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RESUMO

A bananicultura tém se constituido como uma das principais fontes de renda para a
agricultura familiar no Sudoeste da Amazdnia. Contudo, esta atividade esta em
risco na Regido, especialmente pelo uso de cultivares suscetiveis a doencas e falta
de material propagativo de qualidade para formar os plantios. A cultura de tecidos
de plantas € uma técnica de grande aplicagéo para rapida multiplicagdo de um
elevado numero de mudas livres de patégenos, além de ser uma ferramenta
aplicavel em diversas areas da agricultura. Este trabalho teve por objetivo geral
otimizar a propagacgéo clonal in vitro e detectar a ocorréncia de microrganismos
endofiticos e diazotréficos em gendtipos de bananeira da Regido Sudoeste da
Amazobnia. Os trabalhos foram desenvolvidos no Laboratério de Morfogénese e
Biologia Molecular da Embrapa Acre, Rio Branco, AC, e nos Laboratérios de
Gramineas e Meio de Cultura da Embrapa Agrobiologia, Seropédica, RJ. Para os
experimentos de micropropagacao utilizaram-se explantes caulinares das
cultivares Maravilha, Preciosa, Pacovan Ken e Japira onde foram testadas
diferentes concentragdes de BAP (0, 2, 4 e 6 mg.L™") e ainda, explantes florais das
cvs. Preciosa e FHIA 02 em meio de cultura contendo 4 mg.L™' de BAP. Para
ambos os experimentos foram avaliadas as taxas de multiplicacdo e estimado o
nuamero de mudas a serem produzidas em razao de sete subcultivos sucessivos.
Seis diferentes substratos e dois tipos de tubetes (115 cm® e 180 cm® de
capacidade) foram testados na aclimatizagdo em condi¢des de viveiro. Durante o
processo de multiplicacdo in vitro, contaminantes de origem bacteriana foram
isolados, caracterizados e identificados. Testes de sensibilidade a antibidticos,
concentragao bactericida minima inibitoria e fitotoxicidade foram realizados visando
selecionar substancias para o controle dos microrganismos. Em razdo da
ocorréncia de diazotréficos entre os contaminantes identificados, amostras de solo
e raizes de 30 genotipos de bananeira foram avaliadas quanto a presenca de
isolados fixadores de nitrogénio atmosférico. Os isolados obtidos neste estudo
foram caracterizados e agrupados por dendogramas de similaridade. Na média, as
taxas de multiplicagédo utilizando-se apices caulinares e gemas florais alcangaram
entre 2,7 e 6,1 brotos por explante, respectivamente, na concentracdo de 4 mg.L"
BAP. Na aclimatizacao, a sobrevivéncia das microplantas alcangcou média superior

a 96% em substrato formado com casca de arroz carbonizada, terra de mato e



esterco bovino (3:1;1 v/v), independentemente da capacidade do tubete utilizado.
Oito estirpes bacterianas contaminantes foram isoladas durante os subcultivos,
pertencentes as espécies Klebsiella pneumoniae e Aeromonas hydrophila. Estes
contaminantes mostraram-se sensiveis aos antibiéticos Cefaclor, Acido Nalidixico e
Vancomicina nas concentracdes de 512 e 1.024 mg.L". Em meio de cultura, o
antibidtico Cefaclor afetou a taxa de multiplicacdo dos explantes a partir da
concentracdo de 512 mg.L'". Das amostras de solo e raizes dos gendtipos de
bananeira utilizados para o estudo foram isolados 67 fendtipos culturais, com a
formacao de até 22 grandes grupos com pelo menos 90% de similaridade. Todos
os isolados obtidos apresentaram potencial para produgdo de auxina e fixagao
bioldgica de nitrogénio atmosférico.

Palavras-chave: Musa spp., inflorescéncia, 4pices caulinares, micropropagacao,
aclimatizagdo, substratos, contaminacdo, acido indolacético,

reducao de acetileno, bactérias fixadoras de nitrogénio.



ABSTRACT

The banana crop has constituted as one of the main sources of income for familiar
agriculture in the Southwest Amazon. However, this activity is in risk, especially
because the use of susceptible banana cultivars to diseases and it lacks of
propagative material with quality for plantations. The plant tissue culture is a
technique of great application for fast multiplication of a high number of elite and
disease-free plants and can be applicable in several areas of the agriculture. This
work has as objective to optimize the in vitro clonal propagation of disease
resistant banana cultivars and to evaluer the occurrence of contaminants and
diazotrophics endophytic microrganisms in banana genotypes from Southwest
Amazon. The works were carried out in the Laboratory of Morfogénese and
Biologia Molecular of Embrapa Acre, Rio Branco, AC, and in the Laboratories of
Gramineas and Meio de Cultura of Embrapa Agrobiologia, Seropédica, RJ. For
the micropropagation experiments shoot tip explants of Preciosa, Maravilha,
Pakovan Ken and Japira cultivars were used in combination with different BAP
concentrations (0, 2, 4 and 6 mg.L™"). Floral explants of Preciosa and FHIA 02
cultivars were also evaluated in MS medium added of 4 mg.L™" of BAP for multiple
shoots formation. For both experiments the multiplication rates and estimates of
the number of plantlets to be produced in reason of seven successive subcultives
were evaluated. Six different substrates and two types of plastic dibble tubes (115
cm® and 180 cm® of capacity) were evaluated during the banana plantlets
acclimatization in nursery. During the in vitro multiplication, bacterial contaminants
were isolated, characterized and identified. Besides, the bacterial sensibility to
different antibiotics was evaluated. The phythotoxicity of these products was also
determined in vitro. In reason of diazotrophics microrganism occurrence among
the identified contaminants, soil and roots samples of 30 banana genotypes were
evaluated in relation to the presence of nitrogen-fixing bacteria (NFB). The NFB
isolated were characterized, and dendrograms based on the similarity of the
isolated were done. In average, the multiplication rates using apex and floral
explants reached up to 2.7 and 6.1 new shoot per explant, respectively, in 4 mg.L’
' BAP. In the acclimatization, the microplants survival reached at 96% in substrate
composed by soil, carbonized rice hulls and bovine manure (3:1;1 v/v),

independently of the plastic dibble tubes capacity. Eight isolates of in vitro



bacterial contaminants were isolated during the subcultives, belonging to
Klebsiella pneumoniae and Aeromonas hydrophila species. These contaminants
were sensitives to Cefaclor, Nalidixic acid and Vancomycin antibiotics in
concentrations of 512 and 1,024 mg.L™". In culture media, the only antibiotic that
affected the multiplication rate was Cefaclor. From soil and roots samples of the
banana genotypes used in this study, it were isolated 67 cultural phenotypes with
the formation of up to 22 great groups at a similarity of at least 90%. All isolates

presented potential to auxin production and capacity to fix atmospheric nitrogen.

Palavras-chave: Musa spp., inflorescences, shoot tips, micropropagation,
acclimatization, substrates, contamination, indole acetic acid,

acetylene reduction, nitrogen-fixing bacteria.
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1 INTRODUCAO

Entre as espécies frutiferas plantadas no estado do Acre, a bananeira é a que
apresenta a maior expressao econdmica (OLIVEIRA et al., 2008b), com producao
anual estimada em 85 mil toneladas. Essa atividade movimenta a economia local
gerando um PIB com valores aproximados ao do agai, castanha e até madeira, além
de ser um setor produtivo gerador de empregos, seja de forma direta ou indireta
(FERREIRA, 2008).

Contudo, a cultura da bananeira ainda apresenta niveis baixos de
produtividade em razao da pouca tecnificacdo dos plantios e do uso de variedades
suscetiveis as principais doengas da cultura (prata, maga e terra), notadamente a
Sigatoka-negra (Mycosphaerella fijiensis), Sigatoka-amarela (Mycosphaerella
musicola) e mal-do-panama (Fusarium oxysporum f. sp. Cubense). Devido a isto, a
bananicultura no Estado chegou a sofrer uma reducdo na producdo € na area
cultivada de aproximadamente 42% em 2001, o que repercutiu em impactos
negativos nos diversos segmentos da cadeia produtiva (OLIVEIRA et al., 2008b).

Contudo, sdo grandes os esforcos empregados por instituicbes de pesquisa
visando a obtencdo de hibridos de bananeira mais produtivos, com porte reduzido e
que apresentem resisténcia as principais pragas e doencas que prejudicam o
desenvolvimento da cultura (SILVA et al., 2003; JESUS, 2006).

As técnicas biotecnoldgicas, com destaque a cultura de tecidos de plantas
(GOMES et al., 2005), realizada em condigbes controladas de laboratério, tem sido a
melhor alternativa para se obter material propagativo em quantidade e com
qualidade, sendo utilizada atualmente como ferramenta auxiliar nos programas de
melhoramento genético da bananeira, visando acelerar a obtencao e distribuicdo de
novas variedades (SILVA; SANTOS-SEREJO, 2003; COSTA et al., 2008).

Essa forma de propagacao in vitro, além de maximizar o potencial de
propagacao vegetativa a partir de gemas apicais, pode ainda, proporcionar a
producdo de mudas por meio de propagulos alternativos, como gemas florais, em
razdo da desdiferenciacdo celular induzida a partir de determinado balan¢o de
reguladores vegetais presentes no meio de cultura. As gemas florais s&o retiradas
do coracao dos cachos de bananeira que sao comumente descartados, constituindo-
se uma vantagem adicional do método para a producao de novas mudas.

O uso da cultura de tecidos na propagacao clonal de bananeira permite a
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producdo de um elevado numero de plantas em tempo e espaco reduzidos, além de
garantir o estado fitossanitario das mudas. Partindo-se desta técnica a Embrapa
Acre distribuiu, aproximadamente, 25 mil mudas matrizes de bananeira resistentes a
Sigatoka-negra no Estado em 2007.

No entanto, para a multiplicagdo e difusdo acelerada de mudas
micropropagadas para o setor produtivo, € necessario o estabelecimento de
protocolos que propiciem altas taxas proliferativas in vitro, uma vez que essas taxas
sdo bastante varidveis em fungdo do gendtipo utilizado (OLIVEIRA et al., 2001;
DEBIASE et al., 2002).

Na etapa de multiplicagéo in vitro, um dos principais problemas encontrados e
que pode até mesmo inviabilizar o cultivo, refere-se as contaminagdes microbianas.
Embora seus efeitos sejam pouco conhecidos, sob condi¢bes in vitro, a presenga
destes microrganismos constitui-se numa das mais importantes causas de perda de
material vegetal (SCHERWINSKI-PEREIRA et al., 2003).

Os microrganismos que tém sido isolados com maior freqiiéncia tém sido os
fungos, as leveduras e as bactérias (LEGGATT etal., 1988; LEIFERT;
WOODWARD, 1998; SCHERWINSKI-PEREIRA et al., 2003). Geralmente, fungos e
leveduras crescem bem em meio de cultura, podendo ser identificada sua presenca
logo no inicio do cultivo. Entretanto, os maiores problemas normalmente estao
relacionados com as contaminagdes bacterianas, especialmente aquelas que
permanecem latentes in vitro, ou seja, ndo apresentam crescimento visivel no meio
nem sintomas nos tecidos nos primeiros subcultivos. As bactérias passam a
competir por nutrientes minerais e carboidratos do meio de cultura, comprometendo
a multiplicacdo e o desenvolvimento dos cultivos, podendo levé-los rapidamente a
morte (SCHERWINSKI-PEREIRA et al., 2003).

Apesar das contaminagdes causadas por microrganismos (fungos, bactérias e
leveduras) serem prejudiciais durante a fase de multiplicagcdo in vitro das mudas,
sabe-se que sob condigdes ex vitro, muitos dos microrganismos endofiticos
apresentam uma relagao benéfica com a planta hospedeira, podendo esta simbiose
estar relacionada com a producao de horménios de crescimento ou ainda a fixacao
biologica de nitrogénio (BALDANI et al., 1997; KLOEPPER et al., 1997; BEVIVINO et
al., 1998; PEIX et al., 2001; VIDEIRA et al., 2007).

Assim, considerando-se a importdncia que pode ter alguns desses

microrganismos no desenvolvimento ex vitro das plantas € que se deve ampliar a
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atencao aos estudos envolvendo microganismos ndo patogénicos em plantas, uma
vez que muito ainda ha para se compreender sobre a interacdo planta-
microrganismos.

Outro fator igualmente importante no que se refere ao sucesso da
micropropagacao é a fase de aclimatizagdo das mudas, onde podem ocorrer perdas
significativas por morte dos materiais micropropagados em razdo das mudancas
bruscas das condi¢cdes ambientais. No entanto, ainda s&o incipientes os trabalhos
que relatam a aclimatizagdo de mudas micropropagadas nas condicoes da
Amazbnia, sendo que para os estados da Amazénia Sul-Ocidental, incluindo Acre e
Rondénia, até o momento, estes estudos sdo inexistentes.

Este trabalho teve por objetivo geral otimizar a propagacao clonal in vitro de
cultivares de bananeira resistente a doengas e de identidade varietal reconhecida,
além de determinar a ocorréncia de microrganismos endofiticos e diazotréficos em

gendtipos de bananeira da Regiao Sudoeste da Amazénia.
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 IMPORTANCIA DA CULTURA

Originaria da Costa Ocidental da Africa (MOREIRA, 1987), a bananeira (Musa
spp.) € um importante elemento constituinte da alimentacdo humana, tanto pelo seu
valor nutritivo, quanto pelo seu baixo custo, contribuindo fortemente para a fixagéo
da méao-de-obra rural (BORGES et al., 1997).

A cultura da bananeira ocupa o segundo lugar no mundo em area colhida
dentre todos os tipos de frutas, superada apenas pela dos citros (SOUZA; TORRES
FILHO, 1997). Nos ultimos anos, tem ocorrido uma ampliagdo do mercado
consumidor e consequente elevacao dos precos da banana, o que tem ocasionado a
expansao da cultura em varios estados brasileiros (SILVA et al., 2006), e levado esta
fruta ao ranking das frutas de maior produgéao e comercializagdo mundial.

Apesar desta fruta ser responsavel por 37% do volume total de frutas
transacionadas no mercado internacional (RANGEL et al., 2002), segundo Barros et
al. (2008), em 2006 esse valor representou apenas 3% da producéo total de banana
no Brasil. Contudo, a comercializacdo da banana é muito difusa e por esse motivo, a
bananicultura tem se tornado um dos principais segmentos agricolas da economia
do pais, onde o Brasil é considerado o segundo maior produtor mundial desta fruta
(GOMES et al., 2005), com uma producao estimada na ordem de 605 milhdes de
toneladas.

A produgdo de banana no Brasil, no periodo 2001-2006, medida em
toneladas, aumentou 12,6%, apesar de se ter sido observado uma redugéo de area
cultivada neste mesmo periodo (BARROS et al., 2008). Esse incremento na area
cultivada se deu, principalmente, pela introducéo de variedades resistentes ao mal
de Sigatoka em meados de 2005 (OLIVEIRA et al., 2007).

No territério brasileiro, quando se considera a preferéncia para o cultivo e
consumo, destacam-se as variedades tipo Magé, Mysore, Prata, Platano e as do tipo
Cavendish (OLIVEIRA, et al., 2008b; SILVA et al., 2003) com sua importancia
econdmica voltada para o volume exportado, onde sé em 2005, foi na ordem de 212
mil toneladas no Brasil o que representou cerca de 33 milhdes de délares em divisas
(BRASIL, 2006).

A cultura constitui-se como uma das principais fontes de renda para os
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pequenos produtores e atualmente, a bananicultura brasileira passou a ocupar uma
area de 582 mil ha (FAO, 2007), onde somente a regido Norte participa desta
producado com 91.836 ha de area plantada.

Da area cultivada com bananas na regidao Norte do Brasil, 0 estado do Acre
representa 9,71% deste total, tendo atualmente, o municipio de Acrelandia como o
maior produtor do Estado (OLIVEIRA, et al., 2008b) com uma area plantada de
cerca de 2.000 hectares e produgado de 18 mil toneladas (IBGE, 2006).

Contudo, nos ultimos anos observou-se uma reducdo de aproximadamente
42% de area cultivada, ocasionando impactos negativos em varios segmentos da
cadeia produtiva (OLIVEIRA et al., 2008b). Isso tem ocorrido, em grande parte,
devido a utilizacdo generalizada de cultivares (prata, macga e terra) suscetiveis as
mais importantes doencgas da cultura que € ainda produzida sem nenhum controle e
muitas vezes pela abertura de novas é&reas de cultivo utilizando mudas néo
certificadas sem garantia de sanidade da plantagdao (COSTA et al., 2008).

Entretanto, a partir de programas de melhoramento genético da cultura, a
Embrapa ja langou no mercado nacional variedades de banana com importantes
qualidades agronémicas, como porte baixo e resisténcia a doengas, como: ‘Caipira’,
‘Thap Maeo’, ‘FHIA 18, ‘Prata Baby’ (Nam), ‘Pacovan Ken’ (PV42-68), ‘Prata
Grauda’ (SH36-40), ‘Preciosa’ (PV42-85), ‘Maravilha’ (FHIA 01) ‘Tropical’ (YB42-21),
entre outras (SILVA, et al., 2003). Destas, cinco foram testadas e recomendadas
para plantios nas condicdes edafoclimaticas do Estado do Acre, sendo elas a
‘Preciosa’, ‘Maravilha’, “Thap Maeo’, ‘Japira’ e ‘Pakovan Ken'.

As recentes pesquisas consolidam a banana entre os mais importantes
produtos de exportacdo e consumo da regido apresentando um valor de produgao
de R$ 12,2 milhdes, representando 53,48% do valor da producdo das lavouras
permanentes do Estado (IBGE, 2006). Essa importancia fica ainda mais evidente
quando se compara o valor da producédo da banana com o valor da producao de
algumas atividades econémicas do Acre, como por exemplo a madeira em tora com
um valor de 12,53 milhdes, a borracha com R$ 2,88 milhdes, o café beneficiado com
R$ 2,8 milhdes, o agai com R$ 393 mil a até mesmo a castanha-do-brasil, que em
2006 foi de R$ 12,25 milhdes (FERREIRA, 2008).

Por esse motivo, dados divulgados pelo Sebrae (2008), chegaram a estimar
que cerca de trés mil familias sobrevivam diretamente do comércio ou produtos de

banana em Rio Branco. Mas a importancia desta fruta ndo é apenas econémica, e
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estudos tem revelado que além de ser apreciada por seus aspectos sensoriais e
valor nutricional, a banana é indicada como uma potencial fonte de vitamina A, B1,
B2, C e pequenas quantidades de vitamina D e E, fibras e potassio (MATSSURA et
al., 2004).

A banana é uma fruta com caracteristicas medicinais, inclusa no grupo dos
alimentos funcionais, considerada um prebiético que ajuda na regulacao intestinal,
reducéo do risco de cancer, bem como suas fibras diminuem os niveis de colesterol
total e triglicerideos no sangue e ainda reducao da intolerancia a lactose (ANJO,
2004).

Além disso, algumas substancias presentes na fruta ajudam no tratamento da
depressao, anemia, Ulcera, excesso de peso, TMP, estresse no trabalho, ajuda na
recuperacdo dos efeitos da retirada da nicotina do organismo além de ser indicado
na recuperagado apos o consumo de bebidas alcodlicas. Por ser rica em potassio,
sua inclusdo na dieta de adultos e idosos auxilia para uma boa fungdo muscular,
inclusive para o coragao, é 6tima fonte de energia, seu consumo também reduz o
risco de derrame e doencas relacionadas a pressao sangulinea (FERREIRA, 2008).

