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RESUMO

A propagacdo in vitro € considerada uma alternativa para propagacdo de arvores, visto que
oferece a possibilidade de obtencdo de plantas previamente selecionadas, oportuniza a
limpeza clonal, superando problemas de contaminacdo patogénica. A fase inicial de
estabelecimento in vitro € um momento decisivo, pois mesmo utilizando rigidas condic6es de
esterilizacdo, ha muitas contaminagdes causadas por microrganismos, tornando-se um desafio
constante que ameaca a cultura de tecidos vegetais durante esta fase e as proximas. Objetivou-
se avaliar os efeitos de PPM® e Dioxiplus® no estabelecimento in vitro de Vouacapoua
americana Aubl, Dyterixodorata Aubl. e Bagassaguianensi Aubl. Os experimentos foram
realizados com explantes foliares coletados de matrizes cultivadas em viveiro de V.
americana, D. odorata e B. guianensis e sementes de B. guianensis coletadas em campo. Os
explantes passaram por pré-assepsia com leve escovacdo das folhas com detergente liquido e
lavagem em agua corrente, em seguida o material foi transferido para capela de fluxo laminar
onde ocorreu o processo de assepsia, onde 0s segmentos foliares e sementes foram submersos
durante um minuto em &lcool etilico 70% e, posteriormente, em hipoclorito de sddio
comercial 2% por 10 ou 30 minutos, seguindo-se de triplice lavagem com agua destilada. Os
explantes foliares no experimento com PPM® foram inoculados em meio de cultura contendo
concentragdes de 0, 0,5,1,0,1,5 e 2,0 m mL* de PPM®. Ja no experimento com Dioxiplus® foi
utilizado a concentragdo de 3,0 mL g L™ do sanitizante e outras diferentes condicdes de
tratamento. O PPM® foi mais eficaz nas concentracdes de 1,5 mL Lt e 2 mL L apds 10 dias
de andlise, sua eficacia diminuiu proporcionalmente em niveis inferiores. O uso da
esterilizagdo com hipoclorito de sodio estabilizado 4% encontrado no produto Dioxiplus® na
concentracéo de 3 mL L, resultou em 100% de descontaminagio dos explantes foliares, pois
apos 10 dias de inoculacdo ndo mostrou sinais de futuras contaminacdes. As sementes de B.
guianensis ndo demonstraram contaminagdo de nenhuma estancia microbiana, mesmo no
tratamento sem nenhum biocida no meio de cultura.

Palavras-chave: assepsia; contaminacdo; espécies florestais.

1 INTRODUCAO

Haja vista que a Amazonia possui uma grande riqueza vegetal, com milhares de
espécimes vegetais, muitas das quais ainda ndo classificadas ou conhecidas pela ciéncia, nesse
contexto crescem as possibilidades de uso dessas espécies, seja para 0 aproveitamento de
aromas, sabores, fibras, 6leos, ou para a criagdo de novos fitoterapicos (CORADIN;

CAMILLO; VIEIRA, 2022).



Dado isso, as espécies florestais sdo de grande interesse para a movimentacdo
econdmica, ja que delas advém uma extensa diversidade de produtos como madeira para
fabricacdo de mobiliarios, biomassa para a producdo de pasta de celulose, papel e carvéo
vegetal para energia industrial, bem como uma gama de subprodutos florestais né&o-
madeireiros que sdo comercializados para a industria alimenticia, cosmética e farmacéutica

(STUDART; GUIMARAES et al., 2003).

A cultura de tecidos pode ser a técnica biotecnoldgica, mais rapida e eficaz na multiplicacao
de plantas em ambiente pequeno e controlado, visto que € independente da estacdo do ano e
das disposicBes climéticas (PEREIRA, 2012; CONCEICAO; CARMO; LIMA-BRITO,
2021). Esse sistema fornece todos os nutrientes necessarios para o desempenho fisiologico do
vegetal, provendo assim, energia e dgua necessarios para que possa crescer atraves do meio
basal (PHILLIPS; GARDA, 2019). O principal problema com o estabelecimento da cultura in
vitro para muitas espécies florestais, € a contaminacdo severa do material de campo por

patdgenos bacterianos e fungicos (ORLIKOWSKA et al. 2017).

