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Introducao
- e

cultura de tecidos apresenta diversas possibilidades de apoio a um

programa de melhoramento vegetal, entre elas a multiplicagdo rapida

de gendtipos de interesse potencial. No entanto, a embriogénese
somatica utilizando nucelos, Gnica metodologia descrita para micropropagagao
de mangueira apresenta alta ocprréncia de variagdo somaclonal.
Pesquisadores da Australia, México India e Brasil (Embrapa Cerrados e
Embrapa Mandioca e Fruticultura) estdo trabalhando no desenvolvimento de
protocolos de micropropagagdo por gemas laterais e apices caulinares,
entretanto, ainda sem sucesso. Os principais problemas sdo a intensa
contaminacdo enddgena dos explantes e a exsudagdo de fendis no meio de
cultivo, além da auséncia de qualquer descrigdo de meios de cultura adaptados
a micropropagacgao de gemas laterais de mangueira. O presente trabalho tem o
intuito de identificar os contaminantes visando controlar o desenvolvimento
deles em meio de cultura.

Material e métodos
L ——

Obtencao dos explantes

Os explantes foram coletados de campos experimentais da Embrapa
Cerrados (Figura 1), descontaminados superficialmente com alcool 70%,
hipoclorito de sédio a 1% e 30 minutos em 500 mg.L! de Benomyl, e
inoculados em meio MS 3%.

Figura 1. Campo Experimental de mangueira da Embrapa Cerrados.

Seqlienciamento do RNAr da bactéria “B”

Cinco dias ap06s a inoculagdo do explante em meio de cultura, uma bactéria
com col6nias brancas e de crescimento rapido foi isolada em Meio AB. O DNA
desta bactéria, chamada de bactéria “B”, foi extraido utilizando-se o Wizard
Genomic DNA Purification Kit (Promega). As amplificagdes do gene 16S RNAr
foram realizadas em um volume total de 25 ul contendo 50 ng de DNA, 1,25
mM MgCl,, 100 uM dNTP, 0,5 mM de cada primer e 0,5 U de Tag DNA
polymerase (Amersham). As sequéncias dos primers foram 27f: 5'-
AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3' e 1525r: 5'-AAGGAGGTGWTCCARCC-3' (Lane,
1991). As amplificagdes foram realizadas com uma desnaturagdo inicial a 94°C
por 1 min, seguida de 40 ciclos a 94°C por 1 min, 65°C por 1 min e 72°C por 2
min. Os produtos amplificados foram clonados utilizando o pGEM T-Easy
(Promega) e seqlienciados em Sequenciador Automatico ABI Prism 3700 DNA
Analyser (Applied Biosystems Inc.). As homologias das seqiiéncias foram
analisadas utilizando o programa Blast (Altschul et al., 1997).

Comparacao entre as bactérias

Foi avaliado o crescimento da Bactéria “B” em meio contendo
D-Manitol ou Glutamato, assim como em meio LGI semi-sélido sem N
(Dobereiner et al., 1995).

Identificacao dos fungos

Dez a quinze dias depois da inoculagao dos explantes, foram visualizados
fungos diversos. Esses fungos foram isolados apds transferéncia para placas de
Petri contendo o meio de cultura batata-dextrose-agar e o género foi
identificado pela avaliagdo morfoldgica das estruturas dos fungos.

Conclusoes

A bactéria “B” deve ser filogeneticamente proxima aos géneros Asaia e
Swaminathania.

Matrizes do campo apresentam uma gama de fungos, sugerindo a
necessidade de utilizagdo de fungicidas no campo experimental em
conjunto com tratamentos em laboratorio.
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Identificagdao da bactéria

bactéria “B” foi identificada como Gram Negativa,
apresentando col6nias chatas e circulares com

diametro de aproximadamente 2 mm, de aspecto
seco e coloragdo branca no meio AB (Figura 2). A
amplificagdo do gene 16S RNAr revelou uma banda Unica
de aproximadamente 1,4 kb. Com o seqlenciamento
parcial do gene 16S RNAr foi obtida uma seqiiéncia de
aproximadamente 515 pb. A analise dessa sequéncia
mostrou 98% de identidade com a sequiéncia 16S RNAr de
Asaia bogorensis (AB025931.1) e 97% com o 16S RNAr de
Swaminathania salitolerans (AF459454.1). Ambas as
espécies sdo aceto-bactérias endofiticas e sdo proximas
filogeneticamente (Loganathan & Nair, 2004) e podem ter
efeito benéfico para a planta. Embora as analises tenham
sido feitas com a sequéncia parcial do gene 16S RNAr,
Yamada e colaboradores (2000) reportaram que arvores
filogenéticas construidas com a sequéncia parcial e
completa do gene 16S RNAr revelam resultados
semelhantes, assim, pode-se sugerir que a bactéria “B”
deve ser filogeneticamente proxima aos géneros Asaia e

Figura 2. Detalhe das colénias da Bactéria “B”.

Nesse estudo as comparagGes entre essas bactérias foram feitas com informagdes baseadas nos
trabalhos de identificacdo dessas espécies (Tabela 1). Entretanto, os resultados ndo foram conclusivos
sendo necessario realizar outras baterias de teste morfoldgico, fisioldgico e bioquimico para confirmar a
identificagdo da Bactéria “B”. As estirpes-padrao de Asaia bogorensis e Swaminathania salitolerans estao
sendo solicitadas para facilitar os trabalhos de comparagao entre essas bactérias.

Tabela1.
S. salitolerans.

Crescimento em
A. bogorensis

D- manitol +
Glutamato +
LGl semi-soélido sem N ND

ND - Nao determinado.

Figura 3. Amostra dos fungos identificados em meio de cultura

apos inoculagao dos explantes.

S. salitolerans

Resultado parcial das comparagdes entre a Bactéria B e A. bogotensis e

Bactérias
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Identificagao dos fungos

Inicialmente, os fungos identificados
pertenciam aos seguintes géneros:
Curvularia sp., Fusarium sp. e Aspergillus
sp. Esses géneros sdo provavelmente
saprofitas, sugerindo que essas espécies
aparecem a medida que o explante sofre
necrose. Esse resultado sugere que a
diminuigdo no tamanho do explante, bem
como a utilizagdo de diferentes fungicidas
que poderdao ajudar no controle do
desenvolvimento desses fungos.
Entretanto, em novo bloco de inoculagéo de
explantes foram identificados outros
fungos: Alternaria sp., Helmithosporium
sp., CladosporiumlI sp., Colletotrichum sp.,
Gliocadium sp., Penicillium sp. e fungos do
grupo de leveduras (Figura 3). Essa gama
de fungos sugere a necessidade de um
tratamento no campo e utilizagdo de outras
alternativas em laboratdrio. Em
experimento-piloto, a inclusdo de 25 mg.L'1
de sulfato de cobre ao meio de cultura
restringiu os géneros de fungo sendo
observado apenas Fusarium sete dias
depois da inoculagdo. Novos estudos estao
sendo realizados para definir qual o
tratamento mais adequado para o controle
desse fungos.
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