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Desenvolvimento e Avaliacdo de
Protocolos para Descontaminacao de
Explantes de Mangueira Visando a
Micropropagacao

Solange Rocha Monteiro de Andrade’; Alberto Carlos de Queiroz Pinto?;

Fabio Gelape Faleiro®; Maria Cristina Rocha Cordeiro*; Victor Hugo Vargas
Ramos®; Jodo Batista Teixeira®

Resumo: A eliminacdo de microrganismos é uma condicdo essencial para o
estabelecimento de um processo de regeneracao in vitro, pois eles além de
competirem pelos nutrientes também produzem toxinas que causam a morte do
explante. O trabalho visou desenvolver metodologias de controle de crescimento
de microrganismos provenientes de explantes de mangueira inoculados em meio
de cultura, como fase inicial do estabelecimento de um protocolo de
micropropagacao de gemas laterais de mangueira para apoiar o programa de
melhoramento desenvolvido na Embrapa. Contudo, uma bactéria de cor
esbranquicada, gram positiva, demonstrou ser resistente a todos os antibiéticos,
menos ao complexo sulfametaxazol + trimetroprima. Foi verificada a presenca
de outra bactéria, de coloracao rosada e que foi controlada por canamicina,
rifampicina, tetraciclina e estreptomicina. Testou-se entdo, o uso de sulfato de
cobre em concentracdes até 2000 vezes maior que a indicada para o meio MS e
verificou-se que nao foi capaz de controlar a bactéria, mas exerceu forte controle
da contaminacao de fungos endégenos. Com base nesses resultados, inocularam
explantes em meio contendo sulfato de cobre, canamicina e o complexo
sulfametaxazol + trimetroprima em diferentes concentracdes e cada antibiético
isoladamente. Os resultados demonstram que o sulfametaxazol sozinho ou com
a trimetroprima controlam o desenvolvimento da bactéria. No entanto, novos
estudos sdo necessarios para identificar se esses antibiéticos nao afetam o
desenvolvimento do explante.

Termos de Indexacao: cultura de tecidos, organogénese, desinfeccao, Mangifera
indica.
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Evaluation and
development of mango
explant decontamination
protocol for
micropropagation

Abstract - The decontamination of explantes is a basic stage for the plant tissue
culture. The objective of this work was to develop a decontamination protocol of
internodal segments to establish methods for micropropagation of mango lateral
buds. The first step was to develop a superficial decontamination of the explants
followed by a control of microrganism growth into the medium. The results
demonstrated that explant needs a pre-treatment with neutral detergent in tap
water, a mixture with hypochlorite and Tween and 15 seconds of sonication in
Benomyl (600 mg.L""), before incubation in the solution. Treatment with etanol
70% followed by hypochlorite 1%, and 30 minutes of Benomyl 500 mg.L"'
immersion was the most efficient for superficial decontamination. In general, the
treatments were efficients for decontamination of superficial fungi, however,
they did not eliminate contamination of endogenous bacteria and fungi. Inclusion
of copper sulfate (25 and 50 mg.L"") into the nutritive medium controlled the
endogenous fungi, although it fails to control the endogenous bacteria. The
evaluation demonstrated that the bacteria are gram positive and resistant to the
antibiotics rifampycin (300 mg.L"), kanamycin (150 mg.L""), ampicylin (150
mg.L7), tetracyclin (150 mg.L"), chloramphenicol (150 mg.L"), carbenicyllin
(150 mg.L") and streptomycin (300 mg.L"). However, these results also
revealed that the combination of sulphametaxazole + trimetroprim (80 mg.L" +
16 mg.L") or sulfamethoxazole (80 mg.L") alone showed satisfactory result on
the control of this endogenous bacteria, while trimethoprim (16 mg.L"") did not
work alone. Studies are actually being carried out to evaluate if the antibiotics
affect the explant development.

Index terms: mango, plant tissue culture, micropropagation, disinfection.
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Introducao

A cultura de tecidos pode apoiar o programa de melhoramento pela multiplicacdo
rédpida dos gendtipos de interesse a partir de um pequeno explante, mantendo a
identidade genética e diminuindo o tempo de obtencéo de clones para avaliacdes
com repeticao e em diferentes ambientes (HU; WANG, 1983). As vantagens
potenciais em relacao a propagacao por métodos convencionais sao: (1) apenas
pequena quantidade de explantes é necesséria para a regeneracao de milhares de
clones em um ano; (2) muitas espécies ndo sdo propagadas por métodos
convencionais, sendo a cultura de tecidos alternativa para essas espécies;

(3) permite a troca de germoplasma livre de doencas evitando a introducéao de
novas doencas em locais deferentes; (4) podem ser propagadas em qualquer época
do ano (HU; WANG, 1983; AMMIRATO, 1983; LITZ et al., 1984). No entanto, a
contribuicdo da cultura de tecidos no melhoramento dependera dos objetivos do

programa e das caracteristicas da espécie-alvo (EERREIRA et al., 1998).

