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COMPARISON AMONG DECONTAMINATION
METHODS AT INITIAL PHASE OF BANANA IN VITRO
CULTURE.

Four decontamination methods for in vitro culture of ba-
nana (Musa AAB c¢v. Magh) explants were compared.
Commercial crop rhizomes were used as the explant source.
Different sizes of explants obtained from axillary buds were
submersed in different concentrations of NaOCI for cach different
period of time. Afler being reduced to 8mm X 5mm x Smm, explants
were transfered to modified MS media, which were kept in the
dark for 10 days, followed by growth chamber at 28°C + 2°C with
16h light. Best results were obtained with 40mm % 20mm x 20mm
or 40mm % 15mm x 15mm explants, immersed once or twice in
3,5% NaOCl. Higher contamination levels were observed 15 days
after the beginning of the experiment; at 1% NaOCI, however,
96,67% contamination was observed after 3 days. Bacterial
incidence was higher than fungal.

Quatro métodos de descontaminagfio de explantes de ba-
naneira (Musa AAB cv. Magi) cultivados i vitro foram testa-
dos utilizando-se, como fonte de explantes, tizomas provenientes
de bananais comerciais. Explantes de diferentes tamanhos obti-
dos de brotagBes axilares foram submetidos a diferentes concen-
tragdes ¢ tempo em soluglo de NaOCI para descontaminagiio.
Apos redugiic para 8mm X Smin x Smim, os explantes foram trans-
feridos para meio MS modificado e mantidos em cémara escura
durante dez dias ¢, ¢em seguida, foram levados para cimara de
crescimento & temperatura de 28°C + 2°C e fotoperiodo de 16
horas. Os melhores resultados foram obtidos quando os tratamen-
tos de descontaminagio foram realizados em blocos de 40mm x
20mm X 20mm ou 40mm x 15mm x 15mm, com simples ¢ dupla
esterilizagfes, respectivamente, utilizando-se NaQCl 3,5% de clo-
1o ative. O aparecimento de fungos e bactérias foi mais acentua-
do nos primeiros quinze dias, entretanto, em concentragio baixa
de NaOClI (1%), a contaminagéio foi quase total nos primeiros trés
dias (96,67%). Houve maior incidéncia de contaminagfio bacteriana
do que fingica.

KEY WORDS: Banana cv. Magé, tissuc culture, superficial
stenlization, Musa AAB.

INTRODUCAOQ

Os produtores de banana-magi recorrem, ge-
ralmente, a pomares comerciais da prépria regidio, para
obtengdo de mudas, devido a escassez de viveiros e
de mudas de boa qualidade. Nestas condigdes, as
mudas ndo tém garantia de boa sanidade, podendo
portar nematdides, brocas, virus, fungos, bactérias e
outros. A obtengdo de mudas de boa qualidade se da
através da selego e do tratamento das mesmas, bem

PAIL AVRAS-CHAVE: Banana cv, Magi, cultura de tecidos, es-
terilizagfio superficial, Musa AAB.

como da produgio sistemética em viveiros e/ou em
laboratorios. A técnica da produgio de mudas in vitro
tem sido destacada, principalmente, pela produgio de
mudas livres de doengas, além da produgio em maior
escala ¢ com mais rapidez.

Em locais tradicionais de cultivo e consumo da
banana-ma¢i, no Brasil, essa cultura vem sendo
desesttmulada, devido a ocorréncia do mal-do-panama,
causado pelo fungo Fusarium oxysporum F, Smith f.
sp. cubense Snyder & Hansen. A utilizagdo fregiiente
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de mudas contaminadas, obtidas a partir do rizoma, ¢
um fator que pode provocar o desenvolvimento mais
rapido da doenga em regides onde a cultura da bana-
na é de introdugdo recente. Giacometti (1986) cita a
produgio de um milhdo de mudas anuais em Formo-
sa, utilizando o processo de cultivo in vitro, para aten-
der a demanda, permitindo assim que aquele pais se
mantenha no mercado internacional, apesar da ocor-
réncia do agente causador do mal-do-panama, raga
4,