Nisto, a micropropagacéao de espécies lenhosas vem sendo pesquisada ha décadas
e tem como proposito primario o estabelecimento de uma metodologia de multiplicacdo em
maior escala de mudas idénticas, como também a pluralizacdo clonal de individuos com

caracteristicas superiores (DE FREITAS, 2009).

Dentre essas espécies, encontra-se 0 acapu (Vouacapoua americana Aubl.) que
vem sendo bastante utilizado no setor florestal, por possuir madeira de boa viabilidade na
construcdo de estacas, esteios e mourdes em cercas (ABREU et al., 2018). Assim como existe
um grande interesse madeireiro em torno dos recursos provenientes da tatajuba (Bagassa
guianensis Aubl.) (CARVALHO, 2004). Cita-se ainda o cumaru (Dipteryx odorata Aubl.)
conhecida pela exploragdo comercial, devido a qualidade dos moveis obtidos a partir da sua

madeira (STASI et al., 2002).



Também ¢é utilizado como substituto da fragréncia de baunilha para aromatizar
produtos, e o uso de altas doses do farmaco, warfarina da classe das cumarinas substancia
presente encontrada em diversas partes de plantas, tanto em raizes como em flores e frutos é

usada para veneno de roedores (FRANCO et al., 2021).

Dentre as diversas possibilidades de propagacdo vegetativa, uma das vias
possiveis € a utilizacdo de técnicas de cultura de tecidos vegetais, como a micropropagagdo
(CONCEICAO; CARMO; LIMA-BRITO, 2021). A primeira etapa comega com a selecdo de
tecidos vegetais (explantes) de uma planta saudavel, nesta fase de iniciacdo o explante é
esterilizado e transferido para meio de cultura com nutrientes, sugere-se na aplicacdo da

assepsia o uso de produtos bactericidas e fungicidas (HUSSAIN et al, 2012)

Na auséncia de contaminacdo, os explantes passam para a fase de multiplicacéo,
com objetivo de aumentar o nimero de propagulos no meio, para o cultivo de uma plantula
através da multiplicacdo € necessario adicionar composic@es de reguladores de crescimento
para induzir o enraizamento e desenvolvimento de um forte crescimento radicular ou a

inducdo foliar para o crescimento apical do explante (CARVALHO, 2006).

Nesse contexto, a fase de estabelecimento in vitro € um momento decisivo no
cultivo de plantas. Apesar das rigidas condicdes de esterilizacdo que normalmente sdo
empregadas nos protocolos, hd muitas contaminacGes causadas por microrganismos,
principalmente bactérias, fungos, leveduras e virus, tornando assim, um desafio constante que
ameaca a cultura de tecidos vegetais durante esta fase (LEIFERT; CASSELLS, 2001;

ORLIKOWSKA et al. 2017; KUSHNARENKO et al., 2022).

Os explantes para a fase inicial do cultivo in vitro sdo geralmente habitados por
inimeros microrganismos ndo apenas em sua superficie (epifitas) que geralmente séo

facilmente removidas por procedimentos de desinfestacdo de superficie de comum; no



entanto, esse tratamento ndo elimina os microrganismos dos tecidos internos (endofiticas)

(ORLIKOWSKA et al. 2017; (SEKER et. 2017; KUSHNARENKO et al., 2022).