Atualmente, a embriogénese somatica é o Unico método de micropropagacao da
mangueira (LITZ, 1984a: LITZ et al., 1984; DEWALD et al., 19894, b). O
método, embora efetivo, apresenta alguns inconvenientes para a propagacao

rapida dos hibridos de interesse. O primeiro, é a utilizacdo de nucelos como
fonte de explantes (LITZ, 1984a; LITZ et al., 1984; DEWALD et al., 1989a,b),
limitando a época de inoculacdo em meio de cultura ao periodo de frutificacao

(setembro-dezembro). Em frutos da mangueira, o estagio 6timo de
desenvolvimento do évulo para o estabelecimento das culturas embriogénicas é
aproximadamente quando a massa embriondria ocupa metade do saco
embrionério, ou seja, cerca de 30 a 50 dias apds a polinizacdo dependendo da
cultivar (LITZ, 1984b; DEWALD et al., 1989b; LITZ; JAISWAL, 1991; LITZ,
2002). Entretanto, estudos (LITZ, 1989) demonstram que, embora o nucelo
apresente a habilidade de produzir embrides até sem estimulo externo, em baixa

freqliéncia, a resposta é significativamente diferente dentro das cultivares e entre
as variedades poli e monoembridnicas (LITZ, 2002; LITZ et al., 1998). Além
disso, o hibrido enxertado frutifica no minimo de 3 a 4 anos apds o plantio’, e

o processo de obtencao de embridoes somaticos é lento devido as dificuldades de
controlar o desenvolvimento normal do embriao em meio de cultivo (DEWALD

et al., 1989b; LITZ: JAISWAL, 1991; THOMAS, 1999). Portanto, a obtencéo

da multiplicacdo do gendtipo de interesse ocorreria somente cerca de seis anos
depois da identificacao dele.

7 Comunicacéo pessoal do Dr. Alberto C. Q. Pinto da Embrapa Sede a primeira autora em julho/2005.
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Desenvolvimento e Avaliacéo de Protocolos para Descontaminacéo...

A técnica da embriogénese somatica também apresenta alto indice de variacao
somaclonal devido a manutencao do explante em altas concentracdes de
reguladores de crescimentos ao longo periodo em meio de cultura (LITZ, 2002).
Isso ocorre por que as células do tecido sofrem um processo traumatico por
causa da reprogramacao celular durante o processo de producao de embrides e
regeneracao deles que é um processo completamente diferente do que ocorre na
natureza (JAIN, 2001). Esse processo costuma induzir a poliploidizacao,

quebras de cromossomos, aneuploidizacédo e outras mutacoes, resultando em
anormalidades na mitose e no desenvolvimento do explante (HU; WANG, 1983:
AMMIRATO, 1983). A variacao somaclonal pode ser utilizada para aumentar a

variabilidade do germoplasma, mas é um inconveniente quando se pretende
clonar genétipos de interesse ou para utilizar em processos de transformacao
genética (JAIN, 2001). Segundo Litz e Jaiswal (1991), o uso de embriogénese
somatica ainda nao pode ser considerada como um método confidvel para ser

empregado na micropropagacao de espécies frutiferas tropicais.

Existem poucos trabalhos visando ao desenvolvimento de protocolos de
micropropagacao por gemas laterais e apices caulinares de mangueira. Os
principais problemas sao a intensa contaminacao endégena dos explantes e a
exsudacao de fendis no meio de cultivo (SHARMA: SINGH, 2002; LITZ, 2002),
além da auséncia de qualquer descricdo de meios de cultura adaptados ao

sistema de micropropagacao de gemas laterais de mangueira. As vantagens
desse sistema sdo: a preservacao da integridade genética da planta-mae dos
explantes e a possibilidade de nao haver reintroducao da juvenilidade nos clones
desenvolvidos (LITZ, 2002).

