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CONTROLE DE BACTERIAS CONTAMINANTES
EM EXPLANTES DE BANANEIRA (Musa AAA cv. CAIPIRA)?

JulianaDominguesLima? e Wilson da SilvaMoraes®

ABSTRACT

BACTERIAL CONTAMINATION CONTROL IN BANANA
EXPLANTS (Musa AAA cv. CAIPIRA)

Bacterial contamination control methodswere evaluated
ininvitromultiplication of bananaplants(Musa AAA cv. Caipira),
using NaOCl, rifampicin antibiotic and their combinations. It
was not observed excessive explant oxidation after theimmersion
in NaOCl or rifampicin. The best treatment for recently isolated
explantswas theimmersion in 1% (v/v) NaOCI for ten minutes,
followed by immersion in 300 mg L rifampicin for twenty
minutes. After contamination, the best treatment was the
immersion in 1% NaOCI for ten minutes, followed by immersion
in 300 mg L* rifampicin for twenty four hoursin the dark. The
highest contamination control efficiency was obtained with prior
immersion of explantsin 5% (v/v) NaOCI for twenty minutes,
followed by immersion in 300 mg L rifampicin for twenty
minutes, and growing in culture medium containing 100 mg L*
rifampicin. This treatment, however, reduced significantly the
explant multiplication. No abnormalities were observed in the
explants or plantlets growing in rifampicin-containing culture
medium.

RESUMO

Estetrabal ho teve por objetivo testar métodos de controle
de contaminag&o bacterianano processo de multiplicago invitro
debananeira(Musa AAA cv. Caipira), utilizando-se hipoclorito
de sddio (NaOCl), antibidtico rifampicina e suas combinagdes.
N&o houve oxidacao excessiva dos explantes apds aimersdo em
NaOCl ourifampicina. O melhor tratamento paraexplantesrecém
isoladosfoi imersdo em NaOCl a1% (v/v), durante dez minutos,
seguido daimersdo em 300 mg L de rifampicina, durante vinte
minutos. Ap6s acontaminagdo, o mel hor tratamento também foi
aimersdo em NaOCl a1% (v/v), durante dez minutos, seguido da
imersdo em 300 mg L* derifampicina, durante 24 horasno escuro.
A maior eficiénciano controle dacontaminagdo foi obtidacoma
imersdo prévia dos explantes em NaOCl a 5% (v/v), durante
vinte minutos, e 300 mg L * derifampicina, durante vinte minutos,
com subseqiiente cultivo em meio de culturacontendo 100 mg L
de rifampicina. Este tratamento, porém, provocou uma signi-
ficativa reducdo na multiplicagdo dos explantes. Nao foram
observadas anormalidades nos explantes ou plantul as cultivadas
em meio de culturacontendo rifampicina.

KEY WORDS: tissue culture, banana plant, bacteria, NaOCl,
rifampicin.

INTRODUCAO

Tradicionalmente, a bananeira (Musa spp.) €
propagada vegetativamente a partir de brotagtes
laterais ou perfilhos, os quais séo obtidos numataxa
de multiplicagdo muito baixa. Pesquisas tém sido
desenvolvidas no sentido de melhorar e controlar a
propagacéo em massa de mudas, utilizando-se de
técni cas biotecnol gi cas modernas, especificamente,

PALAVRAS-CHAVE: cultura de tecidos, bananeira, bactérias,
hipoclorito, rifampicina

amicropropagac&o ou multiplicagdo invitro (Dhed'a
et al. 1991). Entretanto, problemas de contaminac&o
causada por fungos, bactérias eleveduras, constituem
as principais causas de perdas de material vegetal
(Leifert & Woodward 1998).

Emboraal guns contaminantes possam agir de
formadireta sobre o crescimento e desenvol vimento
dos explantes, a maioria compromete o desenvolvi-
mento normal dos cultivos, de forma indireta, pela
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competicdo por nutrientes e vitaminas do meio de
cultura e pela producéo de metabdlitos fitotdxicos
como os &cidos | actico e acético, e o cianeto. Além
disso, certosregul adores de crescimento e antibi éticos
intoxicam os tecidos vegetais, podendo, inclusive,
leva-los amorte (Stanier et al. 1987, Kloepper et al.
1989, Leifert et al. 1989).

