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ABSTRACT

EVALUATION OF DESCONTAMINATION PRODUCTS,
IN EXPLANTS OF BANANA (Musa AAB cv. MAGA)

This experiment was accomplished in the tissue culture
laboratory at Setor de Horticultura, Escola de Agronomia,
Universidade Federal de Goiés, Goiania, GO, Brazil, fromMay to
August 1999. Some products were evaluated concerning their
potential control of endogenous fungi and bacteria on banana
explants of Musa AAB cv. Macdin vitro culture. Thefollowing
products and respective concentrations were evaluated. NaOCI
at 103, 3'10° and 5"10° mg L"%; benomy! at 100, 200 and 300 mg L-
1. cefotaxim at 100, 200 and 300 mg L and rifampicin at 100,
200 and 300 mg L. Theresults showed that cefotaxim at 300 mg
L retarded the contamination of explantsin theinitial phase of
implantation and reduced of bacteriaand fungi infestation.

RESUMO

Este experimentofoi realizado no Laboratorio de Cultura
de Tecidos do Setor de Horticultura da Escola de Agronomia
da Universidade Federal de Goiés, em Goiania, (GO), no
periodo demaio aagosto de 1999. Algunsprodutosforam avaliados
quanto ao controle potencial de bactérias e fungos endégenosem
explantes de bananaMusa AAB cv. Mag&, em culturadetecidos.
Foram avaliados os seguintes produtos e respectivas concentragdes:
NaOCl a10?3.10°e5.10°mg L"%; benomyl 2100, 200e300mgL-
1. cefotaximaa 100, 200 e 300 mg L erifampicinaa 100, 200 e
300 mg L. Osresultados mostraram que a cefotaximaa 300 mg
L retardou a contaminacdo dos explantes na fase inicia de
implantacao, reduzindo ainfestagdo com bactérias efungos.

KEY WORDS:; Banana-mag, tissue culture, contamination agents,
fungicides, bactericides.

INTRODUCAO

O desempenho do Brasil, em termos de
producéo para consumo de banana in natura, em
relacdo aos paises maiores produtores, € de 9,8%,
sendo considerado o segundo maior produtor mundial
(FAO 1998). O cultivo ocorre de Nortea Sul do pais,
desde sua faixa litoranea até os planaltos interiores,
com umaproducdo de 5,78 milhdes de toneladas, em
1997 (Alvares 1998). Em Goiés, a bananicultura
representaumaimportante atividade agricola, sendo
aprincipal atividade da fruticultura, ocupando uma

PALAVRAS-CHAVES: Banana-mac, culturadetecidos, agentes
contami nantes, fungicidas, bactericidas.

area cultivada de 10.910 ha e uma producdo de
169.950 toneladas, em 1992, participando com 2,0%
da producdo nacional (Carneiro 1997). A mesma
autora salienta que a cultivar Maga ja dominou os
plantios, no Estado de Goiés, até os anos de 1980,
mas vem apresentando um decréscimo na producéo,
por apresentar grande susceptibilidade a0 mal-do-
panama (FusariumoxysporumF. Smith . sp. cubense
Snayder & Hansen).

A propagacdo dabananeiraéfeitanormamente
por via vegetativa, através de mudas extraidas de
plantas j& desenvolvidas, o que tem facilitado a
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disseminacdo de certos patdgenos. Aliada a este
problema, a necessidade de uma grande quantidade
de materiais para plantio tem estimulado a
multiplicagdo de clones promissores, pelo uso de
técnicas de propagacdo rgpida com menor taxa de
multiplicacio (Alvares 1998).

A grande limitagcdo da micropropagacéo da
bananeiraéaaltaincidénciade contaminacdo fungica
€/ou bacteriana, proveniente do explante ou do meio
ambiente. A contaminagdo por bactérias €
considerada a maisimportante (Cassel 1987, Leifert
etal. 1991, Hamill et al. 1993). Gratapaglia& Machado
(1998) e Torres et al. (1998) recomendam o uso de
fungicidas e antibidticos tanto para a desinfestacdo
quanto, adicionadosao meio decultura, parao controle
da contaminagdo por fungos e bactérias enddgenos
dabananeira.

Para Pollock et al. (1983), o fungicidatem de
apresentar um amplo espectro de agdo, ser pouco
toxico paraas culturas (nas concentraces necessérias
paracontrolar osfungos), devendo ser adicionado ao
meio de culturaantes da autoclavagem, nas dosagens
recomendadas paracadaespécievegetd , paraeliminar
acontaminagdo fungica.

