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DESINFESTACAO E ESTABELECIMENTO in vitro
DE EXPLANTES DE BANANEIRA ‘GRANDE NAINE’
EM DIFERENTES CONCENTRACOES DE
HIPOCLORITO DE SODIO!

GUSTAVO ALVES PEREIRA?, LUIZ DE SOUZA CORREA®, APARECIDA CONCEICAO BOLIANT

RESUMO - A maioria dos plantios de bananeira ainda ¢ realizada utilizando mudas tradicionais, mas outros
métodos de propagagao, como a micropropagacao in vitro, vém sendo desenvolvidos e aperfeicoados, para
elevar a taxa de multiplicacdo em curto espago de tempo e melhorar a qualidade da produ¢ao de mudas.
Contudo, a contaminacao ¢ um dos maiores problemas desta técnica. Este trabalho teve por objetivo avaliar
a eficiéncia da descontaminag@o de explantes de bananeira com o uso de diferentes concentragdes de cloro
ativo durante a assepsia do explante. O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado e
constituido de cinco tratamentos e cinco repeticdes, sendo cada repeti¢do representada por 5 explantes em
diferentes concentracdes de cloro ativo, sendo: T1 (testemunha, sem cloro ativo); T2 (0,5%); T3 (1,0%);
T4 (1,5%), e T5 (2%). Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia, e as médias, comparadas
pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade. Os resultados permitiram concluir que a maior eficiéncia dentre
os tratamentos testados foi a imersdo dos explantes em hipoclorito de sodio com 2% de cloro ativo, sendo
as doses testadas ndo toxicas aos explantes, permitindo o desenvolvimento normal dos mesmos, concluindo
assim que essa concentracdo possa ser utilizada para o controle de contaminagdes para micropropagagao
de bananeira cv. Grande Naine.

Termos para indexacio: cultura de tecidos de plantas, cloro ativo, Musa sp.

DISINFESTATION AND ESTABLISHMENT OF IN VITRO EXPLANTS
OF BANANA ‘GRANDE NAINE’ IN DIFFERENT CONCENTRATIONS OF
SODIUM HYPOCHLORITE

ABSTRACT - Brazil is one of the world largest producers of bananas, with a planted and harvested area of
504.586 ha in 2006 (IBGE, 2008). Most of the banana plantations are still cultivated using the traditional
rooted young plants, but other methods of propagation such as in vitro micropropagation are constantly
being developed and improved, to increase the multiplication rate in short time and to improve the quality
of the seedlings production. However, contamination is a major problem of this technique. This study aimed
to evaluate the efficiency of decontamination of banana explants, using different concentrations of active
chlorine during the sterilization of the explants. The experimental design was randomized and consisted of
five treatments and five repetitions, each one of 5 explants, at different concentrations of active chlorine, T1
(control) without active chlorine, T2 (0,5%), T3 (1,0%), T4 (1.5%) and T5 (2%). The contaminations were
subjected to analysis of variance and means compared by Tukey test at 5% probability. The results showed that
the highest efficiency among the treatments was the immersion of explants in sodium hypochlorite solution
with 2% active chlorine, and the doses tested were not toxic to the explants, allowing normal development of
them, thus concluding that concentration can be used to control contamination in banana micropropagation.
Index terms: Plant Cell Culture, active chlorine, Musa sp.
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INTRODUCAO

O Brasil ¢ um dos principais produtores
mundiais de banana. Em 2006, o Pais apresentou
area plantada de 511.151 hectares e area colhida de
504.586 hectares (IBGE, 2008).

A propagagdo da bananeira (Musa sp.) pode
ser feita de varias formas: por sementes (oriundas
da sua inflorescéncia), ou vegetativamente por
meio de mudas ou in vitro (PEREIRA et al., 2009).
Pelo método tradicional, mesmo o material sendo
de 6tima qualidade, o processo ¢ lento e permite a
disseminagdo de doengas e pragas (SILVA SOUZA
et al., 2006).

A utilizacdo de técnicas modernas de biotec-
nologia, como a cultura de tecidos, a manipulacdo
genética e a biologia molecular, estd sendo utilizada
para o melhoramento genético de plantas, permitindo
assim o desenvolvimento de novas variedades. Dentre
as diversas praticas de cultura de tecidos, uma das
mais utilizadas é a micropropagag¢do, que atualmente
¢ responsavel pela producdo de mudas de diversas
espécies, com fins comerciais (PEREIRA, 2004).

A primeira aplicacdo comercial da micro-

propagacao foi feita por Morel, no ano de 1960, ao
multiplicar orquideas, mediante cultura de apices
caulinares e regeneragdo de protocormos, diminutas
estruturas que se diferenciavam e davam origem a
embrides (CARVALHO et al., 2006).
Um dos principios basicos para o sucesso da cultura
de tecidos depende, em parte, de medidas de controle
e prevengdo da contaminagdo microbiana (LEIFERT
etal., 1994; SILVA et al., 2003), devido a esta técnica
proporcionar um ambiente favoravel para o cresci-
mento de microrganismos, como bactérias, leveduras
e fungos filamentosos (DANTAS et al., 2002).

