, estes ndo foram
autoclavados.

O meio de cultura para o primeiro teste consistiu nos sais de MS (MURASHIGE e SKOOG, 1962),
vitaminas de White (WHITE, 1943), 100mg L™ de inositol, 30 g L™ de sacarose, solidificado com 1,5g L™ de
PHYTAGEL®. O meio contendo o PHYTAGEL® foi aquecido em forno de microondas CONSUL® modelo
WAVE 400, na poténcia maxima e dispensado a base de 5mL/ tubo de ensaio de 25 x 150 mm. Logo em
seguida, os tubos de ensaio foram cobertos com a tampa de polipropileno cuja base foi selada com filme de
PVC ROLOPAC®.

O preparo dos meios de cultura, segundo o protocolo de Teixeira (TEIXEIRA et al., 2006) obedeceu
aos seguintes passos: a vidraria utilizada no preparo do meio de cultura foi enxaguada com agua deionizada
adicionada de duas gotas de &gua sanitaria pouco antes do inicio do preparo do meio. No momento do
enchimento com o meio de cultura, os tubos de ensaio e tampas foram enxaguados com &gua clorada a
0,001% de cloro ativo total, com excecdo do tratamento-controle cujos utensilios foram enxaguados com
agua apenas deionizada. As operacOes de preparo do meio de cultura foram efetuadas sobre a bancada do
laboratério, em ambiente ndo-estéril e somente o enchimento dos tubos de ensaio com o meio de cultura foi
efetuado no ambiente estéril da capela de fluxo laminar. As operacfes de preparo do meio de cultura
obedeceram & seguinte seqiiéncia: todos os reagentes, inclusive sacarose e PHYTAGEL® foram adicionados
a um erlenmeyer; adicionou-se em seguida o NaClO; ap6s 15 minutos procedeu-se a diluicdo do meio de
cultura para o seu volume final; ajustou-se o pH, e o erlenmeyer foi introduzido no forno de microondas para
fusdo do PHYTAGEL®; em seguida o meio de cultura foi vertido nos tubos de ensaio e colocada a tampa de
polipropileno; apds o esfriamento do meio de cultura foi efetuada a inoculagéo dos explantes.

O segundo teste teve como objetivo observar a reagdo dos tecidos de Eucalyptus pellita cultivado no
meio nutritivo preparado pelo protocolo de Teixeira (TEIXEIRA et al, 2006).

O material vegetal utilizado como explante constituiu-se de segmentos nodais de Eucalyptus pellita
cultivado in vitro, proveniente de germinacdo de sementes em bandejas plasticas, e cultivado in vitro por
duas passagens sucessivas.

Os tratamentos consistiram nas seguintes concentragdes de NaClO (p/v) no meio de cultura: A) meio
de cultura preparado pelo protocolo convencional, de Murashige e Skoog (MURASHIGE e SKOOG, 1962) e
autoclavado (controle A); B) meio de cultura preparado pelo protocolo convencional, de Murashige e Skoog
(MURASHIGE e SKOOG, 1962) ndo-autoclavado (controle B); C) meio de cultura preparado pelo protocolo
de Teixeira (TEIXEIRA et al., 2006) e adicionado de 0,001% de cloro ativo total; D) meio de cultura
preparado pelo protocolo de Teixeira (TEIXEIRA et al., 2006) e adicionado de 0,003% de cloro ativo total;
E) meio de cultura preparado pelo protocolo de Teixeira (TEIXEIRA et al., 2006) e adicionado de 0,005%
de cloro ativo total; F) meio de cultura preparado pelo protocolo de Teixeira (TEIXEIRA et al., 2006) e
adicionado de 0,007% de cloro ativo total, e G) meio de cultura preparado pelo protocolo de Teixeira
(TEIXEIRA et al., 2006) e adicionado de 0,009% de cloro ativo total.