Os antibi 6ticos sdo usados para o controle de
contaminagfes bacterianas enddgenas, que
representam sério problema no estabel ecimento das
culturas. Os explantes, depois de reduzidos os
contaminantes superficiais, podem ser transferidos
parameio nutritivo contendo antibiético (Grattapaglia
& Machado 1998). Esses autores citam que o
antibiético deve ser esterilizado afrio eadicionado a0
meio antes da sua solidificagdo, etambém apresentar
um amplo espectro de acdo. Os antibiéticos mais
usados em cultura de tecidos vegetai s possuem acéo
bacteriostéticae ndo bactericida.

Em laboratérios comerciais de
micropropagacao de plantas, Leifert et al. (1991)
identificaram 293 espéciesde bactérias, dasquais 13%
pertenciam ao género Bacillus. As espécies deste
género formam enddsporaos resi stentes ao alcool e ao
calor, podendo, inclusive, ser disseminadas pelo d cool
utilizado naesterilizac8o dosinstrumentoseresistir a
flambagem e aautoclavagem do meio de cultura, por
20 minutos a 110°C (Boxus & Terzi 1987, Nannetti
1994).

A contaminacdo fungica pode ser eliminada
através do benomyl (Haldeman et al. 1987), e 0
controle de bactérias enddgenas pode ser efetivado
através daampicilina, dacarbecilina, darifampicina,
datrimetropina, da polimixina e da cefotaxima, em
diferentes concentragdes (Torres et al. 1998).

Segundo Carneiro (1997), adescontaminagéo
deexplantesiniciaisde bananadacultivar Maca pode
ser feitacom NaOCl a3,5.10° mg L1, por um periodo
de 20 minutos, com simples ou dupla esterilizag&o,
resultando em indices abaixo de 30% de contaminacdo
dosexplantes.

O presente trabal ho teve como objetivo testar
diferentes produtos (antibidticos e fungicidas) em
diferentes concentracdes, visando ao controle de
bactérias efungos, em culturainvitrode Musa AAB
cv. Maca

MATERIAL EMETODOS

O experimento foi conduzido no Laboratério
de Cultura de Tecidos do Setor de Horticultura da
Escola de Agronomia da Universidade Federal de
Goias, no periodo de maio ajunho de 1999.

O material vegetal usado para propagacéo in
vitro foi abananeiraMusa AAB cv. Maga, proveniente
delavouras comerciais, localizadas no municipio de
Brazabrantes, Estado de Goias. Neste experimento
foram usados meristemas da porgdo do rizoma,
retirados de mudas tipo “chifrinho”, com altura
aproximadade 30 cm.

As mudas obtidas no campo foram levadas ao
laboratério pararetiradade explantesde4 cm deatura
por 4 cm de espessura, e imediatamente lavado em
agua corrente. Em seguida, eles passaram por um
processo de reducéo de tamanho para2 cm de dtura
por 2 cm de espessura, sendo desinfestados em
solucéo de hipoclorito de sodio a 10° e Tween 20 (30
gotas/L) durante 30 minutos. Logo apés, foram
conduzidosem camaradefluxo laminar e enxaguados
trésvezes com aguadestilada e esterilizada.

Os explantes, apds a desinfestacédo, foram
reduzidosa 0,8 cm de alturapor 0,5 cm de espessura
etransferidosparao meio deculturaM S (Murashige
& Skoog 1962), suplementado com 3% de sacarose,
0,7% de agar € 0,01% de mioinositol, e com seu pH
gjustado para 5,8 (Carneiro, 1997) e autoclavado a
121°C durante 20 minutos, previamente a
transferénciados explantes.

Parao controle defungos e bactérias enddégenos
foram utilizados um fungicida e dois antibi6ticos,
adicionados ao meio de cultura em trés diferentes
concentragdes, e 0 hipoclorito de sddio paraimerséo
dosexplantes por um periodo de 20 minutos conforme
especificado naTabelal.

Os antibidticos foram esterilizados a frio e
adicionados ao meio de cultura antes da sua
solidificag&o, enquanto o fungicidafoi adicionado ao



meio antes da autoclavagem (Grattapaglia &
Machado 1998). O meio de cultura, assim preparado,
foi distribuido em tubos de ensaios, naquantidade de
10 ml por tubo, e, logo apbs, foram vedados com papel
aluminio. No caso do hipoclorito de sbdio, as solucoes
foram preparadas nas concentragbes citadas, nosquais
os explantes permaneceram por 20 minutos. Em
seguida, foram lavadosem aguadestiladae esterilizada,
por trés vezes e colocados em tubos de ensaio com
10 ml do meio MS.

Tabela 1. Produtos e dosagens utilisados para
o controle de fungos e bactériasem Musa AAB cv.
Macd, invitro, em condig¢des controladas. Goiania,
GO. 2000.

