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INTRODUCAQ

A descontaminacao dos explantes € um ponto fundamental
para a micropropagacao. Os microorganismos, se nao forem
eliminados, competem pelos nutrientes do meio de cultura alterando
o desenvolvimento normal da material a ser propagado. No entanto,
embora seja uma fase primordial para o estabelecimento da cultura
de tecidos, existem poucos trabalhos publicados a respeito de
descontaminacao de explantes (Oliveira et al., 2000; Vianna et al.,
1997; Saheli & Khosh-Khui, 1997; Thomas & Ravindra, 1997).

A descontaminacao consiste em eliminar os
microorganismos, porém preservando o material vegetal a ser
regenerado. Os explantes vegetais nao podem ser submetidos ao
calor extremo pois este afeta diversas atividades biologicas
comprometendo aregeneracao do material. Assim, orgaos e tecidos
normalmente sao esterilizados com substancias como etanol e
compostos a base de cloro, e, dependendo da origem do material,
utiliza-se fungicidas e antibiéticos. Etanol é utilizado nas
concentracoes de /0 a80 % (v/v), pois acima destas concentracoes
a eficiéncia é reduzida e o tecido pode ser desidratado. Hipoclorito
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de so6dio e de calcio sdo os compostos a base de cloro mais
empregados na desinfestacao de explantes em concentracdes que
variam de 0,5 a 2% de cloro ativo. No entanto, alguns
pesquisadores utilizam cloreto de merctrio, acido cloridrico, cloreto
de benzalconio ou perdxido de hidrogénio. Usualmente detergentes
sao adicionados as solucdes a base de cloro, sendo o Tween o mais
comum nas concentracoes de 0,01% a 0,05%, contudo
detergentes neutros podem ser utilizados como substitutos
(Grattaplagia & Machado, 1998).

No ano de 2000, iniciaram-se os primeiros trabalhos para
estabelecimento de protocolos de cultura de tecidos de manga na
Embrapa Cerrados. Os esforcos se concentraram, a principio, no
desenvolvimento de métodos de descontaminacao dos de estacas e
folhas de mangueira provenientes do campo (Cordeiro et al., 2002).
O objetivo deste trabalho foi ajustar um protocolo de
descontaminacao em de estacas de manga para a introducao em
cultura de tecidos, visando o estabelecimento de métodos de
micropropagacao de gemas laterais.

KESULTADPOS

MATERIAIS E METODOS

O material vegetal utilizado foram estacas de manga
(Mangifera indica L.), cultivar Alfa, coletadas de brotos recentes de
matrizes de 5 anos de idade, provenientes do campo experimental
da Embrapa Cerrados. As estacas eram submetidas aos tratamentos
e separadas em vidros individuais contendo meio VIS 3% e 1% PVP,
cada vidro constituiu uma repeticdo e cada tratamento tinha 10
repeticoes, num total de 4 experimentos. O primeiro experimento
avaliou o uso de hipoclorito de sédio, etanol e Tween. O segundo
avaliou o tempo de exposicdao ao hipoclorito e testou diferentes
concentracoes do mesmo. O terceiro experimento avaliou o tempo
de exposicao a solucao de benlate e cloranfenicol, bem com o efeito
da sonicacao. O quarto experimento foi uma repeticao do terceiro.
Os tratamentos foram avaliados a cada 2/3 dias para identificar a
presenca de contaminacao, e os resultados foram expressos em
porcentagem de contaminacao.
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Grafico 3 - Efeito dos ratamentos na descontaminacao de explantes de Grafico 4 - Efeito dos tratamentos na descontaminacao de explantes de

Grafico 1 - Efeito dos tratamentos na descontaminagao de explantes de Grafico 2 - Efeito dos tratamentos na descontaminacao de explantes de

manga. Tratamentos: (1) (@) 5 minutos em etanol 70%,
seguido de 15 minutos em hipoclorito de sodio 1%; (2)( ]
Idem 1, seguido incubar 1 minuto em solugao de 500 mg.L"1
de benlate e 500 mg.L"1 de cloranfenicol a 45°C; (3) (W)
Incubar 1 minuto em solugao de 500 mg.L'1 de benlate e 500
mg.L"'I de cloranfenicol a 45°C; (4) (@ ) 5 minutos em etanol
70%, seguido de 15 minutos em hipoclorito de sédio 1% com
2 gotas de Tween 80 para cada 100 ml de solugdo; (5) (W )
Idem 4, em seguida incubar 1 minuto em solucao de 500 mg.L"
1 de benlate 500 mg.L"1 de cloranfenicol a 45°C.

manga. Tratamentos: (1) (M) 5 minutos em etanol 70%,
seguido de 15 minutos em hipoclorito de sadio 1% com 2
gotas de Tween BO para cada 100 ml de solugao; (2){ )ldem
1. sonicar o material na solugao de hipoclorito e incubar por 15
minutos.; (3) (M ) 5 minutos em etanol 70%, seguido de 30
minutos em hipoclorito de sédio 1% com 2 gotas de Tween 80
para cada 100 ml de solugado; (4) (M ) Idem 1, em seguida
incubar 1 minuto em solugéo de 500 mg.L-1 de benlate e 500
mg.L-1 de cloranfenicol a 45°C; (5) (n) 5 minutos em etanol
70%, seguido de 15 minutos em hipoclorito de sodio 2,5%
com 2 gotas de Tween 80 para cada 100 ml de solugao; (6)
(@ ) 5 minutos em etanol 70%, seguido de 15 minutos em
hipoclorito de sodio 5% com 2 gotas de Tween 80 para cada
100 ml de solugéo.,