Desde o inicio da década de 60 ja se utilizava a
técnica da cultura de tecidos em bananeira (Cox ef al.
1960, Mohan & Steward 1964), entretanto, a aplica-
¢do desta tecnologia ainda apresenta dificuldades,
como, por exemplo, a alta incidéncia de contamina-
¢oes fungicas e bacterianas, provenientes do explante
¢/ou do ambiente. A contaminagéo com microrganis-
mos ¢é considerada a mais importante razdo para per-
das durante a cultura de plantas in vitro (Cassels 1987,
Boxus & Terzi 1987).

A contaminagdo por bactérias ¢ considerada a
mais séria e tem sido descrita extensivamente na lite-
ratura (Leifert er al. 1991, Cassels 1987, Hamill ef
al. 1993) embora nio menos importantes sejam os
acaros e tripes, vetores de fungos ¢ bactérias (Blake
1987). Outros microrganismos sdo relatados por
Leggat & Waites (1987).

Ap6s identificar 293 bactérias provenientes de
dois laboratérios comerciais de micropropagagio,
Leifert et al. (1991) encontraram, dentre estas, 13%
de Bacillus, bactérias formadoras de endosporos re-
sistentes ao alcool e ao calor, podendo inclusive ser
disseminadas pelo alcool usado para esterilizar instru-
mentos (Boxus & Terzi 1987). Os métodos utilizados
para descontaminagdo dos explantes e para esteriliza-
¢do dos instrumentos, como a flambagem e, mesmo,
a autoclavagem do meio, podem néo eliminar esta
bactéria (Nannetti 1994).

Com o objetivo de obtengdo de material
descontaminado sdo utilizadas algumas metodologias
de desinfestacio do explante inicial, sem conduzi-loa
morte apés a excisdo. A maioria dos trabalhos de pes-
quisa encontrados cita a utilizagdo de NaOC1 0,05%a
1,5%, adicionado de espalhante adesivo, durante 15
a 20 minutos, lavando-se, em seguida, os explantes,
em agua destilada e esterilizada (Cronauer & Krikornian
1984, Damasco & Barba 1984, Cronauer & Krikorian
1985, Jarret ef al. 1985, Vuylsteke & Langhe 1985,
Wong 1986, Gupta 1986). As vezes, procede-se tam-
bém a uma desinfestagio superficial pela imersdo dos
explantes em etanol (70-80%) por 15 segundos, antes

da desinfestagdo citada anteriormente. Este produto
tem agdo germicida, além de ser surfactante, facili-
tando a agdo dos outros produtos (Nannetti 1994).
Um outro produto quimico utilizado ¢ o hipoclorito
de calcio a 0,1-1,5% por 10-20 minutos (Banerjee &
Langhe 1985, Jarret ef al. 1985). Entretanto, o obje-
tivo pretendido, ou sgja, a desinfestagdo do explante,
pode nio ser alcangado, vindo o explante, apés al-
gum tempo em cultivo in vitro, apresentar-se conta-
minado. Fatores como a sanidade da planta matriz, o
tempo ¢ as condi¢des de armazenamento dos rizomas,
o tamanho dos explantes, a concentragdo do produto
comercial, a assepsia dos instrumentos ¢ o tempo de
exposi¢do ao tratamento influenciam na obtengio de
explantes livres de contaminantes.

No presente trabalho, foram tes-
tadas diversas metodologias de descontaminagio, va-
riando-se o tamanho do explante, a concentragdo do
produto ¢ o tempo de exposi¢do, com o objetivo de
obter melhores performances na obtengio de mudas
livres de fungos e bactérias, na fase de imiciagdo ou
estabelecimento in vitre de banana-magi.