Na multiplicac&o in vitro de bananeira
comumente s8o observados niveis elevados de
contaminagdo por bactérias (Oliveiraet al. 2001, Sa
& Braga 2002). Embora, niveis de contaminagdo
abaixo de 2%, nos subcultivos, sdo usual mente
considerados como 0 minimo requerido paragarantir
sucesso na producéo (Leifert & Woodward 1998).
Nacultivar Caipira, por exemplo, Bragaet al. (2001)
quantificaram perdas de 75% dos explantes na fase
de estabelecimento. Perdas essas, causadas por
Pseudomonas maltophila, Bacillus sp., Klebseilla
pneumonia e Hafnia alve, que podem inviabilizar a
multiplicagdo em nivel comercial porque onera o
processo de multiplicago in vitro.

Do ponto de vista prético, amelhor medida a
ser tomada consiste no descarte do material
contaminado. Entretanto, no caso da necessidade de
manutenc&o do material vegetal contaminado, torna-
seimprescindivel efetuar o controle curativo dessas
bactérias com 0 uso de anti bi 6ti cos especificos. 1sso,
porém, nem sempre resultaem controle completo da
contaminagdo. Assim, torna-se necessario testar
antibiéticos alternativos, isolados ou em combinagéo,
tanto para utilizacdo em meio de cultura ou banho
dos explantes, como na forma de pulverizac&o das
plantas matrizes no campo (Pereira et al. 2003).

A rifampicina, um antibiético do grupo das
rifamidas, é indicada para controlar bactérias gram-
positivas (Pollock et al. 1983) e gram-negativas
(Haldeman et al. 1987). Assim, tem sido considerada
eficiente para controlar e suprimir a contaminacéo
endofitica(Pollock et al. 1983, Haldeman et al. 1987,
Vianna et al. 1997), sendo pouco ou ndo téxica em
cultivos in vitro (Fisse et al. 1987, Pollock et al.
1983).

Dada a importancia do genétipo Caipira, no
gue tange a sua excelente taxa de multiplicagéo in
vitro, similaridade com a cultivar comercial Maca,
boa adaptacéo as condic¢des edafocliméticas do
Estado do Amapa, resisténcia a mais severa doenga
da bananeira, a Sigatoka-negra, no ano 2000,
implantou-se nesse Estado um programa para a
recuperacdo de bananais. I1sso incluiu a introdugéo
desse gendtipo, ampliando-se, assim, ademanda por
mudas, tanto em gquantidade como em qualidade.

O presente estudo teve por objetivo determinar
estratégias de controle da contaminacéo bacteriana
no processo de multiplicagdo in vitro de bananeira
(Musa AAA cv. Caipira), utilizando-se diferentes
concentracdes de hipoclorito de sodio (NaOCl), do
antibi 6tico rifampi cina e suas combinagdes.

MATERIAL E METODOS
Material vegetal e multiplicacéo “in vitro”

Utilizaram-se perfilhos de bananeira (Musa
AAA cv. Caipira) com menos de 30 cm de atura,
provenientesde matrizescultivadasem jardinsclonais
do Instituto de Pesquisas Cientificas e Tecnol 6gicas
do Estado do Amapa (IEPA) e da Embrapa Amapa.

A multiplicagéo in vitro foi realizada no
Laboratério de Culturade Tecidos do IEPA. Apés o
isolamento, os &pices caulinares foram reduzidos a
5,0cmdeaturapor 1,5 cm de didmetro, lavadosem
agua corrente, seguida da imersao em acool 70%,
durante trinta segundos, e em solucédo com diferentes
concentragdes de NaOCI e Tween-20 (30 gotas L %),
durante vinte minutos, sob agitacdo constante. Na
sequiéncia, os apices caulinares passaram por trés
lavagens consecutivas em agua esterilizada.