O preparo do meio de cultura para o segundo teste obedeceu aos seguintes passos: a agua utilizada
no preparo do meio de cultura consistiu em &gua deionizada, esterilizada com duas gotas de &gua sanitaria
em dias anteriores e uma gota adicionada & mesma agua no momento do preparo do meio. No momento do
uso, a vidraria utilizada no preparo do meio, os tubos de ensaio e tampas, bem como a bureta utilizada para
dispensar o meio de cultura nos tubos de ensaio foram enxaguados com &gua clorada a 0,003% de cloro ativo
total, com excecdo dos tratamentos-controle A e B, cujos utensilios foram enxaguados com agua apenas
deionizada.

Todas as operacdes iniciais de preparo do meio de cultura foram efetuadas em ambiente ndo-estéril e
somente o enchimento dos frascos foi efetuado na capela de fluxo laminar. A seqiiéncia das operacfes de
preparo do meio de cultura obedeceu & mesma seqliéncia descrita para o primeiro experimento.

O meio de cultura foi constituido dos sais de MS (MURASHIGE e SKOOG, 1962), vitaminas de
White (WHITE, 1943), 2,0mg.L™" AIA, 1,8mg.L™ AIB, 2,2mg.L™* BAP, 100g.L™ inositol, 30g.L™ sacarose e
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1,59.L™" de PHYTAGEL®. O pH foi ajustado para 6,0+0,1 e 0 meio de cultura acondicionado em tubos de
ensaio de 25 x 150 mm, a base de 20 mL/tubo de ensaio.

As culturas foram incubadas em sala de crescimento com temperatura de 27 + 2 °C, fotoperiodo de
16 horas e irradiancia de 19 pmol.m™2.s™, fornecida por tubos fluorescentes OSRAM®, do tipo “luz do dia” e
40 Watts de poténcia.

Os parametros utilizados para avaliagdo no primeiro teste foram: pH do meio antes do ajuste para 6,0
+ 0,1, nimero total e porcentagem de culturas contaminadas.

Os parametros utilizados para avaliagdo no segundo teste foram: porcentagem de culturas
contaminadas, nimero e comprimento médio dos ramos por cultura.

A coleta de dados correspondentes a contaminacdo do meio de cultura foi feita pelo aspecto visual
destes a olho nu, decorridos do dias da inoculagdo dos explantes nos meios. Foram consideradas como néo-
contaminadas as culturas que se apresentaram limpidas, sem nenhuma mancha na superficie ou no interior do
meio de cultura.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com cinco e sete tratamentos,
respectivamente para o primeiro e o segundo teste, vinte repeticGes e um tubo de ensaio contendo um
explante, por unidade experimental. Foi acrescentado um tubo de ensaio a mais, para cada tratamento, para
determinacéo do pH do meio antes do seu ajuste.

RESULTADOS E DISCUSSAO

No primeiro teste, os resultados apresentados na Tabela 1 mostram uma pequena tendéncia de
elevacdo dos pHs com o aumento da concentracdo de NaClO no meio de cultura. Teixeira et al. (2005b)
observaram diferengas mais pronunciadas entre os pHs dos diferentes tratamentos, porém, a amplitude de
variagdo entre as concentracdes de NaClO foi também maior.

O percentual de contaminagdo foi de 100% no tratamento controle, com base no protocolo
tradicional, mas sem o procedimento de autoclavagem. No entanto, houve uma diminuic¢éo desse percentual
para 40% no meio de cultura preparado pelo protocolo de Teixeira (TEIXEIRA et al., 2006), mas sem adi¢éo
de NaClO no meio de cultura. Sendo assim, um dos motivos que justifique essa diferenca pode ter sido em
razdo da presenga, no meio de cultura desse tratamento, de cloro residual proveniente da &gua clorada
empregada no enxague da vidraria utilizada tanto no preparo quanto no acondicionamento do meio de
cultura.

TABELA 1: Efeito da presenca de NaClO nos meios de cultura sobre o pH antes do ajuste para 6,0 + 0,1 e
sobre a contaminacéo das culturas.
TABLE 1: Effect of the presence of NaCIO in the culture media, on the media pH before its adjustment to
6.0 + 0.1 and on the cultures contamination.

