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Resumo

Objetivou-se aprimorar os protocolos de descontaminacao superficial,
identificar os fungos e bactérias e controlar o crescimento dos
microrganismos endégenos. Foram identificados 9 géneros de fungos, e
verificou-se que a contaminacao por fungos é proveniente de fragmentos
de tecido externos. Foi testado o efeito dos seguintes fungicidas no campo:
20 g.L" Tebuconazole, 20 g.L' de Mancozeb, 20 g.L"' de Procimidona.
Nao houve diferenca significativa entre os tratamentos. Foi avaliado o
efeito in vitro dos seguintes fungicidas: 2 g.L ' de Tebuconazole; 2 g.L" de
Mancozeb; 2 g.L " de Procimidona; 2 g.L"' de Benzimidazol e testemunha
sem fungicida. O Tebuconazole apresentou maior eficiéncia no controle

de fungos presentes na superficie do explante. Avaliacdes da bactéria,
denominada “B”, demonstraram que ela é Gram Negativa, apresenta
coldnias chatas e circulares, de aspecto seco e coloracdo branca. Andlise
por sequenciamento parcial do gene 16S RNAr identificou que deve ser
filogeneticamente préxima aos géneros Asaia e Swaminathania. O extrato
de prépolis foi eficiente no controle do crescimento da bactéria nas
concentractes 0,5 e 1% ao contrario da prépolis bruta que nao controlou o
crescimento da bactéria.

Termos para indexacao: Cultura de tecidos, micropropagacao, Mangifera
indica L., descontaminacéao, antibidticos, fungicidas.
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Control of Growth

and Ildentification

of Microorganisms
Contaminants at in Vitro
Propagation of Lateral
Mango Buds

Abstract

The objective was to improve the protocols for surface
decontamination, and identify the fungi and bacteria, and control
bacteria and fungi growth. We identify 9 genera of fungi, and found
that the contamination by fungi came from external fragments

of tissue. We tested the effect of the following fungicides at the
experimental field: 20 gL' Tebuconazole, 20 gL’ of Mancozeb, 20 gL'
Procymidone. There was no significant difference between treatments.
The in vitro effect of the fungicides were tested. The active principle
Tebuconazole showed higher efficiency in the control of fungi on

the surface of the explant. Evaluations of the bacteria, called “B”,
demonstrated that it is Gram negative, has flat and circular colonies of
white color. Analysis by partial sequencing of 16S rRNA gene identified
that it could be phylogenetically close to the genera and Asaia and
Swaminathania. The extract of propolis was effective in controlling the
growth of bacteria at concentrations 0.5 and 1% in contrast to the
crude propolis which did not controlled the growth of the bacteria.

Index terms: plant tissue culture, micropropagation, Mangifera indica
L., decontamination, antibiotics, fungicides.
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Introducao

A cultura de tecidos de mangueira pode ser utilizada como técnica
de propagacao massal e clonal nos programas de melhoramento,
pois permite a répida obtencao de individuos para avaliacao com
diversas repeticoes e em diversos ambientes. Por meio da técnica
de micropropagacao, é possivel fixar os ganhos genéticos obtidos
pelo melhoramento, capturando e fixando os componentes aditivos
de variancia genética (GUERRA; NODARI, 2006). Além disso, a
micropropagacao de mangueira tem sido proposta para estudos e
obtencao de porta enxertos provenientes de cultivares de sementes
monoembriogénicas, rapida obtencao de plantulas de cultivares andes
selecionadas e, por fim, para atuar no manejo a médio e curto prazo
dos recursos genéticos (LITZ, 2004).