Em camara de fluxo laminar, os apices
caulinaresforam reduzidosa0,6 cm de alturapor 0,4
cmdedidmetro einoculadosem meio M S (Murashige
& Skoog 1962), com metade da concentracdo de sais,
pH 5,8 (gjustado antes daautoclavagem) e suplemen-
tado com 30 g L* de sacarose e 7,0 g L™ de agar.

Quatro semanas apos a inoculacdo (fase de
estabelecimento ou subcultivo zero), os apices
caulinares foram divididos longitudinal mente em
quatro partesedistribuidos em frascos contendo meio
de multiplicacdo MS, pH 5,8 (gjustado antes da
autoclavagem) e suplementado com 30 g L* de
sacarose, 7,0 g L' de agar e 5,0 mg L de
benzilaminopurina (BAP). A multiplicagdo ocorreu
em cinco subcultivosdetrintadias, sendo queaofinal
de cadaum, os brotos foram separados e submetidos
aos cortesdasfolhas, sempre que possivel, einoculado
um broto por frasco contendo 20 mL de meio de
cultura

A fase de enraizamento também foi realizada
em meio MS, contendo metade da concentragcdo de
sais, pH 5,8 (gjustado antes da autoclavagem), sendo
suplementado com 15 g L de sacarosee 7,0 g L*
de &gar. A duracéo dessafasefoi de vinte eum dias.

Durante as fases de estabelecimento, multi-
plicac&o e enraizamento, os explantesforam mantidos



em camara de crescimento a temperatura de 28 +
2°C, sob iluminagdo artificial de 50 pmol.m2.s! e
fotoperiodo de 16 horasdeluz, com excegao dostrés
primeirosdiasapartir dainoculacéo e darepicagem,
guando os &pices caulinares foram mantidos no
escuro para evitar a oxidagéo.

Apbs o enraizamento, efetuou-se aaclimatagdo
das plantulas por meio de sua individualizagcdo e
limpeza em agua corrente e posterior plantio em
bandejas de pléstico contendo substrato Plantmax®.
Em seguida, as plantulas foram mantidas em casa-
de-vegetacdo coberta com sombrite, reduzindo-se a
radiacdo plena em 70% e 50%, por um periodo de
duas semanas em cada condic¢do de luminosidade. O
controle da ocorréncia de variagdo somaclonal e da
oxidagcdo dos explantes durante os subcultivos foi
realizado pela eliminag&o dos tecidos contendo calo
e necroses. Na fase de enraizamento foram
realizados exames visuais para deteccdo de plantas
fora do padréo e quantificaco de perdas.

Experimentos de controle da contaminagéo
bacteriana

Experimento 1: imersao de apices caulinares em
solucdo de NaOCl, nas concentracdes de 1%, 3%
€5% (v/v), durante vinte minutos; ou em 1% (v/v)
durante dez minutos, seguidadaimersdo em solucéo
de rifampicina nas concentragdes de 100 mg L™,
200 mg Lt e 300 mg L™, durante vinte minutos,
antes do estabel ecimento. O delineamento utilizado
foi ointeiramente casualizado, com sei stratamentos
(trés concentractes de NaOCl etrés concentragtes
de rifampicina, combinadas a menor concentragéo
de NaOCl) e trés repetices de sete explantes. As
médias do nimero de explantes contaminados por
tratamento foram comparadas pel o teste Tukey, em
nivel de’5% designificancia.