Quando verde, a banana é constituida essencialmente por agua e amido
(55% a 93% dos solidos totais) (FASOLIN et al., 2007). Por esse motivo, a banana é
utilizada ainda, como fonte de alimentacdo na forma de ingredientes para a
composicao de farinhas, sendo utilizadas ainda como fontes de hidratos de carbono
em diversos pratos do cardapio brasileiro e até sua casca apds desidratada e
triturada pode ser utilizada como suplemento da ragéo animal (FERREIRA, 2008).

Assim, torna-se indiscutivel a importdncia da banana, seja na area

econdOmica, social, nutricional e até mesmo medicinal.

22 METODOS DE PROPAGAGAO DA CULTURA: PROPAGAGAO
CONVENCIONAL X PROPAGAGAO IN VITRO

2.2.1 Propagacgao convencional

Por tratar-se de frutos partenocarpicos e efetivamente estéreis,
convencionalmente a banana € propagada por meio de rizomas (separacao de
brotos do rizoma-mae, fracionamento do rizoma, propagacao rapida). Teoricamente,

uma bananeira pode produzir tantas mudas quanto forem as folhas emitidas até o
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surgimento do cacho, e embora Oliveira et al. (2008b), em estudos realizados nas
condicoes locais, tenham observado que o numero médio de folhas produzidas
pelas mudas de bananeira durante trés ciclos nao foi superior a 12,5, Alves et al.
(2004) revelaram que o numero de folhas de banana pode chegar a
aproximadamente 38. Contudo, o potencial de uma alta produgcado de mudas nao se
traduz naturalmente devido a influencia da dominancia apical da planta mae e dos
filhotes ja desenvolvidos (COSTA, 2007).

Além disso, dependendo da cultivar, do porte da bananeira e da idade da
planta-mée, o potencial de produgdo de rebentos emitidos até o surgimento do
cacho pode ser reduzido a aproximadamente 25% (ALVES et al.,, 2004),
representando cerca de 3 a 10 filhotes por matriz em um periodo geralmente
superior a 12 meses, a depender das condigbes de manejo da cultura (VUYLSTEKE;
DE LANGHE, 1985).

Portanto, o método de propagacédo convencional de banana esta entre os
principais aspectos que limitam a expansao da cultura da bananeira, pois além de
apresentarem baixo rendimento no numero de propagulos produzidos (VUYLSTEKE,
1989), podem se constituir num poderoso mecanismo de disseminacdo de pragas,
fungos e nematoides (SAGI et al., 1998; ROELS et al., 2005), e ocasionar perdas de
até 100% na produtividade (SILVA et al., 2003).

Além da baixa taxa de multiplicacdo e da possibilidade de comportarem-se
como vetores na disseminacdo de doengas as mudas obtidas pelo processo
convencional de propagacéo, apresentam grande desuniformidade, o que dificulta o
manejo do pomar. Muito embora os métodos de propagagcao convencional estejam
sendo aperfeicoados de modo a elevar a taxa de multiplicagdo e incrementar a
producédo de mudas de qualidade, estes métodos tem sido considerado como pouco
efetivos quanto a sanidade e uniformidade das plantas obtidas (ALVES et al., 2004).

2.2.2 Propagacao in vitro

A propagagao vegetativa in vitro, também denominada de micropropagagao, €
a aplicacdo mais pratica e de maior impacto da cultura de tecidos (GRATTAPAGLIA;
MACHADO, 1998; COSTA et al., 2009).

Os avancos conquistados no campo da fisiologia vegetal nos ultimos 40 anos

proporcionaram o desenvolvimento de tecnologias de propagacao alternativas aos
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métodos convencionais através da cultura de tecidos (FLORES, 2003). Esta técnica
de propagacao vegetativa envolve a selecdo da fonte de explante, desinfestacdo dos
tecidos e a introducdo dos mesmos em ambiente asséptico em meios de
crescimento, enraizamento e aclimatizacao (VASIL; THORPE, 1994). Tendo em
vista que as plantas sdo obtidas em ambiente asséptico, esta técnica possui grande
aplicacao e aceitacdo mundial por possibilitar o intercambio de material vegetal
isento de patdgenos entre os paises, evitando assim, barreiras fitossanitarias.

A micropropagacao, por ser uma técnica que permite a producao massal de
plantas a partir de um minimo de material utilizado como explante primario, € de
particular importancia para espécies onde o método de propagac¢ao convencional €
pouco eficiente. Esse fato, pode |lhe conferir ainda uma vantagem do ponto de vista
ecolégico na conservagao ex situ de espécies nativas raras e ameagadas de
extingdo ou ainda recalcitrantes, bem como evitando a retirada de grandes
quantidades de exemplares dos habitats naturais para exploragdo econdmica
(FLORES, 20083).

Assim, o cultivo in vitro vem se tornando uma técnica cada vez mais comum
no mercado visando suprir a demanda de uma produgdo agricola cada vez mais
tecnificada (MENDES et al., 1996) e ja tem sido aplicada com sucesso para muitas
espécies dentre as quais: abacaxi (MOREIRA et al., 2003; BARBOZA et al., 2006;
COSTA et al., 2006;), mandioca (OLIVEIRA et al., 2000; SATO et al., 2001), cana-
de-agtcar (SILVA et al, 2007), espécies ornamentais (THOME et al., 2004,
SANTOS, 2009) além da banana (ALVARES; CALDAS, 2002; COSTA et al., 2006;
OLIVEIRA et al., 2008).

Os primeiros relatos sobre a aplicagcdo da micropropagacao, cultura de
tecidos ou propagacao in vitro de espécies do género Musa datam da década de
1960. Desde entdo tem ocorrido uma grande intensificagdo dos trabalhos de
pesquisa a fim de tornar a técnica cada vez mais eficiente, produtiva e menos
onerosa (SENDIN, 2001; SILVA et al., 2002; ROCHA, 2005; COSTA et al., 2007;
COSTA, 2007; COSTA et al., 2009). Atualmente, a literatura dispbe de inumeros
trabalhos que podem confirmar o sucesso da producao de mudas de bananeira in
vitro (BRAGA et al., 2001; LEMOS et al., 2001; SMITH et al., 2001; DEBIASI et al.,
2002; SANTOS; RODRIGUES, 2004) e ainda alguns que relatam sobre a
micropropagacao de bananeira e a qualidade genética e fitossanitdria das mudas
produzidas (OLIVEIRA; SILVA, 1997; YOKOTA et al., 2007).



27

Assim, no que se refere a cultura da bananeira a propagacao in vitro constitui
uma importante ferramenta para obtencdo massal de clones de genotipos elite
(KOZAI et al., 1997), facilitando a distribuicdo, a conservagdo e o intercambio de
germoplasma, além de proporcionar a rapida propagacao e validacao de variedades
recentemente langcadas pelos programas de melhoramento genético da bananeira
(GUBBUK; PEKMEZCI, 2004; ROCHA, 2005) tendo em vista as limitagbes dos
métodos de propagacgédo convencional.

Estudos realizados por Oliveira et al. (2008) e Costa et al. (2006) nas
condigbes climaticas de Rio Branco Acre, tem comprovado a eficiéncia da técnica e
a capacidade de multiplicacdo e adaptacao de gendtipos de bananeira resistentes a
doencas e cultivados na regido, onde a producdo anual pode chegar a
aproximadamente 3.935 plantas por explante podendo variar de acordo com a
cultivar utilizada.

Entretanto o sucesso de um sistema de micropropagacédo depende do
controle de um grande numero de fatores que vao desde a coleta e manipulacéo da
planta matriz até a aclimatizacdo e plantio no campo das novas plantas (BOMFIM,
2006).

2.2.2.1 Etapas da propagacao in vitro

De acordo com Pasqual et al. (2001) um trabalho de micropropagacéao
geralmente envolve seis etapas: preparativa, estabelecimento, multiplicagéo,
alongamento, enraizamento e, por fim, a aclimatizacao.

Considera-se a fase inicial do cultivo in vitro, a preparagdo das plantas
matrizes, destinadas ao fornecimento dos explantes primarios para o cultivo
(WILLADINO; CAMARA, 2005). Esta etapa requer atencao especial, pois € nesta
etapa que se escolhem os melhores materiais para o cultivo, sendo determinante a
escolha de plantas matrizes sadias, vigorosas, isenta de qualquer tipo de estresse e
em pleno crescimento vegetativo (PASQUAL et al., 2001).

A segunda etapa que envolve o processo de micropropagacao é a fase de
estabelecimento. Segundo Torres et al. (1998), é composta pelos seguintes
procedimentos: coleta, desinfestacdo, isolamento e cultivo dos explantes em meio
de cultura e sob condi¢des assépticas.

Um fator determinante da sobrevivéncia dos explantes durante os estagios
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iniciais € 0 meio de cultura no qual estes sao inoculados. O meio de cultura deve
conter em sua composicdo sais e vitaminas necessarias ao desenvolvimento da
planta durante essa fase. Diversos tipos de meios podem ser usados no inicio dos
cultivos (BOMFIM, 2006), e apesar de serem encontrados na literatura varios tipos
de meios propostos para o cultivo de diversas espécies, para a bananeira € comum
0 uso do meio MS descrito por Murashige e Skoog (1962).

A terceira etapa envolve o processo de multiplicagéo, onde os propagulos sao
multiplicados em escala durante sucessivos subcultivos em meio préprio de
multiplicacdo, de modo que as partes formadas ou sdo subdivididas em partes
menores ou sao individualizadas para formagdo de novos explantes (BOMFIM,
2006). No caso da bananeira o0 meio de multiplicacdo mais indicado € o0 meio MS
acrescido de reguladores de crescimento, que possuem efeito na quebra da
dominancia apical e na proliferagcdo de gemas axilares.

Segundo Tombolato e Costa (1998), a concentragéo e o tipo de citocinina sao
fatores que mais influenciam na taxa de multiplicacdo dos explantes, sendo que para
a bananeira € geralmente acrescido ao meio a citocinina 6-Benzilaminopurina (BAP),
em concentracdes variando de 0,5 a 7,5 mg.L™" (OLIVEIRA et al., 2001; BRAGA et
al., 2001; LIMA; MORAES, 2006). Para esta fase, Pasqual et al. (2001) atentam
ainda para a importancia das condigdes ambientais da sala de crescimento (local de
armazenamento dos frascos contendo as plantas durante o cultivo) serem
favoraveis, principalmente no que diz respeito a luminosidade e temperatura, tendo
em vista que a fase de multiplicagéo é considerada a mais longa de todo o processo.

Uma vez multiplicados em numero suficiente, dependendo da espécie, o
material geralmente € transferido para meios de alongamento e/ou enraizamento
para formacdo de raizes adventicias, sendo que esta fase pode durar de 30 a 45
dias. Posteriormente, as mudas sao transferidas para substrato ou solo apropriado

visando a aclimatizag&o finalizando assim o processo.
2.2.2.2 Aclimatizacao

Esta etapa € considerada como sendo uma das mais criticas da
micropropagacao e requer atencao, pois durante o periodo de aclimatizacdo pode
ocorrer morte das plantas, causando grandes prejuizos (TORRES et al., 1998).

Segundo Bomfim (2006), € comum confundir o termo aclimatizagdo com
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aclimatacdo. Para George (1993), a aclimatagdo é um processo regulado pela
natureza, enquanto que a aclimatizacdo € um processo controlado pelo homem.
Assim, aclimatacdo pode ser definida como sendo um termo que se refere ao
processo no qual as plantas ou outros organismos vivos tornam-se ajustados a um
novo clima ou situagdo, como resultado de um processo essencialmente natural
(PREECE; SUTTER, 1991), enquanto que aclimatizacdo é definida como sendo a
transferéncia de um organismo, especialmente uma planta, para novo ambiente,
sendo todo o processo realizado artificialmente (TOMBOLATO; COSTA, 1998).

Segundo Wardle et al. (1983), o periodo de aclimatizagdo, compreendido
entre o transplante das plantas produzidas in vitro e o total estabelecimento em casa
de vegetacdo, € complexo e, freqientemente, ocorrem perdas significativas por
morte.

Hazarika (2003), explica que tais perdas na fase de aclimatizagdo podem
ocorrer, pois as plantas nd&o suportam drasticas mudangas ambientais
proporcionadas pelo transplantio, de um meio totalmente controlado para um
ambiente hostil com elevados niveis de estresse (baixa umidade, luminosidade e
temperaturas elevadas, doencas, etc). Além disso, as plantas recém
micropropagadas sao pouco eficientes fotossinteticamente, e as folhas das plantas
cultivadas in vitro possuem menor quantidade de ceras epicuticulares do que as
plantas crescidas em casa de vegetacdo ou no campo e, associadas a pouca
funcionalidade dos estdmatos e a fraca conexdao com o sistema vascular, tornam-
nas sensiveis a grandes perdas de agua por transpiracdo, podendo ocasionar a
morte destas (SCIUTTI; MORINI, 1993; ROSS-KARSTEN et al., 1998;
POSPISILOVA et al., 1999; COSTA et al., 2009).

Outro aspecto a se considerar na fase de aclimatizagao refere-se ao padrao
de crescimento das plantas. Isso se deve ao fato de que, ao sofrer mudancga abrupta
de ambiente, ou seja, passando de condi¢des in vitro para ex vitro, normalmente as
plantas apresentam uma parada ou reducao do crescimento até que se adaptem as
novas condi¢cées, podendo levar de dias a semanas até que retornem ao
crescimento (SCHERWINSKI-PEREIRA; FORTES, 2000; SCHERWINSKI-PEREIRA
et. al.,, 2001). Assim, a reducdo de perdas por morte, associada ao rapido
crescimento de mudas na aclimatizagdo sao fatores que podem contribuir
significativamente para que mudas micropropagadas cheguem ao setor produtivo de
forma mais rapida e barata (SCHERWINSKI-PEREIRA; FORTES, 2004).
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Alguns cuidados devem ser tomados durante o transplantio visando
assegurar a sobrevivéncia e o desenvolvimento satisfatério das plantas
micropropagadas. Tais cuidados estdo relacionados com as condi¢des ambientais,
os substratos, as condicbes fitossanitarias, a irrigacdo e os recipientes (BOMFIM,
2006), onde, a escolha adequada de substratos e recipientes especificos para cada
espécie € de fundamental importancia (SCHMITZ et al., 2002) para o sucesso da
técnica e sobrevivéncia das plantas.

No caso dos substratos, suas propriedades fisicas, quimicas e biolégicas
podem facilitar ou limitar a sobrevivéncia, formacdo de novas raizes e o
consequente crescimento das plantas (FACHINELLO et al., 1995; CALVETE, 2000;
SETUBAL; NETO, 2000; SILVA et al., 2004). Para Torres et al. (1998), um bom
substrato deve apresentar uma boa capacidade de retencdo de agua e néao
compactar-se excessivamente, comprometendo a drenagem e, conseqlientemente,
a aeracgao do sistema radicular.

Ressalta-se, ainda, que nao apenas as propriedades fisico-quimicas devem
ser consideradas na escolha de substratos e materiais que irdo compor a mistura,
devendo-se observar, também, o custo e sua disponibilidade. Desse modo, o uso de
substratos e formulagcdes facilmente disponiveis nos locais de producao das mudas,
tais como p6é de coco, esterco bovino, casca de arroz carbonizada, bagana de
carnauba, entre outros (PEIXOTO et al., 2006), sédo alternativas para a redugao dos
custos, com resultados positivos no desenvolvimento das plantas (BEZERRA;
ROSA, 2002).

Quanto aos recipientes nos quais as plantas sao cultivadas, devem-se
considerar aspectos como o volume do recipiente que, poderao exercer influéncia
decisiva no desenvolvimento e manutengdo do ativo crescimento das plantas
durante as etapas de aclimatizacao e enviveiramento. De maneira geral, as plantas
crescem mais rapidamente em recipientes mais espagosos, segundo Reis et al.
(1989), o desempenho no campo é maior, a medida que as dimensdes das mudas,
por ocasido do plantio, forem maiores. A restricdo do sistema radicular limita o
crescimento e o desenvolvimento de varias espécies, pela reducdo da area foliar,
altura e producado de biomassa. Ainda segundo estes autores, o pequeno volume
dos recipientes exige, também, a aplicacdo de doses elevadas de nutrientes, devido
as perdas por lixiviacao, resultantes da necessidade de regas freqlientes.

Oliveira et al. (2008) tém elucidado em seus estudos as questbes praticas
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sobre as melhores composi¢oes e proporcoes de tipos de substrados, os melhores
tipos e tamanhos de recipientes a serem utilizados para aclimatizacao de mudas de

bananeira nas condi¢des da Amazodnia Sul-Ocidental.

2.2.2.3 Tipos de explantes

Explante pode ser conceituado como sendo uma mistura de células em
variados estados fisiolégicos e bioquimicos de desenvolvimento, que quando
expostos a um ambiente in vitro, sofrem reagdes diversificadas nos diferentes tipos
celulares que o compdem, fazendo com que somente algumas células competentes
respondam a um determinado estimulo, no caso da cultura de tecidos, normalmente
a reguladores de crescimento (MANTELL et al., 1994).

Podem ser selecionados varios tipos de explantes para iniciar a propagacao
in vitro de uma planta ja& que, teoricamente, qualquer tecido vegetal apresenta
totipoténcia de suas células para originar novas plantas. No entanto, na prética, os
explantes mais usados sdo o0s que possuem maior proporcao de tecidos
meristematicos ou que apresentam maior capacidade de expressar a totipoténcia
(TORRES et al., 1998).

Para Zaffari et al. (1995) e Araujo e Carvalho (2005), entre os diversos fatores
relacionados a micropropagacao, o tipo de explante, no que diz respeito a origem,
tamanho, fase e manejo empregado, exerce forte influéncia nas subsequentes
respostas obtidas in vitro.

Na maioria dos trabalhos de micropropagacao sao utilizadas gemas axilares
ou gemas apicais como explante inicial (PASQUAL et al., 2001). Entretanto,
diferentes estudos demonstraram que o uso de apices caulinares no processo de
micropropagacao de bananeira é eficiente para a produgéao de plantas (DHED’A et
al., 1991; ISRAELI et al., 1991; VUYLSTEKE et al., 1991; COSTA et al., 2006;
OLIVEIRA et al., 2008).

Contudo, apesar do grande potencial, outros poucos estudos verificaram que
a cultura in vitro da bananeira também pode ser iniciada usando &pices florais como
fonte de explantes (BALAKRISHNAMURTHY; SREE RANGASAMY, 1988;
CRONAUER-MITRA; KRIKORIAN, 1988).
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2.3 OCORRENCIA DE MICRORGANISMOS ENDOFITICOS: PRINCIPAL CAUSA
DE PERDAS DE MUDAS DURANTE A MICROPROPAGAGAO DA BANANA

Bactérias endofiticas sdo microrganismos isolados do interior dos tecidos ou
orgaos vegetais. Varios microrganismos, durante todo seu ciclo de vida, ou somente
parte dele, vivem no interior dos vegetais. Usualmente, esses microrganismos vivem
em uma associagdo que embora possa ser antagdnica, muitas vezes € neutra ou
benéfica para o hospedeiro. A natureza dessa associacao é diversa e, via de regra,
exibe varios graus de interdependéncia fisiologica e ecoldgica (SOUZA, 1996).

Apesar destes microrganismos nao manifestarem, aparentemente, qualquer
dano a seu hospedeiro, podem causar contaminagdes indesejaveis durante a etapa
de micropropagacdo (CASSELLS, 1996; SCHERWINSKI-PEREIRA et al., 2003).
Estas contaminagdes sdo consideradas as mais sérias ameacas para a cultura de
tecidos (LEIFERT; WOODWARD, 1998; LEIFERT; CASSELLS, 2001; HERMAN,
2004).