Visando a obtencdo de explantes assepticos, sao utilizados produtos quimicos para
a desinfestacdo inicial dos explantes, e o alcool (C2HsO), agindo como um desnaturador
proteico contra contaminantes microbianos, além de conter eficacia como detergente
auxiliando na remocdo de microrganismos (PEREIRA, 2012); e o cloro na forma de
hipoclorito de sdédio (N.OCI), com aspecto biocida contra bactérias, virus e fungos
(TEIXEIRA et al., 2012), por isso é o antimicrobiano mais funcional e disseminado para

lavagem de produtos e saneamento de agua e esterilizacdo de superficie (GIL et al., 2009).

Plant preservative mixture (PPM®) é produzido pela Plant Cell Technology
(Washington, D.C., USA) também uma alternativa comercial de desinfetante quimico
utilizado tanto no meio de cultivo, como no processo de assepsia dos explantes. E uma
combinacdo de dois biocidas de isotiazolona industrial de amplo espectro
(clorometilisotiazolona e metilisotiazolona), sendo estavel ao calor e, portanto, pode ser
autoclavado (LUNGHUSEN, 1998; ROMADANAVA et al., 2022). Sendo utilizado no
cultivo in vitro de plantas como noz (Juglans regia L.) (KUSHNARENKO ET AL., 2022) e

grupo de acécia (familia Leguminosae, subfamilia Mimosaceae) (HO et al., 2022)

Outro produto que vem se tornando eficiente é Dioxiplus® produzido pela Dioxide
Ind. Quimica Ltda. (Indaiatuba, SP., BRASIL) no qual sua formulagéo consiste de hipoclorito
de sodio estabilizado 4% (NaClO), assim sendo um desinfetante com acdo antimicrobiana,
cujo principio ativo é o hipoclorito estabilizado, usualmente utilizado pds colheita e também
sendo utilizado na esterilizagdo quimica de meio de cultivo podendo substituir o processo de
autoclavagem, sendo usado com sucesso no cultivo in vitro de plantas como sequdia (Sequoia
sempervirens L.) (RIBEIRO et al., 2011) e eucalipto (Eucalyptus pellita L. e Eucalyptus

benthamii) (TEIXEIRA et al., 2008, BRONDANI et al., 2013)



Iniciar e manter culturas de tecidos vegetais livres de contaminacéo é dificil para
muitas espécies, especialmente para plantas lenhosas (KUSHNARENKO et al., 2022). Em
relacdo aos métodos classicos de propagacdo de espécies florestais nativas a propagacao in
vitro pode advir como uma alternativa, visto que oferece a possibilidade de propagacdo de
arvores previamente selecionadas, oportuniza a limpeza clonal, superando problemas de

contaminacgéo patogénica (WENDLING et al., 2006).

Diante da grande demanda comercial e ecoldgica das trés espécies florestais
estudadas neste trabalho (Vouacapoua americana Aubl., Bagassa guianensis Aubl. e Dipteryx
odorata Aubl.) o desenvolvimento de um protocolo de estabelecimento deve conter as etapas
da desinfestagdo, apresentando uma combinagdo ideal do tempo de exposicdo para cada
espécie e concentracdo do agente desinfestante, com resultados promissores para a
propagacao por cultura de tecidos de plantas. Portanto, o objetivo deste estudo foi avaliar os

efeitos de PPM e Dioxiplus® como agentes desinfetantes no estabelecimento in vitro.

2 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Biotecnologia da
Universidade Federal do Para — UFPA/Campus Altamira (BIOTEC-ATM). Explantes foliares
jovens das trés espécies florestais (de Vouacapoua americana Aubl, Dyterixodorata Aubl. e
Bagassaguianensi Aubl) foram coletados de mudas mantidas em viveiro da Faculdade de
Ciéncias Bioldgicas. Em laboratorio, os segmentos foliares passaram por pre-assepsia com
leve escovacao das folhas com detergente liquido e lavagem em agua corrente por 30 minutos,
em seguida o material foi transferido para capela de fluxo laminar onde ocorreu o processo de

assepsia. Os segmentos foliares foram submersos durante um minuto em alcool etilico 70% e,



posteriormente, em hipoclorito de sddio comercial a 2% por 10 minutos, seguindo-se de

triplice lavagem com agua destilada autoclavada.

