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USO DE BIOCIDA NA MICROPROPAGACAO DE Saccharum officinarum
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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi verificar se o biocida PPM™, na dose 1 mL.L™?, juntamente com silicato de potassio
5 ml.L* (Silexo) sdo eficientes no controle da contaminacéo in vitro de meristemas de Saccharum officinarum.
Foram utilizados como explantes, meristemas retirados das brotacdes dos colmos coletados de plantas no campo.
Os colmos foram cortados e submetidos a tratamento térmico (52°C por 30 min) para evitar a proliferacdo de
doencas e posteriormente plantados em bandeja com areia lavada e autoclavada, permanecendo por 25 dias. Apos
este periodo, foram retiradas as brotacdes e submetidas a processo de lavagem em laboratério, sendo, entéo,
levadas para cAmara de fluxo laminar, onde passaram por processos de desinfestacdo. Em seguida, foi realizada
inoculagdo nos meios de cultura, sem e com adi¢do do biocida acrescido de silicato (Silexo). Apds 30 dias
observou-se uma reducdo no nivel de contaminacdo e oxidacdo nos explantes inoculados em meio de cultura
contendo PPM™ e Silexo, no entanto foi observada inibicdo no desenvolvimento dos explantes.
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1. INTRODUCAO

A cana-de-acucar (saccharum officinarum) é uma planta da familia Poaceae, semi-perene
que tem grande importéancia na agricultura brasileira e mundial (DUTRA et al., 2015). Para
realizar o plantio de um hectare no sistema convencional sdo necessarios em torno de 10 a 15
toneladas de mudas por hectare (ROSSETO e SANTIAGO, 2017).

Atualmente foi criado o sistema de Mudas Pré-Brotadas (MPB), desenvolvido pelo
Programa Cana do Instituto Agronémico (IAC), que possibilita reducdo na quantidade de
mudas, no nimero de falhas e nos riscos de propagacao de pragas e doencas. O cultivo da cana-
de-acucar é feito em grandes areas, necessitando de alto potencial produtivo de MPB para que
se atenda a demanda das renovacges canavieiras (SANTI et al., 2016).

Para que se possa atender a essa demanda, a disponibilizacdo de mudas pode ser feita por
meio da biotecnologia, utilizando diversas técnicas, dentre as quais podemos citar a
micropropagacao, que por meio de meristema apical, vém se mostrando muito vantajosa devido
a economia de tempo quando comparada as outras técnicas (DUTRA et al., 2015).

No estabelecimento de uma cultura in vitro, a contaminagdo por microrganismos € um dos
principais problemas, uma vez que 0S microrganismos contaminantes competem com 0S
explantes por nutrientes e alguns deles produzem toxinas que influenciam no processo de
regeneracdo da espécie (ANDRADE, 2002).
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Para evitar a contaminacdo por microrganismos, algumas alternativas sdo bastante
utilizadas, dentre elas, o uso de biocidas e silicatos. H4 uma classe de biocidas industriais
conhecida como isoatiazolonas que séo utilizadas profilaticamente sob forma de mistura de
conservante de plantas, comercialmente conhecida como Plant Preservative Mixture - PPM™.
O PPM™ conttm uma mistura de isoatiazolonas (metilcloroisotiazolinona e
metilisotiazolinona) que podem ser eficientes no controle e na redugéo da taxa de contaminacao
in vitro (NIEDZ e BAUSHER, 2002).

Asmar et al. (2011) destacam que ainda existem poucas informac6es sobre a modificacao
no meio de cultura e seus efeitos sobre as plantas, especialmente sobre a utilizacao de silicio
adicionado ao meio. O silicio é um nutriente que atua em constituintes estruturais da célula,
tornando-as mais resistentes a entrada de patgenos.

Sendo assim, visando reduzir o indice de contaminacdo no estabelecimento da cultura de
cana-de-accar, o objetivo desse trabalho foi avaliar se a adi¢do do biocida PPM™ + silicato
de potéssio (Silexo) nas doses de 1 mL.L™! e 5 mL.L?, respectivamente, ao meio de cultura MS

diminuiria os indices de contaminacéo no estabelecimento in vitro.

2. MATERIAL E METODOS
O experimento foi realizado no Laboratorio de Biotecnologia do Instituto Federal do Sul de

Minas, Campus Machado.