Na micropropagacao de mangueira, até o presente momento, foi obtido
sucesso somente por embriogénese somatica utilizando nucelo de
embrides zigéticos imaturos (LITZ, 2004; KRISHNA; SINGH, 2007).
Contudo, essa metodologia apresenta alta ocorréncia de variacao
somaclonal, a qual é inconveniente quando o objetivo é obter clones
de gendtipos de interesse. Outro problema se refere ao curto periodo
de disponibilidade dos frutos imaturos no estagio adequado para

a introducéo in vitro (KRISHNA; SINGH, 2007). Existem relatos

de inducao de organogénese a partir de explantes como folhas
(RAGHUVANSHI; SRIVASTAVA, 1995b), apices caulinares (THOMAS;
RAVINDRA, 1997), cotilédones (RAO et al., 1981), epicétilo (SINGH
et al., 1999) e entrends (KRISHNA; SINGH, 2007), no entanto, em
muitos casos, houve relato de obtencao de calos, mas baixo sucesso
de regeneracao (LITZ, 2004; KRISHNA e SINGH, 2007).

Pesquisadores da Australia, india e Brasil estdo trabalhando no
desenvolvimento de protocolos de micropropagacao por gemas laterais
e apices caulinares, entretanto ainda sem sucesso. Os principais
problemas sao a intensa contaminacao dos explantes, a exsudacao

de fendis no meio de cultivo, necrose prematura do explante e



Controle do Crescimento e Identificacdo de Microrganismos...

recalcitrancia dos tecidos ao cultivo in vitro (LITZ, 2004; KRISHNA;
SINGH, 2007).

Durante o desenvolvimento de um protocolo de propagacao,

muitas vezes o explante é proveniente do campo. Segundo Benson
(2000), a fisiologia da planta doadora, a manipulacao in vitro e o
estresse do cultivo in vitro sdo fatores primordiais para o sucesso da
micropropagacao. Assim a saude das plantas afeta tanto a qualidade
fisiolégica da planta e sua competéncia em responder aos estimulos do
meio de cultura quanto na contaminagao por microrganismos, pois as
matrizes em campos experimentais estdo expostas aos mais diversos
tipos de microrganismos.

Além disso, os meios de cultivo sdo ricos em macro e micronutrientes,
vitaminas e alguma fonte de energia, sendo que esses meios, essenciais
para o desenvolvimento da nova plantula, também sao altamente
nutritivos para os microrganismos, que, uma vez estabelecidos,
desenvolvem-se rapidamente, depletando os nutrientes, produzindo
toxinas e podendo até matar o explante (GRATAPLAGIA; MACHADO,
1998).

No Laboratério de Biologia Celular e Cultura de Tecidos da Embrapa
Cerrados tem-se estudado diferentes metodologias para solucionar
esse problema. Os resultados demonstraram que, para diminuir a
contaminacao por fungos exdgenos, os explantes precisavam de
uma limpeza inicial em agua de torneira com detergente neutro,
seguido de tratamento em solucao de hipoclorito de sédio 1 % e
Tween 80, finalizando com sonicacédo de 15 segundo em 500 mg.L"
Benomyl e suspensao de 15 minutos na mesma solucao. No entanto,
esse processo de descontaminacao diminuiu principalmente os
contaminantes superficiais, permanecendo o problema da contaminacao
endégena (ANDRADE et al., 2005).

Neste projeto, objetivou-se aprimorar os protocolos de
descontaminacao superficial, identificar os fungos e as bactérias e
controlar o crescimento dos microrganismos endégenos. Para alcancar
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esses objetivos, foram realizados experimentos de controle no campo
experimental, adicao de antibidticos e fungicidas ao meio de cultura,
além de estudos preliminares para identificacdo e localizacdo dos focos
de inéculos.

Material e Métodos

Obtencao dos explantes

Os explantes foram coletados no campo experimental de fruticultura da
Embrapa Cerrados (Fig. 1), localizado em Planaltina, DF, km 18 da BR
020, Rodovia Brasilia/Fortaleza.

Fig. 1. Campo Experimental de

mangueira da Embrapa Cerrados.

Identificacdo de fungos

Os explantes coletados foram descontaminados superficialmente
conforme protocolo (ANDRADE et al., 2005) e inoculados em meio MS
(MURASHIGE; SKOOG, 1962). Aos 10 a 15 dias apds a inoculacao,

Fotos: Solange R. M. de Andrade
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foram visualizados fungos diversos. Esses fungos foram isolados por
transferéncia para placas de Petri contendo o meio de cultura batata-
dextrose-agar com estreptomicina, e o género foi identificado pela
avaliacdo morfolégica das estruturas dos fungos.

