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Uso da ampicilina sddica e cloranfenicol no controle de contaminantes
na micropropagacao de bananeira ‘Thap maed

Gustavo Alves PereifaAparecida Conceicao BolighiEnes Furlani Junidr

RESUMO

A micropropagacéo vem sendo desenvolvida e aperfeicoada para elevar a taxa de multiplicagéo de plantas em curto
espaco de tempo e melhorar a qualidade da producdo de mudas. Contudo, a contaminagéo microbiana é um dos maiore
problemas desta técnica. Este trabalho teve por objetivo avaliar a eficiéncia da descontaminag¢édo de explantes de
bananeira durante o estabelecimentaitro, com o uso dos antibidticos ampicilina sédica e cloranfenicol adiciona-
dos ao meio de cultura. O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado constituido de cinco
tratamentos e cinco repeticdes, sendo cada repeticdo representada por cinco explantes em diferentes concentragdes o
ampicilina sédica e cloranfenicol por vinte minutos. Os antibiéticos foram adicionados separadamente ao meio de
cultura em concentracdes de 0, 5, 10, 15 e 20 Mm@& dados foram submetidos a andlise de variancia e as médias
comparadas pelo teste F e analise de regressdo. Foram avaliadas as porcentagens de contaminagdo por bactéria
fungos e oxidacao dos explantes. Os resultados permitiram concluir que os antibioticos apresentaram controle sobre
contaminantes enddgenos nos explantes de banana ‘Thap mamwicentracdo de 20 mg!ldos antibidticos
ampicilina sodica e cloranfenicol proporcionou reducéo de 70% na infec¢éo por bactérias e fungos.

Palavras-chave:Musasp, cultura de tecidos, descontaminantes.

ABSTRACT

Use of the antibiotics sodium ampicillin and chloramphenicol to control contamination in
micropropagation of ‘Thap maeo’ banana

Micropropagation has been developed to enhance the multiplication rate in a short time and improve seedling
quality. However microbial contamination is a major problem in micropropagafibis study aimed to evaluate the
efficiency of decontamination of banana explants duinngtro establishment with the addition of the antibiotics
sodium ampicillin and chloramphenicol to the culture medium. The experiment was arranged in a completely randomized
design, consisting of five treatments and five replicates. Each replicate consisted of five explants in different
concentrations of sodium ampicillin and chloramphenicol for twenty miniméibiotics were added separately to the
culture medium at concentrations of 0, 5, 10, 15 and 20-ingHe data were analyzed usiiyOVA and the means
were compared by F test and regression analy¢evaluated the percentage of contamination by bacteria, fungi
and oxidation of the explants. The results showed that antibiotics had control over endogenous contaminants in ‘Thap
maeo’ banana explants. The concentration of 20 frf Bach antibiotic reduced in 70% the incidence of bacteria and
fungi.

Key words: Musasp, tissue culture, decontaminants.
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INTRODUCAO rancia da espécie tratada (Okkels & Pedersen, 1888).

- . concentragdo de cloranfenlénibiu em 50% a regenera-
O Estado de Séo Pawta maior produtor de banana ¢ o 0 g -
ggo em beterraba e cenouravitro. Quando se utilizou

do Pais. Em 2013 teve produgéo de 1.204.878 tonelad . : )
. . ._._eStreptomicina, a cenoura apresentou maior toleréocia
produzidas em uma area de 54.563 hectares, seguido da
. que a beterraba (Okkels & Pedersen, 1988).
Bahia com 1.100.540 toneladas (AGRIANUAL, 2014). D ~
~ : ) Os antibioticos sdo usados para o controle de conta-
propagacao da bananeifdusasp.) pode ser feita de

minacdes bacterianas enddgenas, representando sério

vanas formgs: por s~ement.es, ou vggetatlyamente por m%'PobIema no estabelecimento das culturas. Os explantes,
de mudas tipo chifrdo, chifre e chifrinhoiowitro. Pelo

st0do tradicional (ri terial q a(gés a reducdo dos contaminantes superficiais, podem
'tn? odo ra_ icional (rizomas), mesmo oma e_r|a se_n 0 % r transferidos para meio nutritivo contendo antibiotico
Otima qualidade, o processo € lento e permite a disse