Os microrganismos contaminantes competem
com os explantes pelos nutrientes do meio de cultura,
eliminando no meio metabolitos toxicos, podendo
ocasionar a morte da plantula (PEREIRA etal., 2003).

O sucesso da micropropagacdo depende
da sequéncia de fases ou etapas, em que o éxito
de cada uma ¢é necessario para o éxito da proxima
etapa e a introdugdo do explante no meio de cultivo
(estabelecimento), cujo sucesso depende de uma
eficiente assepsia dos explantes a serem estabelecidos
(GEORGE, 1993).

Na fase de estabelecimento do cultivo, a
contaminag@o pode comprometer o trabalho de mi-
cropropagagdo. Quando ¢ exdgena, a possibilidade
de controle dos principais agentes contaminantes
(fungos e bactérias) € consideravel; quando a con-
taminagdo ¢ enddgena, as consequéncias podem ser
limitantes, podendo haver perda de tempo, de recur-

sos financeiros e de material genético (SOUZA et al.,
2006). Para minimizar a contaminag@o microbiana,
inumeros protocolos de esterilizagdo sdo apresen-
tados por diversos autores. Estes relatam o uso de
substancias, como hipoclorito de sodio (PEREIRA
et al, 2009) e, em alguns casos, a adi¢do de antibi-
oticos ao meio de cultura (PEREIRA et al., 2009;
ERIG; SCHUCH, 2003; TANPRASERT ; REED,
1998; REED et al., 1998). Assim sendo, a utilizagdo
de antibioticos ¢ uma importante ferramenta para o
controle de contaminagdes bacterianas enddgenas,
que frequentemente representam sérios problemas
no estabelecimento das culturas (GRATTAPAGLIA;
MACHADO, 1998).

O objetivo deste trabalho foi avaliar as dife-
rentes concentragdes de cloro ativo no controle de
contaminagdes de explantes de bananeira cv. ‘Grande
Naine’, durante a assepsia dos explantes, na propa-
gagao in vitro.

MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi desenvolvido no
Laboratorio de Biotecnologia da UNESP, Campus
de Ilha Solteira. Os explantes utilizados foram
obtidos de plantas-matrizes originadas de clones
de Musa sp cv. Grande Naine, cultivada na FEPE
(Fazenda de Ensino Pesquisa ¢ Extensao), UNESP,
Campus de Ilha Solteira, localizada no municipio
de Selviria (MS) distante a 13 km de Ilha Solteira
(SP), no periodo de outubro-dezembro/2010. Apos
a obtengdo dos rizomas, os mesmos foram lavados
para retirar o excesso de solo e raizes. Em seguida,
as bainhas foram seccionadas com uma faca estéril,
permitindo assim a redugdo de seu tamanho.

Os tratamentos que constituiram o experimen-
to foram: T1 (testemunha, sem cloro ativo); T2 (0,5%
de cloro ativo); T3 (1% de cloro Ativo); T4 (1,5% de
cloro ativo), e T5 (2% de cloro ativo). A extragao dos
meristemas foi realizada em condigdes assépticas e
incubados em meio de cultura MS (MURASHIGE;
SKOOG, 1962), suplementado com sacarose a 30 g
L' e mioinositol, e o solidificante Phytagel® a 2,5 g
L', com pH ajustado para 5,8 antes da autoclavagem
(esteriliza¢ao) a 120 °C com 1 Kgf cm?, durante vinte
minutos. A fase de estabelecimento foi realizada em
sala de crescimento, com temperatura 25 £ 2 °C e
fotoperiodo de 16 horas de luz, a uma intensidade
luminosa de 30 pmol m=s™.

Os explantes foram avaliados ap0s trinta dias,
contados da data de inoculagdo; posteriormente,
foi realizada uma nova avaliagdo, durante a fase de
multiplicag@o, que ocorreu trinta dias apds a primeira
avaliagdo. Desta forma, o experimento totalizou ses-
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senta dias, com duas avaliagdes durante este periodo.

O delineamento experimental foi inteiramente
casualizado, com cinco tratamentos e cinco repeti-
¢Oes, sendo cada repetigdo representada por cinco
explantes, totalizando cento e vinte e cinco explantes.
Os dados obtidos foram submetidos a analise de vari-
ancia, e as médias, comparadas pelo teste de Tukey,
a 5% de probabilidade. Os dados foram processados
pelo programa estatistico SISVAR.