Embora o exame visual das culturas para o ébvio crescimento microbiano ou
turvagdo do meio seja geralmente considerado como o indicador de saude de
culturas in vitro, alguns contaminantes, particularmente bactérias, podem sobreviver
em forma latente o que dificulta sua detecgdo em meios de cultura durante a fase
inicial de cultivo (LEIFERT; WOODWARD, 1998; THOMAS, 2004; STROSSE et al.,
2004).

Existe uma tendéncia de se atribuir a contaminagéo microbiana em cultura de
tecidos vegetais a ineficacia no processo de desinfeccdo dos explantes ou a praticas
ineficientes de assepsia ao longo do manejo com a cultura (THOMAS et al., 2008).
Entretanto, microrganismos endofiticos ndo s&o eliminados por meio de agentes
desinfetantes (THOMAS, 2007), uma vez que a desinfestacdo dos explantes é feita
de forma superficial.

Apesar de seus efeitos serem ainda muito pouco conhecidos in vitro, devido,
principalmente, ao fato destes organismos serem introduzidos sistematicamente no
meio de cultura juntamente com os explantes no momento de seu estabelecimento,
relatos da presenga de microrganismos endofiticos em tecidos vegetais tém sido
verificados em um grande numero de espécies de plantas (MISAGHI;
DONNDELINGER, 1990; MUSSON et al.,, 1995; RAPS; VIDAL, 1998). Estes

microrganismos vém sendo objeto de aprofundados estudo, em especial por sua
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importancia na fixagdo de N, além de conferirem outras caracteristicas benéficas
aos seus hospedeiros, tais como maior resisténcia as condicbes de estresse,
alteracdes nas condi¢des fisiologicas, suprimento de nutrientes, producdo de
reguladores de crescimento vegetal, entre outros (SOBRAL, 2004; BENCHIMOL et
al., 2000).

Em cultura de tecidos, geralmente, as contaminacdes sdo causadas por
fungos, bactérias e leveduras e constituem as principais causas de perdas de
material vegetal (LONG et al., 1988; LEIFERT; WOODWARD, 1998; DANTAS et al.,
2000; SCHERWINSKI-PEREIRA et al., 2003). No entanto, os maiores problemas
normalmente estédo relacionados com as contaminag¢des bacterianas, especialmente
aquelas que permanecem latentes in vitro, ou seja, ndo apresentam crescimento
visivel no meio nem sintomas nos tecidos (SCHERWINSKI-PEREIRA et al., 2003).

No caso da bananeira, a matéria-prima destinada a micropropagagcao e
conservagao in vitro € protegida das camadas de solo por varios tecidos (THOMAS
et al., 2008), e apesar de existirem poucos estudos que relatem sobre a
contaminagdo microbiana em banana e, em especial, devido a contaminantes
endofiticos (OLIVERIA et al.,, 2001; HABIBA et al., 2002), sabe-se que estes
explantes podem apresentar altos niveis de contaminagao (OLIVEIRA et al, 2001;
SA; BRAGA, 2002), com taxas de até 39% para cultivar Japira segundo Oliveira et
al. (2008a) enquanto que Braga et al. (2001) trabalhando com a cultivar Caipira
verificou niveis de até 75% de contaminagao bacteriana na fase de estabelecimento.
Isso pode ocorrer, principalmente, devido a dificil visualizagdo desses
microrganismos durante os subcultivos, sendo detectados somente ap6s um
determinado periodo de tempo em que um grande numero de plantas geralmente ja
esta propagado (SCHERWISKI-PEREIRA et al., 2003).

Alguns contaminantes podem agir de forma direta sobre o crescimento e
desenvolvimento dos explantes. No entanto, a grande maioria compromete o
desenvolvimento normal dos cultivos de forma indireta, pois estes acabam
competindo com as plantas por nutrientes e vitaminas do meio de cultura e/ou
produzem metabdlitos fitotoxicos, tais como os acidos latico e acético, cianeto, além
de certos reguladores de crescimento e antibioticos, que intoxicam os tecidos
vegetais podendo leva-los a morte (BAKKER; SCHIPPERS, 1987; STANIER et al.,
1987; KLOEPPER et al., 1989; LEIFERT et al., 1989, 1991; YEPES; ALDWINCKLE,
1994).



34

Do ponto de vista pratico, a melhor medida a ser tomada € o descarte e
autoclavagem do material contaminado (SCHERWINSKI-PEREIRA et al., 2003).
Contudo, no caso da necessidade de manutencao do material vegetal contaminado,
torna-se indispensavel efetuar o controle completo da contaminacdo (LIMA;
MORAES, 2006).

Uma alternativa para a reducdo dos problemas de contaminacdo € a
aplicagéo de tratamentos curativos (LEIFERT et al., 1989; DANTAS et al., 2000;
NIEDS; BAUSHER, 2002). Estes tratamentos, em se tratando de contaminacdes
bacterianas, consistem no controle normalmente feito por meio do uso de
substancias antibiéticas que séo incorporadas ao meio de cultura por periodos que
variam de dias a meses ou usadas diretamente sobre 0s explantes contaminados
(SALEHI; KHOSH-KHUI, 1997).

Varias experiéncias tém sido realizadas usando substancias antimicrobianas
complementar a atividade dos desinfetantes o que condiciona melhor eficiéncia
durante a desinfestagdo do material (SCHERWINSKI-PEREIRA et al., 20083;
DONATO et al., 2005, LIMA; MORAES, 2006). Os antibidticos podem ser utilizados
no tratamento de dois modos, adicionando-os ao meio de cultura por um periodo
limitado, o necessario para a eliminacdo dos contaminantes (KNEIFEL;
LEONHARDT, 1992; LEIFERT et al., 1992) ou ainda na forma de imersao antes do
isolamento (TANAKA et al., 1983; SCORTICHINI; CHIARIOTTI, 1988).

Porém, mesmo que se utilizem antibiéticos de amplo espectro, o controle
bacteriano na cultura de tecidos é problematico. Na maioria dos trabalhos in vitro, a
porcentagem de descontaminacdo nao é total, pois, os tecidos vegetais podem
interferir no controle, por meio da destoxificacdo destas substancias ou servindo
como habitat para os contaminantes que se translocam por seus tecidos. Por isso, é
comum que as concentragdes de antibiéticos devam ser elevadas quando estes séo
adicionados ao meio nutritivo juntamente com o explante. No entanto a fitotoxicidade
dessas substancias é o fator limitante para elevagdo dessas concentracoes
(SCHERWINSKI-PEREIRA; FORTES, 2003).

Trabalhando com diversas espécies in vitro e quatro antibiéticos, Leifert et al.
(1992) definiram a seguinte ordem decrescente de fitotoxicidade dos produtos:
estreptomicina, polimixina, rifampicina e carbenicilina. Os antibiéticos do grupo dos
aminoglicosidios, tais como estreptomicina, neomicina, kanamicina, gentamicina,

amikacina e tobromacina, sdo tbéxicos aos vegetais, mesmo em baixas
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concentracbes (POLLOCK et al, 1983; OKKELS; PEDERSEN, 1988;
GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1990), ja os antibiéticos betalactamos (ampicilina e
carbenicilina), cefalosporinas (cefotaxime, cefaloridine, cefalotina), piperaciclina e
rifampicina sdo menos toxicos aos vegetais (POLLOCK et al., 1983; OKKELS;
PEDERSEN, 1988; POULSEN, 1988; LEIFERT et al, 1992; BIASI, 1995;
SCHERWINSKI-PEREIRA et al., 2003.).

Scherwinski-Pereira et al. (2003) afirmam que uma das alternativas para se
evitar o efeito toxico dos antibidticos sobre os explantes é reduzir ao maximo o
tempo de tratamento (contato) dos explantes com o agente antimicrobiano. No
entanto, esta técnica pode afetar o efeito do antibidtico podendo ocorrer apenas uma
acao bacteriostéatica, constituindo uma acgéao paliativa frente ao principal objetivo que
€ a eliminagéo por completo do organismo contaminante.

Além disso, o0 sucesso dos trabalhos de controle de microrganismos com uso
de antibiéticos depende ainda do isolamento, identificacdo e realizacéo de testes de
sensibilidade das bactérias. Por causa da fitotoxicidade e do alto custo do
tratamento, os antibiéticos devem ser utilizados apenas em contaminantes
especificos das culturas, pois, somente as bactérias que estiverem dentro do
espectro de acdo de cada antibidtico serdo controladas (LEIFERT et al.,, 1991;
TENG; NICHOLSON, 1997; SCHERWINSKI-PEREIRA et al., 2003; SCHERWINSKI-
PEREIRA; FORTES, 2003).

2.4 BACTERIAS DIAZOTROFICAS E SUA OCORRENCIA EM PLANTAS DE
BANANEIRA

A descoberta da fixagdo biolégica do nitrogénio remonta do século XIX,
quando pesquisadores comprovaram que o processo de fixacdo do N» ocorria em
nédulos de plantas (WEBER, 1998). No entanto, as pesquisas na area de fixacao
bioldgica de nitrogénio se intensificaram ainda mais a partir da década de 70, devido
a importancia da biologia do solo e da busca de alternativas para diminuir o
consumo de fertilizantes nitrogenados. Além disso, no Brasil o fertilizante
nitrogenado representa o maior custo entre os fertilizantes e os solos brasileiros em
sua maioria sdao considerados de baixa fertilidade sendo ainda os fertilizantes
nitrogenados um dos mais requeridos pelas plantas (DOBEREINER, 1990; REIS et
al., 2005).
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A descoberta de novas espécies de bactérias associadas as gramineas tanto
na rizosfera como no interior das plantas. Na época, outros pesquisadores também
relataram que microrganismos do solo eram responsaveis pela captacdo do
nitrogénio do ar (KENNEDY; ISLAM, 2001). Sabe-se que leguminosas, gramineas e
varias outras plantas lenhosas estabelecem associagdo com bactérias capazes de
reduzir a molécula do nitrogénio atmosférico (N2) para a aménia (NHz). Este grupo
de bactérias é conhecido como fixadoras de nitrogénio ou diazotroficas.

Bactérias Diazotréficas sdo microrganismos fixadores de nitrogénio de vida
livre, associados tanto as plantas leguminosas quanto a ndo leguminosas (WEBER,
1998). Segundo Ddbereiner e Pedrosa (1987), essas bactérias, desenvolveram
mecanismos de protecdo da nitrogenase contra o oxigénio livre, inativando estas
enzimas, seja pela elevacao das taxas respiratérias ou pelo crescimento em locais
com baixa difusdo deste gas e presenca de proteinas protetoras associadas ao
complexo enzimético, e podem em menor ou maior extensdo contribuir para a
nutricdo das plantas (SUBERER, 1990).

Estudos com estes microrganismos tém sido intensificados desde o
isolamento de Beijerinckia fluminense em 1958 por Ddbereiner e Ruschel obtida da
rizosfera de cana-de-aglcar e a re-identificagdo de Azospirillum lipoferum em 1975
por Dobereiner e Day, isolada de raizes de diversas gramineas forrageiras e cereais
(WEBER, 1998). A partir destes estudos, varias outras espécies de diazotroficas que
colonizam a rizosfera e partes aéreas de plantas leguminosas foram identificadas
(BALDANI et al., 1997).

Geralmente, as bactérias diazotréficas colonizam o cértex da raiz, penetram
na endoderme e colonizam os vasos condutores, podendo ser translocadas para
parte aérea da planta. Essas bactérias penetram em células vivas infestam e
colonizam o apoplasto, xilema, parénquima de xilema lignificados, bem como células
mortas e podem também colonizar o aerénquima como observado na cultura do
arroz (JAMES et al., 1999).

Estudos sobre as espécies de bactérias diazotréficas endofiticas
recentemente descritas avangaram muito nos ultimos anos devido principalmente a
importancia atribuida & caracteristica endofitica destas bactérias (DOBEREINER,
1992). A capacidade destas bactérias em colonizar regides, no interior dos tecidos
da planta, protegidos dos altos niveis de oxigénio, permite especular sobre o

potencial destes endofiticos em contribuir para o processo de fixacao biolégica de
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nitrogénio mais eficientemente do que as bactérias que colonizam a superficie das
raizes (BRASIL, 2001). Aléem disso, ha evidéncias da eficiéncia da excre¢do do
nitrogénio fixado pela bactéria, como demonstrado por Cojho et al. (1993) com
Gluconacetobacter diazotrophicus.

O género Burkholderia spp. foi classificado recentemente, incluindo estirpes
pertencentes a Pseudomonas (P. solenacearum e P. cepacia). Muitos autores
(BALOTA et al., 1999; BEVIVINO et al., 1994; MALIK et al., 1997) relatam a
producao de substancias reguladoras de crescimento de plantas em bactérias deste
género. Segundo Bevivino et al. (1994), isolados de Burkholderia cepacia sao
capazes ainda, de inibir o crescimento de fungos fitopatogénicos em meio artificial.

Quanto a relacdo destes microrganismos com fruteiras € recente o
conhecimento dessa associagdo (WEBER, 1998). Na década de 80, pesquisadores
da India (RAO, 1983; GHAI; THOMAS, 1989) isolaram bactérias do género
Azospirillum da rizosfera de bananeiras e outras fruteiras tropicais. Posteriormente,
pesquisadores brasileiros (WEBER, 1998; WEBER et al., 1999; WEBER et al.,
2001), identificaram vérias espécies diazotréficas, como as do géneros Azospirillum,
Herbaspirillum e Burkholderia em bananeiras e abacaxizeiros.

Considerando que mudas de bananeiras respondem bem a inoculacdo com
bactérias diazotréficas (WEBER et al., 2000), supde-se que tal associacao, além de
afetar o crescimento, também possa influenciar na producdo das frutas. Essa
associacao pode ser ainda mais benéfica durante a fase de aclimatizacado, que é
considerada, para muitas espécies uma fase critica da micropropagagao, sendo um
dos maiores obstaculos a aplicagao pratica da cultura de tecidos na propagacao de
plantas, devido a grande diferenca entre as duas condi¢des ambientais (READ;
FELLMAN, 1985).

Apesar da contribuicdo de bactérias diazotréficas na cultura da banana ser
ainda pouco conhecida, Weber (1998) constatou que isolados de bactérias
pertencentes aos géneros Herbaspirillum e Burkholderia, provenientes da propria
cultura, proporcionavam melhor crescimento das mudas micropropagadas das
cultivares Butuhan, Caipira e Prata Ana. Assim, pode-se inferir que a inoculagcao
artificaial de tais bactérias em mudas pode ser interessante do ponto de vista
agronémico, uma vez que na propagacao in vitro, o processo de desinfestacao,
ocasiona a eliminacdo de microrganismos que posteriormente, poderiam beneficiar a

cultura.
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A alternativa de producdo envolvendo a aplicacdo de agentes microbianos
para prevencao e controle de doencas e pragas na agricultura tem sido destacada
(SOUZA, 2001). Em mudas micropropagadas de bananeira poderiam ser aplicadas
bactérias diazotroficas, no sentido de reduzir o uso de agrotoxicos e convergir para

um sistema de produgéo integrada de frutas.
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3 MATERIAL E METODOS

Utilizou-se para o desenvolvimento deste trabalho, a estrutura do Laboratério
de Morfogénese e Biologia Molecular — LABMOL da Embrapa Acre, em Rio Branco,
AC, e dos Laboratérios de Gramineas e Meio de Cultura da Embrapa Agrobiologia,
em Seropédica, RJ.

A coleta dos materiais propagativos de bananeira no campo e o
estabelecimento das mudas micropropagadas no viveiro foram realizados na area
experimental da Embrapa Acre (9°58'22"S, 67°48’40"W e 160 m de altitude), com
precipitagéo anual entre 1.800 e 1.900 mm e temperatura média de 25 °C.

3.1 PRODUCAO DE MUDAS DE BANANEIRAS POR MICROPROPAGAGCAO
3.1.1 Micropropagacao de banana a partir de apices caulinares

Para este experimento, utilizou-se como fonte de explantes, apices caulinares
das cultivares de bananeira Maravilha (FHIA 01 AAAB), Preciosa (PV42-85 AAAB),
Pacovan Ken (PV42-68 AAAB) e Japira (PV42.142 AAAB), selecionadas pelo
Programa de Melhoramento Genético da Embrapa Mandioca e Fruticultura e
recomendadas para plantios no Estado do Acre (SIVIERO et al., 2006). Os materiais
propagativos foram coletados da colegdo de trabalho de bananeira, localizada no
Campo Experimental da Embrapa Acre, Rio Branco, AC.

Ap6s a coleta dos apices caulinares em campo foram realizadas trés
desinfestacdes: a primeira em hipoclorito de sédio (NaOCl) a 1% por uma hora
sendo em seguida realizada uma pré limpeza do material para eliminar o excesso do
pseudocaule. Posteriormente fez-se nova desinfestagdo por 30 minutos ainda em
NaOCI a 1% passando, entdo, para a camara de fluxo laminar onde foi feita nova
desinfestacao com Hipoclorito de calcio (Ca(OCl),) a 1% por 10 minutos. Apds cada
desinfestacdo, realizou-se o enxagle dos explantes em agua destilada e
autoclavada por trés vezes consecutivas.

Apos trinta dias de cultivo, o material propagativo que nao apresentou
contaminacao aparente foi induzido a multiplicagao dividindo-se os apices caulinares
ao meio e transferindo-os para frascos de vidro de 250 mL de capacidade com 30

mL de meio de cultura, adicionado com diferentes concentracbes de N° -



40

Benzilaminopurina (BAP) (0; 2; 4 e 6 mg.L"). Cada tratamento foi avaliado
mensalmente quanto ao numero de brotacées formadas por explante, durante seis
subcultivos sucessivos.

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado, em
esquema fatorial 4x6, com quatro concentracoes de BAP e seis subcultivos, num
total de 24 tratamentos para cada cultivar analisada. No estabelecimento dos
cultivos (subcultivo zero) foram utilizadas 15 repeti¢cdes por tratamento, sendo cada
parcela formada por um apice caulinar. Nos demais subcultivos, foram utilizadas
cinco repeticdes por tratamento, sendo cada parcela composta por cinco explantes.
Os dados foram submetidos a analise de variancia e as médias comparadas pelo
teste de Skott-Knott a 5% de probabilidade.

3.1.2 Micropropagacao de banana a partir de gemas florais

Para este experimento utilizou-se como fonte de explantes gemas florais das
cultivares Preciosa e FHIA 02 coletadas na colecdo de trabalho de bananeira,
localizada no Campo Experimental da Embrapa Acre, Rio Branco, AC.

As inflorescéncias (coracao) coletadas de cachos imaturos de banana tiveram
inicialmente o tamanho reduzido e foram desinfestadas com NaOCI a 1% por 20
minutos, realizando-se apés desinfestacado a triplice lavagem com agua destilada e
autoclavada. Em seguida, os apices florais foram reduzidos a aproximadamente 1
cm? e estabelecido in vitro conforme descrito no item 3.1.3.

Apbs 30 dias de estabelecimento o material propagativo que nao apresentou
contaminagdo aparente, foi transferido para frascos de vidro de 250 mL de
capacidade contendo 30 mL de meio MS adicionado de 4 mg.L'' de BAP para
multiplicagéo.

Durante o cultivo, as inflorescéncias foram identificadas como clones e
numeradas individualmente, sendo o material multiplicado até o sétimo subcultivo.
Em cada subcultivo, determinou-se o numero de brotagdes formadas por clone, bem
como a percentagem de perdas dos explantes por contaminacao.