%o de d q _ q rf'('S'rattapaglia & Machado, 1998). Esses autores citam que
nagao de doengas e pragas dentre as quais se eStacngrﬁibiético deve ser esterilizado a frio e adicionado ao

§|gatoka negra (T amarela, mal do panama e a brocarqgio antes da sua solidificagdo, e também apresentar um
rizoma (Souzat al, 2006). amplo espectro de acdo. Os antibi6éticos mais usados em

) Um dos req~uer|me_ntos basicos para o §ucesso gﬁltura de tecidos vegetais possuem acao bacteriostatica
micropropagagdo consiste, em parte, de medidas de C@"a0 bactericida. Em laboratérios comerciais de

trole e prevencao da contaminacéo microbiana (L&ifert micropropagacéo de plantas, Leifetral. (1991) identifi-

al., 1994; Silveet al, 2003) devido a esta técnica proporci-. 5 .o . 293 espécies de bactérias, das quais 13% pertenci-

onar um ambiente favoravel para o crescimento de micrcgfn a0 génerBacillus As espécies deste género formam

ganismos como bactérias, leveduras e fungos ﬁlamem@hdésporos resistentes ao alcool e ao calodendo

sos (Dantast al, 2002). . inclusive, ser disseminadas pelo alcool utilizado na este-
Os microrganismos contaminantes Competem Com 9fi a50 dos instrumentos e resistir a flambagem e a

explantes pelos nutrientes do meio de cultura, ”beran%toclavagem do meio de cultura, por 20 minutos a 110°C
no meio metabdlitos toxicos que podem ocasionar a MQBoxus &Terzi, 1987, Nannetti, 1994).

te da planta (Pereigd al, 2003). Na multiplicag&an vitro de bananeira comumente s&o

A contaminac&o bacteriana € bastante nociva para gseryados niveis elevados de contaminagéo por bacté-
cultivosin vitro, principalmente quando ocorre por bac-jag (Oliveiraet al.,2001, S & Braga, 2001). Niveis de
térias latentes ou enddgenas, introduzidas sistemicameegq]tammagéo abaixo de 2%, nos subcultivos, s&o usual-
com os explantes, impondo consideraveis limitacdes Raente considerados como o minimo requerido para ga-
fase de iniciacam vitro (Ferreiraet al, 2009). rantir sucesso na producao (Leifert\odward, 1998).

Os desinfestantes superficiais como alcool ou Ng cultivar de bananeira Caipira, por exemplo, Braga
hipoclorito de sédio muitas vezes podem controlar apgt al.(2001) quantificaram perdas de 75% dos explantes
nas os fungos, mas nado garantem niveis aceitaveis g€ fase de estabelecimento. Perdas essas causadas por
controle para bactérias, o que pode ser constatado p&feudomonas maltophilBacillussp. Klebsiella pneu-
Viannaet al.(2003), os quais utilizaram como descontamimoniaeHafnia alve que podem inviabilizar a multiplica-
nante para os explantes de mamoeiro apenas hipoclorgo em nivel comercial porque oneram o processo de mul-
de sddio em diferentes concentra¢des, sendo impossiyglicagéoin vitro. Do ponto de vista pratico, a melhor
conseguir explantes sem sinais visiveis de contaminac@fedida a ser tomada consiste no descarte do material
principalmente por bactérias. Para o controle das bactégontaminado. Entretanto, no caso da necessidade de ma-
as, diversos autores citam a inclusao ao meio de cultufatencéo do material vegetal contaminado, torna-se im-
de antibiéticos como ampicilina sodica, agrimicinaprescindivel efetuar o controle curativo dessas bactérias
cloranfenicol, acido nalidixico (Wéon & Power (1989), com o uso de antibidticos especificos. Isso, porém, nem
Garcia & Rafael (1990); Barros & Pasqual (1991), Ledfert sempre resulta em controle completo da contaminacéo.
al. (1991), Pereirat al, (2010), Palet al.(2011). Também  Assim, torna-se necessario testar antibioticos alternati-
se pode adicionar os antibidticos ao meio de cultura pees, isolados ou em combinacao, tanto para utilizagdo em
um periodo limitado, o necessario para a eliminacao deseio de cultura ou imers&o dos explantes, bem como na
contaminantes (Kneifel & Leonhardt, 1992, Leiferl,  pulverizagéo das plantas matrizes no campo (Pegeira
1992) ou utiliza-los na forma de imers&o antes do isolad., 2003).
mento (Bnakaet al, 1983, Scortichini & Chiariotti, 1988). O objetivo do trabalho foi avaliar a eficiéncia da

