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RESUMO - Um dos fatores que interferem no sucesso da micropropagacéo € a contaminacgéo
microbiana, e alguns protocolos de desinfestagdo (assepsia) séo realizados antes da fase de
estabelecimento do cultivo, para que a contaminacdo ndo comprometa o trabalho da
micropropagacdo. Mesmo colocando todos os protocolos de uma assepsia regular dentro dos
laboratdérios, nem sempre € possivel contornar inteiramente as contaminagdes pelos
microrganismos, 0 que acaba acarretando uma perda de explantes no estabelecimento da
cultura. O trabalho teve como objetivo avaliar a eficiéncia da reassepsia nos explantes das
cultivares de banana Williams (nanica) e Farta velhaco (terra). O delineamento experimental
utilizado foi inteiramente casualizado constituido de trés tratamentos e sete repeticdes, sendo
cada uma destas representada por 4 explantes para farta vellhaco e apenas 1 explante para
Williams, em diferentes concentracdes de cloro ativo durante quinze minutos, quais sejam: T1
—(3:1) &gua destilada e hipoclorito de sddio a 2,5% de cloro ativo; T2 — (1:1) agua destilada e
hipoclorito de sddio a 2,5% de cloro ativo; T3 — (3:1/1:1) dgua destilada e hipoclorito de sédio
a 2,5% de cloro ativo. Foram avaliadas as porcentagens de contaminacdo por bactérias. Os
dados foram submetidos as analises de variancia. Os resultados permitiram concluir que nédo
houve eficiéncia dentre os tratamentos testados. Concluiu-se que independente das solucdes,
ndo houve eficiéncia no controle de contaminag6es para micropropagacdo de bananeira “Farta
Velhaco’ e ‘Williams’.
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IN VITRO REASSEPSIA OF BANANA EXPLANTS 'VELHACO FARM' AND
‘WILLIAMS'

ABSTRACT- One of the factors that interfere in the success of micropropagation is microbial
contamination, and some disinfestation protocols (asepsis) are carried out before the stage of
establishing the crop, so that contamination does not compromise the work of
micropropagation. Even by putting all the protocols of a regular asepsis inside the laboratories,
it is not always possible to completely circumvent contaminations by microorganisms, which
leads to a loss of explants in the establishment of culture. The objective of this study was to
evaluate the efficiency of re-asepsis in the explants of banana Williams (nanica) and Farta rogue
(land) cultivars. The experimental design was completely randomized, consisting of three
treatments and seven replications, being each one of them represented by 4 explants for farta
vellhaco and only 1 explant for Williams, in different concentrations of active chlorine during
fifteen minutes, which are: T1 - (3: 1) distilled water and sodium hypochlorite 2.5% active .
The objective of this study was to evaluate the efficiency of re-asepsis in the explants of banana
Williams (nanica) and Farta rogue (land) cultivars. The experimental design was completely
randomized, consisting of three treatments and seven replications, being each one of them
represented by 4 explants for farta vellhaco and only 1 explant for Williams, in different
concentrations of active chlorine during fifteen minutes, which are: T1 - (3: 1) distilled water
and sodium hypochlorite 2.5% active chlorine; T2 - (1: 1) distilled water and sodium
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hypochlorite 2.5% active chlorine, T3 - (3: 1/1: 1) distilled water and 2.5% sodium hypochlorite
active chlorine. The percentages of contamination by bacteria were evaluated. Data were
submitted to analysis of variance. The results allowed to conclude that there was no efficiency
among the treatments tested. It was concluded that, regardless of the solutions, there was no
efficiency in the control of contamination for micropropagation of banana 'Farta Velhaco' and
'‘Williams'.
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1 INTRODUCAO

A banana (Musa spp.) € uma das principais frutas consumidas in natura no mundo,
possuindo uma estimativa de producdo no Brasil de 6.844 milhdes de toneladas e area de
aproximadamente 484.430 mil hectares, sendo o crescimento da cultura cerca de 21,9% na safra
de 2015 em comparagdo com a do ano anterior (IBGE, 2016).

Em Mato Grosso, apesar de ter excelentes condi¢des adafoclimaticas para a producgéo
de bananas, houve reducgdo nas areas plantadas de 56.247 ha em 1997 para 6.268 ha em 2010,
devido a falta de controle fitossanitario, auséncia de geracdo de novas tecnologias e mao de
obra qualificada, fatos que acabaram reduzindo a longevidade dos bananais, deixando-0s mais
suscetiveis a doencas, pragas e nematoides (ANDRADE, 2012).