Experimento com PPM®

Ap0s assepsia, 0s explantes foliares foram inoculados em frascos contendo 30 mL
de meio de cultura WPM (LLOYD; MCCOWN, 1981) suplementado com 30 g L de
sacarose, solidificado com Phytagel® (PHYTOTECHNOLOGY LABORATORIES), a 2,5 g
L e em diferentes concentragdes de PPM® nas concentragdes de 0, 0,5,1,0,1,5e 2,0 mL mL™
e pH ajustado para 5,8 antes da autoclavagem. A autoclavagem se deu por 20 minutos sob
pressdo de 1 kgf/cm? e temperatura 121 °C. Utilizou-se no total 75 frascos, sendo 25 de cada
espécie resultando em 3 explantes por tratamento, com 5 repeti¢des cada. Os frascos foram
mantidos em sala de crescimento com temperatura média de 24 °C e no escuro. Aos 10 dias,

foi avaliado a contaminacdo dos explantes.

Experimento com Dioxiplus® (NaClO)

Segmentos foliares foram das espécies V. americana, D. odorata e B. guianensis
passaram por pré-assepsia e assepsia ja descritos anteriormente e inoculados em frascos
contendo 30 mL de meio de cultura WPM com pH ajustado para 5,8 antes da autoclavagem,
suplementado com 30 g L de sacarose, solidificado com Phytagel® a 25 g L e em
diferentes condicdes de tratamento, sendo respectivamente: (TO) meio autoclavado, (T1) meio
com PPM® 2,0 mL mL? autoclavado, (T2) meio com PPM® 2,0 mL mL™? sem autoclavar,

(T3) meio com Dioxiplus®3 mL g L sem autoclavar.
Experimento com Dioxiplus ®(NaClO) em sementes

As sementes de B. guianensis foram coletadas de matriz oriunda de campo, pois
estavam no tempo de frutificacdo do fruto, diferente das outras espécies. Com intermédio de

colaboradores nas coordenadas 03010°47,40> S e 51058°00,76>> W. As exsicatas de
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identificacdo da espécie foram depositadas no Herbario Padre José Maria Albuquerque (H-
ATM), com os nimeros 2317, 2318 e 2319 para D. odorata e autorizacdo SISBIO no. 68708-

1.

Em laboratorio as sementes passaram por pré-assepsia por meio de remocdo da
mucilagem (com auxilio de peneira e &gua corrente) com leve movimentos de rotacdo e
friccdo e lavagem em agua corrente com detergente por 30 minutos, em seguida o material foi
transferido para capela de fluxo laminar onde ocorreu o processo de assepsia. As sementes
foram submersas durante um minuto em alcool etilico 70% e, posteriormente, em hipoclorito
de sodio comercial 2% por 30 minutos, seguindo-se de triplice lavagem com agua
autoclavada. As sementes foram inoculadas em frascos contendo 0s mesmos aspectos do

experimento anterior.

Analises Estatisticas

Por tratar de dados expressos por auséncia/presenca de contaminacdo nos
explantes, ou seja, a contabilidade era feita com tabulacdo dos dados de forma que o explante
com presenca de contaminacao era enumerado com 0 e quando ndo ocorria contaminacgao esse
dado era expresso com 1. Assim ficaria notorio a expressdo da eficacia dos tratamentos.
Utilizou-se a transformagdo arcsen \P%/100. Apos a coleta de todas as informagdes
possiveis, os dados foram analisados pelo software RStudio (versido 02.3-492 para Windows®,
Microsoft Corporation — EUA). Foi realizada a analise de homogeneidade pelo teste
estatistico Levene (p<0,05) e para a verificagdo da normalidade dos dados foi utilizado o teste

de Shapiro-Wilk (p<0,05).