manga. Tratamentos: (1) () 5 minutos em etanol 70%,
seguido de 15 minutos em hipoclorito de sodio 1% com 2
gotas de Tween BO para cada 100 ml de solugao, em seguida
incubar 1 minuto em solugao de 500 mg.L‘iI de benlate e 500
mg.L'1 de cloranfenicol a 45°C; (2) { W ) idem1, no entanto
incubar a temperatura ambiente; (3} { ) idem2, no entanto
incubar 30 minutos; (4) (M ) idem 2, no entanto incubar 15
minutos; (5) ( @ ) 5 minutos em etanol 70%, seguido de 15
minutos em hipoclorito de s6dio 1% com 2 gotas de Tween 80
para cada 100 ml de solugdo, em seguida mergulhar em
solugdo de 500 mg.L"l! de benlate e 500 mg.L"1 de
cloranfenicol, sonicar 5 segundos e incubar por 1 minuto,; (6)
( @ )idem 5, no entanto incubar 10 minutos.

manga. Tratamentos: (1) (B ) 5 minutos em etanol 70%,
seguido de 15 minutos em hipoclorito de sodio 1% com 2
gotas de Tween 80 para cada 100 ml de solugdo, em seguida
incubar 1 minuto em solugdao de 500 mg.L‘1 de benlate e 500
mg.L"1 de cloranfenicol a 45°C; (2) ( M } idem1, no entanto
incubar a temperatura ambiente; (3} { ) idem2, no entanto
incubar 30 minutos; (4) ( W ) idem 2, no entanto incubar 15
minutos; (5) ( @ ) 5 minutos em etanol 70%, seguido de 15
minutos em hipoclorito de sodio 1% com 2 gotas de Tween BO
para cada 100 ml de solugdao, em seguida mergulhar em
solugdo de 500 mg.L'l de benlate e 500 mg.L"1 de
cloranfenicol, sonicar b segundos e incubar por 1 minuto.; (6)
(M )idem 5, no entanto incubar 10 minutos.

No Grafico 1 observa-se que, na auséncia de Tween, as
estacas tratadas com hipoclorito de sodio e etanol, apresentaram
baixa eficiéncia de descontaminacéao (Tratamento 1), mesmo
quando em seguida utilizou-se a solucao de benlate e cloranfenicol
(Tratamento 2). Também, observou-se alta porcentagem de
contaminacao quando utilizou-se somente a solucao de benlate e
cloranfenicol (Tratamento 3), evidenciando a necessidade do uso de
hipoclorito e etanol, conforme comprovado por Vianna et al. (1997)

e Oliveiraetal. (2000).

No Grafico 2, novamente podemos observar que o melhor
resultado foi obtido quando os explantes foram tratados com
hipoclorito de sddio, etanol e solucdo de benlate e cloranfenicol a
45°C (Tratamento 4). Houve alta taxa de contaminacao do material
na auséncia desta solucdao, mesmo quando aumentou-se a
concentracao de hipoclorito (Tratamentos 5 e 6), ou o tempo de

CONCLUSQLES

1. Os tratamentos contendo Tween na solucdo de hipoclorito,
seguido de incubacao com benlate e cloranfenicol apresentaram
os melhores resultados de descontaminacdao de estacas de
mangueira;

2. Aquecimento da solucao de benlate e cloranfenicol ndao aumenta
a eficiéncia de descontaminacao;

3. A sonicacao e o tempo de incubacao nas solucoes de benlate e
cloranfenicol aumentaram a eficiencia do processo de
descontaminacao.

DISCUSSAQ

exposicao ao hipoclorito (Tratamento 3). Isto indica que para o
controle dos contaminantes €& necessario o tratamento com
fungicidas e antibioticos, conforme sugerido por Buer (2002) e
Slabbert (2002).

Os Graficos 3 e 4 demonstram que a o tratamento com
benlate e cloranfenicol é eficiente para controlar a contaminacéao dos
explantes (Tratamentos 2, 3, 4, 5 e 6). No entanto, para as estacas
de mangueira o aquecimento a 45°C nao aumentou a eficiéncia de
descontaminacao (Tratamento 1), gquando comparado com os
demais tratamentos, e produziu, como efeito colateral, um aumento
na exsudacao de fendis. Buer (2002) em uma compilacao de
sugestdes sobre fungicidas prop6s o uso de benlate a 1% durante
30 minutos antes de hipoclorito, isto confere com nossos resultados
que demonstraram que o maior tempo de exposicao a solucao de
benlate aumenta a eficiéncia de descontaminacao (Tratamento 3).

Os tratamentos 3 e 6 apresentaram o0 mesmo resultado,
evidenciando que a sonicacao também aumenta as chances de
eliminacao dos patégenos. A sonicacao auxilia no processo de
eliminacao de bolhas de ar entre os tecidos do explante, permitindo
um maior acesso da solucéao a toda a superficie do mesmo.

Os tratamentos foram eficientes para descontaminacao de
fungos, no entanto, apo6s a eliminacao dos mesmos iniciaram-se 0s
problemas de contaminacao por bactérias. Oliveira et al. (2000)
avaliaram dois tratamentos com etanol e hipoclorito de s6dio para
descontaminacao de explantes de bananeira e concluiram que os
tratamentos sao eficientes para descontaminacao fungica, no
entanto sao deficientes no controle de bactérias. Vianna et al.
(1997) também observaram que alcool e hipoclorito sao eficientes
apenas no controle de fungos, ap0s a esterilizacao de explantes de
mamoeiro provenientes de campo.
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