Produtos Concentragdes (mg L %) Acdo
benomyl 100; 200; 300 Fungicida
rifampicina 100; 200; 300 Bactericida
cefotaxima 200; 300; 400 Bactericida

hipocloritodesodio 103 3.10%; 5.10° Bactericidae Fungicida

A inoculacdo foi feita em cdmara de fluxo
laminar, colocando-se um explante por tubo, sendo
este vedado com filme plastico transparente. Ostubos
foram mantidos, durante dez dias, em uma camara
escura com o objetivo de evitar a oxidagdo dos
explantes. Apos este periodo, o experimento foi
conduzido em uma camara de crescimento com
temperatura de 28°C + 2°C e com fotoperiodo de 16
horas.

Utilizou-se o delineamento experimental
inteiramente casualizado, com 12 tratamentos e 15
repeticoes, totalizando 180 parcel as. Cada repeticéo
foi representada por um explante. As avaliagfes da
eficacia dos produtos foram feitas durante 30 dias.
As leituras para verificar a ocorréncia de explantes
contaminados foram realizadas a cada dois dias, o
gue possibilitou determinar a velocidade de
contaminacéo e as porcentagens de patdgenos
contaminantes. Na interpretacéo dos resultados,
utilizaram-searegresséo, paradeterminar avel ocidade
deinfestacéo, e o teste do qui-quadrado paraverificar
significancia entre os produtos e as concentragfes
usadas.

RESULTADOSE DISCUSSAO

Os resultados desta pesguisa sobre o controle
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de fungos e bactérias, feito através dos produtos
quimicosavaliados em explantes de bananeiras (Musa
AAB cv. Magd), podem ser analisados através da
Tabela 2 e das Figuras 1 a 5. Constatou-se 0
desenvolvimento do fungo Fusarium oxysporum f.
sp. cubense e da bactéria Erwinia sp., ambos
contaminantes enddgenos, em todos os tratamentos,
havendo uma diferenca de acdo dos produtos para
todas as avaliacOes realizadas. Entretanto, a
contaminac&o do meio de culturapor agentesexternos
foi pequena.

Asmenorestaxas de contaminagéo bacteriana,
em relacdo as contaminacOes fungicas, foram nos
tratamentos NaOCI, cefotaxima e rifampicina. O
tratamento com 300mg L de cefotaxima foi o que
apresentou maior eficiéncia, com 73,33% dos
explantes ndo contaminados (Tabela 2 e Figura 1).
Esses resultados estdo de acordo com os obtidos por
Torres et al. (1998), que recomendam o controle de
bactérias endogenas através dos produtos ampicilina,
carbecilina, rifampicina, trimetropina, polimixina e
cefotaxima, em diferentes concentracfes. No entanto,
0 uso de cefotaximapode el evar o custo de producéo
demudasinvitro, pel 0 seu elevado custo de aquisicao,
se comparado com NaOCl e benomyl.

O tratamento NaOCI, nas concentragdes
estudadas, promoveu a descontaminac&o bacteriana
em niveis inferiores a 33,33% dos explantes de
bananeira, indicando uma acgdo eficaz sobre as
bactérias, masndo foi eficiente no controledosfungos,
gue apresentaram infestacdo acima de 45% (Figura
1). Carneiro (1997), trabalhando com acultivar Mag,
também obteve uma descontaminagdo dos explantes
iniciais em indices préximos (30%) aos obtidos nesta
pesquisa, com utilizagcdo de NaOCl, naconcentragdo
de 3,5.103, por um periodo de 20 minutos.

Nota-se que os tratamentos ndo eliminaram a
contaminacdo dosexplantes (Tabela2), emborao an-
tibi 6tico cefotaxima, naconcentragdo de300mg L2,
tenhacontrol ado satisfatoriamente o desenvol vimento
de patdgenos, apresentando, apenas, 26,67% de
contaminagdo fungica(Figural). Apesar de o benomyl
ser um fungicidaindicado para o controle de fungos
em meio de cultivo, observou-se que, nas
concentragtes utilizadas, este produto néofoi eficiente
no control e dos agentes patogénicos de explantes de
bananeira da cultivar Maga (Tabela 2 e Figura 1).
Estes dados sdo contraditorios com os resultados
obtidos por Haldeman et al. (1987), nos quais foi
observadaaeliminacéo dacontaminagdo fungicapelo
uso do benomyl.
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Tabela 2. Tratamentos, concentragdes, nUmero e percentagem de explantes de bananeira (Musa
AAB cv. Magd) infectados por fungos e bactérias. Goiania, GO. 2000.