Visando observar a origem do foco de contaminacao por fungos

em segmentos nodais, foram obtidos fragmentos de tecido interno

e externo dos explantes de estacas de diferentes idades (jovens

e adultas), em trés cultivares (Alfa, Roxa e Tommy Atkins). Os
fragmentos foram submetidos a desinfestacao superficial em alcool
70 %, seguido de 2 minutos em hipoclorito de sédio 1 % e lavados
com &gua estéril, cujo excesso foi removido em papel de filtro
esterilizado. Em seguida, as amostras foram incubadas em meio BDA
com 12 horas de luz a 25 °C, durante uma semana.

Identificacdo da bactéria

Aos 5 dias apds a inoculagcao do explante em meio de cultura,

foi detectada uma bactéria com col6nia de coloracao branca e

de crescimento rapido, que foi isolada em meio AB e batizada
preliminarmente como Bactéria “B”. A extracao do DNA total

dessa bactéria foi feita com a utilizacdo do Wizard Genomic DNA
Purification Kit (Promega). A amplificacdo do gene 16S RNAr

foi realizada em um volume total de 25 pnl 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 seqliéncias dos
primers foram 27f: 5'-AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3' e 1525r:
5'-AAGGAGGTGWTCCARCC-3" (LANE, 1991). A amplificacao foi
realizada com uma desnaturacao inicial a 94 °C por 1 minuto, seguida
de 40 ciclos a 94 °C por 1 minuto, 65 °C por 1 minuto e 72 °C por 2
minutos. O produto amplificado foi clonado utilizando o pGEM T-Easy
(Promega) e seqlienciado parcialmente em Seqlienciador Automatico
ABI Prism 3700 DNA Analyser (Applied Biosystems Inc.). A homologia
da seqUiéncia foi analisada utilizando o programa Blast (ALTSCHUL

et al., 1997). Além da coloracdo de Gram, foi avaliado o crescimento
da Bactéria “B” em meio contendo D-Manitol ou Glutamato, assim
como, em meio LGl semi-sélido sem N (DOBEREINER et al., 1995).
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Avaliacao do efeito de fungicidas nas matrizes do
campo experimental

Os experimentos foram realizados com a cultivar Tommy Atkins.
Estacas das matrizes foram submetidas a um tratamento de pré-
assepsia em uma porcao de aproximadamente 20 cm nas estacas na
seguinte ordem: poda dos éapices e das folhas; lavagem superficial

com solucao de &gua e detergente; lavagem com &agua; e submetidos a
aplicacdo de fungicidas: (1) 20 g.L"' Tebuconazole (Folicur®), (2) 20 g.L"
Mancozeb (Manzate®) e (3) 20 g.L"' Procimidona (Sialex”).

Dois dias apds esse tratamento, as estacas foram coletadas,
subdivididas em segmentos nodais e submetidas ao protocolo de
descontaminacao superficial (ANDRADE et al., 2005). Apés a
descontaminacao superficial, os explantes foram inoculados em meio
de cultura MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962), acrescido de 3 %
sacarose, 1 mg.L" BAP, 25 mg.L" de sulfato de cobre (CuSO,),

150 mg.L" canamicina, 80 mg.L" sulfametaxazol e 32 mg.L"
trimetroprima. Depois de trés dias, foram transferidos para o mesmo
meio contendo agar 0,8 %, e transferidos para cdmara de crescimento
(ANDRADE et al., 2005).

Avaliou-se, entdo, a porcentagem de contaminacao por fungos aos 7,
10, 12, 14, 17, 19 e 21 dias apds a inoculacao dos segmentos nodais
em meio de cultura.

O delineamento experimental utilizado foi o de blocos casualizados,
com quatro repeticdes, em arranjo de parcela subdividida, sendo
as parcelas formadas pelas 7 épocas de avaliacdo e as subparcelas
formadas pelos 3 fungicidas, totalizando 21 tratamentos, sendo a
unidade experimental formada por dez explantes.