A descontaminacao de explantes é uma etapa fundamental para a cultura de
tecidos. Os microrganismos, se nao forem eliminados, competem pelos
nutrientes do meio de cultura alterando o desenvolvimento normal do material a
ser propagado. Além disto, varios microrganismos produzem toxinas que
impedem o crescimento das plantas em meio de cultura. A descontaminacao
consiste em elimina-los, porém preservando o material vegetal a ser regenerado
(RAZDAN, 2003). Em 2000, iniciaram-se os primeiros trabalhos para
estabelecimento de protocolos de cultura de tecidos de mangueira na Embrapa

Cerrados. Os esforcos concentraram-se, a principio, no desenvolvimento de
métodos de descontaminacao de estacas e folhas de mangueira provenientes do
campo (CORDEIRO et al., 2002; ANDRADE et al., 2003).
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Nos procedimentos de descontaminacao, os explantes vegetais ndo podem ser
submetidos ao calor extremo, pois esse afeta diversas atividades bioldgicas
comprometendo a regeneracao dos tecidos. Assim, 6rgaos e tecidos
normalmente sao esterilizados com substancias como etanol, compostos a base
de cloro, fungicidas e antibiéticos, dependendo da origem do material
(GRATTAPLAGIA: MACHADO: 1998, RAZDAN, 2003; CHAWLA, 2003).

O Etanol é utilizado nas concentracdes de 70% a 80 % (v/v), pois, acima
dessas concentracodes, a eficiéncia é reduzida e o tecido pode ser desidratado.
Hipoclorito de sédio e de célcio sdao os compostos a base de cloro mais
empregados na desinfestacao de explantes em concentragcdes que variam de
0,5% a 5% de cloro ativo. No entanto, alguns pesquisadores utilizam cloreto de
mercurio, acido cloridrico, cloreto de benzalcénio ou peréxido de hidrogénio.
Usualmente, detergentes sédo adicionados as solucdes a base de cloro, sendo o
Tween, nas concentracoes de 0,01% a 0,05%, o mais utilizado. Detergentes
neutros também podem ser usados como substitutos (GRATTAPLAGIA:
MACHADO, 1998; RAZDAN, 2003; CHAWLA, 2003).

O objetivo deste trabalho foi desenvolver e avaliar protocolos de
descontaminacéo de estacas de manga para a introducado em cultura de tecidos,
visando ao estabelecimento de métodos de micropropagacao de gemas laterais.

Material e Métodos

O trabalho foi dividido em duas fases, (1) desenvolvimento do protocolo de
descontaminacdo de estacas de mangueira; (2) controle do crescimento de
microrganismos enddgenos.

Desenvolvimento do protocolo de descontaminacao
superficial de estacas de mangueira

Testes iniciais:

Pré-lavagem com detergente neutro - os explantes foram descontaminados
conforme os seguintes tratamentos: (1) Imersdo em &gua de torneira contendo
detergente neutro durante 30 minutos, enxagle dos explantes em agua de
torneira e tratamento com etanol 70% por cinco minutos, seguido de hipoclorito
de s6dio a 1% com Tween 80 por 15 minutos € um minuto em Benomyl 500
mg.L"; 2) etanol 70% por cinco minutos, seguido de hipoclorito de sédio a 1%
com Tween 80 por 15 minutos e um minuto em Benomyl 500 mg.L".
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Efeito da presenca de Tween 80, hipoclorito de sédio e Benomyl - os explantes
foram descontaminados conforme os seguintes tratamentos: (1) 5 minutos em
etanol 70%), seguido de 15 minutos em hipoclorito de sédio 1%; (2) Idem 1,
seguido imersdo 1 minuto em solucédo de 500 mg.L"' de Benomyl e 500 mg.L" de
cloranfenicol a 45°C; (3) Imersdo um minuto em solucédo de 500 mg.L" de
Benomyl e 500 mg.L" de cloranfenicol a 45°C; (4) cinco minutos em etanol 70%,
seguido de 15 minutos em hipoclorito de sédio 1% com duas gotas de Tween 80
para cada 100 mL de solucao; (5) Idem 4, em seguida, imersdo um minuto em
solucdo de 500 mg.L" de Benomyl e 500 mg.L" de cloranfenicol a 45°C.

Concentracdo de hipoclorito e tempo de exposicdo - os explantes foram
submetidos ao tratamento etanol 70% por cinco minutos, seguido de incubacao
com hipoclorito, mas com as seguintes diferencas: (1) 15 minutos em
hipoclorito 1%; (2) 30 minutos em hipoclorito 1%; (3) 15 minutos em
hipoclorito 2,5%; (4) 15 minutos em hipoclorito 5%; (5) um minuto em
Benomyl 500 mg.L" ; (6) 15 minutos em hipoclorito 1%, seguido de um minuto
em Benomyl 500 mg.L".

