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RESUMO

A autoclavagem, técnicautilizada para esterilizacéo de vidraria, meios de culturae materiais cirdrgicos em laborato-
rio, € umaoperagdo onerosa, devido ao alto custo do equi pamento e do também elevado consumo de energia. Por estes
motivos, asubstitui¢do dessatécnicade esterilizagdo por outracom custo reduzido, como aesteriliza¢do quimica, pode
ser umaalternativadesegjavel. A presente pesquisa teve como objetivo acomparagdo entre as técnicas de esterilizagdo
de meios para producgao de cal os de f&fia com hipoclorito de sédio e por autoclavagem, de modo a obter um procedi-
mento menos dispendioso e mais rapido. Também foi analisado o efeito da sacarose do processo de formagéo de calos
em explantes de féfia. Paraesse proposito, foram analisadas cinco diferentes concentracfes de sacarose (0, 10, 20, 30
e40 g L) edois métodos de esterilizagdo do meio nutritivo (quimico e autoclavagem). Os resultados demonstraram
ndo haver diferencas significativas no desenvolvimento dos cal os entre 0os meios autoclavados e esterilizados quimi-
camente, sendo o fator responsavel pela diferenca entre a biomassa fresca dos cal os, obtida nos diferentes tratamen-
tos, resultante apenas da variagcdo na concentracdo de sacarose.
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ABSTRACT

Callogenesisin Pfaffia glomerata (Spreng.) Peder sen explantscultivated in nutritivemedia
sterilized with sodium hypochlorite

The autoclaving used for sterilization of glassware, culture media and surgical materialsin laboratory is a costly
operation, due to the high cost of the equipment and the equally high consumption of energy. For these reasons, the
substitution of this sterilization technique by some other less costly, such asthe chemical sterilization, would be highly
desirable. The present research was aimed at comparing the techniques of sterilization of fafiacallusformation culture
media with sodium hypochlorite with autoclaving, in order to develop aless costly technique in the sterilization of
glassware and nutrient mediafor plant tissue culture. For this purpose, five concentrations of sucrose (0, 10, 20, 30 and
40g L") and two methods of sterilization (chemical and autoclaving) were analyzed. The results showed no difference
on callus devel opment between autoclaved and chemically sterilized culture media, being the concentration of sucrose
the only responsible for callus fresh biomass differences.

K ey wor ds: Sucrose concentration, chemical sterilization, furfural, autoclaving.
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INTRODUCAO

A autoclavagem € o procedimento mais utilizado para
a esterilizac8o de vidrarias, meios de cultura e materiais
cirdrgicos em laboratério (Burger, 1988). Devido ao alto
custo do equipamento e também do elevado consumo de
energia, 0 processo € considerado dispendioso, além de
promover aformacéo de furfural, composto quimico re-
sultante da decomposic¢éo da sacarose (Street & Lowe,
1950; Ball, 1953) em altas temperaturas. Por estes moti-
vos, asubstitui¢cao dessatécni cade esterilizagdo por uma
com menor custo e que ndo comprometaaintegridade do
meio nutritivo pode ser umaalternativa desejavel.

Produtos patenteados visando ao desenvolvimento
de protocolos de esterilizacdo de meios de cultura por
meios quimicos (Assaf & Kishor, 1995; Diaz et al., 1997)
obtiveram baixo nivel de aceitac&o. Snow (1985) relatou o
emprego de perdxido de hidrogénio parareduzir aconta-
minacdo de meios de cultura para germinacdo de semen-
tesde orquidea, enquanto Yanagawaet al. (1995) obtive-
ram sucesso ha inoculagéo de sementes de orquidea em
mei o de culturaem condi ¢des ndo assépticas, esterilizan-
do-o com hipoclorito de sodio ou agua oxigenada, ambos
a 0,01%, e pulverizando o interior do frasco de cultura
com solucao de hipoclorito de sodio a 0,5%, apds a
inoculagdo das sementes.

O hipoclorito de sodio (NaClO) constitui umadasfon-
tesde cloro com possibilidade de utilizagdo como esterili-
zante quimico de meios de cultura. E um produto quimico
muito empregado paraesterilizagdo de superficies, frutas
e hortalicas, &gua, entre outros. Sua utilizacdo em larga
escala édevido ao seu vasto espectro de atividade biocida
contra bactérias, fungos e virus, além de ser um produto
defécil aquisicdo e debaixo custo (Estrelaet al ., 2002).