Avaliacdes do efeito de fungicidas acrescidos em meio
de cultura

Os experimentos foram realizados com a cultivar Tommy Atkins.
Depois de realizada a descontaminacao superficial dos segmentos
nodais conforme protocolo (ANDRADE et al., 2005), estes explantes
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foram inoculados em meio de cultura MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962)
semi-sélido com os seguintes tratamentos: (1) 2 g.L" de fungicida
Tebuconazole (Folicur , . .); (2) 2 g.L"' de Mancozeb (Manzate . ');

(3) 2 g.L" de Procimidona (Sialex .,’); (4) 2 g.L" de Benzimidazol
(Derosal’); e (5) testemunha sem fungicida. As avaliacGes foram feitas
aos 3,5,7,10,12, 14,17, 19, 21 e 24 dias apds inoculacdo em meio
semi-sélido, de acordo com o percentual de contaminagao por fungos.

O delineamento experimental utilizado foi o de blocos casualizados,
com quatro repeticdes, em arranjo de parcela subdividida, sendo as
parcelas formadas pelas 10 épocas de avaliacdo e as subparcelas
formadas pelos 4 fungicidas + controle, totalizando 50 tratamentos,
sendo a unidade experimental formada por dez explantes.

Avaliacao de diferentes tipos de manejo nas estacas
em campo experimental

Estacas de mangueira com porcao terminal de aproximadamente 20 cm
das cultivares Alfa e Roxa foram submetidas aos seguintes tratamentos
no campo: (a) corte das folhas e dos apices; (b) eliminacdo das folhas;
e (c) manutencao das folhas e dos apices, constituindo o
tratamento-controle (Fig. 2).

Fotos: Solange R. M. de Andrade

Fig. 2. Tratamentos das estacas de mangueira (Mangifera indica L.) no campo

experimental: corte de folhas e apices (a); corte de folhas (b); manutencao de folhas e

apices (controle) (c).
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Depois de 2, 9 e 16 dias, as estacas foram coletadas e levadas para o
laboratério, submetidas a descontaminacao superficial (ANDRADE

et al., 2005) e inoculadas em meio MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962)
3 % liquido, acrescido de 1 mg.L" BAP, 25 mg.L" de sulfato de cobre
(CuSO,), 150 mg.L" canamicina; 80 mg.L" sulfametaxazol e 32 mg.L"
trimetroprima (ANDRADE et al., 2005). Apéds cinco dias, os explantes
foram transferidos para meio MS 3 % com 0,8 % de é&gar.

As avaliacoes ocorreram aos 7, 14 e 21 dias apés a inoculacéao.

O experimento foi montado em delineamento fatorial triplo, sendo
2 cultivares, 3 tratamentos no campo, 3 épocas de coleta e 3
repeticoes(blocos)/diferentes épocas de avaliacdo. Os dados foram
transformados em arc sen P%/100, e submetidos a andlise de
variancia, sendo a unidade experimental formada por dez explantes.

Avaliacdo do efeito de extrato de prépolis no
crescimento das bactérias

As bactérias foram inoculadas em meio AB adicionando diferentes
concentracoes de prépolis a partir de prépolis bruta e extrato de
propolis 11 %. A prépolis bruta foi desidratada em estufa 70 °C por 72
horas, moida, pesada e acrescentada ao meio antes de autoclavar. O
extrato de prépolis comercial a 11 % em élcool foi diluido no meio apés
a autoclavagem. Os tratamentos foram os seguintes:

1. Controle 1 (sem antibiéticos).
. Controle 2 (80 mg.L" Sulfametoxazol + 16 mg.L" Trimetoprima).

. Propolis 0,1 % p/v.

A W N

. Propolis 0,5 % p/v.
. Prépolis 1 % p/v.
. Prépolis 0,1 % v/v.

. Propolis 0,5 % v/v.

o N O o

. Prépolis 1 % v/v.