Tempo de exposicdo ao Benomyl e efeito da sonicacdo - os explantes foram
submetidos ao tratamento etanol 70% por cinco minutos e 15 minutos de
incubacdo com hipoclorito de sédio 1%, seguido dos seguintes tratamentos:
(1) um minuto em Benomyl 500 mg.L" a 45 C; (2) um minuto em Benomyl
500 mg.L"; (3) 10 minutos em Benomyl 500 mg.L"; (4) 30 minutos em
Benomyl 500 mg.L"; (5) 15 segundos de sonicacdo seguido por 10 minutos
em Benomyl 500 mg.L"; (6) 15 segundos de sonicacdo seguido por 30
minutos em Benomyl 500 mg.L".

Nesses testes iniciais o material vegetal utilizado foram estacas de manga,
cultivar Alfa, coletadas de brotos recentes de matrizes de 5 anos de idade,
provenientes do campo experimental da Embrapa Cerrados. As estacas foram
submetidas aos tratamentos e separadas em vidros individuais contendo meio
25 mL de MS 3%. Cada tratamento consistia de 10 vidros contendo uma
estaca. Os tratamentos foram avaliados 15 dias apds os testes de
descontaminacao e o resultado expresso em porcentagem de contaminacao.

Teste do Protocolo de Descontaminacdo superficial - os explantes foram
coletados de brotos terminais de seis matrizes de cinco anos de idade, das
cultivares Alfa e Tommy Atkins, provenientes do campo experimental da
Embrapa Cerrados. As estacas de mangueira foram cortadas e tratadas por cinco
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minutos em etanol 70% seguidos de 15 minutos em hipoclorito de sédio 1%
contendo duas gotas de Tween 80 para cada 100 mL de solucédo; lavadas trés
vezes em agua destilada estéril; e, entao, submetidas a trés tratamentos de
descontaminacao: (1) incubacao por 30 minutos em solucao contendo 500
mg.L" de Benomyl; (2) imersdo em solucdo contendo 500 mg.L" de Benomyl,
seguida de sonicacdo por 15 segundos e incubacdo por 10 minutos; (3) imersao
em solucdo contendo 500 mg.L' de Benomyl, seguida de sonicacdo por 15
segundos e incubacao por 30 minutos.

O delineamento experimental foi o fatorial 2 X 3 (gendtipo por tratamento de
assepsia) com trés repeticdes. As estacas foram submetidas aos tratamentos e
separadas em vidros individuais contendo meio 25 mL de MS 3%. Cada
repeticdo consistia de 10 vidros contendo uma estaca. Os experimentos foram
avaliados 15 dias apés o tratamento de descontaminacdo. Os resultados foram
transformados para arcsen submetidos a andlise de variancia, utilizando-se o
modelo fixo Yijk =u+G + TI, + GT”. + Xy
o auxilio do Programa Genes (CRUZ, 1997).

As andlises foram realizadas com

Controle de crescimento de microrganismos endégenos
Controle de fungos enddégenos - estacas de mangueira da cultivar Alfa foram
coletadas de brotos recentes de seis matrizes de 5 anos de idade, provenientes
do campo experimental da Embrapa Cerrados, foram desinfetadas conforme
descrito no tratamento 3 do experimento anterior e transferidas para meios de
cultura MS 1/2 forca com 0,1% PVP e 1% de sacarose; acrescidos de sulfato
de cobre nas seguintes concentracdes (1) 0,0 mg.L" (controle); (2) 2,5 mg.L";
(3) 5mg.L"; (4) 12,5 mg.L"; (5) 25 mg.L"; (6) 50 mg.L". Foram feitas duas
repeticdes sendo que cada repeticdo consistiu de 10 vidros contendo uma
estaca. Os experimentos foram avaliados 15 dias depois do tratamento de
descontaminacao e os resultados expressos em porcentagem de contaminacao.