Para atender com maior eficiéncia e rapidez os pomares dos produtores, e tendo em vista
que o sistema de producdo convencional de mudas é demorado e de rendimento inferior
(BRAGA et al., 2001), a utilizacdo da micropropagacdo € uma boa alternativa para suprir a
demanda de mudas com uma melhor qualidade (BERNARDI et al., 2006).

Método de cultivo de explantes em meio artificial sob condi¢Ges especificas de
luminosidade, temperatura e fotoperiodo (RIOS et al., 2005), que comparado aos demais, possui
mais vantagens, sendo a sua produc¢édo de 150 a 300 mudas/matriz, obtendo-se assim um pomar
com uniformidade e sincronia na colheita, que podem se manter livres de pragas e doencgas por

maior periodo de tempo durante os ciclos de cultivo (ALVES et al.,2004).

Um dos fatores que interferem no sucesso da micropropagacdo é a contaminagédo
microbiana, e alguns protocolos de desinfestacdo (assepsia) sdo realizados antes da fase de
estabelecimento do cultivo, para que a contaminacdo ndo comprometa o trabalho da
micropropagacao. Este indice de contaminacdo pode ser resultante do proprio material vegetal
advindos do campo ou do manuseio em laboratério (DEBERGH; ZIMMERMAN 1991).



Microrganismos contaminantes provocam danos diretos e indiretos no explante pela
colonizacdo de seus tecidos, por competir nutrientes de seu meio de cultura, eliminando
metabolitos toxicos as plantas (MONTARROYOS, 2000), é frequente se deparar com
contaminacdes presentes no interior dos tecidos, conhecida como contaminacao enddgena, mais

frequente em explantes derivados de plantas cultivadas no campo.

A contaminacédo por bactérias acontece, geralmente, devido a contaminacdo endogena
dos explantes e plantulas, e as contaminac6es enddgena sdo de dificil desinfestacdo, por isso a
utilizacdo de plantas que venham de locais mais controlados € indispenséavel (CORDEIRO et
al., 2006).

Na fase de desinfestacdo, € comum o uso de substancias como hipoclorito de sddio,
Tween 20, alcool 70% e, em alguns casos a adi¢do de antibidticos ao meio de cultura (GARCIA
e RAFAEL, 1990; LEIFERT et al., 1991)

O hipoclorito de sodio é uma das substancias mais utilizadas entre os agentes
germicidas, por ser facilmente encontrado como alvejante comercial, € 0 mais usado em
laboratdrios de cultura de tecidos (GRATAPAGLIA e MACHADO, 1998). Utilizado na
remocdo de microrganismos contaminantes superficiais de material e do ambiente
(COUTINHO et al., 2000), é essencial a utilizacdo de um protocolo de desinfestacdo adequado,
de acordo com a sensibilidade do tecido do cultivar (CHAVES et al., 2005), em um trabalho
realizado na cultura costela de Eva (Monstera obliqua) Zanca et al. (2013), observaram em um

dos seus tratamento a eficiéncia da reassepsia com o hipoclorito de sodio associado ao etanol.

Mesmo colocando todos os protocolos de uma assepsia regular dentro dos laboratérios,
nem sempre é possivel contornar inteiramente as contaminac6es pelos microrganismos, o que
acaba acarretando uma perda de explantes no estabelecimento da cultura. Diante da incidéncia
de contaminac&o apos o estabelecimento da cultura, este trabalho teve como objetivo avaliar a
eficiéncia da reassepsia nos explantes das cultivares de banana Williams (nanica) e Farta

velhaco (terra).

2 MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no Laboratério de Cultura de Tecidos Vegetais da
Empresa Mato-grossense de Pesquisa, Assisténcia e Extensdo Rural (EMPAER-MT),
localizado no municipio de Varzea Grande-MT, de abril a junho de 2018.



Utilizou-se um delineamento experimental inteiramente casualizado (DIC), com trés
tratamentos e sete repeticOes, em um total de 21 parcelas experimentais, sendo a williams
constituidos por um explante, e farta velhaco por quatro explantes cada parcela. Cada parcela
foi constituida de frasco de vidro de 220 ml com tampa de pléstico, sendo 21 frascos para

Williams e 84 para Farta velhaco.