11

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Experimento de PPM®

A variacdo dos dados da eficiéncia dos tratamentos de desinfestagdo dos explantes das
espécies florestais V. americana, D. odorata e B. guianensis. com o uso de adigdo de PPM®
no meio de cultura e relacdo do controle & formacdo e desenvolvimento de microrganismos
como bactérias e fungos realizados apds 10 dias de inoculagdo representados na figura 1.
Desinfestar o explante com cloro, seguido de exposicio ao PPM® no meio de cultura para
controlar qualquer contaminagéo residual constituiu-se eficaz assim como dito por NIEDZ e
BAUSHER (2002). Sua efetividade foi analisada em diversas concentragdes (0,5, 1,0, 1,5, 2,0

mL L) figura 1.
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Figura. 1- Taxa de eficicia dos tratamentos com explante de (A) V. americana, (B) D.
odorata e (C) B. guianensis.em concentracdes de PPM® em 10 dias. (TO) O mL L%, (T1) 0,5 mL L%,

(T2) 1,0 mL L, (T3) 1,5 mL L%, (T4) 2,5 mL L.
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O teste de Kruskal-Wallis demonstra dado significativo nos explantes de V.
americana (A) pois o valor de p=3.64e-08 € menor que 0,05. (TO) difere-se dos demais
tratamentos, pois apresenta numero de contaminacdo em maior quantidade, manifestando
contaminacdo em todos os fracos do tratamento dentre os 10 dias de avaliacdo. No entanto,
nos explantes de D. odorata (B) a analise indicou que os efeitos ndo foram significativos
(valor de p= 0.08765 maior que 0,05) em relacdo a eficdcia ao uso de diferentes
concentragdes de PPM® nos tratamentos visto uma indiferenca entre os tratamentos, no qual
ndo ocorreu nenhuma instancia de contaminacgdo entre os explantes analisados, sendo que no
tratamento controle a pré-assepsia e assepsia controlaram a contaminacdo. No experimento
com explante de B. guianensis (C) pode-se observar que ndo ocorreram efeitos significativos
em relacdo ao uso de diferentes concentracdes de PPM® nos tratamentos (valor de p= 0.8072
maior que 0,05). Eventualmente, isso ocorreu por conta de o nimero contaminacdo ter sido
presente em todos os tratamentos apesar de ter sido em pequeno ndmero, mesmo naqueles

com concentragdes mais altas.

Ocasionalmente, as contaminacfes nos explantes apresentava colénias fungicas
esféricas e filiagdo de bactérias (Figura 2), porém em menor numero, isso foi observado nos
tratamentos contendo 0 e 0,5 mL L-1 PPM® e com quase nenhuma frequéncia nos tratamentos
1,5mLLYe2mL LPPM®,

Figura. 2 - Diferentes contaminacGes de microrganismos nos explantes foliares de B.
guianensis. (A) e (B) tratamento TO. (C) e (D) Tratamento T1.
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Experimento com Dioxiplus® (NaClO)

Conforme observado, o uso da esterilizagdo quimica com Doxiplus® (NaClO) a 3
mL L7 obteve 100% de eficécia nos frascos com explante de V. americana, D. odorata e B.
guianensis dentre os 10 dias de anélise representados na figura 3. No entanto, nos tratamentos
com PPM® autoclavado 2,0 mL mL? e sem autoclavar 2,0 mL mL*? o resultado foi
semelhante para as trés espécies. No geral houve reacGes semelhantes sobre a implementacao

do Doxiplus® como esterilizador quimico figura 3.

Taxa de eficacia
Lo
H

Tratamentos

Taxa de eficicia

Tratamentos

Taxa de eficacia
H

Tratamentos
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Figura. 3- Taxa eficacia dos tratamentos com explante de (A) V. americana, (B) D.
odorata e (C) B. guianensis em diferentes condigdes de tratamento. TO (meio autoclavado), T1 (meio
com PPM® 2,0 mL mL™* autoclavado) T2 (meio com PPM® 2,0 mL mL™ sem autoclavar) T3 (meio
com Dioxiplus®3 mL g L sem autoclavar).