13
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Resultados e Discussao

Identificacdo de fungos

Foram identificados fungos pertencentes aos seguintes géneros:
Curvularia sp., Fusarium sp. e Aspergillus sp, Alternaria sp.,
Helminthosporium sp., Cladosporium sp., Colletotrichum sp.,
Gliocadium sp., Penicillium sp. e fungos do grupo de leveduras (Fig. 3).
Segundo Leifert e Cassels (2001), o tipo de microrganismo encontrado
no meio nutritivo pode ser um indicador do tipo de problema durante o
processo de desinfestacdo. Alguns fungos como Alternaria alternata,
Colleototrichum spp., Dothiorella spp. e Fusarium subglutinans tém
apresentado infecgbes latentes em cultura de apices e paniculas

de mangueiras (KRISHNA; SINGH, 2007). Segundo esses autores,
esses contaminantes latentes estariam distribuidos no tecido vegetal
em células do cértex, xilema, floema e parénquima. No entanto, os
resultados obtidos com fragmentos de tecidos nao corroboram essa
hip6tese, pois demonstraram que, nas trés cultivares, independente da
idade do tecido, as contaminacdes eram oriundas somente do tecido
externo (Fig. 4).

Fotos: Solange R. M. de Andrade

Fig. 3. Fungos presentes em meio de cultura apds inoculacao dos explantes.
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16 1102 K 16 1103

Fotos: Welmo Costa de Oliveira

Fig. 4. Placas contendo fragmentos de tecido interno e externo de estacas jovens e

adultas de segmentos nodais de trés cultivares de manga (Mangifera indica L.): Alfa/
jovem/interno (a); Alfa/jovem/externo (b); Alfa/adulto/interno(c); Alfa/adulto/externo (d);
Roxa/jovem/interno (e); Roxa/jovem/externo (f); Roxa/adulto/interno (g); Roxa/adulto/
externo (h); Tommy/jovem/interno (i); Tommy/jovem/externo (j); Tommy/adulto/interno
(k); Tommy/adulto/externo (I).

Assim, a gama de fungos identificada sugere a necessidade de um
tratamento das matrizes no campo experimental, conforme indicado
por Oliveira e colaboradores (2000) e Gratapaglia e Machado (1998),
e de aprimoramento do protocolo de descontaminacao superficial dos
explantes.
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Identificacao da bactéria

Foi identificado que a bactéria isolada e denominada “B” é Gram
Negativa, apresentando col6nias chatas e circulares com didmetro de
aproximadamente 2 mm, de aspecto seco e coloracdao branca em meio
AB (Fig. 5). A amplificacdo do gene 16S RNAr revelou uma banda Unica
de aproximadamente 1,4 kb. Foi realizado sequenciamento parcial do
gene 16S RNAr e obtida uma seqliiéncia de aproximadamente

515 pb. A anélise dessa seqiiéncia mostrou 98 % de identidade com a
seqliéncia 16S RNAr de Asaia bogorensis (AB025931.1) e 97 % com
Swaminathania salitolerans (AF459454.1). Ambas as espécies sao
aceto-bactérias, proximas filogeneticamente (LOGANATHAN; NAIR,
2004) e podem apresentar efeito benéfico para a planta. Embora as
andlises tenham sido feitas com a seqliéncia parcial do gene 16S RNAr,
Yamada e colaboradores (2000) reportaram que arvores filogenéticas
construidas com a seqiiéncia parcial e completa do gene 16S RNAr
revelam resultados semelhantes, assim podemos sugerir que a

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

Fig. 5. Detalhe das col6nias da Bactéria “B”.

Com o intuito de confirmar a identificacdo da Bactéria “B”,
comparacoes foram feitas com informacdes baseadas nos trabalhos
de identificacao das espécies A. bogorensis (YAMADA et al., 2000) e
S. salitolerans (LOGANATHAN; NAIR, 2004) (Tabela 1). Segundo os
trabalhos de descricdo das espécies, ambas sao capazes de crescer
com D-Manitol ou Glutamato como fonte de C exclusiva, e o mesmo
comportamento foi apresentado pela Bactéria “B”. Uma caracteristica

Foto: Solange R. M. de Andrade
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interessante da espécie S. salitolerans é a possibilidade de crescimento
em meio LGI semi-sélido sem N, caracteristica de bactérias
diazotréficas associativas, que nao foi apresentada por nossos isolados.