Experimento 2: imersdo de apices caulinares ja
estabelecidos e naturalmente contaminados, em
solucdo de NaOCI a 1% durante 24 horas; ou em
NaOCl a 1% durante dez minutos, seguida da
imers&o em soluc&o de rifampicinanaconcentragéo
de 300 mg L%, durante 24 horas no escuro. O
delineamento experimental foi o inteiramente
casualizado, com dois tratamentos e vinte repe-
ticbes, cada uma representada por um explante.
Foram calculadas as médias de porcentagens de
explantes contaminados em funcédo dos
tratamentos.
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Experimento 3: imersdo de épices caulinares recém
isolados em solucéo de NaOCl a5% (v/v), durante
dez minutos; seguida da imersdo em solugdo de
rifampicinanaconcentracdo de 300 mg L, durante
vinte minutos; einoculagdo em meio nutritivo MS
ou meio MS contendo 100 mg L* de rifampicina.
O delineamento foi inteiramente casualizado, com
dois tratamentos. No subcultivo zero foram
utilizadas 25 explantes por tratamento (gendtipo);
nos subcultivos 1 a 3, todas as plantulas obtidas
durante a multiplicacéo; e nos subcultivos4 e5 e
no enraizamento, cem plantulas escolhidas ao
acaso. A avaliagcdo baseou-se no numero de
brotagdes produzidas por explante e no nimero de
explantes contaminados. As médias do nimero de
brotacdes por tratamento foram comparadas pelo
teste Tukey, em nivel de 5% de significancia.

O antibiético rifampicina passou por
esterilizagdo afrio por meio dafiltragdo em Millipores
(0,2 um) efoi adicionado ao meio de cultura apds a
autoclavagem, antes de sua solidificac&o, conforme
recomendado por Grattapaglia& Machado (1998).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Quando no meio de cultura as condicdes se
tornam favoravei s ao desenvol vimento das bactérias,
estas passam a competir com os explantes por
nutrientes, comprometendo a multiplicagdo e o
desenvolvimento dos explantes, podendo, inclusive,
leva-los a morte (Pereiraet al. 2003). Neste estudo,
ndo se verificou morte de explantes com sinais de
crescimento bacteriano, sugerindo que o0s
contaminantes sdo endégenos e ndo fitopatogéni cos.
Stead et al. (1998) relataram uma ampla faixa de
grupos ecol 6gicos como bactérias contaminantes em
culturadetecidos, incluindo os patbgenos de plantas
e contaminantes acidentais.

A fregliéncia de explantes contaminados na
fase de estabelecimento, apds a imersao nos
diferentes tratamentos € apresentada na Tabela 1.
Os resultados indicam que a imerséo apenas em
solucéo de NaOCl n&o mostrou diferencas signi-
ficativas sobre a contaminacéo bacteriana, em
quaisquer das concentragdes utilizadas. Contudo,
Carneiro et al. (2000), trabalhando com a cultivar
Magc, obtiveram 40% de descontaminagéo, usando
somente NaOCl a 0,5% (v/v) .

A imersdo dos explantes em solucéo de NaOCl
al%eemrifampicinaal00 mg L apresentou efeito
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Tabela 1. Efeito da imersio de explantes de bananeira (Musa
AAA cv. Caipira) em solucdo de NaOCI ou de
NaOCI + rifampicina em diferentes concentractes
sobre a contaminagé@o dos explantes, na fase de
estabel ecimento.

NUmero médio de explantes
contaminados
567a

567a

Tratamentos*
NaOCl 1% (v/v) /20 min.
NaOCI 3% (v/v) /20 min.

NaOCI| 5% (v/v) /20 min. 533a
NaOCl 1% (v/v) /10 min. + rifampicina 100 mg L™ 500a
NaOCl 1% (v/v) /10 min. + rifampicina 200 mg L™ 367ab

NaOCl 1% (v/v) /10 min. + rifampicina 300 mg L™ 2,67b

1- Cada tratamento foi representado por trés repeticoes e sete explantes.
2- Médias (explantes contaminados por tratamento) seguidas por letras diferentes
diferem entre si, pelo teste Tukey a 5% de probabilidade.

similar a imersdo em NaOCIl a 1%. A menor
contaminagdo foi obtida em explantes imersos em
NaOCl a 1% e 300 mg L* de rifampicina, embora
n&o ocorrendo controle total da contaminagdo dos
explantes (Tabela 1).