No estabelecimento dos cultivos (subcultivo zero) foram utilizadas quinze
repeticoes por tratamento, sendo cada parcela formada por um apice floral. Nos
demais subcultivos, os clones foram multiplicados e mantiveram a identificagcdo do

clone de origem, sendo mantidos cinco explantes por frasco.
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Para ambos os experimentos de micropropagacéao, a estimativa do nimero de
mudas produzidas foi obtida a partir da determinacdo da taxa média de brotacdes
(TM) obtida ao final dos subcultivos, em razdo do numero de subcultivos (ns)

realizados, como segue:
Numero de mudas produzidas por explante = TM"™
3.1.3 Condigdes do cultivo in vitro

O meio de cultura basico utilizado nos experimentos foi o MS (MURASHIGE;
SKOOG, 1962), com 30 g.L" de sacarose, 100 mg.L™" de inositol e solidificado com 6
g.L" de Agar. O pH dos meios de cultura foi ajustado para 5,8 + 0,1 antes da adi¢ao
do Agar e da autoclavagem, realizada por 15 minutos a 121 °C e 1,3 atm de
pressao. O estabelecimento dos cultivos (apices caulinares e florais) foi realizado em
tubos de ensaio de 25 x 150 mm contendo 10 mL de meio de MS e a multiplicagcao
das brotagdes foi realizada em frascos de 250 mL contendo 40 mL de meio, sendo
ambos os recipientes selados com filme plastico transparente.

Durante as etapas de estabelecimento, multiplicacdo e enraizamento, o
material vegetal foi mantido em sala de crescimento a temperatura de 25 + 2 °C,
fotoperiodo de 16 horas e intensidade luminosa de 30 pmol.m?s™ fornecida por
lampadas fluorescentes tubulares brancas frias.

3.1.4 Enraizamento e aclimatizagao das mudas produzidas in vitro

O enraizamento das brotacdes formadas in vitro foi realizado em meio de
cultura de MS desprovido de regulador de crescimento por um periodo de 30 dias.

Apés este periodo, as mudas enraizadas foram entdo retiradas do meio e
lavadas em agua corrente para eliminar o excesso do meio de cultura. Em seguida,
as mudas foram transferidas para viveiro e acondicionadas em tubetes plasticos de
180 cm®, suspensos cerca de 0,5 m do solo do viveiro, contendo substrato composto
por esterco bovino, terra de mato e casca de arroz carbonizada na propor¢do de
3:1:1 (v/v) (OLIVEIRA et al.,, 2008), sendo mantidas em telados cobertos com
sombrite, com reducgao da radiacao solar em 50%.

A irrigacdo das plantas foi feita por meio de aspersores, distantes a
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aproximadamente 1,2 m de altura, de onde foram acondicionados os tubetes, com
vaz&o nominal de 60 L/H/m?, sendo controlados por um temporizador digital ( Timer).
Durante as duas primeiras semanas, as mudas foram submetidas a periodos de
irrigacdo a cada trés horas, por 15 minutos. Ap6s a primeira semana, o periodo
passou a ser a cada 8 horas, também por 15 minutos. A sobrevivéncia das mudas
foi avaliada apds 30 dias e durante este periodo, ndo se realizaram tratamentos

fitossanitarios.

3.2 ACLIMATIZACAO E CRESCIMENTO DE MUDAS DE BANANEIRAS
MICROPROPAGADAS NAS CONDICOES DA AMAZONIA SUL-OCIDENTAL:
EFEITO DE TIPOS DE SUBSTRATOS E RECIPIENTES

Para avaliar a aclimatizagdo de mudas de bananeiras micropropagadas,
utilizaram-se brotacdes de bananeiras da cultivar Grande Naine (AAA), procedentes
do sexto subcultivo e obtidas da multiplicagdo in vitro de apices caulinares. O meio
de cultura utilizado para a multiplicagdo das brotagdes foi 0 MS, acrescido de 4 mg.L™
de BAP e solidificado com 5 g.L™' de Agar, sendo os subcultivos realizados a cada
30 dias. Para o enraizamento in vitro, as brota¢coes foram mantidas por 30 dias em
frascos de vidro de 250 mL de capacidade, preenchidos com 40 mL de meio de MS
desprovido de reguladores de crescimento, nas mesmas condi¢cdes ambientais de
laboratério descritas no item 3.1.3.

Decorrida a fase de enraizamento, as plantas foram retiradas dos frascos,
individualizadas, lavadas em agua corrente para remover o excesso do meio de
cultura aderido as raizes, sendo imediatamente transferidas para os tubetes
preenchidos com diferentes tipos de substratos.

Os tratamentos consistiram da combinagéo de dois tipos de tubetes (115 ¢cm®
e 180 cm® de capacidade) e seis composicdes de substratos homogeneizados
manualmente, sem a adicao de fertilizantes, como segue: S1 — terra de encosta; S2
— terra de encosta + esterco bovino (3:1 v/v); S3 — terra de encosta + casca de arroz
carbonizada (3:1 v/v); S4 — terra de encosta + esterco bovino + casca de arroz

carbonizada (3:1:1 v/v); S5 — terra de encosta + esterco bovino + casca de arroz

(
carbonizada (3:1:2 v/v), e S6 — terra de encosta + esterco bovino + casca de arroz

carbonizada (3:1:3 v/v).

Antes da transferéncia dos substratos para os tubetes, os mesmos foram
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desinfestados com formol (acido férmico) a 2,5% e vedados com auxilio de um filme
de polietileno preto (100 ym), por cinco dias consecutivos. Em seguida, retiraram-se
amostras dos substratos para analise.

O plantio das mudas foi feito em telado, coberto com filme de polietileno
transparente (150 pm) e sombrite (50% de interceptacdo luminosa), onde
permaneceram por um periodo de 75 dias nas mesmas condi¢gdes de irrigacao
descrita no item 3.1.4.

O delineamento experimental foi em blocos casualizados, no esquema de
parcelas subdivididas, utilizando-se nas parcelas os dois tipos de tubetes (115 cm®e
180 cm® de capacidade) e, nas subparcelas, os seis tipos de substratos, com quatro
repeticdes e nove plantas por parcela.

Quinzenalmente, avaliaram-se a percentagem de sobrevivéncia, a altura da
parte aérea e o diametro do pseudocaule. A determinacdo da sobrevivéncia das
plantas foi realizada por contagem do numero de plantas mortas apds o tempo de
aclimatizacdo considerado. A determinacdo da altura da parte aérea foi feita por
meio de medigcao da regido compreendida entre o colo e a insercao da ultima folha
das plantas. Os valores referentes ao diametro foram obtidos por medicdo do
pseudocaule a 1 cm do substrato, com auxilio de um paquimetro. Ao final de 75 dias
de avaliacdo, a determinacédo das massas fresca e seca da parte aérea e de raizes
também foi realizada, coletando-se, ao acaso, trés plantas por parcela de cada
tratamento, logo apds a ultima avaliacao do experimento.

Destas plantas, separaram-se as raizes e a parte aérea, sendo o material
secado em estufa a temperatura de 65 °C até peso constante.

Os dados foram submetidos a andlise de variancia, sendo as médias
comparadas pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade. Dados expressos em
percentagem (x) foram transformados segundo arco-seno x/100°°.

3.3 DIAGNOSE E CONTROLE DE BACTERIAS ENDOFITICAS CONTAMINANTES
EM EXPLANTES DE BANANEIRAS

3.3.1 Isolamento e purificacdo de bactérias endofiticas contaminantes de banana

durante o cultivo in vitro

Para este trabalho, utilizaram-se materiais propagativos de bananeira das
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cultivares Maravilha, Thap Maeo e Preciosa previamente estabelecidos em meio de
cultura de MS e que apresentavam contaminagao bacteriana visivel durante a etapa
de multiplicagdo em meio de cultura de MS.

Apds 30 dias de estabelecimento, o material contaminado foi selecionado e os
contaminantes foram entdo transferidos individualmente para meio Agar nutriente
(AN) (peptona, 5 g.L'; extrato de carne 3 g.L"; glucose, 5 g.L'™"; Agar, 15 g.L"; pH
7,0 + 0,2) em placas de petri de 90 x 150 mm com 20 mL de meio, visando a
purificacdo, com base nas caracteristicas fenotipicas das bactérias, especialmente
pigmentacao, textura, superficie e borda. Uma vez inoculadas em meio AN, o
material bacteriano foi incubado a 28 + 1 °C por 5 dias até se visualizar o completo
crescimento das col6nias. Em seguida, estas foram entdo repicadas para novos
meios AN até a purificacado, utilizando o método de esgotamento por estrias.

Uma vez isolados e purificados, parte do in6culo foi colocado em tubos de
ensaio de 15 x 150 mm contendo 5 mL de meio AN em bisel e armazenado em

geladeira a 4 °C para conservacao do material.

3.3.2 Identificacao de bactérias endofiticas contaminantes de banana durante o

cultivo in vitro.

As amostras dos micrirganismos foram enviadas a Fundacdao André Tosselo,
Campinas, SP, onde foram identificadas em nivel de familia, género e espécie por
meio de testes morfolégicos e bioquimicos.

Os testes morfolégicos incluiram observagdes quanto a forma, pigmentacao,
superficie e textura dos isolados bacterianos.

Os testes bioquimicos aplicados aos isolados bacterianos visando sua
identificacdo incluiram: coloragdo de Gram; reacdo de catalase; nitrato; uréase;
citrato; desaminagao da lisina; hidrélise da ONPG, da esculina, da argina e do
metabolismo de gliclose oxidativo; oxidase; formacao de &cidos utilizando: sacarose,
inositol, glicose, L-arabinose, manitol, sorbitol, rafinose, lactose, maltose, xilose,
raminose, malonato e adonitol; desaminacao da ornitina e da lisina; descarboxilagao
da arginina e da ornitina; mudancga de pH a partir de acetamina; produgéo de indol e
de H.S; crescimento na presenca de Polymixina B; assimilacdo de acidos como
fonte de carbono: L-prolina, L-alanina, L-histidina, Dl-lactato; assimilagdo de acidos

graxos como fonte de carbono: acético de sddio, gluconico, propidnico, heptandico;
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assimilagao de acucares como fonte de carbono: D-manitol, trealose, maltotriose, N-
acetil-glicosamina, Myo-inosiltol, maltose, D-manose, D-galactose, sacarose, glicose,
arabinose, D-xilose; assimilacdo de acido aminoacido como fonte de carbono: L-
acido-aspartico; assimilacdo de Aacido: B-hidroxido-butirico; assimilacdo de acido
carboxilico como fonte de carbono: azelaico, sebacico,subérico, adipico, citrico,
poritaconico; Triplo-Agar-Actcar-Ferro (TSI), aerobiose (utilizacdo do oxigénio) e
endosporos.

3.3.3 Testes de sensibilidade dos isolados bacterianos a antibidticos

A suscetibilidade das bactérias isoladas de explantes de bananeiras
micropropagadas foi testada através da prova de sensibilidade por difusdo, por meio
de discos de papel impregnados com os tipos de antibiéticos. Para a realizacao
deste teste, com o auxilio da al¢a de platina, retirou-se uma por¢édo de cada cultura
pura das bactérias crescidas, transferindo-a, individualmente, para Erlenmeyers
contendo 50 mL de meio caldo nutritivo (CN) (5 g.L™' de peptona, 3 g.L" de extrato
de carne, 5 g.L" de glucose, pH 7,0 + 0,2, sem adicdo do solidificante Agar). A
incubacao foi por 24 horas em shaker orbital ajustado para 100 rpm.

Em seguida, espalhou-se uma aliquota de 100 puL do agente microbiano em
estudo sobre a superficie do meio AN contido em placas de Petri de 90 x 150 mm
distribuindo-se, em seguida, os discos de papel impregnados com os antibiéticos. No
total, 20 antibiéticos foram avaliados, como segue: Cefalexina (30 pg.mL”
Cloranfenicol (30 ug.mL'1), Estreptomicina (10 ug.mL'1), Amicacina (30 pg. mL™

)

Ampicilina (10 pg.mL"), Penicilina (10 upg.mL"), Rifampicina (5 pg.mL™

Cefoxitina (30 pg.mL"), Acido Nalidixico (30 pg.mL™), Oxacilina (1 pg.mL"

Cefalotina (30 pg.mL"), Vancomicina (30 upg.mL"), Tetraciclina (30 pg.mL

),
)
)
Sulfonamida (300 pg.mL™), Cefaclor (30 pg.mL"), Cefotaxima (30 pg.mL™),
)
)
)

Amoxicilina (10 pg.mL"), Gentamicina (10 pg.mL™), Eritromicina (15 pg.mL™),
Novobiocina (5 pg.mL™).

A distribuicéo dos discos sobre o meio de cultura foi feita de forma asséptica,
sendo as placas incubadas a 28 °C na auséncia de luz, conforme metodologia
descrita por (SCHERWINSKI-PEREIRA et al., 2003).

A sensibilidade do isolado bacteriano ao antibiético teste foi avaliado apés 48

horas de incubacao, onde se determinou o halo de inibicdo formado, considerando
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suscetiveis ao antibiético os isolados que apresentaram formacado de halo de
inibicdo minimo de 8 mm, conforme metodologia descrita por Wilson e Power (1989).

Cada tratamento foi composto por duas placas de petri, sendo cada uma
considerada como uma repeticdo. Em cada placa foram colocados trés discos de
cada antibiético, considerados como unidades experimentais, em delineamento

inteiramente casualizado.
3.3.4 Determinagao da concentragao bactericida minina inibitoria (CBMI)

Para realizacdo de testes a fim de determinar a concentragao bactericida
minima inibitéria, utilizaram-se microrganismos previamente isolados dos explantes
de bananeira.

Os isolados foram repicados para novo meio AN e incubados a 28 °C por um
periodo de 18 a 24 horas. Do material crescido, com o auxilio da algca de platina
retirou-se uma pequena aliquota de cada bactéria em estudo, a qual foi transferida
individualmente para Erlenmeyers de 125 mL de capacidade contendo 50 mL de
solucao salina (sais de MS a 100%) e permaneceram sob agitagdo a 100 rpm por 24
horas em temperatura de 30 °C. Apds as 24 horas, retirou-se 1 mL da suspensao
bacteriana e esta foi transferida para tubos de ensaio medindo 25 x 150 mm
contendo 9 mL de solucgéo salina (sais de MS a 100%) para a realizacao de diluicées
seriadas até se obter uma suspensdo de 10 nimeros mais provavel de células.

Posteriormente, onze tubos de ensaio com solucao salina foram preparados
em duplicata e esterilizados em autoclave a 121 °C e 1,5 atm de pressao por 15
minutos. Em camara de fluxo laminar, foram adicionados a solu¢do, os seis
antibidticos (Cefaclor, Vancomicina, Acido Nalidixico, Cefalotina, Cloranfenicol,
Cefalexina), previamente selecionados no teste de sensibilidade por difusdo de
discos (item 3.3.3).

Os antibioticos foram esterilizados a frio por meio de filtragcdo (Millipore® 0,22
pum) e adicionados, individualmente, aos tubos de ensaio contendo 2 mL de solucdo
de modo a se obter uma diluicdo seriada de 1/2 a 1/1.024, correspondendo as
concentracdes que variaram de 2 a 1.024 mg.L" do antibiético testado. Em cada
tratamento, adicionou-se uma aliquota de 100 uL de uma suspensao bacteriana (107),
utilizando, como testemunhas, tubos de ensaios contendo apenas solugcao salina, sem

adicao de antibioticos.
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Posteriormente, os tubos foram mantidos a 28 °C no escuro e sob agitacao (100
rpm). A avaliacdo da turvagcao do meio foi feita por até 96 horas de incubacdo. Para
confirmacédo dos resultados, uma aliquota de 100 uL das diluicbes ndo turvadas dos
agentes testes foram plaqueadas em meio AN, em placa de petri medindo 90 x 150 mm
contendo 20 mL de meio, seguindo a metodologia desenvolvida por Scherwinski-
Pereira et al. (2003). Este procedimento foi realizado em triplicata, avaliando-se o
crescimento de coldnias por até 72 horas de incubacdo. Para todos os testes o

delineamento estatistico utilizado foi o inteiramente casualizado.

3.3.5 Avaliacdo de antibioticos para uso no cultivo in vitro de bananeiras: efeito da
fitotoxicidade sobre os cultivos

Para execucao deste experimento, explantes de bananeira da cultivar
Preciosa, obtidos da fase de multiplicagéo in vitro, medindo aproximadamente 1,5
cm, foram cultivados em fracos de 250 mL de capacidade contendo 30 mL de meio
de cultura de MS de consisténcia semi-sélida, acrescido de 4 mg.L"" BAP. A este
meio de cultura adicionou-se, individualmente, os antibiéticos de melhor resposta no
controle bacteriano: Acido Nalidixico, Cefaclor e Vancomicina nas concentracdes de
512 e 1.024 mg.L™".

Antes da adicdo no meio de cultura, os antibidticos foram esterilizados a frio
utilizando-se filtros de 0,22 um (Millipore®), sendo em seguida, acrescentados ao
meio de cultura quando este estava em processo de resfriamento (40 a 50 °C). Os
antibidticos testados foram aqueles previamente selecionados em razdo da maior
seletividade apresentada para as estirpes bacterianas isoladas e identificadas como
endofiticas contaminantes da cultura da banana (item 3.5.1) pertencente as familias
Vibrionaceae e Enterobacteriaceae e aos géneros Aeromonas e Klebsiella
respectivamente.

Posteriormente, apds a adicdo dos antibidticos ao meio de cultura, os
explantes foram entdo inoculados e mantidos em sala de crescimento com
temperatura de 25 + 2 °C, fotoperiodo de 16 horas e fluxo de radiagdo de 30 pmol.m?.s™.
Apobs 30 dias de cultivo, avaliou-se a porcentagem de sobrevivéncia dos explantes, a
altura de brotacdes e a taxa de multiplicacdo do material vegetal.

O delineamento estatistico utilizado foi o inteiramente casualizado com 5

repeticoes. Os tratamentos foram dispostos em esquema fatorial 3x3 sendo trés tipos
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de antibidticos e trés concentragées (0, 512 e 1.024 mg.L™"), num total de 9
tratamentos com 4 explantes por parcela.
Os dados obtidos foram submetidos a andlise de variagcdo e as médias

comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

3.4 ISOLAMENTO DE BACTERIAS DIAZOTROFICAS EM GENOTIPOS DE
BANANEIRAS

3.4.1 Contagem e Isolamento

Em razdo da ocorréncia de uma espécie diazotréfica nas amostras
contaminantes, durante a etapa de micropropagacao, amostras de solo e de raizes
de 30 cultivares de bananeira, provenientes da colecao de trabalho de bananeira da
Embrapa Acre, Rio Branco, AC, foram avaliadas quanto a presenca de isolados
fixadores de nitrogénio atmosférico.

As cultivares avaliadas quanto a presenca de bactérias diazotréficas foram:
Pacovan Ken, Prata Local, Nanicdo, Zuld, Ambrosia, Maravilha, Caipira, Grande
Naine, SH36-40, Terrinha, Preciosa, Terra Maranhao, FHIA 02, Branca Roxa, Thap
Maeo, D’Angila, FC06-02, Red Yad, Terra, PA42-44, Japira, Inaja, Pelipita, Mac3,
FHIA 21, Burccaner, ST12-31, Calypso, Pacovan, Prata Ana.

Para amostragem, plantas de bananeiras foram selecionadas ao acaso e,
destas, amostras de aproximadamente 100 g de solo rizosférico, juntamente com
raizes, foram envoltos em sacos de papel e acondicionadas em caixa de isopor para
o transporte.