Uso de antibidticos para controle do desenvolvimento de bactérias enddgenas -
as bactérias foram cultivadas em meio BDAL acrescido de antibiéticos:
canamicina (75 e 150 mg.L™"), rifampicina (150 e 300 mg.L"), estreptomicina
(150 e 300 mg.L"), tetraciclina (75 e 150 mg.L"), ampicilina (75 e 150 mg.L™"),
cloranfenicol (75 e 150 mg.L"), carbenicilina (75 e 150 mg.L") e
sulfametoxazol + Trimetroprima (80 + 16 e 120 + 24 mg.L"). As avaliacdes
foram realizadas dois dias depois a inoculacado nas placas.
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Controle da bactéria enddégena utilizando sulfametazaxol e trimetroprima -
microestacas de mangueira da cultivar Alfa foram coletadas de brotos recentes de
seis matrizes de 5 anos de idade, provenientes do campo experimental da
Embrapa Cerrados, foram desinfetadas (conforme descrito no tratamento 3 do
item anterior) e transferidas para Meio MS). forca acrescido dos seguintes
tratamentos: (1) sem antibiético (controle); (2) 40 mg.L" de sulfametaxazol +
16 mg.L" de trimetroprima; (3) 60 mg.L" de sulfametaxazol + 24 mg.L" de
trimetroprima; (4) 80 mg.L" de sulfametaxazol + 32 mg.L" de trimetroprima; (5)
80 mg.L" de sulfametaxazol; 6) 32 mm.L" de trimetroprima

Resultados e Discussao

Desenvolvimento do protocolo de descontaminacao
superficial de estacas de mangueira

Foram realizados alguns experimentos iniciais, baseados em dados da literatura e
de informacdes pessoais (MERCURE, 2003) visando ao estabelecimento de um
protocolo inicial de descontaminacéao superficial (RAZDAN, 2003;
GRATTAPLAGIA: MACHADO, 1998). Os resultados mostraram a necessidade
de uma pré-lavagem dos explantes em detergente neutro antes do tratamento de

descontaminacao sugerido (Eigura 1). Na auséncia de Tween, as estacas,
tratadas com hipoclorito de sédio e etanol, apresentaram baixa eficiéncia de
descontaminacao, mesmo quando em seguida utilizou-se da solucao de Benomyl
e cloranfenicol (Eigura 2). Tween 20 ou 80 em baixas concentracdes (0,01% a
0,1%) apresentaram efeitos surfactantes permitindo ao desinfetante atingir e
eliminar os microrganismos superficiais (HU: WANG, 1983; RAZDAN, 2003;
CHAWILA, 2003). Observou-se, também, alta porcentagem de contaminacéao
quando se utilizou somente a solucao de Benomyl e cloranfenicol, evidenciando

a necessidade de um pré-tratamento com hipoclorito, etanol e Tween (Eigura 2) .

Estudos posteriores demonstraram que o aquecimento da solucdo de Benomyl e
cloranfenicol ndo aumenta a eficiéncia da descontaminacao, além de aumentar a
exsudacao de fendis, fato que levou a eliminacédo da etapa de aquecimento. O
tratamento com cloranfenicol foi igualmente eliminado, pois se observou que ele
nao controlava o desenvolvimento de bactérias enddégenas. Trabalhos tém
demonstrado que incubacdo com antibiéticos posterior a descontaminacéao
superficial ndo controla o desenvolvimento de bactérias enddégenas (SALEHI;
KHOSH-KHUI, 1997).
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Figura 1. Pré-tratamento: (1) Incubacdo em &gua de torneira contendo detergente neutro
durante 30 minutos, enxagie dos explantes em &gua de torneira e tratamento com
etanol 70% por cinco minutos, seguido de hipoclorito a 1% com Tween 80 por 15
minutos e um minuto em Benomyl 500 mg.L"; 2) etanol 70% por cinco minutos,
seguido de hipoclorito a 1% com Tween 80 por 15 minutos e um minuto em Benomyl
500 mg.L".
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Tratamentos

% contaminacéao

Figura 2. Efeito dos tratamentos na descontaminacdo de explantes de manga.
Tratamentos: (1) (@) 5 minutos em etanol 70%, seguido de 15 minutos em hipoclorito
de sodio 1%; (2) () Idem 1, seguido imergir 1 minuto em solugdo de 500 mg.L" de
Benomyl e 500 mg.L" de cloranfenicol a 45°C; (3) (@) Imersdo por um minuto em
solucdo de 500 mg.L" de Benomyl e 500 mg.L" de cloranfenicol a 45°C; (4) (M) cinco
minutos em etanol 70%, seguido de 15 minutos em hipoclorito de sédio 1% com duas
gotas de Tween 80 para cada 100 ml de solucdo; (5) (M) Idem 4, em seguida imersao
por um minuto em solucdo de 500 mg.L" de Benomyl e 500 mg.L" de cloranfenicol a
45°C.
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Concentracao e tempo de exposicdo ao hipoclorito de
sodio

Verifica-se na Figura 3 que o aumento da concentracado de hipoclorito de sédio
ou o tempo de exposicdo ao hipoclorito de sédio ndo afeta a porcentagem de
contaminacdo. Em geral, utiliza-se uma concentracéo de 0,5% a 1% de hipoclorito
de sédio (NaClO). Existem trabalhos em que se utilizam concentracées de até 10%
do principio ativo, no entanto, altas concentracées podem danificar o tecido (HU:
WANG, 1983). Como as avaliacdes com maiores concentracdes de hipoclorito ndo
diminuiram a contaminacao por fungos, manteve-se a concentracao em 1%,
seguida da imersdo em Benomyl, que diminuiu a contaminacdo em quase 50%
(Figura 3).