*Tratamento 1: &gua destilada e hipoclorito de sodio a 2,5% de cloro ativo na propor¢éo

de 3:1, por 15 minutos;

*Tratamento 2: agua destilada e hipoclorito de sodio a 2,5% de cloro ativo na proporcéo

de 1:1, por 15 minutos €;

«Tratamento 3: 4gua destilada e hipoclorito de sédio a 2,5% de cloro ativo na proporgao

de 3:1, por 15 minutos e outra imersdo 1:1, por mais 15 minutos.

As mudas de bananeiras das cultivares ‘Williams’ e 'Farta Velhaco' do tipo chifrinho,

foram obtidas de pomares comerciais de propriedades em Sinop e em Chapada dos Guimaraes.

Rizoma Pedaco
Chifrao Chifre Chifrinho  Adulta com filho de Guarda-chuva
aderido rizoma

Figura 1 - Esquema de mudas de bananeira utilizadas como material propagativo.
Fonte: ECHEVERRI-LOPEZ; GARCIA-REIS, 1977.

A realizacdo da assepsia e estabelecimento da cultivar williams foi realizada pelo
laboratdrio de mudas da Empaer, sendo apo6s 15 dias, retirados dos lotes os frascos identificados

‘contaminados’ e realizado o procedimento de reassepsia dos explantes.

Ap0s a chegada das mudas de farta velhaco, foi realizada a limpeza mecanica (corte)
dos explantes, removendo parte dos rizomas e pseudocaule, com auxilio de faca, até o tamanho
aproximado de 5 cm de altura por 1,5 cm de diametro, obtendo-se um cilindro formado pelo

apice caulinar (3 cm de pseudocaule e 2 cm de rizoma). Apos a limpeza (corte) foi realizada a



assepsia conforme protocolo do laboratério, sendo os explantes imersos em solugdo de dgua
destilada e hipoclorito de sddio a 2,5% de cloro ativo na proporcéo de 3:1, por 15 minutos.
Posteriormente foi feita a retirada da camada externa do explante (cortes feitos com faca), apos
a reducdo foi realizada a segunda imersdo dos explantes em solucdo de agua destilada e

hipoclorito de sodio a 2,5% de cloro ativo na proporgéo de 1:1 por mais 15 minutos.

Em seguida os explantes foram levados para a camara de fluxo laminar, onde foram
submetidos a triplice lavagem com agua destilada, e Gltima retirada da camada externa por meio
de pincga e bisturi, apds todo o processo de assepsia realizou-se a inocula¢do do explante em
meio de cultura MS, que é suplementado com sacarose a 30 g L™* e solidificante phytagel a 2,5
g L, com pH ajustado para 5,8 + 1 antes da autoclavagem (esterilizagdo), a 120 °C, com 1 Kgf
cm? durante vinte e cinco minutos (MURASHIGE; SKOOG, 1962). Nesta fase de
estabelecimento os frascos com explantes foram mantidos em sala de crescimento com

temperatura 25 £ 2 °C no escuro.

Apbs o periodo de quinze dias para a Williams e uma semana para a Farta Velhaco, 0s
explantes foram redirecionados para a sala de camara de fluxo laminar para a realizagdo da
reassepsia, foram retirados do meio de cultura MS, com auxilio de pingcas e imersos

individualmente em frascos com solugdes dos tratamentos.

O tempo de imerséo foi de acordo com a metodologia de Carneiro et al. (2000). Em
seguida foi realizada com o auxilio de béquer uma triplice lavagem com agua destilada, para
retirada do excesso de hipoclorito, e sobre um papel realizados cortes por meio de pingas e
bisturis para retirada da camada externa dos explantes, inoculados novamente em meio de
cultura MS, e direcionados novamente para a sala de crescimento com auséncia de luz, onde os

frascos com explantes foram mantidos em uma temperatura 25 + 2 °C no escuro.

Os critérios de avaliacdo visual utilizados para determinar a contaminagdo dos frascos
foram as alteragGes visuais no meio de cultura, como turbidez e coldnias de bactérias.

As avaliagOes foram de sete e quinze dias, periodo esse que ainda compreende a fase de
estabelecimento da cultura. Foram avaliadas as porcentagens de contaminagao bacteriana.
No lote de bananeiras Willians realizou-se a selecdo de frascos que foram considerados
‘contaminados’ para que estes pudessem compor os tratamentos. Tal procedimento ocorreu aos
15 dias apds a data de estabelecimento in vitro. No lote de bananeiras Farta Velhaco o
procedimento de sele¢do dos frascos considerados ‘contaminados’ e a reassepsia ocorreram

semanalmente durante quatro semanas consecutivas.