Tratamentos Concentragtes N° explantes N° explantes ndo
(mgL?) contaminados contaminados
NaOCl 108 13ab! 2
3.10° 12&b 3
5.10° 9b 6
Benomyl 100 14 a 1
200 11ab 4
300 14 a 1
Cefotaxima 100 9b 6
200 10ab 5
300 4c 11
Rifampicina 100 12ab 3
200 15 a 0
300 12 &b 3
X2 34,933
1. NUmeros seguidos damesmaletrana colunando diferem entre si pelo teste do x2, a5% de probabilidade.
100+ B Fungo
90+ [bBactéria
BENC

Explante (%)

Produtos/Concentragdes (mg/L)

Figura 1. Percentagem de explantes de bananeira(Musa AAB cv. Magd) infectados por fungos e bactérias
e, de explante ndo contaminados (ENC), em diferentes tratamentos 1 - NaOCl 10° mg L*; 2 - NaOCl 3.10°
mg L?; 3- NaOCl 5.103mg L%; 4 - benomyl 100 mg L%; 5 - benomyl 200 mg L%; 6 - benomyl 300 mg L
7 - cefotaximalOOmgL?; 8 - cefotaxima200mgL™?; 9 - cefotaxima300mgL-t; 10 - rifampicina100
mg LY; 11 - rifampicina200 mg L* e 12 - rifampicina300 mg L.

A velocidade de contaminagéo dos agentes
patogénicos (fungos e bactérias), como pode ser
observado naFigura 2, foi maior no tratamento com
NaOCI nas concentragdes de 10° mg L* e 3.10° mg
L1, apartir doterceiro diadeimplantagdo, sendo que
osmaiores indiceﬁfts)ra_{n atingidos no sexto dia. Na
concentracdo de5.10 L -, observa-sequeavelocidade

de infestagdo foi mais lenta até o 15" dia de
implantagdo, ocorrendo, a partir deste periodo, uma
estabilizacdo dainfestac&o patogénica. Osresultados
obtidos por Carneiro (1997) confirmam que
concentragtes mais elevadas de NaOCl promoveram
umave ocidade de contaminagdo mais|entaegradual
dos explantes de bananeiradacultivar Maca.



Verifica-se, na Tabela 2 e nas Figuras 3 e 5,
gue as dosagens de benomyl e derifampicina, usadas
neste trabalho, ndo demonstraram eficiéncia no
control e de agentes patogéni cos, visto que ainfestacéo
iniciou-senoterceiro diaefoi aumentando lentamente
até 0 24° dia, com perda significativa no nimero de
explantes. Estes produtos quimicosndo impediram o
desenvolvimento dos pat6genos, sendo estaumadas
grandes limitacfes da propagagdo, como observado

NUmer o de explantes contaminados
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por Cassel (1987), Leifert et al. (1991) e Hamill et
al. (1993).

Verificou-se que o antibidtico cefotaxima, nas
concentracOes de 100, 200 e 300 mg L™, inibiu o
desenvolvimento dos agentes patogéni cos até o nono
diadaimplantagio dosexplantesdabananeiracultivar
Maca e que houve um incremento na velocidade de
infestagcdo até o 18° dia, estabilizando-se até o final
das observagtes (Figura4).
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L% p benomyl 200 mgL?%; " benomyl 300 mg L), em explantes de bananeira (Musa AAB cv. Macd).
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Figura 5. Curvas de avaliag8o da evolucdo de contaminantes sob efeito de rifampicina (I rifampicina
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Macs).

Apesar da quantidade insuficiente em alguns
tratamentos, ao final de 30 dias ap6s a implantacdo
dos experimentos para determinac&o de peso fresco,
da altura de explantes e do didmetro da base do
pseudocaule, foi possivel observar, visualmente, o
efeito de cada produto no desenvolvimento dos
explantes durante este periodo. Os explantes
submetidos aos tratamentos NaOCI e cefotaxima

apresentaram-se com desenvolvimento normal,
quando comparados com os demais produtos.
Contudo, a acdo do benomyl e da rifampicina, nas
trés concentragdes, pode ser considerada prejudicial
ao desenvolvimento dos explantes. Nos frascos
contendo benomyl, os explantes apresentaram-se
normais, inicialmente, masfoi possivel observar sua
acao fitotoxica depois de transcorridos alguns dias,



levando alguns explantes a morte. No caso da
rifampicina, os explantes apresentaram deformagéo
da parte aérea e eram bem menores em relagdo aos
explantes dostratamentos com NaOCI e cefotaxima.

CONCLUSOES

Osprodutos benomyl, rifampicina, cefotaxima
e hipoclorito de sodio, nas concentragdes estudadas,
nao foram eficientes no controle de agentes
patogénicos na propagacdo in vitro de bananeira da
cultivar Mag8, com excecdo da cefotaxima, na
concentragdo de 300 mg L™, que apresentou um
controle de 73,33% para bactérias. A contaminagdo
ocorreu nos primeiros dias de implantacéo dos
explantes, com um crescimento lento e progressivo
atéo 15°dia, quando severificaram asmaiores perdas.
Observou-se que houve maior ocorréncia do fungo
Fusarium oxysporum f. sp. cubense em relagdo a
bactéria Erwinia sp. no meio e nos explantes, na
propagac&o in vitro de bananeira cultivar Maga.
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