Muitos antibidticos apresentam efeito fitotdxico, alte-descontaminacédo de explantes de bananeira durante o
rando o crescimentim vitro (Dodds & Roberts, 1985). estabelecimenti vitro com o uso de diferentes con-
Alguns antibiéticos podem causar fitotoxicidade, em funeentracdes dos antibidticos ampicilina sédica e cloranfe-
¢do da concentracao a qual o tecido foi exposto e da tolgeol adicionados ao meite cultura.
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MATERIAL E METODOS se de regressao para as concentracdes de ampicilina e

. . L cloranfenicol.
O presente trabalho foi cdazido no Laboratério de

Micropropagacédo do Departamento de Fitotecni ~

Tecnologia délimentos e Socio-Economia da FaculdadiQESU LTADOS E DISCUSSAO

de Engenharia da Universidade Estadual Paulista De acordo com a andlise de variancia, pode-se obser-
(UNESP), Campus de llha Solteira; 88 periodo de 10 de var que houve firenca significativa entre as concentra-
maio a 10 de junho de 2011. ¢bes dos antibioticos ampicilina e cloranfenicol para as

No experimento foram utilizadas mudas de bananeivaridveis porcentagens de contaminagdo bacteriana,
do tipo chifrinho da variedade ‘Thap maeo’, procedentd@ngica e explantes oxidados. (P<0,05analise de re-
da Fazenda de Ensino, Pesquisa e Extenséo da Faculdgdesao indicou equacdes de segundo grau, como melhor
de Engenharia da UNE3Bcalizada em Selviria-MS. ajuste para todas as variaveis.

O experimento foi constituido da adig&o de concentra- Os resultados obtidos utilizando o antibidtico
¢des do antibidtico ampicilina sodica e cloranfenicol aampicilina sédica mostraram que houve reducdo media de
meio de cultura. Os tratamentos foram os seguintes: T¥5% da contaminacdo bacteriana. Quando se utilizou o
Testemunha — 0 mgiide ampicilina sédic&2-5mgL  cloranfenicol verificou-se reducdo de 88% (Figuras 1 e 2),
'de ampicilina sodica, T3 — 10 mgde ampicilina sddica, essa reducao foi possivel devido a eficiéncia dos antibié-
T4 — 15 mg ! de ampicilina sédica, T5 — 20 mgtte ticos utilizados.
ampicilina sodica, T6 — 5 mgide cloranfenicol, T7 — 10 Resultados semelhantes foram obtidos por Carneiro
mg L*de cloranfenicol, T8 — 15 mg'ide cloranfenicol e et al.(2000) que utilizando hipoclorito de sodio, benomyl,
T09 — 20 mg Ede cloranfenicol. rifampicina e cefotaxima para a descontaminacdo de

O meio de cultura utilizado foi 0 MS (Murashige &explantes de bananeira Maca, obtiveram éxito adicionan-
Skoog, 1962), suplementado com 30'gle sacarose e 2,3 do 300 mg £ de cefotaxima ao meio de cultura, verifican-

g L*de phytagel, com pH ajustado para 5,8 antes da controle de 73,33% para bactérias, confirmando que o
autoclavagem a 120 °C com 1 kgfedurante 20 minutos, uso de antibioticos em alguns casos é necessario, con-
sendo vertido em potes de vidro com capacidade de 2fffdando com este trabalho.