1007
90 A
80 A
70
60 -
50
40 A
30 1
20 A
101

0 T T T T T 1
1 2 3 4 5 6

Tratamentos
Figura 3. Tratamento com hipoclorito - os explantes foram submetidos ao tratamento

% contaminacgédo

etanol 70% por cinco minutos, seguido de incubacdo com hipoclorito, mas com as
seguintes diferencas: (1) 15 minutos em hipoclorito 1%; (2) 30 minutos em
hipoclorito 1%; (3) 15 minutos em hipoclorito 2,5%; (4) 15 minutos em hipoclorito
5%; (5) um minuto em Benomyl 500 mg.L" ; 6) 15 minutos em hipoclorito 1%,
seguido de um minuto em Benomyl 500 mg.L".

Tempo de exposicdo ao Benomyl e efeito da sonicacdo

A utilizacao de fungicidas para descontaminacao superficial de explantes é
bastante comum, sendo o Benomyl o fungicida mais utilizado por apresentar
baixo efeito fitotéxico, além de apresentar amplo espectro de acao (PAUL et al.,
2001). Observou-se que o maior tempo de exposicdo ao Benomyl e a sonicacao
aumentaram a eficiéncia de descontaminacao (Eigura 4). A sonicacao auxilia o
processo de eliminacao de bolhas de ar entre os tecidos do explante, permitindo
maior acesso da solucao a toda a superficie dele (HU: WANG, 1983).
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Figura 4. Os explantes foram submetidos ao tratamento etanol 70% por cinco minutos
e 15 minutos de incubacdo com hipoclorito 1%, seguido dos seguintes tratamentos:
(1) um minuto em Benomyl 500 mg.L" a 45 C; (2) um minuto em Benomyl 500
mg.L"; (3) 10 minutos em Benomyl 500 mg.L"; (4) 30 minutos em Benomyl 500
mg.L"; (5) 15 segundos de sonicacdo seguido por 10 minutos em Benomyl 500 mg.L";

(6) 15 segundos de sonicacdo seguido por 30 minutos em Benomyl 500 mg.L".

Os tratamentos foram eficientes para descontaminacao de fungos, no entanto,
apos a eliminacao deles, iniciaram-se os problemas de contaminacao
por bactérias.

Teste do protocolo de
descontaminacéao

Visando validar os dados obtidos nos experimentos iniciais, trés tratamentos de
descontaminacao, incluindo o protocolo proposto, foram utilizados para duas
cultivares de mangueira. O delineamento experimental foi fatorial 2 X 3. A
andlise de variancia mostrou que nao houve efeito significativo da cultivar, do
tipo de tratamento de descontaminacao, nem da interacao cultivar X tipo de

tratamento (Tabela 1). Entretanto, observando os dados brutos obtidos neste
trabalho (Tabela 2), verificou-se uma variacdo da porcentagem de

descontaminacao em funcao da matriz utilizada para coletar as estacas e uma
tendéncia de maior eficiéncia do tratamento 3, principalmente, para as estacas
das matrizes 1, 4 e 6 que apresentavam altas taxas de contaminacao.

15
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Tabela 1. Andlise de variancia dos experimentos de descontaminacao.

F.V. G.L. S.Q. Q.M. F Probabilidade
Gendtipo 1 0,000156 0,000156 0,00805 n.s.
Tratamento de descontaminacdo 2 0,157117 0,078558 0,406739 n.s.
Inter. GxT 2 0,006594 0,003297 0,017072 n.s.
Residuo 12 2,3177

Total 17 2,4816

Tabela 2. Efeito de trés tratamentos e duas variedades na descontaminacao de
explantes de manga.