A viabilidade de utilizac&o e a eficiéncia do hipoclo-
rito de sodio na eliminac&o de microrganismos patogéni-
cos, principa mente no ser humano, jaforam demonstra-
das em vaérios trabalhos publicados. Dentre eles encon-
tram-se autilizacdo de hipoclorito de sodio paraa€limina-
¢ao de Pseudomonas fluor escens, Staphyl ococcus aureus
e Escherichia coli (Rossoni & Gaylarde, 2000), elimina-
¢do de coliformestotais, coliformesfecais, estreptococos
fecais, E. coli, Pseudomonas sp., Salmonella sp. e
bacteriofago anti-E. coli (Veschetti et al., 2003),
desinfestacdo de esporos de sasmambaia (Cox et al., 2003),
desinfestacdo de sementes de amendoim (Aradjo et al.,
2004), eliminagéo de patdgenos endoddnticos (Vianna et
al., 2004), desinfestacdo de abacaxi pérolaminimamente
processado (Antoniolli et al., 2005), entre outros.

Buscando uma forma alternativa para a esterilizagdo
de meios nutritivos em micropropagacéo, Teixeira et al.
(20053; b; c; 2006; 2008) e Ribeiro & Teixeira(2007) adqui-
riram informac6es para o desenvolvimento de um proto-
colo de preparo de meio de culturarutilizando o hipoclorito

Rev. Ceres, Vigosa, v. 56, n.5, p. 537-541, set/out, 2009

de sbdio em baixas concentragdes com eficiénciatotal. O
objetivo do presente trabalho foi analisar o desenvolvi-
mento de cal os na presenca de diferentes concentragdes
de sacarose em meios esterilizados quimicamente e
autoclavados, utilizando a fafia como plantateste.

MATERIAL EMETODOS

O material vegetal utilizado naextracdo dosexplantes
para calogénese de féfiafoi proveniente de cultura-esto-
que dessa espécie, mantido no banco de germoplasmado
Laboratério de Fitotecnia, Setor de Cultura de Tecidos
Vegetais, do Centro de Ciéncias e Tecnol ogiasAgropecué
rias da Universidade Estadual do Norte Fluminense.

Asculturas foram subcultivadas a cada 30 dias, sob
fotoperiodo de 16 horas eirradiénciade 60 pmol m2s?
e temperatura de 27 + 2 °C, em tubos de ensaio de 25 x
150 mm, contendo meio de cultura composto pelos sais
MS (Murashige & Skoog, 1962), vitaminas White
(White, 1943), 100 mg L de i-inositol, 30 g L de
sacarose, 1,5g L de Phytagel®, 2mgL * de écidoindol-
3-acético (AlA), 2mg L tdeécidoindolilbutirico (AIB) e
2mgL - de6-benzilaminopurina (BAP), esterilizados por
autoclavagem (121 °C, 1,05 kg cn?, por 15 minutos).

Fragmentos de calos, oriundos de plantas de féfia doa-
doras de explantes, foram retirados com auxilio de pingase
bisturis estéreis e transferidos para tubos de ensaio conten-
do 20 mL do meio anteriormente citado para a obtencéo de
uma cultura-estoque de calos de féfia.

Um més e meio apds o preparo das culturas-estoque de
calos, procedeu-se ao preparo dos meios nutritivos auto-
clavados e esterilizados qui micamente que constituiram os
tratamentos do experimento. Esses meios foram prepara-
dosconformeMurashige& Skoog (1962), vitaminas White
(White, 1943), 100mg Lt dei-inositol,2mgL - deAlA, 2
mg L *deAlB e2mgL ! de BAP, havendo umavariacdo
apenas na concentracdo de sacarose adicionada ao meio.

Para o preparo dos meios esterilizados quimicamente,
todaavidraria utilizada, os frascos de cultura, as respec-
tivas tampas e a bureta utilizada para o enchimento dos
frascos de cultura foram enxaguados com &gua clorada
contendo 0,05% de hipoclorito de sodio (p/v). Também
foi adicionado 0,05% de NaCl O (p/v) aos meios nutritivos
para a realizacdo da esterilizagdo quimica dos mesmos.
Apo6s 15 minutos da adi¢ao do NaClO aos diferentes tra-
tamentos, o pH foi gjustado para 6,0 + 0,1 e os frascos de
cultura introduzidos no forno de microondas para fusio
do Phytagel®. Todo o procedimento de preparo e enchi-
mento dos frascos foi efetuado em ambiente ndo estéril.