O teste de Kruskal-Wallis demonstra dado significativo nos explantes de V.
americana (A) pois o valor de p=1.335e-09 é menor que 0,05. Assim como nos explantes de
D. odorata (B) p=0.00128 é menor que 0,05 onde teve esterilizacdo total do meio de cultura,
ndo havendo qualquer tipo de contaminagdo no meio de cultura, mostrando eficacia do
Dioxiplus®.0 experimento com explantes de B. guianensis foi significativo (C) p=187e-06
menor que 0,05 observou-se a esterilizagdo total do meio de cultura, ndo havendo qualquer
tipo de contaminacdo ou sinais de microrganismos no meio de cultura mostrando eficacia de
seu uso meio de cultura.

As contaminagfes nos explantes apresentava col6nias fungicas esféricas e filiacdo
de bactérias no tratamento apenas cmm o uso da autoclave (Figura 4).

Figura. 4 - Diferentes contaminagdes de microrganismos nos explantes foliares de (A) V. americana,
(B) D. odorata e (C e D) B. guianensis.

Experimento sementes de B. guianensis.Observou-se que ndo houve diferenca
entre os tratamentos, assim ndo havendo qualquer tipo de contaminagdo ou sinais de
microrganismos no meio de cultura dos diferentes testes, mesmo no tratamento que n&o
possui nenhuma concentracédo de esterilizacéo figura 5.
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Taxa de eficacia

Tratamentos

Figura. 5- Taxa eficacia dos tratamentos com explante de (A) V. americana, (B) D. odorata e (C)
B. guianensis em diferentes condicGes de tratamento. TO (meio autoclavado), T1 (meio com PPM®2,0 mL mL™!
autoclavado) T2 (meio com PPM® 2,0 mL mL™ sem autoclavar) T3 (meio com Dioxiplus® 3 mL g L sem
autoclavar).

O teste de kruskall demonstra que os dados ndo foram significativos, pois o valor
de 0.3916 é maior que 0,05 justamente pelos tratamentos ndo se diferenciaram entre si,

mesmo o tratamento testemunha (T0) que ndo continha nenhum biocida.

DISCURSSAO

O PPM® foi mais eficaz nas concentragdes de 1,5 mL L™ e 2 mL L™, sua eficacia
diminuiu proporcionalmente em niveis inferiores ha essas concentragdes. No entanto, mesmo
no nivel mais baixo, houve algum controle da formagio de contaminagio. E usualmente
recomendado para 0 uso no estabelecimento da cultura nas fases iniciais, para funcdo de
verificar e ou minimizar os contaminantes microbianos endégenos (ROMADANOVA et al.,

2022).
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O PPM® ¢ prescrito pelo fabricante como n&o fitotoxico quando usando em 0,5
mL L?a 1,0 mLL™?, porém neste estudo a concentracdo de 2,0 mL L™ ndo se mostrou toxico
ao explante, devido ndo apresentar problemas nas estruturas dos explantes. Dessa maneira, 0s
tratamentos com os menores valores de contaminagdo foram aqueles em que o meio foi
implementado com a maior concentragdo 2,0 mL L de PPM® com resultados similares

obtidos com 1,5 mL L de PPM®.

Mostrou-se como um adequado agente de controle de contaminagdo nas
contaminages de baixo nivel, transmissGes feitas por meio do ar, pela 4gua e contaminantes
microbianos enddgenos do explante, sendo um produto ndo termossensivel é possivel ser
autoclavado, tornando sua utilidade no campo de cultura de tecidos vegetais viaveis. Para
materiais derivados de estufa e campo Niedz e Bausher (2002) recomendam a concentracao
5,0 mL Lt de PPM® no meio de cultura, no entanto a adigdo de PPM® desse trabalho segue
em uma concentracdo mais alta do que as testadas nos experimentos, porém o0s resultados em
uma concentragdo de 1,5 mL L e 2 mL L também se mostraram eficientes no controle de

contaminagéo.