O tratamento de explantes em NaOCl a 1%,
seguida da imersdo em rifampicina a 300 mg L,
promoveu reducéo significativa (p < 0,05) da
contaminacgdo bacteriana quando comparada a
imersao apenas em NaOCI a 1%, o método derotina
(Tabelal). A utilizacgo de NaOCIl em concentragtes
mai ores que as usuai s ndo causou oxidagao excessiva
gue impedisse o estabelecimento dos apices
caulinares. A baixa eficiéncia da descontaminagdo
somente com NaOCI pode ser atribuida a sua acéo
superficial no tecido vegetal. A rifampicina, por sua
vez, foi utilizada como alternativaao NaOCI porque
esta € um antibiético com capacidade de controlar
bactérias enddgenas (Torres et al. 1998). Enfim, a
incidénciade contaminagéo bacteriananos explantes
foi menor, ao final de doze dias, nostratamentos com
imersdo em NaOCl| a 1%, seguida da imerséo em
200 mg Lt ou 300 mg L* derifampicina (Figura 1).

A imersdo dos explantes contaminados em
solugdo de NaOCl a 1% e em rifampicinaa 300 mg
L* foi uma estratégia utilizada na tentativa de
recuperar os explantes contaminados (Figura 2).
Contudo, este tratamento mostrou-se pouco eficaz,
emrazdo do e evado nivel derecontaminaco atingido,
em torno de 60%, tendo a contaminacgdo se
manifestado logo no segundo dia apds o tratamento.
Isso indica que o antibidtico, provavel mente,
apresentou acdo bacteriostética e ndo bactericida.

Quando o antibiético é fitotéxico, uma
estratégia de controle interessante é a imersdo dos
explantes por um curto periodo de tempo. Porém,
neste caso, a sua eficiéncia no controle de conta-
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Figural. Evolugdo dacontaminag&o bacterianaem explantesde
bananeira(Musa AAA cv. Caipira) submetidosaimerséo
em solugdo de NaOCl a 1% (v/v)/20 min. (#) e de
NaOCl a 1% (v/v)/10 min., seguida da imersdo em
rifampicina nas concentragdes de 100 mg L* (1), 200
mg L (&) e300 mgL*(0) por 20 min.

minagdes pode ser comprometida. Os resultados
obtidos justificam a exposi¢ao dos explantes arifa-
mpicina, desde o inicio do cultivo, parapropiciar um
controle mais eficiente da contaminagéo.

Com aadi¢ao do antibiético ao meio decultura
obteve-se reducdo de 66,6% na contaminacao
bacteriana (Figura3a). ParaPereira& Fortes (2003),
na maioria dos trabalhos in vitro, a fregliéncia de
descontaminagdo ndo € total, pois o tecido vegetal
podeinterferir no controle peladestoxificagdo destas
substéncias ou servir de habitat para contaminantes
que se translocam para o interior de seus tecidos.

A partir do primeiro subcultivo, acontaminac&o
bacteriananéo excedeu 5% nos explantes cultivados
em meio M S contendo rifampicina. Mesmo no cultivo
em meio MS sem o antibidtico, a contaminac&o foi
maior na fase de estabelecimento, tendendo a

100 »
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Explantes contaminados
(%)

1 2 3 4 5 6 7 8 12
Tempo gpdstratamento (dias)

Figura 2. Evolug&o dacontaminagéo bacterianaem explantes de
bananeira (Musa AAA cv. Caipira) contaminados,
submetidosaimersdo em solucdo de NaOCl a 1% (v/v)/
24 h (#)e de NaOCI a 1% (v/v)/10 min, seguida da
imersdo em rifampicinanaconcentracdo de 300 mg LY/
24 h (D).
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(b)
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Figura 3. Efeito daimersdo de explantes de bananeira (Musa AAA cv. Caipira) em solucdo de NaOCl a5% (v/v)/10 min, seguidada
imersdo em solucéo de rifampicina (300 mg L-/20 min.) e cultivo em meio nutritivo MS, eem meio MS+ 100 mg L de
rifampicina, sobre a contaminag&o bacteriana dos explantes (a) e sobre 0 nimero médio de brotacfes produzidas por
explante, da fase de estabelecimento ao quinto subcultivo (b), ao longo de cinco subcultivos. Para 0 mesmo subcultivo,
médias seguidas por letras diferentes diferem entre si, pelo teste Tukey, a 5% de probabilidade.

decrescer com o avango dos cultivos (Figura 3a).
Isso facilita o processo de multiplicacéo, pois a
contaminagdo torna-se evidentelogo naprimeirafase.
No tabalho de Carneiro et al. (2000), a rifampicina
ndo apresentou eficiénciaparao controle de bactérias
no cultivo in vitro de bananeira 'Macga, com perdas
significativas de explantes. Essadivergénciapode ser
devido apredominanciade certas espécies de bactéria
no gendtipo sob multiplicacéo.