Para analise de dados realizou-se a analise de variancia e as médias foram comparadas

pelo teste de Scott Knott a 5% de probabilidade.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

As contaminacdes ocorridas foram exclusivamente bacterianas. A partir do quarto dia
do estabelecimento in vitro o crescimento bacteriano em torno dos explantes ja podia ser
visualizado. Aos 15 dias, quase 100% deles apresentavam sinais visuais de contaminagédo
avancada. De acordo com a andlise de variancia ndo houve diferenca significativa entre os
tratamentos, onde as médias dos tratamentos foram superiores a 95% de contaminacao para
ambas cultivares.

A qualidade da assepsia, esta relacionada diretamente a obtencdo dos rizomas nas
planta-matrizes. Deve-se ser levado como critério na obtencdo dos rizomas o histérico destas
plantas, tais como: a idade fitossanitaria, local (areas de cultivo sucessivo e areas de bananais
velhos) e o historico de doengas.

Os resultados obtidos no experimento foram diferentes dos resultados de Zanca et al.
(2013), onde a desinfestacdo dos explantes de segmentos nodais da costela de Eva (Monstera
obliqua), utilizou-se uma assepsia com a combinacdo de Etanol 70% e hipoclorito de sodio a
2% por 15 minutos, sendo eficaz somente quando realizaram-se uma reassepsia do material
contaminado, com os mesmos desinfestantes. Chaves et al. (2004), em cerejeiras (Prunus sp),
observou-se um baixo indice de contaminacdo em explantes tratados com hipoclorito de sédio
nas concentragdes 0,5%, 1%, 1,5% e 2%.

Em um trabalho realizado por Pereira et al. (2015), com objetivo de realizar a assepsia
dos explantes in vitro da bananeira ‘Farta velhaco’, no tratamento de hipoclorito de sodio a
1,0% de cloro ativo, obteve-se 95% dos explantes ndo contaminados por bactérias. Ja em outro
trabalho Pereira et al. (2011), verificou 0% de contaminagdo dos explantes da bananeira
‘Grande Naine’, com o tratamento de hipoclorito de sédio a 2,0% de cloro ativo. Sendo utilizado
no primeiro experimento mudas oriundas de jardim clonal, e no segundo mudas oriundas de
clones da Musa sp cv. ‘Grande Naine’. Ndo corroborando com os resultados obtidos com o

presente trabalho.

A contaminacdo bacteriana possui uma variacdo que pode estar associada a infinidade
de microrganismos encontrados no ambiente natural que podem infiltrar no tecido vegetal, as

bactérias sdo capazes de penetrar por aberturas naturais ou por ferimentos causados por insetos



ou animais, nos tecidos vegetais (SCHERWINSKI-PEREIRA; ALTERTHUM, 2010). Contudo
a presenca de bactérias como provaveis contaminantes enddgenos acaba a acarretar perdas nos
explantes in vitro, uma vez que, ndo sendo eliminadas pela substancia utilizada na assepsia, elas
poderdo permanecer latentes (PEREIRA et al., 2003). Desse modo, podem inviabilizar o seu

uso como explante secundario para a etapa de multiplicacdo in vitro.

Sendo contaminacdo endogena advinda dos problemas fitossanitarios da planta-matriz,
esta, afeta diretamente a qualidade da assepsia dos explante. Este tipo de problema é de dificil
observagdo no campo, pois a sua manifestacdo ndo é aparente. Segundo Leifert et al. (1994),
contaminantes enddgenos ndo causa nenhum sintoma aparente nas plantas em campo, sendo
assim mais dificeis de serem controlados, porém podem se desenvolver durante as fases da
micropropagacao, pois o seu desenvolvimento fica mais facil em condi¢des de meio com pH,
sais e sacaroses concentrados, pois 0s favorecem. Desta maneira, 0 aparecimento em fases
seguintes ao estabelecimento in vitro pode gerar uma grande perda de material vegetal, tempo

de trabalho e consequentemente o aumento dos custos de producdo.

CONCLUSAO
Concluiu-se que independente das solucdes, ndo houve eficiéncia no controle de

contaminagdes para micropropagacdo de bananeira ‘Farta Velhaco’ e ‘Williams’.
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