mL, cada recipiente recebendo 20 d&_meioAs concen- Os dados obtidos neste trabalho concordam com Lima
tragdes dos antibidticos correspondentes aos tratamerg@agoraes (2006) que utilizaram explantes em meio nutritivo
foram adicionadas ao meio de cultura, ainda morno e ewntendo 100 mgtderifampicina e constataram sensivel
estado liquido, apds sua esterilizagéo, dentro da camaraetiucédo na multiplicacédo de bananeira Caipira, ndo sendo
fluxo laminar para n&o prejudicar a agéo dos antibiéticosobservadas anormalidades nos explantes ou nas plantas.

Apos a obtengéo dos rizomas, os mesmos foram lava- De acordo com Pereiedal.(2010) que avaliaram dife-
dos em agua corrente, sendo retirados o excesso de selstes concentragdes do bactericida agrimicina na
e raiz. Em seguida, as bainhas foram seccionadas cdesinfestacdo de explantes para micropropagacao de ba-
uma faca esterilizada, permitindo assim a redug&o de seiheira IAC 2001, a maior eficiéncia dentre os tratamen-
tamanho para 5 cm. N&o foi utilizado hipoclorito de soditvs testados foi o de imerséo dos explantes emog L
na desinfestacéo para que o mesmo nao pudesse intdségetericida agrimicina por 20 minutos e as doses testadas
rir nos resultado# extracéo dos meristemas foi realizad@ao foram fitotoxicas aos explantes.
em condicdes assépticas em camaras de fluxo lamiaia No presente trabalho, os tratamentos com 5, 10, 15 e
foram inoculados ao meio de cultura com os respectiv@® mg L* de cloranfenicol apresentaram porcentagens res-
tratamentosA fase de estabelecimento foi realizada erpectivas de 80, 64, 44 e 8% de explantes contaminados
sala de crescimento com temperatura de 25 + 2 °Cper bactérias, concordando com os dados de Heéicabr
fotoperiodo de 16 horas e intensidade lunaraes 30 imol  (2005) que utilizando 2,5 mg'lde cloranfenicol observa-

m? s*. Os explantes foram avaliados trinta dias apésram que o uso de cloranfenicol no meio de cultura foi
data de inoculacdo, periodo que compreende a fasenggessario para o controle de bactérias e fungos em menta
estabelecimento da cultura. Foram avaliadas porcentaggsonesa. Os mesmos obtiveram 60% de explantes sadios
de contaminag&o por bactérias e fungos e porcentagemom baixa fitotoxidade (15,4%).

de oxidagéo dos explantes. O delineamento experimental As informac&es obtidas no presente trabalho corro-
utilizado foi o delineamento inteiramente casualizado coboram com Biasi (1995) que em cultiviovitro de gemas
cinco tratamentos, cinco repetiges, sendo cada repelé- abacateiro usando o antibiético cloranfenicol na con-
¢ao representada por cinco tubos, contendo um explaotmtracdo de 50 mg'lobteve reducdo de contaminacao,
cada. Os dados foram submetidos a analise de variansgmém nao verificou diferenca significativa, e conseguiu
utilizando-se o programa SIBR (Ferreira, 208), e anali- 77,4% de gemas brotadas.

Rev CeresVicgosa, v61, n.3, p. 299-305, mai/jun, 2014
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Em relacaa contaminacéo fungicas resultados Ha poucos relatos de trabalhos que confirmem o uso
obtidos mostraram que quando a concentragéo foi de antibidticos para a redu¢é@o da contaminacao fungica,
20 mg L* ocorreu o melhor controle, apresentando resstudos mais aprofundados devem ser realizados com a
ducdo de 96% e 78% quando se utilizou respectivedltura da bananeira.
mente os antibidticos ampicilina sddica e cloranfenicol A reducéo da contaminacéo pode ter ocorrido durante