MATERIAL E METODOS

Rizomas de bananeira, cv. Magi, foram
coletados em bananais localizados no municipio de
Itaguaru (GO), ¢ conduzidos ao laboratdrio do De-
partamento de Horticultura da Escola de Agronomia
da Universidade Federal de Goids ¢ armazenados a
sombra ¢ & temperatura ambiente, permanecendo nes-
tas condigBes por aproximadamente dez dias, até a
instalagio do expetimento.

A preparagdo inicial do matetial para estabele-
cimento in vifro se deu pela retirada de restos de
raizes ¢ terra, com auxilio de uma faca e agua corren-
te. Em seguida, fez-se a retirada das bainhas foliares,
situadas mais externamente, e de parte do rizoma,
deixando um cubo ou bloco de 100mm x 50mm x
50mm, contendo o meristema. Estes permaneceram
mergulhados em uma solugio contendo 20 ml de suco
de limdo China ou Rosa (Citrus limoniay) por litro de
agua, até que fossem conduzidos ao laboratério, re-
cebendo os diferentes tratamentos, conforme descri-
tos a seguir:

No procedimento A houve redugio dos cubos
para dimensdes de 40 mm x 20 mm x 20 mm,
contendo rizoma, bainhas foliares € o meristema
terminal para, em seguida, serem mergulhados em
uma solugio contendo 3,5% de NaOCl e Tween 20
(30 gotas. L) durante 15 minutos, em cdmara de fluxo



laminar. Logo ap6s a remog¢do do tecido tratado, o
que reduziu os cubos para 30 mm x 15 mm x 15 mm,
utilizando-se laminas de bisturi esterilizadas, os
mesmos foram novamente esterilizados em solugéo
de NaOCl 3,5% e Tween 20 (30 gotas.L!), durante
cinco minutos. Novamente, o tecido tratado foi
removido, deixando um bloco de 8 mm x 5 mm x 3
mm, contendo o meristema terminal, envolvido por
dois a trés primérdios foliares (modificagao de Novak
et al., citada por Hamill ef al. 1993).

No procedimento B houve redugdo do bloco
ou cubo para dimensdes de 40 mm x 20 mm x 20
mm, contendo rizoma, bainhas foliares ¢ meristema
terminal. Este foi excisado, mantendo-se pelo menos
dois primordiosfoliares, juntamente com uma pequena
porgdo de rizoma (8 mm x 5 mm x 5 mm), e, em
seguida, esterilizados dentro de cdmaras de fluxo
laminar, utilizando uma solugio de NaOCl1 0,005% +
Tween 20 (30 gotas, 1), durante cinco minutos. Logo
apos, foram lavados com agua destilada e esterilizada
por quatro vezes (Cronauer & Krikorian 1984).

No procedimento C houve reducio dos blocos
para dimensdes de 40 mm x 30 mm x 30 mm, con-
tendo rizoma, folhas e meristema, e, em seguida, pro-
cedeu-se ao tratamento dos mesmos em condigdes
assépticas, em solugio de NaOCl 1% + Tween 20
(30 gotas. L") por 15 minutos. Logo apés, foram sub-
metidos a trés lavagens com agua destilada e esterili-
zada, removendo-se rapidamente o tecido tratado e
reduzindo-se os blocos para dimensdes de 30 mm x
15 mm x 10 mm. Seguiu-se entdo a excisdo do
meristema, deixando-o envolto por dois primérdios
foliares, contido em um blocode 8 mm x 5 mm x 5
mm (Wong 1986).

No procedimento D houve redugio do bloco
para dimensdes de 40 mm x 15 mm x 15 mm, fazen-
do-se a esterilizagio em condigfes assépticas com
NaOCl 3,5% + Tween 20 (30 gotas L"), por 20 mi-
nutos, ¢ lavando-se em seguida com agua destilada e
esterilizada por trés vezes. O tecido tratado ¢ as fo-
Thas foram removidos, deixando-se um bloco de 8mm
X Smm x Smm, contendo o meristema envolvido por
dois primordios foliares (Hamill ez al. 1993).