Concentragdo de NaClO no meio
de cultura (%)

pH do meio antes do
ajuste para 6,0 + 0,1

Tubos de ensaio contaminados (%)

Controle
0
0,0005
0,001
0,002

4,83
4,83
4,93
5,07
5,14

100 a
40D
0b
0b
0b

Em que: Os dados acompanhados de uma mesma letra na coluna séo estatisticamente iguais segundo o Teste de Tukey

a 5% de probabilidade.

A esterilizagdo dos meios contendo NaClO foi completa, até mesmo com a concentragdo mais baixa,

de 0,0005%. Esses resultados sdo parecidos com aqueles relatados por Teixeira et al. (2005b) e foram muito
superiores aqueles citados por Yanagawa et al. (1995), que observaram 80% de contaminagdo, quando
adicionaram 0,001% de NaClO ao meio de cultura. Isso pode ser explicado pelo fato de os autores citados
acima néo terem adotado os procedimentos de sanitizacdo da vidraria citados nesse trabalho, ou entdo que a
solugdo concentrada de hipoclorito de sodio por eles utilizada ndo tivesse a concentra¢do suposta.

Os dados sobre contaminagdo da Tabela 2 estdo de acordo com os resultados de Teixeira et al.
(2005b). A esterilidade foi completa somente partindo da concentracdo de 0,005 % de hipoclorito de sodio
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no meio de cultura. Todavia, foram observadas contaminacdes dos meios de cultura contendo concentragdes
abaixo de 0,005% e até mesmo no tratamento-controle autoclavado, ou nas bases dos explantes ou a
superficie do meio, o que indica se tratar de contaminagfes introduzidas no meio de cultura junto com o0s
explantes, no primeiro caso, e caidos a superficie do meio no momento do enchimento dos frascos, no
segundo caso.

TABELA 2: Efeito da presenca do NaClIO nos meio de cultura sobre o pH antes do ajuste para 6,0 + 0,1 e
sobre a contaminacéo das culturas.
TABLE 2: Effect of the presence of NaCIlO in the culture media, on the media pH before its adjustment to
6.0 + 0.1 and on the cultures contamination.

Concentracéo de NaCIO Culturas contaminadas | Numero médio de ramos Comprimento médio

no meio de cultura (%) (%) dos ramos (cm)
Controle A 20b 49a 0,73b
Controle B 100 a - -
0,001 40 b 3,7b 0,96 a
0,003 20b 35b 0,85a
0,005 0b 35b 0,94 a
0,007 Ob 35b 0,96 a
0,009 0Ob 2,2¢C 0,94 a

Em que: Os dados acompanhados de uma mesma letra na coluna séo estatisticamente iguais segundo o Teste de Tukey
a 5% de probabilidade.

Para tal situacdo, pode-se admitir que os explantes, apesar de serem provenientes de cultura in vitro,
apresentavam contaminacdo endogena, além da contaminacdo no momento do enchimento dos frascos de
cultura. Diante desse fato, pode-se esperar que as contaminacOes introduzidas pelos explantes ou
provenientes do ar circundante, ndo sobrevivam as concentra¢fes de NaClO iguais ou acima de 0,005% de
NaClO no meio de cultura, o que esta de acordo com os resultados de Teixeira et al. (2006). Isso se constitui
em uma vantagem adicional desse novo protocolo de esterilizagdo quimica em relagdo ao protocolo
tradicional de esterilizacdo por autoclavagem, possibilitando assim a eliminagdo de microorganismos
enddgenos e a realizacdo da operacdo de enchimento dos frascos de cultura, bem como a inoculag¢do do meio,
em ambiente com elevado indice de assepsia.

Quanto ao comportamento do Eucalyptus pellita, observa-se que a presenca de NaClO no meio de
cultura, em todas as concentrac@es testadas, causou uma leve reducéo no numero de ramos, mas estimulou o
crescimento destes, quando comparados ao tratamento controle (Quadro 2). Ndo houve diferenca estatistica
quanto a reagdo do E. pellita a concentragdes de até 0,007% de NaClO no meio de cultura, o que sugere esta
como a melhor concentracdo a ser utilizada.