O antibidtico adicionado ao meio de cultura
apresentou i nterferéncianegativanamultiplicacdo dos
explantes, em todos os subcultivos (Figura3b). Visual-
mente, N80 se observaram sintomas de fitotoxidez
em explantes ou pléantulas enraizadas e cultivadasem
meio M'S com o antibi6tico, nem mesmo diferencas
no tamanho ou na morfologia dos explantes (dados
nao apresentados). Esse efeito, contudo, foi percebido
demodo claro, sobre o nimero de brotos por explante.

Carneiro et al. (2000) também observaram
gue o uso derifampicinano meio de cultura, aémde
prejudicar o desenvolvimento dos explantes de
bananeira 'Maca, apos o estabel ecimento, provoca
deformacdes na parte aérea e reducdo no tamanho
final dos explantes. No presente estudo, na fase de
aclimatagcé@o, também nao foram observadas
anormalidades em plantulas cultivadas na presenca
de antibi6tico e nem a ocorréncia significativa de
variantes somaclonais.

Na prética, o uso da rifampicina no meio de
culturagerou trésgrandesinconvenientes no processo
demultiplicagdo in vitro. Primeiro, anecessidade de
esterilizacdo afrio do antibi6tico e suaadicdo ao meio
de cultura autoclavado, ap6s o resfriamento e pouco

antes da solidificacgo. Esta operacéo é trabalhosa,
devendo ser feita em camara de fluxo laminar, onde
0 meio é depositado em frascos autoclavados.
Segundo, o antibiético produzido comercialmente
apresenta-se na cor alaranjada, o que dificulta a
deteccdo de contaminagdo bacteriana nos frascos.
Terceiro, aumento do custo de producao.

Apesar das dificuldades encontradas durante
amultiplicacdo in vitro e da reducéo do nimero de
brotac6es apresentadas sob adic¢éo do antibidtico ao
meio de cultura, no conjunto, os tratamentos
superiores constituiram-se numa alternativa viavel
paraamicropropagacdo. 1sso, principa mente diante
da escassez de plantas matrizes e da necessidade de
producdo em escala comercia de mudas da cultivar
Caipira. Adicionamente, outraaternativaque precisa
ser avaliada é apulverizacao das matrizes no campo,
com antibi6tico, antes dacol eta dos 4pi ces caulinares.

CONCLUSOES

1. A imersdo dos explantes recém-isolados em
soluc&o de hipoclorito (NaOCI) a 1%, por dez
minutos, seguida da imersdo em solugdo de
rifampicina a 300 mg L por vinte minutos,
constitui-se no tratamento superior entre os
avaliados.

2. O melhor tratamento paraexplantes contaminados
€ aimersdo em solucdo de hipoclorito a 1% por
dez minutos, seguida da imersdo em solucéo de
rifampicina a 300 mg L™, durante 24 horas no
€scuro.



186 - Lima& Moraes (2006) — Controle de bactérias contaminantes em explantes de bananeira...

3. Maior eficiénciano controle das contaminagdes €
obtidacom aimersdo préviados dpices caulinares
em hipoclorito a5%, por vinte minutos, seguidada
imersdo em 300 mg L rifampicina por vinte
minutos, e posterior cultivo em meio nutritivo
contendo 100 mg L derifampicina.

4. O cultivo dos explantes em meio nutritivo contendo
rifampicina causa sensivel redu¢do na multi-
plicagdo, porém, ndo se observou anormalidades
nos explantes ou nas plantulas.
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