HO et al (2022) concluiram o importante papel do PPM® para limitar a
contaminacdo do meio de cultura de grupo de acécia quando utilizado na concentracédo (2,0
mL L' PPM®), concentracdo no qual apresentou boa performance no controle da
contaminac3o. Este estudo mostrou que o PPM® pode ser um agente eficaz no controle da
contaminag&o no sistema de micropropagacéo de Dipteryx odorata; Vouacapoua americana e
Bagassa guianensis, quando adicionado ao meio de cultura e autoclavado. As concentragdes
1,5 e 2 mL Lt PPM® adicionadas ao meio de cultura foram considerado ideais para controlar

a contaminacdo sem causar uma reducédo na eficcia do sistema de cultura.
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J& no trabalho de Ledo (2020) avaliou diferentes procedimentos de esterilizacéo
quimica, por imersdo com e sem o biocida PPM® na contaminag&o in vitro de dois gen6tipos
de Miscanthussinensis uma espécie de graminea, assim sendo prescrito como um agente
eficiente na prevencdo da contaminagdo bacteriana em cultivos in vitro. No entanto, o
resultado obtido neste trabalho correlaciona a efetividade do PPM® apesar das diferentes

espécies trabalhas entre ambos.

Esses estudos demonstraram o efeito positivo do PPM® no controle da
contaminacio e destacam a importancia do uso do PPM® em concentragfes adequadas para
dependendo da espécie vegetal, pois seu uso em concentracdo relativamente alta pode ter
efeitos negativos sobre desenvolvimento do tecido vegetal. Conforme observado o uso da
esterilizacdo com Doxiplus® (NaCIO) na concentragdo de 3 mL L™, resultou em 100% de
descontaminacdo dos frascos, pois apds 10 dias de incubagdo ndo mostrou sinais de futuras

contaminagoes.

TIWARI et al., 2012, utilizando a esterilizacdo quimica em diferentes
concentracdes de hipoclorito de sddio, pode-se observar que a concentracdo de 0,1% NaCIlO
houve a esterilizacdo de grande parte dos meios de cultura contendo plantulas de cana-de-
acucar. As plantulas obtidas com meio de cultura esterilizado quimicamente apresentaram
morfologia foliar e intensidade de coloracdo verde semelhantes as obtidas em meio de cultura
convencional apenas autoclavado. O resultado expresso por esse trabalho corrobora com os

dados obtidos nas anélises

A substituicdo do uso autoclave nos tratamentos pela esterilizagdo quimica
reduziu o tempo gasto na observacdo da autoclavagem e no uso de energia elétrica,
especialmente porque a energia elétrica para autoclavagem tem custo elevado em comparacéao
com o produto quimico utilizado para esterilizagdo, assim como no trabalho de Brondani et al.

2013.
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Outro ponto prevalente neste trabalho é o custo benéfico dos quimicos usados na
esterilizagdo dos meios, ja que o Dioxiplus® é relativamente barato se comparado com outro
produto similar estudado neste trabalno PPM® que por sua vez, o prego no mercado é alto.
Nesse ponto de vista a esterilizacdo quimica € um método eficaz para cultura de tecidos e tem
potencial para diminuir custos e gastos de energia no cultivo de plantas in vitro. Argumento

defendido no trabalho de Brondani et al. (2013).

5 CONCLUSAO

Ambos o0s biocidas sdo recomendaveis para sua utilizacdo no meio de cultura nos
explantes de V. americana, D. odorata e B. guianensis e sementes de B. guianensis, porém o
custo benéfico fornecido pelo Doxiplus® (preco/eficiéncia), o torna um produto recomendado

para diminuir gatos e torna a producdo in vitro descontaminada.
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