Apos a realizacdo dos respectivos tratamentos
de descontaminagio, todos os explantes foram colo-
cados em meio de cultura MS (Murashige & Skoog
1962), suplementado com mio-inositol (100 mg.L"),
sacarose (30 g L), agar (7 g.L"), BAP (0,7 mg.L")
e Kin (0,7 mg.L"). O pH foi ajustado para 5,8 coma
adi¢do de NaOH 0,1N, antes da autoclavagem. Esta

Pesquisa Agropecudria Tropical, 29(2): 89-94, 1999 - 9]

foi realizada a 121°C por 15 minutos, apés a distri-
buigdo do meio de cultura em tubos de ensaio (10 mL
por tubo) e vedagio dos mesmos com papel alumi-
nio.

A colocagio dos explantes in vitro foi feita em
condiges assépticas, colocando-se um explante por
tubo e fazendo-se sua vedacgio com filme de
polietileno. Todos os tratamentos foram mantidos no
escuro, durante dez dias, para evitar a oxidagio dos
explantes. Durante esse periodo, os tubos contamina-
dos eram retirados, anotados e descartados, a cada
trés dias. Apos esse periodo, foram levados para a
cimara de crescimento, a temperatura de 28°C + 2°C,
fotoperiodo de 16 horas, utilizando-se 1ampadas fluo-
rescentes.

O delincamento experimental utilizado foi 0 in-
teiramente casualizado, com quatro tratamentos e 60
repetigbes. A cada trés dias eram retirados os frascos
contaminados, fazendo-se também a identificagio do
fungo ou bactéria contaminantes. Os dados obtidos
foram comparados pelo teste de qui-quadrado (c?),
enquanto para a freqiiéncia de ocorréncia de conta-
minagio calculou-se, além da média, o seu intervalo
de confianca.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Houve diferenga altamente significativa entre
o0s tratamentos, pelo teste de qui-quadrado, para to-
dos os periodos de observagio (Tabela 1). Na Tabela
2 observa-se que os tratamentos A e D foram os me-
lhores para descontaminagio dos explantes, ocorren-
do 26,67% e 28,33%, respectivamente, d¢ tubos
contaminados, apos 15 dias da implantagio do expe-
nimento. No tratamento A, que consistiu em uma du-
pla esterilizagdo, sem lavagem do explante, foram ob-
servados residuos de NaOCl presentes no meio, cau-
sando leve amarelecimento. O tratamento C, em que
foram utilizados blocos de maior tamanho e menor
concentracdo de NaOCIl (1%), nfo foi eficiente na
descontaminagdo, ocorrendo perda quase total dos
explantes apos 3 dias da inoculagdo (96,67%), en-
quanto o tratamento B (desinfestagio de blocos pe-
quenos e inoculagio, sem retirada do tecido tratado)
teve eficiéncia parcial na descontaminagéo (51,66%
de contaminagio). Melhores resultados foram obti-
dos por Hamill et al. (1993), para Musa sp. AAA ¢v.
Williams, com o método C, enquanto, para os trata-
mentos A e B, os resultados foram semelhantes.
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Tabela 1. Contaminacio filngica e/ou bacteriana de explantes iniciais de bananeira (Musa AAB cv.

Mac4), apos tratamentos com NaOCl.