Ja em laboratério, as raizes foram inicialmente lavadas em agua corrente e,
de cada gendtipo, 1 g de material fresco e de solo foi utilizado. Para o cultivo, as
raizes foram trituradas manualmente em um gral e diluidas em solugéo salina até 10”
(9 mL de solugéo autoclavada formulada com /4 da concentragdo de sais do meio
NFb) (Anexo A), como descrito por Débereiner et al. (1995). Esta mesma diluigéo foi
feita para as amostras de solo.

Uma vez maceradas as raizes e feita as diluicbes de ambas as amostras (solo
e raiz), uma aliquota de 0,1 mL dos extratos diluidos foram inoculados em frascos tipo
penicilina medindo 520 x 248 mm contendo 3 mL dos meios semi-sélidos LGl
(MAGALHAES et al., 1983) e JNFb (DOBEREINER et al., 1995) (Anexo A).
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Foram feitas trés repeticbes para cada diluicao e os fracos inoculados
permaneceram entre 5 e 7 dias em estufa a 30 °C para avaliagdo da formacao de
pelicula sub-superficial, caracteristica de crescimento de bactérias diazotroficas
microaerdfilas.

Conforme a metodologia tradicional descrita para isolamento de bactérias
diazotroficas, recomenda-se repicar duas vezes consecutivas as bactérias crescidas
nos frascos contendo meios semi-sélidos com o qual foram inicialmente isoladas,
assim, as culturas dos frascos que apresentaram formagdo de pelicula na maior
diluicdo de cada tratamento foram repicadas para novos meios semi-sélidos e os
que apresentavam formacao de pelicula foram entdo transferidos para placas de
petri medindo 90 x 150 mm contendo 20 mL de meios sélidos de igual formulagao,
acrescidos de 20 mg.L" de extrato de levedura. As bactérias que formaram coldnias
isoladas foram novamente repicadas para meios semi-solidos semi-especificos, a
fim de verificar e selecionar aquelas que continuaram a formar pelicula (pressao de
selegdo).

Os isolados que continuaram a apresentar formacao de pelicula em meio
semi-sélido foram entdo transferidos para meio sélido Dyg’s (Anexo A)
(RODRIGUES NETO et al.,, 1986) (meio enriquecido e que permite rapido
crescimento microbiano) para facilitar a visualizacdo de possiveis contaminantes.
Este procedimento foi repetido até a obtencdo de colbnias puras, seguindo-se a
metodologia de Ddébereiner et al. (1995). Uma vez purificadas, todas as colénias
morfologicamente diferentes foram individualizadas e transferidas para meios semi-
solidos LGl e JNFb para a verificagdo da formacao de nova pelicula.

As bactérias que apresentaram crescimento caracteristico nas diferentes
repicagens de selecdo, foram entdo crescidas novamente em meio Dyg’s, estocadas
em glicerol a 5% e acondicionadas em geladeira para posterior continuidade dos
testes de identificagdo das espécies associadas a bananeira.

3.4.1 Caracterizagdo morfo-fisiolégica dos isolados
Os isolados obtidos foram avaliados quanto aos aspectos morfologicos e

fisiologicos e comparados com estirpes diazotréficas de referéncia: Burkholderia
brasilense (M 130), Herbaspirillum seropedicae (HCR 54), Glucona acetobacter (PRJ
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55), Azospirillum amazonense (CBAmMC) e Azospirillum brasilense (SP7), todas
pertencentes a Embrapa Agrobiologia.

3.4.1.1 Aspectos morfolégicos das culturas

Os isolados de bananeira e as estirpes de referéncia foram individualmente
distribuidos em placas de petri (15 x 60 mm), contendo 20 mL dos seguintes meios
de cultura: NFB3, (meio com a mesma formulagdo do NFB, no entanto, com o triplo
da quantidade do corante Azul de Brometimol utilizada), JMV (BALDANI, 1996),
Batata (BALDANI; DOBEREINER, 1980) e LGI (MAGALHAES et al., 1983) (Anexo
A). Uma vez crescidas, as colénias foram entdo avaliadas morfologicamente visando
agrupar os isolados dentro do mesmo género e da mesma espécie. Os parametros
de avaliagdo foram: cor, elevagao, textura, borda, forma, superficie, tamanho, além
de detalhes caracteristicos das colénias, como brilho, opacidade, translucidez,
pigmentacao diferente da cor dominante, absor¢do do corante presente no meio e
consumo do meio (Anexo B).

Com os dados morfolégicos obtidos foi possivel agrupar os isolados, por meio
da construcdo de um dendograma de similaridade pelo método Unweighted Pair
Group Analises (UPGMA), utilizando, para tanto, o programa NTSYS-pc (Numerical
Taxonomy and Multivariate Analysis System), versdao 2.1 (ROHLF, 2000), indice
Simple Matching (SM).

3.4.1.2 Aspectos fisiolégicos das culturas
3.4.1.2.1 Produgéo de Acido Indolacético (AIA)

Para a determinacdo da produgcdo de acido indolacético (AlA), as culturas
foram transferidas para meio Batata solido (Anexo A). Ap6s aproximadamente 2 dias
de crescimento a 30 °C, os isolados foram inoculadas individualmente em um tubo
de ensaio de 20 x 200 mm de capacidade, contendo 5 mL de meio liquido Dyg’s com
pH = 6,0.

Neste meio de cultura, as células bacterianas permaneceram sob agitagdo a
60 rpm e temperatura de 30 °C por 24 horas. Em seguida, uma aliquota de 20 uL do
inoculo foi adicionada a novos tubos de ensaio de igual capacidade e quantidade de
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meio Dyg’s, com o pH ajustado com NaOH para nao inibir a acdo do Triptofano
percursor da auxina. Posteriormente, fez a adicdo de 30 uL de Triptofano
esterilizado a frio por meio de filtracao (Milipore® de 0,22 um). Foram mantidas trés
repeticobes por isolado, as quais foram incubadas a 30 °C na auséncia de
luminosidade e sob agitacao (60 rpm) por 72 horas.

Apds o crescimento das bactérias, com o auxilio de um espectrofotometro, a
densidade ética (DO) foi ajustada para aproximadamente 1 nm, e uma aliquota de 1
mL de cada repeticao da cultura foi centrifugada a 10.000 rpm por 5 minutos. Em
seguida, retirou-se 150 pL do sobrenadante aplicando-o em placas de polietileno
com capacidade 300 pL. Sobre o pellet, aplicou-se entdo 100 uL do reagente de
Salkowiski (solugdo de 1 mL da solugédo de FeCl3;.6H,O e 50 mL de HCIO4 a 35%),
responsavel pela formacdo de uma coloragdo rosacea ao reagir com a auxina
produzida pelo isolado.

Ap6s a adicdo do reagente, a placa foi mantida na obscuridade por 45
minutos para efetivacdo da reacao de coloragao e leitura em espectrofotébmetro com
filtro de 540 nm.

Como a deteccao de AlA foi feita utilizando-se uma medida colorimétrica, fez-
se necessario a construgdo de uma curva de calibragcdo com AIA sintético. Para tal,
preparou-se uma solucao de AlA sintético em agua destilada, nas concentracdes de
0, 5,10, 15, 20, 25, 50, 100, 150 e 200 mM, adicionou-se aos poucos algumas gotas
de KOH até a completa diluicdo do produto. Posteriormente, construiu-se uma curva
de calibracéo de AIA repetindo a metodologia descrita por Sarwar e Kremer (1995),
conforme descrito anteriormente.

A equacdo obtida pela curva de regressdo linear (R?= 0,9917) formada
através dos dados de absorbancia gerados por espectrofotometro (540 nm) foi
utilizada para quantificagdo de auxinas produzidas pelos isolados.

3.4.1.2.2 Redugéo de acetileno (ARA)

Para a realizacdo do teste de reducédo de acetileno, as culturas puras foram
inoculadas em frascos tipo penicilina de 520 x 248 mm, vedados com tampas de
borracha, contendo 3 mL de meio semi-sélido, de onde foram isolados inicialmente
(LGI e UJNFDb). As células foram inoculadas de modo a se obter trés repeticbes por

isolado bacteriano. A incubagao foi realizada a 30 °C até a formagédo de pelicula
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(aproximadamente sete dias), tempo considerado necessario para que os isolados
atinjam o pico de atividade.

Apoés este periodo, com o auxilio de uma seringa, extraiu-se 1 mL de ar do
interior dos vidros, injetando-se a mesma quantidade de gas (acetileno) nos frascos,
os quais foram mantidos em estufa a 30 °C por 60 minutos até a leitura em
cromatégrafo.

Passados os 60 minutos, tempo suficiente para ocorrer a agdo dos
microrganismos para fixacdo do acetileno, uma aliquota de 1 mL do gas inoculado
nos frascos foi retirado com o auxilio de seringas descartaveis e injetado em
cromatografo para leitura. No total, de cada isolado bacteriano foram realizadas
duas leituras, cujos dados foram usados para o posterior calculo da concentragdo do

gas acetileno.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 PRODUGCAO DE MUDAS DE BANANEIRAS POR MICROPROPAGAGCAO
4.1.1 Micropropagacgéo de banana a partir de apices caulinares

De maneira geral, as melhores taxas de multiplicagdo observadas quando se
usou os apices caulinares como material propagativo foram de 2,3 brotos por explante
para a cv. Preciosa, 2,1 brotos por explante para cv. Maravilha e 2,7 brotos por
explante para as cultivares Pacovan Ken e Japira na concentracdo de 4 mg.L"' de
BAP (Tabela 1). Este resultado foi semelhante ao obtido por Costa et al. (2006) em
experimento utilizando a cv. Grande Naine.

A partir das taxas médias encontradas na concentragéo de 4 mg.L”" BAP pode-
se estimar o numero potencial tedrico de brotos e, conseqientemente, de mudas a
serem produzidas em razdo do tempo, por meio da taxa de multiplicacdo estimada
(TMe). Assim, tomando-se por base a média do numero de brotagées acumuladas em
cada subcultivo das cultivares Preciosa, Japira, Maravilha e Pacovan Ken, ao final de
seis subcultivos sucessivos, seriam formadas 237; 539,1; 137,8 e 548,8 mudas por
explante, respectivamente (Tabela 1), excluindo-se as perdas ocasionadas por
contaminacgdes durante o processo.

Na média, nao foram observadas diferencas significativas entre as
concentracdes de 4 e 6 mg.L "' de BAP para as cultivares Preciosa e Maravilha. Para a
cultivar Maravilha também ndo se observaram diferencas estatistica entre as
concentracdes de 2, 4 e 6 mg.L" de BAP as quais apresentaram médias semelhantes
entre si em torno de 2,1 brotos por explante, sendo este, o gendtipo que apresentou
as menores meédias para taxa de multiplicacdo. Este fato comprova os resultados
obtidos por Banerjee e De Langhe (1985), Vuylsteke e De Langhe (1985) e Wong
(1986), de que a taxa de multiplicacado apresenta uma grande variagdo em funcao do
gendtipo e ainda Oliveira et al. (2001), que afirmam que a taxa de multiplicacdo e o
desenvolvimento in vitro de plantas dependem da escolha da melhor concentracao de
BAP.

A cultivar Maravilha, apesar de ter apresentado um total de 35,8% de perdas
por contaminacdo bacteriana (Tabela 3) e 1,5% de perdas dos explantes por

contaminagdo fungica no inicio dos subcultivos, alcangcou um somatério total de
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2.185,6 brotacdes ao final do sexto subcultivo, partindo-se de 15 explantes iniciais por
tratamento.

As cultivares Japira e Pacovan Ken acumularam um total de 3.935,3 e 3.143,4
plantas, respectivamente, com perdas por contaminacdo bacteriana na fase de
estabelecimento de até 39,3% para cultivar Japira e 19,5% para cultivar Pacovan Ken
(Tabela 2). De modo geral, melhorias na taxa de multiplicagao foram observadas apos
o terceiro subcultivo, o que esta de acordo com os resultados obtidos por Oliveira e
Silva (1997).

Os dados referentes as perdas ocasionadas por contaminacao fungica e/ou
bacteriana ao longo de seis subcultivos podem ser observados na Tabela 2. Verificou-
se que as perdas por contaminagao bacteriana foram reduzindo significativamente ao
longo dos subcultivos, sendo maior durante a fase de estabelecimento para todas as
cultivares analisadas. De acordo com Scherwinski-Pereira et al. (2003), apesar das
contaminagdes fungicas também ocasionarem importantes perdas de material, as
contaminagdes bacterianas sdo as mais sérias, principalmente devido sua dificil
deteccgao, podendo ser transferidas de um material para outro durante os sucessivos
subcultivos.

Diferentemente da contaminacdo bacteriana, a contaminacdo fungica foi
verificada ao longo dos seis subcultivos, 0 que pode ter sido devido ao manuseio ou
condicoes deficientes de assepsia. Neste trabalho, as cultivares que apresentaram os
maiores indices de perdas de material devido a proliferacao de fungos foram Pacovan

Ken e Japira no quarto e quinto subcultivos, respectivamente.
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TABELA 1 Taxa de multiplicagdo e estimativa de produgdo das cultivares de
bananeira Preciosa, Maravilha, Japira e Pacovan Ken, a partir de gemas
apicais durante o cultivo in vitro apos seis subcultivos em meio de
cultura com diferentes concentra¢des de BAP

CONCENTRACOES DE BAP mg.L”

Subc.”
0 2 4 6 0 2 4 6
............................ Preciosa..........c..... SRS T | ]| - IS
o** 1,0cA 1,0cA 1,0 dA 1,0cA 1,0 aA 1,0cA 1,0dA 1,0dA
1 2,0aA 2,0 bA 2,0cA 20bA 2,0aA 2,0 bA 2,0cA 2,0cA
2 1,1cB 1,3¢cB 1,8cA 20bA 1,0aB 1,5cB 1,3dB 2,2cA
3 1,5bC 2,6 aB 3,8aA 27aB 1,7aC 2,5bB 3,0 bA 3,7 aA
4 1,1¢cB 1,9 bA 2,1cA 22bA 13aC 4,0aB 4,8 aA 3,5aB
5 1,5bC 2,5aB 3,3aA 26aB 1,5aC 2,4 bB 3,6 bA 2,8 bA
6 1,5bC 2,2aB 2,5bB 29aA 13aC 2,6 bB 4,0 bA 2,3cB
Média BAP 1,4C 19B 2,3A 22A 1,4C 2,3B 2,7A 25B
TMe*™* 8,2 70,6 237,0 179,1 8,6 187,2 539,1 366,9
Subc. e Maravilha......cccccovvceeee. e Pacovan Ken.........ccccceeeeueee
o 1,0 bA 1,0cA 1,0cA 1,0dA 1,0aA 1,0 bA 1,0dA 1,0cA
1 2,0aA 2,0aA 2,0 bA 20bA 2,0aA 2,0aA 2,0cA 2,0 bA
2 1,0 bA 1,3cA 1,4 cA 1,4 cA 1,3aA 1,4 bA 1,8CcA 1,1cA
3 1,2bB 2,8aA 2,8 aA 27aA 1,1aD 2,7aC 4,4 bA 3,6 aB
4 1,0bC 1,7 bB 2,6 aA 1,7cB 1,7 aB 2,8aA 3,5aA 3,1aA
5 1,5aB 2,3aA 2,6 aA 25bA 1,2aB 2,4 aA 3,0 bA 2,7 aA
6 1,3bB 2,4 aA 2,6 aA 30aA 1,5aB 2,3aB 3,3 bA 3,0aA
Média BAP 1,3B 2,0A 21A 2,0A 14D 21 C 27 A 23 B
TMe*™** 47 68,3 137,8 96,4 8,7 116,8 548,8 198,9

Médias acompanhadas de mesma letra, ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knott ao
nivel de 5% de probabilidade. *Subcultivos; **Fase de estabelecimento; ***Taxa de multiplicagéo
estimada.

TABELA 2 Avaliagdo das perdas por contaminagao fungica e bacteriana ao longo
de seis subcultivos in vitro das cultivares de bananeira Preciosa,
Maravilha, Japira e Pacovan Ken independente das concentragbes de
BAP utilizadas no meio de cultura

TAXA DE CONTAMINACAO (%)

Subc® ———— . FUNQICA...ciivemrrrrriisiriies ccrescerssssnnsssnsnesssnns Bacteriana.........ccceeeeeriincennns
Preciosa Maravilha Japira P.Ken*™ Preciosa  Maravilha Japira  P.Ken**

0 0,0 1,5 0,0 0,0 22,4 35,8 39,3 19,5

1 0,0 0,0 0,0 3,0 18,0 19,0 14,3 22,7

2 4,4 5,9 0,0 0,0 22,0 14,7 0,0 0,0

3 3,4 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

4 1,3 0,0 0,0 7,1 8,0 8,5 3,6 0,0

5 0,6 1,6 7,1 0,0 8,4 19,6 0,0 0,0

6 0,9 1,7 0,0 0,0 1,9 3,7 0,0 3,6

*Subcultivos; **Pacovan Ken.
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Durante o plantio no viveiro das plantas produzidas em laboratério, verificou-se
uma taxa de sobrevivéncia de 96% das mudas (Figura 1D), as quais apresentaram
uma altura média de 17,1 cm aos 30 dias ap6s o plantio. As perdas observadas
durante esta fase foram de apenas 4% das plantas, resultado inferior ao obtido por
Oliveira et al., (2001) trabalhando com a cultivar FHIA 01 onde as perdas das mudas
foram de aproximadamente 6% nesta fase.

Neste trabalho, durante a aclimatizagdo, as mudas apresentaram aspecto
vigoroso e, visualmente, ndo foram observadas variantes somaclonais, o que indica
que as condi¢des propostas para a produgédo de mudas de bananeira das cultivares
Preciosa, Maravilha, Pacovan Ken e Japira foram ideais para propagacdo destas

cultivares.

FIGURA 1 A - Aspecto de explante contaminado por bactéria em fase inicial de
cultivo; B - Aspecto de explante sadio em fase inicial de cultivo; C -
Explantes em fase de multiplicagdo; D - Aspecto das mudas apds 30
dias de aclimatizacdo em casa de vegetacao.

4.1.2 Micropropagacéo de banana a partir de gemas florais

As perdas por contaminagdo durante a fase de estabelecimento in vitro das
gemas florais alcangcaram 53,3% para ambas as cultivares testadas, Preciosa e FHIA
02. Muito embora este valor represente uma porcentagem expressiva dos explantes
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inoculados, € ainda, inferior ao obtido por Soares et al. (2002), onde as
contaminacdes bacterianas atingiram 70% do material estabelecido. Santana (1999),
trabalhando com explantes provenientes de inflorescéncias da cv. Pacovan,
observou que os problemas de contaminacdo e oxidacao inicial dos explantes
também ocorriam com maior intensidade quando se utilizavam este tipo de explante.

No entanto, muito embora a propagacao de mudas de bananeiras ndao sejam
comumente oriundas de explantes florais, a viabilidade de seu uso como fonte de
material propagativo tem sido citada desde 1985 por Vuylsteke e De Langhe. Bakry
e Rossignol (1985) recomendam a utilizagdo de tecidos florais, argumentando que
esses sdo menos susceptiveis as oxidagdes em conseqiéncia da menor liberagdo
de compostos fendis que, dependendo do grau, pode causar a morte e consequente
perda do material durante o cultivo in vitro. Ainda segundo estes autores, esta
liberacao de fendis ao redor dos explantes pode impedir a absorcao dos nutrientes
do meio de cultura e, portanto, o desenvolvimento e proliferagcdo das gemas.
Ressalta-se também que o uso de explantes de origem floral poderia ser uma
alternativa ao uso de explantes originados de gemas apicais, uma vez que,
geralmente, este tipo de propagulo é eliminado no momento de crescimento do
cacho.