Esses resultados ndo foram suficientes para a confirmacéao da
caracterizacao da Bactéria “B”, sendo necessaria a realizacao de
uma maior bateria de testes morfoldgicos, fisiolégicos e bioquimicos.
A dificuldade em se conseguir os padroes de A. bogorensis e

S. salitolerans foi fator decisivo para que os testes nao fossem
conclusivos, e a obtencao dessas estirpes, encontradas apenas em
colecOes internacionais, serd primordial para a continuacao desse
trabalho.

Tabela 1. Resultado parcial das comparacdes entre a Bactéria B e A. bogotensis
e S. salitolerans.

Bactérias

Meios de cultura contendo - - -
A. bogorensis S. salitolerans  Bactéria “B”

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

ND - Néo determinado.

Avaliacado do efeito de fungicidas nas matrizes do
campo experimental

Os experimentos para avaliar o efeito de fungicidas em campo nao
apresentaram diferencas significativas. No entanto, o fungicida

de principio ativo Mancozeb apresentou melhor resultado quando
comparado ao Tebuconazole e ao Procimidona (Tabela 2 e Fig. 6).

Handa et al. (2001), trabalhando com diferentes explantes de pau-rosa
(Aniba rosaeodora Ducke), realizaram o tratamento de plantas no
campo com a aplicacdo de Benomyl (300 mg.L"), cujo principio ativo é
Benzimidazol, e relataram a ineficiéncia do tratamento, resultando em
completa contaminacao do material por fungos e bactérias.
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Entre os tratamentos avaliados, o Mancozeb foi o Unico fungicida de
contato, sendo os demais sistémicos. Talvez o intervalo de dois dias
entre a aplicacao do produto e a coleta do material nao tenha sido
suficiente para surtir efeito e apresentar diferencas significativas.
Apesar disso, os explantes tratados com Mancozeb se mantiveram, ao
longo das avaliagdes, com o menor percentual de contaminacdao em
relacdo aos outros, apresentando taxa de contaminacao sempre abaixo
das outras médias do experimento (Tabela 2 e Fig. 6). A aplicacao do
fungicida Tebuconazole na concentracao de 1,5 ml.L", apesar de nao
inibir in vitro o crescimento do fungo Cylindrocladium candelabrum em
todas as lesoes, foi capaz de inibir em mais de 20 % o crescimento do
mesmo em fragmentos de folhas de Eucalipto coletadas depois de 48
horas da aplicagcao do fungicida (FERREIRA et al., 2006).

Tabela 2. Médias da porcentagem de explantes com fungos analisadas apés
trés tratamentos com fungicidas.

Tratamentos Porcentagem de explantes com fungos
Tebuconazole 37,85 a

Mancozeb 29,64 a

Procimidona 46,07 a

Médias seguidas de letras diferentes diferem entre si, pelo teste de Duncan, a 1 % de probabilidade.

80
—— Tebuconazole

—=— Mancozeb

60 7 —+— Procimidona

-

40 -4:/
20 ://_/

7 10 12 14 17 19 21

Porcentagem de
explantes contaminados

Dias apds inoculacao
Fig. 6. Porcentagem de explantes contaminados em meio de cultura contendo trés

fungicidas, em 7 épocas de avaliacdo apds a inoculacao.
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Avaliacdes do efeito de fungicidas acrescidos em meio
de cultura

A andlise de varidncia demonstrou que houve diferenca significativa
entre os tratamentos com os fungicidas. A presenca do Tebuconazole
apresentou maior eficiéncia de controle da contaminacao quando
comparado a média dos demais tratamentos (Tabela 3 e Fig. 7). O
Mancozeb, diferente do experimento em campo, apresentou os maiores
indices de contaminacao. O Tebuconazole apresentou resultados
semelhantes conforme o trabalho realizado por Ferreira et al. (2006),
sendo altamente eficiente na inibicao in vitro da germinacao de conidios
e do crescimento micelial de C. candelabrum. O Tebuconazole nas
menores doses, 0,1 ppm e 1 ppm, da mesma forma, apresentou
inibicdo in vitro tanto do crescimento micelial como da germinacéao de
conidios, no controle de isolados de Colletotrichum gloeosporioides do
morangueiro (KOSOSKI et al., 2001). Esses resultados indicam que a
inclusdo do Tebuconazole em meio de cultura é eficiente para controlar
a contaminacao fungica em explantes de mangueira.