Tratamento Gendtipo Matrizes % contaminacédo
1 Alfa 1 100
2 Alfa 1 70
3 Alfa 1 60
1 Alfa 2 40
2 Alfa 2 80
3 Alfa 2 50
1 Alfa 3 20
2 Alfa 3 30
3 Alfa 3 20
1 Tommy Atkins 4 100
2 Tommy Atkins 4 90
3 Tommy Atkins 4 70
1 Tommy Atkins 5 10
2 Tommy Atkins 5 10
3 Tommy Atkins 5 20
1 Tommy Atkins 6 70
2 Tommy Atkins 6 70
3 Tommy Atkins 6 40

(1) Imers&o por 30 minutos em solucdo contendo 500 mg.L" de Benomyl; (2) sonicag&o por 15 segundos
na solucdo de Benomyl de imergir por 10 minutos; (3) mais sonicacdo por 15 segundos na solucéo de
Benomyl e imersao por 30 minutos.

A anélise de variancia (Tabela 3) evidencia o efeito altamente significativo da
matriz na porcentagem de contaminacao. A alta variacao da porcentagem de
contaminacao em funcao da matriz sugere que a quantidade de inéculo nas
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matrizes em campo é muito varidvel, mesmo sendo da mesma cultivar. Diversos
autores (OLIVEIRA et al., 2000; GRATTAPAGLIA: MACHADO, 1998;
THOMAS: RAVINDRA, 1997) afirmam que a qualidade fitossanitaria das
matrizes tem muita influéncia na porcentagem de contaminacéao in vitro. Os
autores sugerem a criagcao de um banco de matrizes, em viveiro ou casa de
vegetacao, com comprovada qualidade fitossanitaria e nutricional para serem
utilizadas como fonte de explante para a cultura de tecidos.

Tabela 3. Andlise de variancia dos experimentos de descontaminacao.

F.v. G.L. S.Q. Q.M. F Probabilidade
Tratamentos de descontaminagdo 2 811,111 405,556 1,91 100,0
Matrizes 5 12627,778  2525,556 11,9005 0,000597
Residuo 10 2122,222 212,222

Total

Controle do crescimento de microrganismos endégenos
As contaminacdes observadas neste trabalho tiveram origem flngica e
bacteriana. O sulfato de cobre foi utilizado visando controlar o crescimento da
bactéria, conforme a sugestao de Mercure (2003) utilizando-se 2000 vezes (50
mg.L") a concentracéo de sulfato de cobre sugerida para meio MS. Foram
realizados dois testes com concentracdes crescentes de sulfato de cobre,
variando de 100 a 2000 vezes a concentracado sugerida para meio MS nao se
observando o controle da bactéria, no entanto, verificou-se queda na
contaminacédo por fungos, principalmente, nos tratamentos de 25 e 50 mg.L" de
sulfato de cobre (Eigura 5), o que seria esperado considerando que o sulfato de
cobre é o componente ativo de varios fungicidas comerciais. De modo geral, os
tratamentos foram eficientes para descontaminacao de fungos superficiais, no
entanto, ndo eliminaram a contaminacao por bactérias e fungos endégenos.

Thomas e Ravindra (1997) utilizaram diferentes tratamentos com fungicidas e
antibidticos para descontaminacao de gemas apicais de mangueira e concluiram
que os tratamentos apenas atrasaram ou reduziram as contaminacdes por fungos
e bactérias. Oliveira et al. (2000) avaliaram dois tratamentos com etanol e
hipoclorito de sédio para descontaminacao de explantes de bananeira e
concluiram que os tratamentos sao eficientes para descontaminacao fungica, no
entanto, sdo ineficientes no controle de bactérias. Vianna et al. (1997) também
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observaram que alcool e hipoclorito sao eficientes apenas no controle de fungos,
ap6s a esterilizacao de explantes de mamoeiro provenientes do campo. Os
autores sugerem a rifampicina para o controle de bactérias endégenas, no
entanto, uma das bactérias (branca) encontradas nos explantes demonstrou
resisténcia a rifampicina nas concentracées de 150 e 300 mg.L" (Eigura 6), bem
como dos antibiéticos canamicina, ampicilina, tetraciclina, cloranfenicol,
carbenicilina e estreptomicina.

80
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Tratamento

Figura 5. Efeito concentracdo de sulfato de cobre no controle de contaminacao
endogena de fungos, cv. Alfa. Tratamento (1) sem sulfato de cobre; (2) 2,5 mg.L" de
sulfato de cobre; (3) 5 mg.L" de sulfato de cobre; (4) 12,5 mg.L" de sulfato de
cobre; (5) 25 mg.L" de sulfato de cobre; (6) 50 mg.L" de sulfato de cobre. Média de
duas repeticoes.