N&o se observou qualquer diferenga visual entre os tratamentos com NaClO e o tratamento-controle,
quanto ao aspecto dos explantes, os quais se apresentaram aparentemente saudaveis, de cor verde normal e
sem anomalias morfoldgicas.

Yanagawa et al. (1995) s6 foram bem sucedidos quanto a obtencdo de assepsia, quando pulverizaram
solucdo de 0,5 % de NaClO, em ambiente ndo estéril, a superficie do meio de cultura previamente
autoclavado. Nesse caso, nédo relataram o efeito do esterilizante sobre o crescimento das plantas. Quando
esterilizaram o meio com 0,01 % de NaClO e o pulverizaram com 0,5 % do mesmo esterilizante, ocorreu
crescimento normal das plantulas, mas os autores néo relataram a porcentagem de contaminacéo observada.

Os resultados deste trabalho reforcam a conclusdo de Teixeira et al. (2006) sobre a viabilidade do
uso do hipoclorito de s6dio, em baixas concentra¢fes, 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.

Nos dois protocolos de esterilizacdo de meios de cultura patenteados com outros produtos quimicos
(Bioactivos Quimicos CBQ Centro, 1997; Plant Cell Technology Inc., 1995), bem como nos trabalhos
relatados por Snow (1985) e Yanagawa et al. (1995), ndo foi adotado procedimento semelhante a esse novo
protocolo, que associa a adicdo do esterilizante ao meio de cultura com outras medidas de assepsia
adicionando o mesmo esterilizante também a agua com que foram enxaguados todos os utensilios utilizados.

Ci. Fl., v. 18, n. 2, abr.-jun., 2008



190 Teixeira, S.L.; Ribeiro, J.M.; Teixeira, M.T.

Esta modificagdo no procedimento tradicional de preparo de meios de cultura foi, sem dlvida, o fator que
permitiu obter sucesso na esterilizagdo, utilizando concentracdo do esterilizante no meio de cultura até dez
vezes menor do que aquelas até entdo relatadas.

E importante observar que, quando Teixeira et al. (2006) utilizaram meio liquido para abacaxizeiro,
eles obtiveram sucesso na esterilizagdo do meio, com concentracdo de 0,0005% de NaClO no meio de
cultura, que é ainda dez vezes menor do que a empregada no segundo teste. A necessidade de concentracdo
dez vezes maior neste trabalho certamente foi porque se utilizou meio semi-sélido, o qual foi submetido a
aquecimento no forno de microondas para fusdo do Phytagel. Sem dulvida, esse aquecimento resultou na
eliminacdo praticamente total do NaClO, ja que um teste efetuado pelos autores ndo acusou sequer tracos do
produto no meio de cultura, apds aquela operacao.

Quanto a esterilizagdo do meio com apenas a adi¢do de 0,0005% de NaClO ao meio de cultura do
primeiro teste, cujo protocolo foi 0 mesmo do segundo e usando também meio semi-solido, pode-se sugerir
que o cuidado com as manipulagdes durante todo o processo, bem como a assepsia do ambiente, como no
caso de utilizagdo de sistema de presséo positiva, podem ser fatores determinantes do sucesso do protocolo.

CONCLUSOES

E possivel obter a esterilizagio de meios nutritivos para cultura de tecidos vegetais, pela adigio de
0,0005 % ou mais de NaClO ao meio de cultura, desde que se adotem as demais medidas de assepsia
estabelecidas neste protocolo.

A adicdo de NaClO ao meio de cultura, até a concentracdo de 0,009 % de hipoclorito de sodio,
resulta em pequena reducdo no nuimero de ramos de Eucalyptus pellita, mas em compensacdo estimula
significativamente o alongamento deles.

A adocdo desse protocolo dispensa 0 emprego da autoclavagem como técnica de esterilizacdo de
meios de cultura.
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