Ainda no que se refere a taxa de perda do material propagativo por
contaminacgao, verificou-se que ao longo dos cultivos ocorreu uma reducdo na
freqliiéncia de contaminacdo bacteriana e, conseqliente, descarte de material
(Tabela 3).

Apesar das elevadas perdas de material por contaminacao, as maiores taxas
de multiplicacédo obtidas neste trabalho com o uso de propégulos florais alcangaram
5,3 brotos por explante para cultivar Preciosa e 6,1 brotos por explante para cultivar
FHIA 02 no terceiro subcultivo (Tabela 4). Apds este subcultivo, os clones de ambas
as cultivares permaneceram com uma taxa de multiplicacdo semelhante até o sétimo
subcultivo, com média de 2,1 brotos por explante. E assim como verificado para o
experimento onde se utilizou gemas apicais como material propagativo, a estimativa
(TMe) do numero de mudas a serem produzidas em sete subcultivos, a partir de
explantes de origem floral, foi de 60,6 e 79,2 mudas por explante para as cultivares
Preciosa e FHIA 02, respectivamente.

Quando a taxa de multiplicacdo ao longo dos subcultivos foi avaliada

individualmente, verificou-se que os clones 4 e 9 da cultivar FHIA 02 foram os Unicos
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que apresentaram producado de mudas estimada superior a 100 mudas por explante
(113,4 e 163,2 mudas respectivamente). Ja& para a cultivar Preciosa, somente o
clone 2 é que apresentou uma produgcdo estimada em mais de 100 mudas por
explante (105,9 mudas). Isso sugere a importancia de se otimizar os indices de
multiplicagdo em cada subcultivo para que, ao final do periodo de multiplicagédo, o
nuamero acumulado de brotacdes possa tornar este processo ainda mais eficiente.

Neste trabalho, verificou-se que um aumento significativo na taxa de
multiplicacao s6 foi observado apds a 32 subdivisdo do material propagativo, tanto
para cv. Preciosa como para a FHIA 02 (Tabela 4). Apesar de nao ter sido testada e,
portanto, necessitar de estudos mais aprofundados, a hipétese capaz de explicar
esse aumento na taxa de multiplicacdo ao longo dos cultivos pode estar na
necessidade de reversdo do estado floral ao vegetativo dos explantes, que ocorreu
somente a partir deste subcultivo (Figura 2) e, conseqlentemente, o retorno ao
estado meristeméatico, em processos denominados de desdiferenciacdo e
rediferenciacao, ou seja, reprogramacao celular (ALVES, et al., 2004).

Comparativamente ao terceiro subcultivo, observou-se decréscimo das taxas
de multiplicagdo nos subcultivos subsequentes, que situaram-se entre 1,2 e 3,6
brotos por explante até o final do experimento (Tabela 4). Esta diminuicdo das taxas
de multiplicagdo ocorreu, possivelmente, em razado da individualizacdo das
brotacdes e, por conseguinte, da diminuicdo dos indices de regeneracdo de novas
brotacdes. Soma-se o fato de que as brotacdes originadas deste tipo de explante
podem nao apresentar uma estrutura morfofisiologica como as das gemas apicais,
as quais possuem inumeras porcdes vegetativas meristematicas circundando o
pseudocaule, isso pode explicar o fato das taxas de multiplicagdo e, portanto,
formacdo de mudas a partir deste tipo de explante serem, de maneira geral,
inferiores aqueles observados quando se usa explantes provenientes de gemas
apicais.
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TABELA 3 Avaliacdo das perdas por contaminagdo bacteriana ao longo de sete
subcultivos in vitro das cultivares de bananeira Preciosa e FHIA 02

TAXA DE CONTAMINAGAO/MORTE (%)

cr cv. Preciosa cv. FHIA 02
.......................... Subcultivos.......eemeeeeeciiiiinnnns S 1| o Yo U] | {170 Y-
Est.** 1 2 3 4 5 6 7 Est. 1 2 3 4 5 6 7

1 100 - - - - - - - 00 00 50 0,0 00 0,0 0,0 O,

2 0,0 00 00 0,0 0,0 55 0,0 0,0 100 - - - - - - -

3 0,0 00 50 00 0,0 11,0 0,0 0,0 100 - - - - - - -

4 0,0 00 50 0,0 0,0 53 00 00 00 00 50 00 00 00 0,0 2

5 100 - - - - - - - 100 - - - - - - -

6 100 - - - - - - - 100 - - - - - - -

7 100 - - - - - - - 00 00 50 0,0 00 0,0 0,0 O,

8 0,0 00 50 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 100 - - - - - - -

9 100 - - - - - - - 00 00 00 00 00 00 0,0 7,

10 0,0 00 00 00 125 6,7 0,0 0,0 100 - - - - - - -

11 0,0 00 50 0,0 0,0 59 00 00 00 00 50 00 00 00 0,0 O,

12 100 - - - - - - - 100 - - - - - - -

13 0,0 00 50 o0 11,0 00 00 00O OO0 00 00 00 00 00 0,0 O

14 100 - - - - - - - 100 - - - - - - -

15 100 - - - - - - - 00 00 00 00 00 00 0,0 O,

*Clones; **Estabelecimento: A perda por contaminagao inicial neste experimento foi de 53,33% dos
clones.

TABELA 4 Taxas de multiplicacéo por clones das gemas florais de bananeira in vitro,
com 4 mg.L™" de BAP, das cultivares Preciosa e FHIA 02

TAXA DE MULTIPLICACAO

Clones cv. Preciosa
.......................................... Subcultivos........ccccciiiiiiirreere e e, TMe*
1 2 3 4 5 6 7
2 1,0 1,0 5,0 1,8 3,2 2,3 1,6 105,9
3 1,0 0,5 5,0 1,8 1,4 1,7 1,6 17,1
4 1,0 0,5 6,0 3,2 3,6 1,5 1,6 82,9
8 1,0 0,5 3,0 2,3 1,8 2,2 1,6 21,8
10 1,0 1,0 4,0 2,2 1,8 1,6 2,2 55,7
11 1,0 0,5 5,0 3,4 29 25 1,4 88,8
13 1,0 0,5 9,0 1,5 22 2.1 1,7 53,0
Média 1,0 0,64 5,3 2,3 2,4 2,0 1,7 60,6
cv. FHIA 02
Clones ———™ . Subcultivos........cccciiiiii e TMe
1 2 3 4 5 6 7
1 1,0 0,5 2,0 2,5 2,0 2,4 1,8 21,6
4 1,0 0,5 7,0 2,5 2.4 3,0 1,8 113,4
7 1,0 0,5 7,0 2,2 2.4 2,1 1,3 50,4
9 1,0 1,0 12,0 1,6 2,5 1,7 2,0 163,2
11 1,0 0,5 3,0 3,3 2,0 2,2 1,1 71,8
13 1,0 1,0 8,5 1,2 2,7 1,6 1,6 70,5
15 1,0 1,0 3,5 1,6 2,6 2,3 1,9 63,6
Média 1,0 0,7 6,1 2,1 2,4 2,2 1,7 79,2

*Taxa de multiplicagéo estimada.
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FIGURA 2 A- Brotagbes a partir de inflorescéncia no inicio do cultivo; B e C-
Brotagcdes de inflorescéncia a partir do 3° subcultivo; D e E-
Inflorescéncias em 4 mg.L" de BAP a partir do quinto subcultivo; F-
Fonte de explante de apice floral.

4.2 ACLIMATIZAGAO E CRESCIMENTO DE MUDAS DE BANANEIRAS
MICROPROPAGADAS NAS CONDICOES DA AMAZONIA SUL-OCIDENTAL:
EFEITO DE TIPOS DE SUBSTRATOS E RECIPIENTES

Pela analise dos substratos, pode-se observar aumento na umidade percentual
e nos teores de carbono, nitrogénio, calcio, fésforo e potassio a medida que a
proporcao de casca de arroz carbonizada nos substratos contendo esterco foi elevada
(Tabela 5). E possivel observar ainda que, quando foi feita a andlise quimica do
esterco bovino isoladamente, este apresentou os maiores teores de nutrientes, o que
pode influenciar sobremaneira na disponibilidade de nutrientes nos substratos que o
contém (Tabela 5). Este fato corrobora com Almeida et al. (1988) e Matos et al.
(2002), que afirmam que para uma correta interpretacdo dos resultados obtidos com o
emprego de esterco em substratos, deve-se considerar a composi¢cdo quimica do
mesmo, uma vez que alteragées na composicdo de substratos pelo uso de esterco

proporcionam efeitos benéficos no crescimento vegetativo de mudas.
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TABELA 5 Caracteristicas quimicas dos Substratos testados e de seus

componentes

Substrato Cinzas Umidadf Carbono N Ca Mg . P K
............................. Jorsneeannrrnmeanmannn e annneann [ETTTTTPRPTON o 1 (¢ [N
Esterco 76,07 4,81 23,93 0,97 5,24 4,24 3,34 10,06
CAC* 35,72 7,59 64,28 0,79 3,93 2,24 2,60 10,37
S1 90,15 2,70 9,85 0,30 2,02 0,74 0,61 1,86
S2 88,56 2,46 11,44 0,34 2,42 1,09 0,98 2,65
S3 87,49 2,40 12,51 0,32 2,24 0,74 0,67 2,19
S4 85,62 2,68 14,38 0,40 2,70 1,16 1,07 2,93
S5 82,13 3,13 17,87 0,49 2,73 1,62 1,19 2,67
S6 76,46 3,70 23,54 0,55 3,04 0,97 1,37 8,12

Médias de trés plantas/parcela. Resultado de N, Ca, Mg, K e P foram obtidos com base na matéria seca
a 105 °C. Analises realizadas de acordo com Embrapa (1997). *CAC: Casca de arroz carbonizada; S1:
Terra de encosta; S2: Terra de encosta + esterco bovino (3:1 v/v); S3: Terra de encosta + CAC (3:1 v/v);
S4: Terra de encosta + esterco bovino + CAC (3:1:1 v/v); S5: Terra de encosta + esterco bovino + CAC
(3:1:2 v/v) e S6: Terra de encosta + esterco bovino + CAC (3:1:3 v/v).

A sobrevivéncia das plantas ndo foi significativamente influenciada pelos
diferentes substratos e tipos de tubetes utilizados (Tabela 6), tendo sido observada
uma sobrevivéncia média superior a 91% (Figura 3C). Para a altura da parte aérea e
didmetro do pseudocaule, o cultivo das plantas em tubetes de maior tamanho
promoveu resultados significativamente superiores, com valores médios de 30,5 cm e
11,2 mm, respectivamente. Estes resultados estdo em concordancia com Neto et al.
(2004), segundo os quais o tamanho do recipiente tem grande influéncia no
desenvolvimento de mudas, por proporcionar um bom desenvolvimento do sistema
radicular. Provavelmente, o maior volume de substrato nos tubetes maiores e,
consequentemente, a maior disponibilidade de nutrientes ao longo do tempo e o0 maior
espaco para o crescimento das raizes tenham favorecido positivamente os resultados
de crescimento das plantas observados neste experimento (Figura 3B).

Apesar de o cultivo em tubetes pequenos (115 cm®) ter proporcionado
resultados inferiores em crescimento das plantas que aqueles observados em tubetes
de 180 cm?®, ndo houve diferencas na sobrevivéncia das plantas, sugerindo que seu
emprego poderia ser util em curtos periodos de aclimatizagdo. Constituem-se,
portanto, numa alternativa para economia de material, pois uma menor quantidade de
substrato € necessaria para o preenchimento dos tubetes, além de requererem menor
espaco fisico, tempo na execucao do trabalho e, conseqliientemente, menor custo na
producéao (Figura 3A).
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Estudando a aclimatizacao de mudas de abacaxizeiro micropropagadas sob a
influéncia de diferentes substratos e recipientes, Souza Junior et al. (2001) nao
observaram superioridade do uso de tubetes grandes em relacdo a tubetes pequenos.
De acordo com seus resultados, o cultivo em tubetes pequenos suplantou os tubetes
grandes quanto as variaveis de crescimento da parte aérea e do sistema radicular,
excecao observada apenas para o diametro do colo. No entanto, de acordo com Reis
et al. (1989), a restricdo do crescimento de raizes provocada pelo volume do
recipiente pode promover o desequilibrio da razao raizes: parte aérea, alterando as
respostas fisioldgicas das plantas cultivadas.

Avaliando-se os substratos, incrementos significativos em relagéo a altura da
parte aérea, foram observados apenas entre o substrato S1 e S2 (desprovido e
acrescido de esterco, respectivamente), muito embora os substratos contendo esterco
bovino tenham apresentado as maiores médias. Ja, quanto ao didmetro de plantas, os
melhores resultados foram obtidos nos substratos formulados com esterco bovino (S2,
S4, S5 e S6), os quais ndo diferiram entre si, porém, foram estatisticamente
superiores aos demais substratos (Tabela 6).

Diante desses resultados, pode-se inferir que a introducdo de esterco bovino
teve um efeito mais pronunciado sobre o crescimento e a formacdo de mudas
micropropagadas de bananeira do que o incremento na propor¢cado de casca de arroz
carbonizada aos substratos. Além disso, entre os substratos contendo casca de arroz
carbonizada, pouca contribuicdo foi observada com o aumento deste componente.

Resultados positivos pelo uso da matéria organica (esterco bovino) na
composicao de substratos para a producdao de mudas tém sido reportados por varios
autores (SOUSA, 1994; VERMA; ARYA, 1998). De acordo com Verma e Arya (1998),
a matéria organica (esterco de curral) possui em seu peso seco basicamente: 0,4—
1,5% N, 0,3-0,9% de P>0Os e 0,3-1,9% K>0. Deste, metade é constituida de N ou K, e
1/6 do fésforo é prontamente sollvel e disponivel para as plantas. Soma-se a estas
caracteristicas o fato do hiumus ou da matéria organica possuirem ainda propriedades
de natureza coloidal, decorrentes de sua estrutura orgéanica complexa, aliada a uma
fina subdivisdo de particulas (RAIJ, 1991). Assim, podem-se obter efeitos benéficos
quanto a fertilidade do solo e no estimulo ou ndo do desenvolvimento de fungos
micorrizicos benéficos (JONER; JAKOBSEN, 1992; VEJSADOVA, 1992), além de

promover melhor desenvolvimento das raizes (BRANZANTI et al., 1992).
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Estudando os efeitos da utilizagdo de fungos micorrizicos e da matéria organica
na aclimatizacdo de mudas micropropagadas de bananeira cv. Nanicao (AAA), Matos
et al. (2002) observaram que, no tratamento sem micorrizas, a presenca de matéria
organica incrementou todas as variaveis avaliadas (altura, didmetro e numero de
folhas ativas) em relagdo a sua auséncia, muito embora, para algumas variaveis, nao
tenham sido observadas diferencas estatisticas quando se adicionou 10% e 20% de
matéria organica.

Trabalhando com mudas micropropagadas de abacaxizeiro cv. Pérola, Moreira
et al. (2006) também evidenciaram efeitos positivos da composi¢éo de substratos com
esterco bovino. Segundo estes autores, as variaveis analisadas relativas a parte aérea
e, em menor intensidade, as raizes, foram favorecidas pelo uso deste tipo de matéria
organica. Contrariamente, mudas cultivadas apenas em terra de subsuperficie
apresentaram resultados inferiores quando comparados aqueles obtidos com
substratos formulados com esterco bovino, evidenciando a necessidade da mistura
deste tipo de componente organico aos substratos. Peixoto et al. (2006) notaram
beneficios advindos da utilizacdo de esterco bovino como componente de substratos
para aclimatizagdo de palma forrageira (Opuntia ficus-indica (L.) Mill.)
micropropagadas, em que as plantas cultivadas em substratos contendo solo e
esterco, nas proporcoes de 1:1 e 2:1, aos 180 dias, apresentaram os melhores
resultados, atingindo 27,8 cm e 25,5 cm de altura, além de apresentarem maior
numero de brotagdes, com 2,2 e 2,5 por planta, respectivamente.

Embora nenhuma diferenga significativa tenha sido observada entre os
substratos formulados com terra de encosta e casca de arroz carbonizada e aqueles
contendo apenas esterco, pesquisas relatam que a opgao pela casca de arroz €, na
maioria das vezes, atribuida a sua caracteristica de aumentar a porosidade total do
substrato, em razdo de sua baixa densidade, permitindo, dessa forma, maior
drenagem e aeragao do sistema radicular da muda (HARTMANN et al., 1997), o que
poderia acarretar maior desenvolvimento das raizes e crescimento da parte aérea.
Além disso, seu baixo custo e sua grande disponibilidade em regides onde a
orizicultura se encontra presente, sdo fatores relevantes para que diversos autores o
utilizem como constituinte na formulagdo de substratos (BELLE; KAMPF, 1994).

Em relacdo a massa fresca de raizes, parte aérea e total, nenhuma diferenca
significativa foi verificada entre os substratos quando se empregaram tubetes

pequenos (115 cm®). Por outro lado, observou-se comportamento distinto pelo uso de
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tubetes maiores (180 cm®), em que resultados verificados nos substratos S1 e S3
foram estatisticamente inferiores aqueles observados em substratos que continham o
esterco bovino em sua composicdo. Em geral, as maiores médias foram verificadas
quando se utilizou tubetes grandes (180 c¢cm®) e nos substratos contendo esterco
bovino em sua composi¢ao (Tabela 7).

Para a massa seca de raizes, diferencas significativas entre os substratos sé
foram verificadas quando se utilizaram tubetes pequenos (115 cm®), embora o
substrato contendo terra de encosta e casca de arroz carbonizada (S3) tenha
apresentado a menor média. J& em relagdo a massa seca da parte aérea e total, ndo
se verificou diferenga estatistica entre os substratos com o uso de tubetes pequenos
(115 cm?®). Entretanto, resposta significativa das mudas crescendo em diferentes
substratos com o emprego de tubetes grandes (180 cm?®) foi verificada, com menores
médias para o substrato S1 e S3 (Tabela 8).

Avaliando-se as médias, observa-se que o cultivo de plantas de bananeira da
cv. Grande Naine nos tubetes maiores e em substratos contendo esterco em sua
composicao, possibilitou os melhores resultados as variaveis avaliadas neste trabalho
(Tabela 9). Observacbes semelhantes foram reportadas por Matos et al. (2002),
segundo 0s quais, a massa seca de raizes de mudas de bananeira, cv. Nanicao,
cultivadas na presenca de matéria organica, tiveram valores 7,6 vezes superiores
aquelas cultivadas sem a presenca de matéria organica. Porém, observaram que,
para a parte area e comprimento radicular especifico, as maiores médias foram
constatadas sem matéria organica. Outro efeito também notado por estes autores pelo
uso da matéria organica refere-se ao conteudo total de fésforo na planta, que foi

estatisticamente superior na auséncia de esterco no substrato.
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TABELA 6 Taxa de sobrevivéncia, altura da parte aérea e didametro do pseudocaule
de mudas micropropagadas de bananeira, cv. Grande Naine, apds 75
dias de aclimatizacao

Substratos** Sobrevivéncia (%) Altura da parte aérea (cm) Diametro (mm)
TP*** TG** Média* TP TG Média* TP TG Média*
S1 88,9 97,2 93,0a 21,0 25,0 23,0b 8,2 9,4 8,8b
S2 100 100 100 a 23,0 34,0 28,8 a 9,1 12,6 10,9a
S3 86,1 97,2 91,7a 19,5 27,8 23,7ab 7,6 10,0 8,8b
S4 97,2 100 98,6a 22,3 31,1 26,7ab 8,5 11,7 10,1a
S5 100 100 100 a 24,0 31,8 27,9ab 9,2 12,1 10,6a
S6 100 100 100 a 23,2 32,8 28,0ab 8,9 11,2 10,1a
Média 95,4A 99,1A 22,2B 30,5A 8,6B 11,2A
CV(%) 8,3 17,3 6,7

*Médias seguidas por letras distintas dentro de cada item avaliado, minusculas na vertical e
maiusculas na horizontal, diferem entre si, a 5% de probabilidade, pelo teste de Tukey. **S1: terra de
encosta; S2: terra de encosta + esterco bovino (3:1 v/v); S3: terra de encosta + casca de arroz
carbonizada (3:1 v/v); S4: terra de encosta + esterco bovino + Casca de arroz carbonizada (3:1:1 v/v);
S5: terra de encosta + esterco bovino + Casca de arroz carbonizada (3:1:2 v/v) e S6: terra de encosta
+ esterco bovino + Casca de arroz carbonizada (3:1:3 v/v). ***TP - Tubetes Pequenos (115 cm®); TG -
Tubetes Grandes (180 cm®).