Foram utilizados como explantes, brotacdes dos colmos de cana-de-agUcar (cultivar RB
867515) coletadas em campo. Os colmos foram cortados e submetidos a tratamento térmico
(52°C por 30 min) para evitar a proliferacdo de doencas. Apds o tratamento foram plantados
em bandeja com areia lavada e autoclavada onde permaneceram por 25 dias. Apos este periodo
foram retiradas as brotacdes dos colmos, sendo, entéo, lavadas e, em camara de fluxo laminar,
submetidas a desinfestacdo superficial com hipoclorito de sédio 2,0% contendo Tween 20,
0,04% (v/v), por 20 minutos sob agitacdo constante, e alcool etilico 70% por dez minutos. Em
seguida foram realizados trés enxagues com agua destilada autoclavada. Apdés a desinfestacéo,
os explantes foram inoculados em tubos de ensaio com 15 mL de meio de cultura.
Posteriormente os explantes foram mantidos no escuro por 5 dias e depois em sala de
crescimento na temperatura de 24 + 1 °C, sob fotoperiodo de 16 h luz branca fria e irradiancia

de 25 umol.m™.s%, onde permaneceram por mais 25 dias.
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O meio de cultura utilizado foi o MS (MURASHIGE e SKOOG, 1962) com 3% de sacarose.

Foram dois tratamentos: sem adigo de biocida PPM™ e com adigéo de biocida PPM™ 1 mL.L-
Lacrescido de silicato de potassio 5 mL.L™ (Silexo), sendo dez repetices por tratamento. Os
meios tiveram seu pH ajustado para 5,8 e solidificados com 7,0 g. L™ de Agar.
Foram analisados a porcentagem de explantes contaminados, o crescimento dos explantes e o
nivel de oxidacgdo dos explantes e do meio de cultura. Os dados foram submetidos ao teste de
variancia e as médias comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade utilizando o
aplicativo SISVAR.

As analises do nivel de oxidacao foram feitas por meio de notas (0 a 5) atribuidas por duas
pessoas diferentes em que a nota “5” significava totalmente oxidado e a nota “0”” sem oxidagé&o.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Observou-se reducdo no percentual de contaminacdo e oxidagao dos explantes e dos meios
de cultura nos frascos contendo PPM™ e Silexo. No entanto, pode-se observar inibigdo no

desenvolvimento dos explantes (Tabela 1).

Tabela 1: Contaminacéo, comprimento das plantulas e oxidagdo do meio de cultura e dos explantes de cana-
de-aclcar inoculados em meio MS sem e com adi¢do de PPM™ acrescido de Silicato de potassio (Silexo)®.

Oxidacéo Oxidacao do meio Comprimento
Tratamentos Contaminacdo explante de cultura explante
MS 6,63 b 3,15b 2,21b 131la
MS+ PPM+ Silexo 1,00 a 0,75a 0,05a 0,65b
CV (%) 23,58 19,53 34,28 40,15

1) Médias seguidas pela mesma letra na coluna néo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

O efeito do biocida PPM™ ¢ variavel em funcio da espécie, podendo aumentar, reduzir ou
n&o influenciar o crescimento in vitro. A inibi¢do do crescimento in vitro foi relatada por Correa
e Quisen (2010), que demostraram toxicidade do biocida na concentracéo de 1%, resultando
perda por oxidacao e necrose de 100% dos explantes de pau rosa.

Silveira et al. (2013) comprovaram a eficiéncia do PPM™ na desinfestagéo de sementes de
guanandi na concentracdo de 0,2% do produto, combinando o tratamento de imerséo por 48
horas com acréscimo ao meio de cultura, atingindo apenas 6% de contaminacao.

Neidz (1998) evidenciou gue, as isoatiazolonas, quando utilizadas nos niveis recomendados
pelos fabricantes, causam pouca fitotoxicidade nas culturas e sdo eficientes no controle de

fungos e bactérias.
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4. CONCLUSAO

A utilizagdo de PPM™ juntamente com o Silexo, foi eficiente na reducio dos percentuais
de contaminacéo e oxidagdo. Entretanto, € necesséria a realizacao de novos testes para definicdo
da dose eficaz para que ndo ocorra a inibig&o no desenvolvimento dos explantes e haja controle
efetivo da contaminacgéo no estabelecimento in vitro de explantes de cana-de-acucar.
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