Nimero de explantes contarmninados (S) e néo contaminados (N)

TRATA-! Aos 3 dias Aos 6 dias Aos 9 dias Aos 12 dias Aos 15 dias
MENTOS
s N s N S N s N ) N
A 0 60a 09 51a 49a 15 45a 16 A4a
B 0 60a 19 41b 39b % 34b 31 29b
c 8 02 58 02¢ 58 02¢ 8 02¢ 58 02c
D M4 S6b 06 54a 9 51a 13 47a 17 43a
x? 21042° 121,69° 107,06’ 86,92° 76,62’

L. Tratamentos A = 3,5% de NaQCl por 5 minutos, em blocos de 16 cm?® + 3,5% de NaOCI por 5 minutos, em blocos de 6,75cm?; B = 0,005% ds NaOQCl
por 5 mimutos, em blocos de 0,2em’ C = 1,0% de NaOCl por 15 minutos em blocos de 36¢m?; D = 3,5% de NaQCH em blocos de 9om®, durante 20 minutos.
2. Médias seguidas da mesma letra, na coluna, nio diferem estatisticaments a 1% de probabilidades pelo toste de qui-quadrado (c®).

3. Significincia a0 nivel de 1% de probabilidade, pelo teste de qui-quadrado (c%)

Tabela 2. Percentagem de contaminagio (%) e intervalos de confianga (IC) de explantes de bananeira.
(Musa AAB cv. Mag3) cultivados in vifro e submetidos a diferentes tratamentos de descontaminacio.

Dias de TRATAMENTOS DE DESCONTAMINACAO
cultivo
Al B? c? D!

% IC3 % 1c* % ict Y IC?
3 0,00 0,00- 6,00 0,00 0,00-6,00 96,67 88,47-9959 6,67 1,85-16,20
6 1500  7,10-26,57 3167 20264496 9667 88,47.99 59 1000  3.76-2051
9 18,33 9,52-30.44 35,00 23.13-48.40 96,67 88,47-9959 15,00 7,10-26,57
12 25,00 14,72-37 86 33 30.59-56.76 96,67 88479959 21,67 12,07-34,20
15 26,67 16,07-39,66 51,67 38.39-64.77 96,67 88479959 2833 17,45-41,44

1- A'=3,5% de NaOCl, durante 15 minutos, em blocos de 16 cm® + 3,5% de NaQCl por 5 minutos, em blocos de 6,75cm?; B? = 0,005% de NaOC!l por
5 mimtes em blocos de 0,2cm?, C* = 1,0% de NaOCI por 15 minutos em blocos de 36cm?; D* = 3,5% de NaOC] em blocos de Sctn®, durante 20 minutos.

5 « Intervalos de confianga de 95%.

A rapidez de contaminagdo por bactérias fot
maior no tratamento C, sendo que, acs 3 dias da
mocuiagdo, 91,67% dos explantes apresentavam-se
contaminados, a0 passo que, nos outros tratamentos,
a contaminagdo foi lenta e gradual. Nannetti (1994)
também verificou alta incidéncia (100%) de contami-
nagdo bacteriana durante o estabelecimento de
Heliconia sp., uma espécic rizomatosa da familia
Musaceae. Essa contaminagdo foi, porém, controla-
da apenas com 0 uso do antibidtico cefotaxima sodica.

Comparando-se os resultados obtidos em rela-
¢do & contaminagfo fingica e bacteriana (Tabela 3),
observa-se que houve o aparecimento de fungos e
bactérias contaminantes em todos os tratamentos re-
alizados, sendo que os tratamentos C e D apresenta-
ram menores taxas de contaminagio fiingica e os tra-
tamentos A e D, menores indices de contaminagiio

bacteriana. A ocorréncia de bactérias foi superior em
relagio 4 contaminagio fiingica, nos tratamentos B,
C e D, com maior relevincia no tratamento C. Ob-
servou-se mator ocorréncia de bactérias dos géneros
Bacillus e Erwinia e do fungo Fusarium oxysporum
f. sp. cubense. Esse alto indice de contaminagfio pode
ocorrer quando o estado sanitario das matrizes é ruim,
pots diversos microrganismos de natureza endogena
ndo sdo expostos aos agentes desinfestantes e devem
ser controlados nas plantas matrizes (Grattapaglia &
Machado 1990). Hol & van der Linde (1992) tam-
bém observaram altas taxas de contamina¢fio em ma-
teriais oriundos do solo, tais como bulbos, rizomas e
estoldes, enquanto Leifert ef al. (1991) afirmam que
todas as plantas desenvolvidas no campo, em climas
tropicais, ou aquelas irrigadas por aspersio sdo muito
dificeis de desinfestar.
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Tabela 3. Intervalos de confianga (IC) e percentagem (%) de contaminag8o fiingica ¢ bacteriana, em
explantes de bananeira (Musa AAB cv. Mag3), submetidos a tratamentos de descontaminagdo, aos 15 dias da