TABELA 7 Massa fresca de raizes, parte aérea e total de mudas micropropagadas
de bananeira, cv. Grande Naine, apds 75 dias de aclimatizagéao

Massa fresca de Raizes Massa fresca da parte Massa fresca total*
Substratos** (9)* aérea (g)*
TP  TG*™* Média TP TG Média TP TG Média
S1 3,6aB 6,9bA 53b 8,0aB 17,1bA 126b 11,5aB 24,1bA 17,8b
S2 55aB  11,5aA 85a 12,2aB 29,6aA 20,9a 17,8aB 40,7aA 29,2a
S3 5,0aA  6,8bA 590 8,6aB 18,5bA 13,5b 13,5aB 252bA  19,3b
S4 54aB  12,9aA 9,2a 11,2aB 11,2aA 20,6a 16,6aB 42,9aA 29,7a
S5 6,1aB 13,2aA 96a 11,1aB 34,0aA 226a 17,2aB 41,3aA 29,2a
S6 54aB 11,6aA 85a 10,8aB 27,8aA 19,32 16,3aB 39,4aA 27,8a
Média 52B 10,5A 10,3B 26,2 A 155B 356 A
CV(%) 23,1 15,5 22,3

*Médias de trés plantas/parcela. Médias seguidas por letras distintas dentro de cada item avaliado,
mindsculas na vertical e mailsculas na horizontal, diferem entre si, a 5% de probabilidade, pelo teste de
Tukey. **S1: terra de encosta; S2: terra de encosta + esterco bovino (3:1 v/v); S3: terra de encosta + casca
de arroz carbonizada (3:1 v/v); S4: terra de encosta + esterco bovino + Casca de arroz carbonizada (3:1:1
v/v); S5: terra de encosta + esterco bovino + Casca de arroz carbonizada (3:1:2 v/v) e S6: terra de encosta
+ esterco bovino + Casca de arroz carbonizada (3:1:3 viv). ***TP - Tubetes Pequenos (115 cm®); TG -
Tubetes Grandes (180 cm®).
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TABELA 8 Massa seca de raizes, parte aérea e total de mudas micropropagadas
de bananeira, cv. Grande Naine, apds 75 dias de aclimatizagéao

Massa seca de Raizes (g)* Massa seca da parte aérea Massa seca total (média)*

Substratos** (g)*

TP*** TG**  Meédia TP TG Média TP TG Média

S1 0,9 aA 0,7abA 0,8a 1,3aA 1,6 bA 1,4ab 16aB 2,3abA 2,0ab

S2 0,7abB 1,1 aA 09a 1,2aB 2,3abA 1,7ab 16aB 3,3abA 25a

S3 0,3 bA 05 aA 04b 08aB 1,5 bA 12b 1,1aB 2,0bA 16b

S4 0,4abB  1,0abA 0,7ab 1,1aB 2,7 aA 19a 1,6aB 3,7aA 26a

S5 0,4abB 1,0abA 0,7ab 1,1aB 2,7 aA 19a 1,5aB 3,7 aA 26a

S6 0,4abB 0,8abA 06ab 09aB 22 aA 1,6ab 1,3aB 3,0abA 22ab
Média 0,5B 09A 1,1B 22 A 1,5B 3,0A
CV(%) 36,0 31,3 24,9

*Médias de trés plantas/parcela. Médias seguidas por letras distintas dentro de cada item avaliado,
minusculas na vertical e mailsculas na horizontal, diferem entre si, a 5% de probabilidade, pelo teste de
Tukey. **S1: terra de encosta; S2: terra de encosta + esterco bovino (3:1 v/v); S3: terra de encosta + casca
de arroz carbonizada (3:1 v/v); S4: terra de encosta + esterco bovino + Casca de arroz carbonizada (3:1:1
v/v); S5: terra de encosta + esterco bovino + Casca de arroz carbonizada (3:1:2 v/v) e S6: terra de encosta
+ esterco bovino + Casca de arroz carbonizada (3:1:3 viv). ***TP - Tubetes Pequenos (115 cm?); TG -
Tubetes Grandes (180 cm®).

FIGURA 3 Aclimatizagdo de mudas cv. Grande Naine no viveiro da Embrapa Acre;
Comparacédo entre mudas aclimatizadas em: A - tubetes pequenos (115
cm®); B- tubetes grandes (180 cm®); C- Aspecto das mudas oriundas da
micropropagacao apdés 45 dias de aclimatizagao.

4.3 DIAGNOSE E CONTROLE DE BACTERIAS CONTAMINANTES EM
EXPLANTES DE BANANEIRAS

As estirpes bacterianas isoladas foram detectadas em explantes de bananeira de
trés diferentes cultivares: Preciosa, Maravilha e Thap Maeo. Os isolados encontrados
com maior frequiéncia foram de duas espécies: Klebsiella pneumoniae e Aeromonas
hydrophila, sendo nove estirpes pertencentes a primeira espécie, € apenas um da
segunda espécie, onde somente na cultivar Maravilha houve a incidéncia de ambas as

espécies identificadas.
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Embora espécies do género Aeromonas sejam comumente relacionadas a
trabalhos voltados para sua patogenecidade em humanos, e sua maior ocorréncia
esteja relatada em aguas e peixes, este resultado ndo contrasta com os resultados
obtidos por Brandi et al. (1996), que afirmam que o solo € um importante reservatorio
destas espécies, local onde suas cepas sobrevivem por longos periodos de tempo
podendo ainda serem transmitidas através de material vegetal.

As colbnias apresentaram uma cor creme para K. pneumoniae e cor creme clara
para A. hydrophila. A espécie K. pneumoniae apresentou ainda os seguintes caracteres:
bastonetes curtos, Gram negativa, anaerdbica facultativa, sem - motilidade, esporos
ausentes, forma circular e elevada, superficie regular, lisa, brilhante, textura cremosa,
catalase positiva, oxidase negativa (Tabela 9). Segundo Scherwinski-Pereira et al.
(2003), este género, pertencente a familia Enterobacteriaceae, esta associado as
perdas de materiais durante o cultivo in vitro. No entanto, apesar dos problemas
ocasionados na cultura de tecidos, espécies de bactérias pertencentes a este género,
sao rotineiramente utilizadas como organismos modelo para os estudos de genética e
bioquimica da fixacao biol6gica de nitrogénio (FBN) (MARIN et al., 1999), indicando que
a bananeira apresenta uma importante flora endofitica fixadora de nitrogénio no interior
de seus tecidos.

Colbnias da espécie do A. hydrophila caracterizam-se por apresentar borda
irregular, superficie lisa e brilhante, textura cremosa, e com odor caracteristico. Suas
células apresentam bastonetes curtos e com forma convexo circular, além de ser Gram
negativa, anaerdbica facultativa, mével, ndo formar esporos, e apresentar catalase e
oxidase positivas e uréase negativa (Tabela 9). Para a cultura de tecidos é um
organismo considerado de dificil erradicacao, por ser bastante resistente e dificil de se
eliminar com hipoclorito (SISTI et al.,, 1998), componente muito utilizado na
desinfestacao de explantes nos cultivos in vitro.

Esses resultados corroboram com Niestche et al. (2006) que trabalhando com as
cultivares de bananeira Prata Ana e SH36-40, afirmam que as maiores porcentagens de
bactérias contaminante encontrados nos explantes de bananeira foram do tipo Gram
negativa, com valores de 62,5% e 57,1% respectivamente. No entanto, bactérias de
origem endofitica, ou seja, aquelas presentes no interior dos tecidos vegetais, sem
causar aparentemente doencas (SCHERWINSKI-PEREIRA et al., 2003), podem
aparecer no meio de cultura mesmo apds uma desinfeccao, ja que esta é feita de forma

superficial e, portanto, ndo atingem o interior dos tecidos onde se encontram estes
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potenciais contaminantes. De acordo com Scherwinski-Pereira et al. (2003), além de
serem as mais problematicas, as contaminacdes bacterianas sao agravantes pelo fato
de serem dificeis de serem evidenciadas no inicio dos cultivos, sendo detectadas,
geralmente, somente apds algum tempo de manipulagdo, normalmente quando um
grande numero de plantas ja esta propagado.

Estes autores afirmam ainda, que por serem de dificil visualizacdo, estas
bactérias sdo facilmente transmitidas de um material para outro, durante os subcultivos
dos explantes. Além disso, citam que quando as condicées do meio de cultura (nutricao,
pH) tornam-se favoraveis ao seu desenvolvimento, as bactérias passam a competir por
nutrientes minerais e carboidratos do meio de cultura, comprometendo a multiplicacao e
o desenvolvimento dos cultivos, podendo leva-los rapidamente a morte.

Assim, a identificagdo dos microrganismos contaminantes durante o cultivo in
vitro é citada por Scherwinski-Pereira et al. (2003) como sendo uma condicdo para a
selecdo de agentes bactericidas que possam inibir o crescimento destes

microrganismos no meio de cultura, evitando assim, a perda de materiais.

4.4 TESTES DE SENSIBILIDADE DOS ISOLADOS BACTERIANOS A
ANTIBIOTICOS

Neste trabalho, as duas espécies de bactérias testadas foram consideradas
sensiveis a antibiéticos quando o didmetro da zona inibitéria foi maior que 8 mm (Tabela
10). Assim, verificou-se que os isolados de K. pneumoniae tiveram seu crescimento
inibido por seis substancias antimicrobianas: Vancomicina, Cloranfenicol, Cefotaxima,
Cefoxetina, Tetraciclina e Cefaclor. Schmitz et al. (2000) verificaram que a Cefotaxima
foi particularmente ativa para a familia Enterobacteriaceae, incluindo organismos do
género Klebsiella.

Ja para A. hydrophila verificou-se que esta apresentou sensibilidade aos
antibiéticos: Cefalotina, Cloranfenicol, Cefotaxima, Acido Nalidixico, Eritromicina,
Cefalexina, Tetraciclina e Cefaclor.

Estes resultados permitiram fazer uma selecdo dos antibidticos a serem
utilizados no estudo subseqliente que determinou a concentragdo bactericida minima
inibitéria  (CBMI) dos contaminantes, uma etapa considerada de fundamental
importancia por Scherwinski-Pereira et al. (2003), que citam que o sucesso do trabalho

com antibiéticos em cultivos in vitro somente pode ser obtido apds o isolamento,
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identificagdo e realizacdo de testes de sensibilidade das bactérias a substancias

antimicrobianas. Além disso, devido ao alto custo do tratamento e a sua fitotoxicidade,

os antibiéticos devem ser utilizados apenas para contaminantes especificos das

culturas, pois, somente as bactérias que estiverem dentro do espectro de acao de cada
antibiotico serdo controladas (LEIFERT et al., 1991; TENG; NICHOLSON, 1997).

TABELA 9 Caracterizacdao de

isolados bacterianos endofiticas obtidos de
explantes de bananeira das Cultivares Thap Maeo, Preciosa e
Maravilha durante a micropropagacao

Carac.* BTM1 BTM2 BTM3 BPR1 BPR2 BMA1 BMA2 BMA3 BMA4 BMA5
Cor " Cr Cr Cr Cr Cr Cr Cr Cr Cr CrC
Forma" CE CE CE CE CE CE CE CE CE CCB
Margem In In In In In In In In In Ir
Super. " LB LB LB LB LB LB LB LB LB LB
Textura Crm Crm Crm Crm Crm Crm Crm Crm Crm Crm
TC Curta curta curta curta curta curta curta curta curta curta
MC Bast./CT Bast/CT Bast/CT Bast/CT Bast/CT Bast/CT Bast/CT Bast/CT Bast./CT Bast.
Utili. O, Ana. F Ana. F Ana. F Ana. F Ana. F Ana. F Ana. F Ana. F Ana. F Ana. F
Odor - - - - - +
Gram - - - - -
Enddsporo - - -
Catalase
Nitrato
Hidrdlise
ONPG + Nr
Esculina + Nr
Arginina Nr® nr nr nr nr nr nr nr nr +
MGO + + + + + + + + + Nr
Fac.
Sacarose + + + + + + + + + Nr
Inositol + + + + + + + + + Nr
Glicose + + + + + + + + + Nr
L-rabinose + + + + + + + + + Nr
Manitol + + + + + + + + + Nr
Sorbitol + + + + + + + + + Nr
Rafinose + + + + + + + + + Nr
Lactose + + + + + + + + + Nr
Maltose + + + + + + + + + Nr
Xilose + + + + + + + + + Nr
Raminose + + + + + + + + + Nr
Malonato + + + + + + + + + Nr
Adonitol - - - - - Nr
Desa.
Ornitina - - - - - Nr
Lisina Nr
Citrato Nr
Desc.
Arginina - - - - - Nr
Ornitina Nr nr nr nr nr nr nr nr nr -
MpH por - - - - - Nr
FC - - - - - Nr
Cresc. - - - - - Nr
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....Continuacao da Tabela 9

Producao
H2S - - - - - - - - - Nr
Indol - - - - - - - - - Nr
Oxidase - - - - - - - - - +
Gelatinase Nr nr nr nr nr nr nr nr nr
AAcFC
L-prolina Nr nr nr nr nr nr nr nr nr +
L-alanina Nr nr nr nr nr nr nr nr nr +
L-histidina Nr nr nr nr nr nr nr nr nr +
Dl-lactato Nr nr nr nr nr nr nr nr nr +
AACGFC
Acet. Sédio Nr nr nr nr nr nr nr nr nr
Gluconico Nr nr nr nr nr nr nr nr nr +
Propionico Nr nr nr nr nr nr nr nr nr -
Heptanoico Nr nr nr nr nr nr nr nr nr -
AAFC
D-manitol Nr nr nr nr nr nr nr nr nr +
Trealose Nr nr nr nr nr nr nr nr nr +
Maltotriose Nr nr nr nr nr nr nr nr nr +
NAG Nr nr nr nr nr nr nr nr nr +
Myo-inositol Nr nr nr nr nr nr nr nr nr +
Maltose Nr nr nr nr nr nr nr nr nr +
D-manose Nr nr nr nr nr nr nr nr nr +
D-galactose Nr nr nr nr nr nr nr nr nr +
Sacarose Nr nr nr nr nr nr nr nr nr +
Glicose Nr nr nr nr nr nr nr nr nr
Arabinose Nr nr nr nr nr nr nr nr nr -
D-xilose Nr nr nr nr nr nr nr nr nr -
AAcAFC
LAcA Nr nr nr nr nr nr nr nr nr -
AAc
B-HB Nr nr nr nr nr nr nr nr nr -
AAcCarbFC
Azelaico Nr nr nr nr nr nr nr nr nr -
Sebacico Nr nr nr nr nr nr nr nr nr -
Subérico Nr nr nr nr nr nr nr nr nr -
Adipico Nr nr nr nr nr nr nr nr nr -
Citrico Nr nr nr nr nr nr nr nr nr -
Poritaconico Nr nr nr nr nr nr nr nr nr -
Uréase + + + + + + + + + -
TSI
Motilidade - - - - - - - - -
Identifi- K. pneu- K. pneu- K. pneu- K.pneu- K.pneu- K. pneu- K pneu- K. pneu- K. pneu- A.hydro-
Cacao™* moniae moniae moniae moniae moniae moniae moniae moniae. moniae phila

M Apés 24 horas de cultivo em meio Agar nutritivo a 28 °C, pH 7,0 + 0,2; @ nr: Teste nao realizado. *Cr = Creme; CrC = Creme
clara; CE= circular/elevada; CCB= circular/convexa baixa; In = Inteirar; Ir = Irregular; LB= lisa/brilhante; Super. = Superficie;
Crm = Cremosa; TC= Tamanho da colénia; MC= Morfologia celular; Utili. O, = Utilizagdo de O; Bast.= Bastonete; CT= curto;
Ana. F= Anaerébica facultativa; MGO= Metabolismo de glicose oxidativo; Fac.= Formagédo de acido; Desa.= Desaminagéo;
Desc.= Descarboxilagdo; MpH por acet.= Mudanga de pH por acetamida; FC= Fermentag&o de compostos; Cresc. Poly B=
Crescimento em Polymixina B; AACFC = Assimilagdo de acido como fonte de Carbono; AAcGFC = Assimilagdo de acidos
graxos como fonte e carbono; Acet. Sodio= Acetato de sodio; AAFC= Assimilag&o de aglcares como fonte de carbono; NAG =
N-acetil-glicosamina; AACAFC = Assimilagdo de &cido aminoacido como fonte de carbono; LACA = L-acido-aspartico; AAc =
Assimilagéo de &cido; B-HB = B-hidroxido-butirico; AAcCarbFC = Assimilag&o de &cido carboxilico como fonte de carbono; TSI
= Triplo-Agar-Agucar Ferro; **K. pneumoniae = Klebsiella pneumoniae; A. hydrophila = Aeromonas hydrophila.
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TABELA 10 Sensibilidade de estirpes bacterianos isolados de banana cultivada in
vitro a antibiéticos”

Antibiéticos Concentrﬁgéo K. pneunzgniae A hyirophila
(ugmL") (cm) (cm)
Cefalotina 30,0 1,8+0,1s 3,0£0,1s
Gentamicina 10,0 1,1+0,0s 1,5+0,1s
Rifampicina 5,0 1,0+0,1s 1,6 £0,2s
Vancomicina 30,0 2,0+0,4s 1,9+0,2s
Penicilina 10,0 0,0 £ 0,0r 1,3+0,2s
Cloranfenicol 30,0 2,1+0,8s 2,3%+0,3s
Ampicilina 10,0 0,6 +0,4r 0,6 +0,7r
Cefotaxima 30,0 2,9+0,3s 2,7%+0,8s
Estreptomicina 10,0 1,3+£0,1s 1,6+0,1s
Novobiocina 5,0 1,2+0,1s 1,3+0,7s
Ac. Nalidixico 30,0 1,940,1s 29+0,1s
Amoxicilina 10,0 0,0 +0,0r 1,7£0,1s
Eritromicina 15,0 0,2+ 0,4r 2,0%£0,3s
Sulfonamida 300,0 0,0£0,0r 0,2+0,4r
Cefalexina 30,0 1,7+0,1s 3,1+0,4s
Cefoxitina 30,0 2,6 £0,3s 1,9+0,1s
Oxacilina 1,0 0,8+0,1s 1,2+0,6s
Amicacina 30,0 1,3+0,1s 1,7£0,1s
Tetraciclina 30,0 2,0+0,1s 2,1+02s
Cefaclor 30,0 2,6 +0,2s 3,9+0,4s

*A sensibilidade dos isolados foi determinada apds 24 horas de incubagao, determinando-se o tamanho do halo de inibigao
(mm). Foram considerados suscetiveis aos antibiéticos, os isolados que apresentaram a formagéo de um halo de inibicao
de 0,8 cm, conforme metodologia de Wilson e Power (1989) onde s = susceptivel e r = resistente.