Tabela 3. Médias da porcentagem de explantes com fungos analisadas apds
cinco tratamentos com fungicidas.

Tratamentos Porcentagem de explantes com fungo (média)
Tebuconazole 12,0 a
Benzimidazol 18,5 b
Procimidona 19,7 c
Controle 24,7 d
Mancozeb 27,7 e

Médias seguidas de letras diferentes diferem entre si, pelo teste de Duncan, a 1 % de probabilidade.

Como esperado, a porcentagem de contaminacdo aumentou a cada
avaliacao (Fig. 7). No entanto, todos os tratamentos mantiveram-
se estaveis com nivel de contaminacao menor que 10 % até o 7°
dia de avaliacdo. O meio contendo Tebuconazole mostrou curva de
crescimento lenta, estabilizando-se praticamente no 14° dia apds
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inoculacdao com contaminacao de explantes de 20 %. Os demais
tratamentos apresentaram crescimento acentuado, sendo que o meio
contendo Procimidona e Benzimidazol estabilizou o crescimento de
fungos entre 35 % e 38 % por volta do 21° dia apés inoculacao.
Estudo de crescimento micelial de Colletotrichum gloeosporioides em
explantes de mamoeiro demonstra que o uso do Tebuconazole foi

o mais eficiente, quando comparado com fungicidas do grupo dos
benzimidazéis, que mostraram baixa eficiéncia no controle do patégeno
(TAVARES; SOUZA, 2005).

—— Tebuconazole

50 4 —= Mancozeb
—— Procimidona

—— Benzimidazol

40 T L Controle ///
30
o ///7
10

3 5 7 10 12 14 17 19 21 24

Dias apés inoculacao

M

Porcentagem de
explantes contaminados

Fig. 7. Porcentagem de explantes contaminados em meio de cultura contendo quatro

fungicidas, em 10 épocas de avaliagdo apds a inoculagao.

Corroborando nossos resultados, Teixeira (1997) observou que o
fungicida Tebuconazole, na dose de 1,25 ppm, inibiu completamente

o crescimento de isolados de C. gloeosporioides, e que o Mancozeb
nao foi capaz de inibir o crescimento micelial em meio BDA quando
comparados com o tratamento testemunha. Lim e Wai (1986),
observando o efeito in vitro de fungicidas sobre Colletotrichum
gloeosporioides da mangueira, relataram que o Mancozeb desempenhou
a menor acao téxica em fungos nos valores de ED 50 superiores a
1.000 ug.ml" para crescimento micelial e esporulacéo, e valores acima
de 2 ug.ml" para germinacao, quando comparado ao demais fungicidas
testados.
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Avaliacao de diferentes tipos de manejo nas estacas
em campo experimental

As andlises de variancia demonstraram que houve diferencas
significativas dependendo do genédtipo, do tratamento no campo
(Fig. 8) e da época de coleta (Fig. 9), bem como das interacoes
gendtipo e tratamento no campo, gendtipo e época de coleta, e
gendtipo e tratamentos no campo e épocas de coleta.

Fica demonstrado, na Fig. 8, que ndo houve diferenca entre os
tratamentos para a cultivar Roxa. No entanto, a cultivar Alfa
apresentou maior indice de contaminacao no tratamento de corte de
folha. Avaliando a Fig. 9, verificamos que a cultivar Alfa apresentou
menores indices de contaminacao aos 2 e 9 dias apds o tratamento
no campo. Por outro lado, a cultivar Roxa ndao demonstrou diferenca
no indice de contaminacdo entre as coletas aos 2 e 16 dias apés o
tratamento no campo, e os menores indices de contaminacao foram
observados aos 9 dias apds o tratamento no campo. Os resultados
indicam que os genodtipos respondem de modo diferente as diferentes
épocas de coleta do material.