Estudos realizados com os antibiéticos Sulfametoxazol + Trimetroprima
demonstraram a capacidade de esse complexo controlar o desenvolvimento
dessa bactéria (branca), a partir da concentracdo de 80 + 16 mg.L" (Eiguras 6
e 7). No entanto, ndo existem estudos sobre a utilizacdao de sulfametoxazol em
cultura de tecidos, embora tenha sido relatado na literatura, o uso da rifampicina
associada a trimetroprima para controle de bactérias endégenas (ALBERS:
KUNNEMAN, 1992; HALDEMAN et al., 1987; PHILLIPS et al., 1981).

A associacao dos dois antibidticos inibe a sintese do acido félico. O
sulfametoxazol é andlogo estrutural ao 4cido r-aminobenzdico (PABA), inibindo
de forma competitiva a enzima diidropteroato sintetase. A trimetoprima inibe a
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enzima diidrofaloto redutase através de uma ligacao reversivel ao sitio ativo.
Ambos os antibiéticos apresentam efeito bacteriostatico quando utilizados
separadamente, mas tém efeito bactericida quando combinados. Assim, o uso
desses antibiéticos em cultura de tecidos precisa ser estudado com mais
profundidade, pois pode afetar a sintese do acido félico em plantas,
principalmente, em altas concentracdes®. Salehi e Kosh-Khui (1997) sugerem a
incubacao dos explantes com solucdes de antibiético ao invés da incorporacéao
deles ao meio de cultivo. Segundo os autores, esse procedimento diminui a
contaminacao enddégena das bactéria em minirroseiras e nao afeta o

desenvolvimento normal do explante.

Figura 6. Teste de crescimento das bactérias no meio BDAL acrescido dos seguintes

antibioticos: (A) Controle; (B) Ampicilina (150 mg.L"); (C) Canamicina (150 mg.L");
(D) Carbenicilina (150 mg.L"); (E) Cloranfenicol (150 mg.L"); (F) Estreptomicina
(300 mg.L"); (G) Rifampicina (300 mg.L"); (H) Tetraciclina (150 mg.L"); (l)

Sulfametoxazol + Trimetroprima (80 mg.L' + 16 mg.L")

8 Comunicacéo pessoal do Dr. Edwin Cossins a primeira autora em 2005.
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Figura 7. Efeito do antibiético no controle do crescimento de bactéria enddgena.
Tratamentos: (1) Meio MS 1/2 forca (controle); (2) Meio MS 1/2 forca + 40 mg.L"'
de sulfametaxazol + 16 mg.L"' de trimetroprima; (3) Meio MS 1/2 forca + 60 mg.L"

de sulfametaxazol + 24 mg.L"' de trimetroprima; (4) Meio MS 1/2 forca + 80 mg.L"’
de sulfametaxazol + 32 mg.L"' de trimetroprima; (5) Meio MS 1/2 forca + 80 mg.L"’
de sulfametaxazol; (6) Meio MS 1/2 forca + 32 mm.L" de trimetroprima.
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Os resultados demonstram que o composto Sulfametaxazol + Trimetroprima
controla o crescimento da bactéria (branca) a partir da concentragdo 80 mg.L™"
de sulfametaxazol + 32 mg.L" de trimetroprima. No entanto, a utilizacdo de
sulfametaxazol (80 mg.L") separadamente da trimetroprima também controla o
desenvolvimento da bactéria, enquanto o uso somente da trimetroprima nao é
suficiente para esse controle (Figura 7). No entanto, ambos nao controlam
outra bactéria, de cor rosada, sendo necesséria a utilizacao de outro antibiético.
Serao realizados novos estudos para verificar a melhor combinacao de
antibidticos para controlar ambas as bactérias.

Conclusoes

1 Os tratamentos contendo Tween na solucdo de hipoclorito, seguido de
incubacdo com Benomyl e cloranfenicol apresentam os melhores resultados
de descontaminacao superficial de microestacas de mangueira.

2 0 aquecimento da solucao de Benomyl e cloranfenicol ndo aumenta a
eficiéncia de descontaminacao superficial.

3 A utilizacdo de cloranfenicol ndo impede o desenvolvimento de bactérias no
meio de cultura.

4 A sonicacao e o tempo de incubacdo nas solucdoes de Benomyl aumentam a
eficiéncia do processo de descontaminacao superficial.

5 As matrizes no campo apresentam diferentes concentracoes de inéculo, o que
influencia a eficiéncia dos métodos de descontaminacao de explantes.

6 O sulfato de cobre em concentracdes superiores a 25 mg. L' é eficiente para
o controle de fungos enddgenos, no entanto, € ineficiente no controle da
bactéria endégena.

7 O uso de sulfametaxazol controla uma das bactérias enddégenas, mas é
necessario adicao de outro antibiético para o controle de outra cepa de
bactéria.
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