RESULTADOS E DISCUSSAO

De acordo com as andlises de variancia
(Tabela 1), os tratamentos utilizando cloro ativo em
diferentes concentragdes para assepsia dos explantes
resultaram em diferenca significativa para as avalia-
¢Oes realizadas trinta dias apos o inicio do trabalho.
Verificou-se que o tratamento com cloro ativo, com
maior eficiéncia, foi T5 com 2,0% de cloro ativo,
verificando 0% de contaminacdo (Tabela 1);0 T1
com 100% de contaminag¢ao indica que sem o uso de
cloro ativo impossibilita a continuidade do processo
de micropropagagdo. Ja em T2, observou-se 70% de
contaminagdo e, em T3, houve contaminagdo com
50%. No experimento T4, obtiveram-se 20% de
contaminagdo da bactéria.

Para o controle de fungo, a redugdo sigini-
ficativa de contaminagdes pode ser observada no
tratamento com 2% de cloro ativo, obtendo-se 0%
de contaminagdo. No tratamento 3, contaminaram-se
40%, sendo que, para o tratamento 1, houve 100%
de contaminagdo, provando com este resultado que,
se houver contaminagdo por fungos, ¢ derivado de
manuseio laboratorial mal realizado.

Com relacdo a oxidagdo, verificou-se que
o tratamento com 2% de cloro ativo apresentou a
maior frequéncia, com 90%, verificando assim que
esta concentragdo permitiu acelerar o processo de
oxidagdo, porém sem provocar a perda dos explantes.
Os dados obtidos evidenciam os resultados obtidos
por Vianna et al. (2003) que utilizaram como descon-

taminantes para os explantes de mamoeiro apenas
hipoclorito de sédio com concentragdo de 1%, sendo
impossivel conseguir explantes sem sinais visiveis de
contaminagdo, principalmente por bactérias.

Este trabalho concorda com Pereira et al.
(2009), que obtiveram maior eficiéncia na descon-
taminagdo de explantes de bananeira ‘TAC 2001°,
quando se utilizou hipoclorito de s6dio com a dosa-
gem de 1% de cloro ativo.

Moraes et al. (2007) verificaram que as con-
centracdes de 2; 3 e 4% de hipoclorito de sodio re-
duziram a contaminacdo das gemas axilares em aba-
caxizeiro, e também verificaram que a concentragao
de 2% de hipoclorito de sédio, durante 10 minutos,
proporcionou menor contaminagao e sobrevivéncia
de gemas axilares de abacaxizeiro.

Para o estabelecimento in vitro de cultivares
de pereira (Pyrus spp.), obtiveram contaminagio
bacteriana em 45,7% das gemas e 18,8% dos meris-
temas, utilizando-se como rotina de assepsia somente
alcool a 70% e hipoclorito de sodio (ERIG; FORTES,
2002).

Este trabalho corroboram Chaves et al. (2004),
em Prunus sp., que verificaram baixo indice de con-
taminacao em explantes tratados com hipoclorito de
sodio nas concentragdes com 0,5%, 1% 1,5% e 2%.
Nietsche et al. (2006) afirmaram que o hipoclorito de
sodio € mais tdxico do que o hipoclorito de calcio,
e dependendo do tempo de imersdo, pode ocorrer
desidratagdo do explantes, porém as concentragdes
utilizadas foram eficientes na assepsia e nao toxicas
aos explantes.

22 Naue et al. (2007) verificaram que a
utilizacdo de alcool a 70% e hipoclorito de sédio
ndo foram eficientes para controlar microrganismos
contaminantes em explantes de Nicotiana tabacum.

Carneiro et al. (2000) observaram niveis de
contaminagdo bacteriana inferior a 30% em explantes
de banana imersos em hipoclorito de sddio, porém
nao foi eficiente no controle de fungos.
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TABELA 1 - Contaminagdo de explantes de bananeira cv ‘Grande naine’, submetidos a diferentes concen-

tragdes de hipoclorito de sddio.

% % o
Tratamentos contaminag¢do com contaminacao 0
. oxidacao
bactéria com fungo
T1 (Testemunha) 100 a* 88 a’ 15 a'
T2 (0,5% de cloro ativo) 70 a’a* 80 a’ 30 a'a’
T3 (1,0% de cloro ativo) 50 a° 40 a? 48 a'a?
T4 (1,5% de cloro ativo) 20 a? 24 a? 60 a’
T5 (2,0% de cloro ativo) 00 a' 00 a' 90 a’
CV (%) 26,65 24,95 29,83

*Valores seguidos de letras e nimeros iguais nio diferem entre si, pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.

CONCLUSOES

1. Utilizando-se de 2% de cloro ativo por 20
minutos reduz-se a contamina¢do por bactérias e
fungos em explantes de bananeira ‘Grande Naine’
para posterior micropropagagao.

2. 2% de cloro ativo apresentou maior oxida-
¢do dos explantes, porém nao ocasiou a perda dos
mesmos.
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