Em experimento anterior (RADEL et al., 2006), foi demonstrado que

o corte de apices e folhas de mangueira coletadas 15 dias apdés o
tratamento diminuiram a contaminacao por fungos para a cultivar Roxa,
0 mesmo nao ocorrendo para a cultivar Alfa.

B Roxa
| Alfa

Porcentagem de
plantas com fungos

1

2
Tratamentos no campo

Fig. 8. Porcentagem de explantes contaminados por fungos apds tratamento no campo.

Tratamentos: corte de folha e apices (1); corte folha (2); manutencao de folhas e apices

(controle) (3).
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-
o
o

©
o

| Roxa
| Alfa
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o

Porcentagem de
plantas com fungos
(2]
o

N
o

Fig. 9. Porcentagem de explantes

o

contaminados por fungos em
3 épocas de coleta. Tratamentos:
Epocas de coleta 2 dias (1); 9 dias (2); 16 dias (3).

Esses resultados indicam que a contaminacao flngica € cultivar
dependente, conforme demonstrado anteriormente por Cordeiro

et al. (2002), além de ser matriz dependente, como demonstrado por
Andrade et al. (2005). Assim, para identificar o efeito de cada variavel,
é necessario realizar experimentos com diferentes variedades e isolando
cada tratamento.

Avaliacdo do efeito de extrato de propolis no
crescimento das bactérias

O extrato de prépolis foi eficiente no controle do crescimento da
bactéria nas concentracoes 0,5 % e 1 % (Fig. 10). No entanto, a
bactéria se desenvolveu em todas as concentracdes testadas nos meios
contendo prépolis bruta. E possivel que o processo de secagem ou de
autoclavagem do meio tenham afetado os principios ativos contidos na
prépolis bruta. No entanto, Bianchini e Bedendo (1998), estudando o
efeito da prépolis em diversas espécies de bactéria, verificaram que a
inclusdo de extrato aquoso de prépolis antes ou apds a autoclavagem
nao afetava o resultado final. Esses autores sugerem o uso de prépolis
para controle de bactérias fitopatogénicas, entretanto nao foram
encontradas referéncias sobre o uso da prépolis em cultura de tecidos.
A prépolis tem sido utilizada de maneira eficiente no controle de
diversas espécies microbianas como Streptococcus, Staphylococcus,
Bacillus e Mycobacterium, mas apresenta eficiéncia relativa para os
géneros Pseudomonas, Escherichia, Klebsiella, Proteus e Salmonella
(GRANGE; DAVEY, 1990). A inclusao de prépolis na concentracao
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de 0,5 % foi testada no meio de cultivo utilizado para os testes com
microestacas de manga, porém os explantes nao sobreviveram nesse
novo meio.

Fotos: Solange R. M. de Andrade

Fig. 10. Bactéria testada em relacdo aos seguintes antibidticos: controle (sem prépolis) (a);
Sulphamethoxazol + Trimethoprima (b); 0,1 % prépolis (p/v) (c); 0,1 % prépolis (v/v) (d);
0,5 % prépolis (p/v) (e); 0,5 % prépolis (v/v) (f); 1T % propolis (p/v) (g); 1 % prépolis (v/v) (h).

23
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Conclusodes
A bactéria “B” é filogeneticamente proxima aos géneros Asaia e
Swaminathania.

Matrizes do campo apresentam uma gama de fungos, sugerindo a
necessidade de utilizacao de fungicidas no campo experimental.

O crescimento e o desenvolvimento de fungos tém origem na regiao
superficial dos explantes de segmentos nodais de mangueira.

O controle de crescimento de fungos em meio de cultura inoculados
com segmentos nodais de mangueira exige tanto o tratamento das
matrizes no campo, quanto a inclusao de fungicidas em meio de
cultura.

O tratamento das matrizes com Mancozeb é eficiente para diminuir a
contaminacao fungica, mas é preciso novos estudos para averiguar a
necessidade de outros tratamentos.

O Carbedazim pode ser utilizado como substituto ao Benomyl nos
protocolos de descontaminacao superficial dos explantes.

A adicdo de 2 g.L' Tebuconazole no meio de cultura é eficiente no
controle do crescimento de fungos.

A contaminacao fungica é cultivar dependente.
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