Além da andlise do desenvolvimento dos calos nos
meios autoclavados e esterilizados quimicamente, foi ana-
lisado o efeito das diferentes concentracfes de sacarose,
sendoelas(gL 1):A) 0, B) 10, C) 20, D) 30eE) 40. Foram
preparados 20 tubos de ensaio contendo 20 mL de meio
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MS para cada tratamento, tanto para agueles que foram
autoclavados quanto paraos que foram esterilizados qui-
micamente com autilizac&o do NaClO.

O experimento foi conduzido em delineamento inteira-
mente casualizado, em esquemafatorial 2 x 5, com dois
métodos de esterilizagdo e cinco concentragdes de
sacarose, cinco repeticdes e a unidade experimental con-
tendo quatro tubos, cadaum com um explante. Foi reaiza-
daaandlise de variancia, e as médias foram comparadas
pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.

Calos de féfia, provenientes de cultura-estoque, fo-
ram retirados dos tubos de ensaio e transferidos para pla-
casde Petri. Elesforam cortados em fragmentos de apro-
ximadamente 0,5 cm de comprimento, os quaisforam en-
téo transferidos para tubos de ensaio contendo 20 mL
dos meios de cultura contendo os diferentes tratamentos
(métodos de esterilizagdo x concentrages de sacarose).
Todo esse procedimento foi realizado em capelade fluxo
laminar com autilizag8o de utensilios e ferramentas cir(r-
gicas esterilizados por autoclavagem.

Dois meses apoés a transferéncia dos calos para os
diferentestratamentos, elesforam retirados dos tubos nos
quais estavam sendo cultivados e coletados dados refe-
rentes a sua biomassa fresca para cada tratamento em
uma balanca de precisio.

Paralelamente, foi realizada a andlise qualitativa de
furfural paraas cinco concentragdes de sacarose em am-
bos os métodos de esterilizag&o. Esse experimento foi re-
alizado paraverificacdo daformacgdo defurfural em altas
temperaturas, como resultante da degradac&o da sacarose.
O experimento foi realizado segundo Bobbio & Bobbio
(1995), adicionando-se em um Erlenmeyer 2 mL dasamos-
trasde meio de cadatratamento, 2 mL de HCL concentra-
do (~ 37%) e 3 mL deaguapura. Em seguida, asolucéofoi
aguecida até o ponto de ebulicdo, e umatira de papel de
filtro embebido em acetato de anilina(2 mL deanilina+ 20
mL de acido acético 10%) foi colocada sobre a boca do
frasco. A presenca de furfural foi indicada pelo apareci-
mento de banda de col oragéo vermel ho-carmin.

RESULTADOSE DISCUSSAO

No tratamento com auséncia de sacarose, tanto o
autoclavado quanto aquel e esterilizado quimicamente, ndo
houve desenvolvimento dos calos. Em relagcdo ao apare-
cimento de contaminagdes, ndo foram observadas cultu-
ras contaminadas em nenhum dos tratamentos, tanto es-
terilizados quimicamente quanto naguel es autoclavados.
Esses dados estdo de acordo com os observados por
Teixeiraet al. (2006; 2008), que utilizaram o hipoclorito de
sbdio como esterilizante quimico de meios nutritivos em
concentracfes ainda menores do que a utilizada neste
trabal ho, e também n&o observaram a presenca de conta-
minacBes em nenhum dos tratamentos.

A Tabela 1 mostra os dados obtidos apds a andlise de
variancia das médias das biomassas dos calos obtidas
nos diferentes tratamentos. Os dados mostraram néo ter
havido influéncia do método de esterilizagdo dos meios
nutritivos (quimico ou autoclavagem) sobre o desenvol-
vimento dos calos, bem como n&o ter ocorrido interacéo
entre os fatores “método de esterilizago x concentrag@o
de sacarose’. Observou-se, entretanto, a influéncia da
concentragdo de sacarose sobre a calogénese.

Deacordo com aTabela 2, aconcentraco de sacarose
que promoveu o desenvolvimento de calos com maiores
pesos de biomassa fresca nos meios esterilizados por
autoclavagem foi ade 20 g L™, a0 passo que nos meios
esterilizados com 0,05% de NaCl O (p/v) osmaioresvalo-
res de biomassa fresca dos cal os foram al cangados adici-
onando-se 20 e 30 g L de sacarose ao meio nutritivo.