inoculagdo.
PatHgenos contaminantes
Tratamentos Fungos Bactérias Total
% ic' % Ic' % ic'

A’ 1333 5,94 -24,59 1333 5.94-24,59 26,67 16,07-39,66
B 1333 5,94 -24,59 3833 26,07-51,79 51,67 38,39-64,77
C 5,00 1,04-13,92 9167 81,61-9724 96,67 88,47-99,59
D 833 2,76-18,39 20,00 10,78-32,33 2833 17,45-41,44

1. Intervalo de confianga de 95%.

2. A=13,5% do NaOC], durante 15 minutos, em blocos de 16cm® + 3,5 % de NaOCl por 5 minutes, em blocos de 6,75cm’, B=0,005% de NaOClpor 5
minutos em blocos de 0,2cm®; C = 1,0% de NaOC! por 15 mimitos, em blocos de 36em®; D = 3,5% de NaOCl por 20 minutos, em blocos de 9em’,

Tanto ¢ armazenamento das mudas quanto o
tamanho do bloco contendo o meristema sdo fatores
que influenciam o grau de contaminacdo dos explantes
in vitro (Hamill et al. 1993). No presente trabatho, o
indice elevado de contaminagio pode ser explicado
pelo tempo de armazenamento das mudas (10 dias) e
pelo tamanho do bloco trabalhado (8 mm x 5 mm x 5
mm). No caso de pequenos laboratérios, o
armazenamento das mudas é necessario, quando ad-
quiridas em grande quantidade & quando ha escassez
de mio-de-obra para a realizagio dos trabalhos de
limpeza, esterilizagio, preparo do meio, inoculagio
etc. A utilizagdo de blocos de maior tamanho facihita
o trabalho de excisdo, requer menos tempo para o
seu prepard e pode ser reutilizado em caso de conta-
minagio filngica, apos receber um novo tratamento
de descontaminagdo. Sendo afetados pela oxidagdo,
explantes maiores também poderdo ser aproveitados,
desde que seja feita uma limpeza ou retirada dos teci-
dos oxidados.

Quando se comparam os métodos A e D, que
proporcionaram melhores indices de descontaminagdo,
em relagio ao tempo necessario para preparo do
explante ¢ ao custo de produgio da muda, verifica-se
que o tempo necessario para a realizagdo de duas
descontaminagfes (A) é maior, tornando-o desvanta-

joso, ou seja, reduz o rendimento do trabalho no la-

boratério e eleva o custo de produgio da muda. Por
outro lado, o método D, que inclui trés lavagens com
agua destilada ¢ esterilizada, também eleva o custo de
produgio da muda pelo maior gasto de energia e méo-
de-obra. Entretanto, ambos os métodos podem ser
aprimorados, com o objetivo de utilizagdo rotineira

para estabelecimento de explantes de bananeira-maci
in vitro.

CONCLUSOES

Pelos resultados obtidos conclui-se que o
NaOCl 3,5%, por 20 minutos, foi mais eficiente para
a obtengdo de explantes iniciais de banana-mag¢i
descontaminados, utilizando-se simples ou dupla
descontaminagio; a freqiiéncia de contaminagbes
bacterianas, tanto no meio de cultura quante no
explante, foi maior do que de fungos; o aparecimento
de fungos e bactérias foi observado desde o terceiro
dia apds a inoculagiio e foi mais acentuado nos pri-
meiros 15 dias.
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