(Figuras 3 e 4). 0 processo de micropropagacao deddavagem previa
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Figura 1. Porcentagem de contaminag&o bacteriana em explantes de bananeira ‘Thap maeo’ submetidas a concentrages de ampicilina
sadica.
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Figura 2 . Porcentagem de contaminag&o bacteriana em explantes de bananeira ‘Treyomagdas a concentra¢des de cloranfenicol.
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Figura 3. Porcentagem de contaminagao por fungos em explantes de bananeira ‘Thaguimaetidas a concentra¢des de ampicilina
sodica.
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das mudas em agua corrente, reducdo do tamanho ¢figuras 5 e 6). Esse aumento pode estar ligado ao principio
explantes e o estabelecimento dos explantes em meioatigo dos antibidticos, mas que requer mais estudos.
cultura com os antibitticos realizada em ambiente asséptico. Por outro lado as informacdes obtidas neste trabalho

Em relacéo a porcentagem de oxidacéo, nas concenttsscordam de Palet al.(2011) que em micropropagacéo
¢Oes de 15 e 20 mgtlde ampicilina sédica e cloranfenicol, de figueira utilizaram 30 mglde cloranfenicol e 250 mg
observou-se aumento, atingindo-se taxas de 52 e 64% le$de &cido nalidixico e obtiveram 30,82% e 0% de
pectivamente, porém sem ocasionar a morte dos explarggplantes oxidados respectivamente.

100

20 4 y =-0,0229x2- 3,7029x + 90,857
R2=0,9626

80
70
60 -
50 -
40 -
30

20 -
10 -

0 T ‘
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Concentracao de Cloranfenicol (mg L)

Contaminagao por Fungos (%)

Figura 4. Porcentagem de contaminacé&o por fungos em explantes de bananeira ‘THagubmaetidas a concentra¢des de cloranfenicol.
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Figura 5. Porcentagem de oxidacao em explantes de bananeira ‘Thap snhewétidas a concentracdes de ampicilina sédica.
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Figura 6. Porcentagem de oxidagdo em explantes de bananeira ‘Thap snhewétidas a concentrag8es de cloranfenicol.
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Biasi (1995) utilizando &cido nalidixico, cloranfenicol ekneifel W & Leonhardtw (1992) Testing of diferent antibiotics

- . ainst Gram-positive and Gram-negative bacteria isolated from
estreptomicina, em abacateiro observaram que todas a_zﬁgant tissue culture. Plant cell, tissue and organ culture, 29:139-

concentracdes desses antibidticos adicionadas ao meigy4.

de CUIt_ura (0,12,5, 25,50, 100 € 200 rﬁgr‘estrlngwam O Leifert C, Morris CE & Waites WM (1994) Eology of microbial

comprimento das brota¢des, concluindo que 0s trés fosaprophytes and pahogens in tissue culture and field grown

ram toéxicos para o abacateirol sendo recomendados ap@Lants; reasons for contaminaion problems in vitro. Critical
. iews in Pbnt Sci , 13:139-183.

nas em casos de extrema necessidade, dependendo §&®"s ™" 1eNees

suscetibilidade do microorganismo contaminante e d&lfert C. Cantia H, Wright SV, Waites B, Cheyne VA & Waites

~ , . WM (1991) Elimination of Lactobeacillus plantarum,
concentracdo necessaria para seu controle. Corynebacterium spp., Staphylococcus saprophyticus and

N Pseudonmonas paucimobilis  from  micropropagatel

CONCLUSOES Hemerocallis, Chiga and Delphinium cultures using artibiotics.
Joumal of Applied Bacteriology, 71:307-330.

Os antibiéticos ampicilina sodica e cloranfenicol apr-gjtert ¢, camotta H & Waites WM (1992) Effect of

sentam controle sobre contaminantes enddégenos nosombinations of antibiotics on micropropagated clematis,

o L .. Culture, 29:153-160.
mg L dos antibiéticos reduz a contaminagao por bactéri-~ "

as e fungos, apresentando também taxa de oxidacdo h&§ 't ¢ & Woodward S (1998) Laboratory contamination
. management: the requeriment for microbiological quality
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