A influénciada concentracéo de sacarose sobre afor-
macdo de calos em explantes também foi estudada por
outros autores. Sousaet al. (2007) realizaram experimen-
tos com explantes de Catharanthusroseus (L.) G. Don e
observaram que os niveis de sacarose influenciaram tan-
to aformacéo quanto a biomassa fresca dos calos e que a
concentracdo de 30 g L* de sacarose adicionada ao meio
nutritivo foi a responsavel pela formacdo de calos com
biomassasfrescas maiselevadas. Cheng et al. (1992) rela-
taram gue o incremento de sacarose no meio de cultura
influenciava na formac&o de tecido caloso em explantes
de Eucalyptus sideroxylon A. Cunn. ex Woolls e que as
concentragtes de 4 e 6% aumentaram aformacdo dos ca-
los. Erig et al. (2004) constataram que aformagéo de calos
nabase de explantes de marmeleiro foi maisintensacom
15, 30 e45 g L* de sacarose, sendo praticamente ausente
sem a adi¢do de sacarose no meio de cultura. De Fossard
et al. (1978) observaram que altas concentractes de
sacarose induziram a formacéo de calo na base dos
explantes de Eucalyptusficifolia F. Muell.

Na Figura 1 sdo apresentados os resultados quanto a
andlise qualitativade furfural nos meiosde culturaesteri-
lizados quimi camente e autoclavados, tendo sido os mes-
mos em todas as amostras de meio testadas. Nos meios
autoclavados, ocorreu 0 aparecimento de uma coloracéo
avermelhada no papel filtro (cinzamais escuro nafigura
1A) em todas as concentracfes de sacarose utilizadas.
Ao contrario, quando aamostra era um dos meios esteri-
lizados quimicamente, o papel filtro permaneceu sem co-
loragdo (cinzamais claro nafigura 1B). Essesresultados
comprovam gque 0 processo de autoclavagem promove a
decomposicéo da sacarose e aformacdo de furfural.

Né&o foram observadas diferencas significativas no
desenvolvimento dos cal os entre os meios autoclavados
e esterilizados quimicamente, sugerindo que as quantida-
des de furfural presentes nos meios de cultura autocla-
vados néo estariam afetando de forma negativa o desen-
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Tabela 1. Andlise de varianciadas médias das biomassas dos cal os de f&fia obtidas nos diferentes métodos de esterilizagdo (M. E.) e
concentragdes de sacarose (C. S.). UENF, Campos dos Goytacazes — RJ, 2005

Causas de variagdo G.L. S. Q. Q.M. F

M. E. 1 0,0106501 0,0106501 0,77961Ns
C.S 4 14,4472278 3,6118069 0,00001*
M.E.xC.S. 4 0,7367290 0,1841823 0,27580NS
Residuo 40 5,5507071 0,1387677

Total 49 20,7453140

* Significativo a 5% de probabilidade.
NS Néo significativo.

Tabela 2. Biomassa fresca (mg) dos calos de féfiaem fungéo da
concentragdo de sacarose e do método de esterilizagio dosmeios
nutritivos

. Biomassa fresca (mg)*
Concentracéo de

sacarose (gL -1) Autoclavado E.ste.r|||zado
guimicamente
0 0,190 e 0,124 d
10 1,231c 0,990 ¢
20 1,917 a 1,601 a
30 1571b 1,692 a
40 0,954 d 1,284 b

*QOs dados acompanhados de uma mesma letra sdo estatisticamente
iguais segundo o teste de Tukey a 5% de probabilidade

volvimento dos calos, assm como a presenca do cloro
ndo estaria interferindo negativamente na reagdo de
calejamento. Também ndo foi observadaainteragéo entre
nenhum dos fatores analisados. Sendo assim, o fator res-
ponsavel peladiferencaentre osvalores dabiomassafres-
ca dos calos nos diferentes tratamentos seria somente a
variacdo na concentracdo de sacarose.

Tendo em vistaosresultados, pode-se afirmar ser van-
tajosaautilizago do processo quimico paraesterilizacdo

Figura 1. Andlise qudlitativa de furfural em meios nutritivos
esterilizados por autoclavagem (A) emeios nutritivos esterilizados
quimicamente(B).
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de meios de cultura na formacédo de calos em féfia, uma
vez que esse procedimento de esterilizagdo apresentou
0s mesmos resultados que o processo de autoclavagem,
tendo sido efetuado, porém, em tempo reduzido com me-
nores custos.

CONCLUSOES

A concentracg&o de sacarose adicionadaao meio nutri-
tivo influencia diretamente a formacao de calos em
explantesdeféfia

Meios nutritivos responséveis pela formagéo de ca-
losem explantes de féfiapodem ser esterilizados quimica-
mente com NaClO.

O cloro, presente em meios nutritivos esterilizados
quimicamente com NaCl O, néo afetadeformanegativaa
formag&o de calos em explantes de féfia.

O furfural, resultante da degradac&o da sacarose, ndo
afetadeformanegativaaformagéo de calosem explantes
deféfia
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