**Klebsiella pneumoniae; Aeromonas hydrophila.

FIGURA 4 Biotestes de sensibilidade de contaminante bacteriano de banana a
antibiéticos, mostrando sensibilidade (a) ou ndo (b) ao agente
antimicrobiano testado.
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4.4.1 Determinacao da concentracao bactericida minina inibitéria (CBMI)

Dos seis antibioticos testados apenas trés inibiram o crescimento das
bactérias: Acido Nalidixico, Cefaclor e Vancomicina. No entanto, o Acido Nalidixico
foi eficiente apenas para uma das estirpes em estudo, apresentando efeito
bactericida apenas nos tratamentos que continham a maior concentracao testada
(1.024 mg.L"), enquanto que o cefaclor e a vancomicina inibiram o crescimento de
ambos os isolados j4 na metade dessa concentracdo, ou seja, 512 mg.L™ (Tabela
11).

De modo geral, apesar de ambos os isolados apresentarem sensibilidade
apenas para as maiores concentragdes testadas (512 e 1.024 mg.L™"), observou-se
que o crescimento de K. pneumoniae (BMA3) também foi inibido em meio contendo
Cefaclor na concentragdo de 256 mg.L", demonstrando assim, ser um
microrganismos mais suscetivel que A. hydrophila (BMA5) para este produto.

Na Tabela 12 pode ser observado os resultados do teste que confirma a
eliminacao das bactérias pelos antibidticos durante o teste da CBMI. Com excecao
do género Klebsiella tratado com o antibiético Cefaclor na concentragéo de 256 mg.L™,
cujo teste da CBMI foi negativo para crescimento bacteriano, de maneira geral, os
resultados obtidos no teste da CBMI foram confirmados quando os tratamentos nao
turvados foram cultivados em meios semi-sélido (Figura 5). Ressalte-se assim, que
apesar da maioria dos resultados terem confirmado os testes da CBMI, € importante
destacar que além do tipo de antibidtico a ser utilizado, outro fator a ser
cuidadosamente definido é a concentracdo adequada do antibi6tico para que este

tenha efeito bactericida e nao bacteriostatico durante os tratamentos in vitro.
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TABELA 11 Concentragdo bactericida minima inibitéria (CBMI) dos antibioticos
Acido Nalidixico, Cefaclor, Cefalexina, Cloranfenicol, Vancomicina e
Cefalotina para as diferentes estirpes bacterianas isoladas de banana
sob micropropagacao

CBMI Ac. Nal** Cefac Cefale Cloran Vanco Cefalo

(mL") BM BM BM BM BM BM BM BM BM BM BM BM
A3* A5 A3 A5 A3 A5 A3 A5 A3 A5 A3 A5

0 4 + + + + + + + + + + +

2 + + + + + + + + + + + +

4 + + + + + + + + + + + +

8 + + + + + + + + + + + +

16 + + + + + + + + + + + +

32 + + + + + + + + + + + +

64 + + + + + + + + + + + +

128 + + + + + + + + + + + +

256 + + - + + + + + + + + +

512 + + - - + + + + - - + +

1.024 + - - - + + + + + +

*BMA3= Klebsiella pneumoniae; BMA5= Aeromonas hydrophila; **Ac. Nal.=Acido Nalidixico;
Cefac=Cefaclor; Cefale=Cefalexina; Cloran=Cloranfenicol; Vanco=Vamcomicina; Cefalo=Cefalotina. ***(+):
crescimento; (-): auséncia de crescimento.

TABELA 12 Teste de confirmacao da inibicdo do crescimento em placas de petri de
colénias de bactérias das concentracdes que nao apresentaram
turvacdo no meio, apés dois dias

Concentracido em mg.L"

Antibioticos* 256 512 1.024 256 512 1.024
..... Aeromonas hydrophila...... ........ Klebsiella pneumoniae...........
Ac. nalidixico X X - X X X
Cefaclor X - - + -
Vancomicina X - - X - -

*(x) concentragdo nao avaliada; (-) auséncia de crescimento bacteriano; (+) presenga de crescimento
bacteriano.

FIGURA 5 Escala ilustrativa de turbidez no meio liquido inoculado com bactérias
contaminantes, isoladas de explantes de bananeira micropropagados,
contendo diferentes concentracdes de antibidticos: A- meio turvo com
256 n}g.L'1; B- meio turvo com 512 mg.L™"; C- meio nao turvo com 1.024
mg.L™".
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4.4.2 Fitotoxicidade de antibiéticos para uso no cultivo in vitro de bananeira

Dos seis antibiéticos testados no teste da CBMI (item 4.4.1), apenas trés foram
pré selecionados para a realizacdo do bio-ensaio de fitotoxicidade em explantes de
bananeira durante a micropropagagcao: Cefaclor, Acido Nalidixico e Vancomicina nas
concentragdes de 512 e 1.024 mg.L"'. De maneira geral, as taxas de sobrevivéncia do
material propagativo sob cultivo in vitro foi superior a 90%, sendo observado efeito
fitotoxico apenas no tratamento T3 composto por 1.024 mg.L" de cefaclor que
ocasionou a morte de 65% do material inoculado inicialmente (Tabela 13).

Quanto a multiplicagao, o tratamento T3 foi 0 Unico que apresentou diferengas
estatisticas em relagcdo aos demais, com uma taxa de 0,25 brotos por explante, valor
significativamente inferior aos demais tratamentos que alcangaram taxas de
multiplicagao entre 1,30 e 2,95 brotos por explante. Resultados semelhantes também
foram observados por Lima e Moraes (2006) trabalhando com explantes de bananeira
da cv. Caipira, onde a adicao do antibiético Rifampicina ao meio de cultura MS reduziu
a taxa de multiplicacdo ao longo dos subcultivos de 2,9 brotos por explante para
aproximadamente 1,5.

Na média, os tratamentos apresentaram valores de multiplicagdo em torno de
2,0 brotos por explante, numero semelhante aos resultados obtidos por Costa et al.
(2006) e Oliveira et al. (2008a) em experimentos de multiplicacdo de bananeiras,
sugerindo que a selecao e uso dos antibidticos pré-selecionados podem ser medidas
eficientes para o controle de contaminag¢des durante o cultivo de bananeira, por serem
efetivos no controle e ndo apresentarem efeito fitotoxico sobre o cultivo (Tabela 13).
Além disso, visualmente, ndo foram observados sintomas de fitotoxidez (aumento de
oxidagao, diferencas morfologicas) nas plantas cultivadas em meio MS contendo
antibioticos, independentes das concentragdes utilizadas.

A Rifampicina é um dos antibiéticos mais utilizados no cultivo in vitro de
plantas, tanto para estudos de multiplicagdo, como transformagéo. Segundo Torres et
al. (1998), este antibidtico € capaz de controlar bactérias endogenas, além de ter
amplo espectro de acao, tanto para bactérias Gram positivas (POLLOCK et al. 1983)
quanto Gram negativas (HALDEMAN et al. 1987). No entanto, outros antibi6ticos
como Ampicilina, Amoxicilina, Cefatoxima, Gentamicina, Eritromicina, Estreptomicina,
Tetraciclina também sao bastante utilizados em trabalhos de diversas espécies, como
cana-de-acucar (DONATO et al.,, 2005) e batata (SCHERWINSKI-PEREIRA et al.,
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2003). Entretanto, antibiéticos como Vancomicina, Cefaclor e Acido Nalidixico ndo séo
freqlientemente utilizados, embora ndao existam na literatura inferéncias sobre a

toxicidez destes em plantas.

TABELA 13 Taxa de multiplicagdo e sobrevivéncia de explantes de bananeira cv.
Preciosa, sob diferentes concentracées de Cefaclor, Acido Nalidixico e
Vancomicina em meio semi-sélido contendo 4 mg.L™" de BAP, ap6s 30
dias de cultivo

Taxa de Taxa Sobrevivéncia
Tratamento* - =
multiplicacao (%)
T 225a 100 a
T2 1,30 a 100 a
T3 0,25 b 35 b
T4 295a 100 a
T5 2,55a 100 a
T6 2,15a 100 a
T7 2,62 a 100 a
CV (%) 24,57 17,80

Médias seguidas por letras distintas dentro de cada item avaliado diferem entre si, pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade. *T1: Testemunha (meio de cultura desprovido de antibiético); T2:
Cefaclor (512 mg.L™"); T3: Cefaclor (1.024 mg.L"); T4: Acido Nalidixico (512 mg.L™); T5: Acido
Nalidixico (1.024 mg.L™"); T6: Vancomicina (512 mg.L™); T7: Vancomicina (1.024 mg.L™).

Apesar de onerosa, a adicdo de antibidticos no meio de cultura podem
proporcionar resultados eficientes no que se refere a reducao da perda de material
vegetal. Lima e Moraes (2006) observaram reducao de até 66,6% da contaminagao
bacteriana quando adicionaram antibiéticos ao meio MS durante o cultivo de
bananeiras cv. Caipira. Embora, niveis de contaminagdo abaixo de 2%, nos
subcultivos, sdo usualmente considerados como o minimo requerido para garantir
sucesso na producao (LEIFERT; WOODWARD, 1998), Scherwinski-Pereira e Fortes
(2003) afirmam que os indices devem ser minimos ou inexistentes para evitar perdas
importantes na producdo de mudas in vitro. Aléem disso, citam que os maiores
problemas na maioria dos trabalhos in vitro, é a freqliéncia de descontaminacao que
geralmente nédo € total e, portanto, podem comprometer o trabalho e as taxas de
multiplicagdes nos subcultivos subsequentes.

A forma e o espectro de agédo dos antibiéticos podem interferir na sua eficiéncia
no controle das bactérias. A Vancomicina por exemplo, é pertencente ao grupo dos
glicopeptidios e atuam como inibidores da sintese da parece celular bacteriana,

tornando-as deficientes e ocasionado a morte das bactérias (PEREIRA, 2001). Apesar
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de seu espectro de acao ser restrito a bactérias Gram positivas e ser usado,
geralmente em altas concentracoes, neste trabalho, a Vancomicina foi eficiente no
controle de K. pneumoniae e A. hydrophila, bactérias Gram negativas. Isso indica que
o espectro de acado deste bactericida pode ser potencializado quando sua
concentragdo € aumentada, o que esta de acordo com Scherwinski-Pereira e Fortes
(2003), que afirmam ser comum a necessidade de aumento das concentragdes de
antibiéticos quando adicionados ao meio de cultivo, devido a interferéncia da
solidificacao do meio de cultura no transporte dos principios ativos.

Assim como a Vancomicina, o Cefaclor também atua como inibidor da sintese
da parede celular bacteriana. Este bactericida € pertencente ao grupo das
cefalosporinas e pode ser eficiente tanto para bactérias Gram positivas como Gram
negativas, e apesar de ter agcao positiva no controle de bactérias durante o cultivo in
vitro (GOLCMAN et al., 1997), neste trabalho, o potencial bactericida do Cefaclor
apresentou efeito negativo no desenvolvimento dos explantes de bananeira quando
adicionado em altas concentragdes ao meio de cultura. J4 o Acido Nalidixico,
pertencente ao grupo dos quinolonas, agem impedindo a replicacdo bacteriana, por
atuarem na sintese do DNA da bactéria. Este antibiético é citado como ativo contra
bactérias Gram negativas (LESCHER et al., 1962), sendo eficiente contra espécies
do género Klebsiella, embora Minarini (2008) tenha relatado em seus estudos, alguns
mecanismos que conferem resisténcia da espécie Klebsiella pneumoniae as
quinolonas, incluindo o Acido Nalidixico.

Muitos fatores devem ser previamente observados quando o controle dos
contaminantes in vitro é feito pela adicdo de antibidticos ao meio de cultura. Além da
concentracdo adequada, a forma e espectro de agédo do bactericida e a fitotoxicidade
devem ser observados (SCHERWINSKI-PEREIRA et al., 2003). Entretanto, os
resultados contrastantes encontrados na literatura quando antibidticos séo utilizados
em meio MS, permitem inferir que um fator que pode influenciar na taxa de fitotoxidez
do produto € o gendtipo. Lima e Moraes (2006), trabalhando com o antibiético
Rifampicina, nédo verificaram anomalias em plantas de bananeira da cv. Caipira
propagadas em meio MS, enquanto Carneiro et al. (2000), trabalhando com este
mesmo produto, detectou efeito fitotdxico em plantas da cv. Maga, evidenciado por
deformacdes na parte aérea e reducdo do tamanho final das brotagdes, em

concentracdes equivalentes do produto.
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4.5 ISOLAMENTO DE BACTERIAS DIAZOTROFICAS EM GENOTIPOS DE
BANANEIRAS

4.5.1 Contagem e Isolamento

Foi verificada presenca de bactérias diazotréficas por meio da formacao de
pelicula nas amostras de solo rizosférico e raizes a partir dos meios de cultura semi-
solidos LGl e JNFb. De um total de 60 amostras (30 de raizes e 30 de solo) foram
isolados 150 estirpes formadoras de pelicula que segundo Cavalcante e Ddbereiner
(1988), € uma caracteristica tipica do crescimento de bactérias diazotroficas em
meios semi-solidos.

Ap6s duas repicagens sucessivas para novos meios de cultura semi-
especificos e purificagcdo das estirpes em meios semi-sélidos, o numero de isolados
que permaneceram apresentando formagédo de pelicula caracteristica desse grupo
de microrganismos foi reduzido para 67. Uma das hipéteses capaz de explicar essa
drastica reducao no numero de isolados inicial, pode ser de que 0s organismos ao
longo das repicagens foram reduzindo sua capacidade de crescer utilizando as
fontes nutritivas dos meios de cultura utilizados, o que esta de acordo com Perin
(2007) quando afirma que os meios de cultivo desenvolvidos para bactérias
diazotroficas sdao muito seletivos e podem nao representar o ambiente de vida de
alguns organismos, além disso, sabe-se que menos de 1% dos microrganismos sao
cultivaveis, ja que a mudanga do interior da planta para um meio de cultura
nutricionalmente limitado diminui a possibilidade de crescimento das bactérias
(MOREIRA; SIQUEIRA, 2006).

Destes 67 isolados obtidos ao final do processo de isolamento, um total de 35
(52,24%) foram isolados das amostras de raizes e 32 (47,76%) das amostras de
solo rizosférico. Este resultado corrobora com Perin (2007), que trabalhando com os
meios LGl e JMV também detectou as maiores populagbes de bactérias em
amostras de rizosfera e raizes de cana-de-agucar afirmando que isso se deve
principalmente as substancias como carboidratos, &cidos orgéanicos e vitaminas
exsudadas das plantas e aos macro e micronutrientes do solo o que possibilita,
geralmente, maior desenvolvimento de bactérias em regidbes bem préximas as

raizes.
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Na contagem de bactérias diazotréficas feitas em meio semi-sélidos semi-
especificos (livre de N) realizada em amostras de raizes e solo, verificou-se que as
maiores concentragbes de células bacterianas foram observadas nas raizes quando
inoculadas em meio JNFb contendo malato como fonte de carbono, num total que
variou de ndo detectado a 140 x 10° células por grama de massa fresca (Tabela 14).
Resultado semelhante foi encontrado por Weber (1998) usando meio NFB que,
entretanto, possuia a mesma fonte de carbono do meio JNFb utilizado neste estudo.
Além disso, a presenca de maior populacdo de bactérias também foi observada
neste meio de cultura, num total de 51 isolados, representando 76,12% do total de
estirpes obtidas, sendo que deste total, 26 estirpes foram isoladas das amostras de
solo e 25 das amostras de raizes.

De maneira geral, em meio de cultura semi-sélido LGl contendo sacarose
como fonte de carbono, observou-se 0os menores indices de células bacterianas
isoladas (Tabela 14), e conseqlentemente, a ocorréncia do menor numero de
populagbes de bactérias diazotréficas crescidas em ambas as amostras de solo e
raiz analisadas, num total de 6 e 10 isolados respectivamente, totalizando 16
estirpes bacterianas (23,88% do total de estirpes isoladas) (Figura 6). Esse
resultado corrobora com Weber (1998) que trabalhando com bananeiras e
abacaxizeiros relatou que as menores populacées de bactérias diazotroficas foram
encontradas em meio LGl para ambas as fruteiras durante o periodo de frutificacao.
Ainda segundo o autor, durante o periodo de frutificacdo a populacédo bacteriana foi
similar nos meios NFb (mesma fonte de carbono do meio JNFb) e LGI, indicando
que a diversidade das espécies pode variar ainda em relacdo ao estadio de
desenvolvimento das plantas.

A ocorréncia do maior numero de bactérias em meio JNFb se comparado ao
LG, pode estar relacionado a fonte de carbono, uma vez que as diferentes fontes de
carbono utilizadas na composicao dos meios de cultura, possibilitam, geralmente, a
ampliacdo das chances de isolamento bacteriano, pela maior versatilidade
nutricional dos meios em promover o crescimento ou maior especificidade das

estirpes bacterianas a determinadas fontes de carboidrato.



79

TABELA 14 Nimero de células (x 10°) por grama de peso fresco de bactérias
diazotréficas associadas as raizes e solo rizosférico de 30 cultivares de

bananeira coletadas no Estado do Acre

*Nao detectado (ND).

NuUmero de isolados

RAIZ SOLO
Cultivares ..o Meios de cultura............cccceveeernnnn
JNFb LGl JNFb LGl
Pacovan Ken 4.5 25 4.5 2,0
Prata Local 110,0 110,0 25 4,5
Nanicao 6,5 3,5 25,0 45,0
Zulu 110,0 110,0 4.5 25,0
Ambrosia 4.5 25 4.5 45,0
Maravilha 3,5 3,5 0,9 15,0
Caipira 1,4 0,9 2,5 4,0
Grande Naine ND* 0,4 45,0 140,0
SH36-40 140,0 140,0 45 4,0
Terrinha 4.5 0,9 0,4 ND
Preciosa 45,0 140,0 25,0 2,5
Terra Maranhao 7,5 140,0 9,5 4,5
FHIA 02 25,0 0,9 0,4 0,4
Branca Roxa 2,5 45,0 0,7 0,4
Thap Maeo 110,0 110,0 9,5 3,0
D’ Angola 45,0 25 25,0 2,0
FC06-02 140,0 3,0 20,0 45,0
Red Yade 140,0 15,0 25,0 1,5
Terra 110,0 15,0 110,0 110,0
PA42-44 25,0 25 15,0 15,0
Japira 110,0 3,5 2,5 45
Inaja 140,0 25 9,5 9,5
Pelipita 110,0 15,0 45 45
Maca 110,0 20,0 25 45
FHIA 21 25,0 25 0,7 7,5
Buccaner 140,0 140,0 4.5 2,0
ST12-31 20,0 1,1 9,5 45,0
Calypso 110,0 140,0 25 4,5
Pacovan 110,0 4,0 9,5 4,5
Prata And 110,0 15,0 9,5 45,0
40 T
30 -
20 - LGI
B INFb

10 -

0 <

Solo

Raiz

FIGURA 6 Numero de isolados obtidos de amostras de raiz e solo rizosférico de
cultivares de bananeiras em meios de cultura JNFb e LGI.
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Das 30 cultivares de bananeira analisadas, as maiores populacées de
bactérias isoladas (4 a 6 isolados) foram observadas nas cultivares Nanicao, Zulu,
Ambrosia, Preciosa, Terra Maranhdo, D’Angola, Macad e Buccaner,
independentemente do meio de cultura utilizado. Apesar do maior nimero de
isolados terem sido obtidos da cultivar D’Angola estes foram isolados apenas das
amostras de raizes. Ja a cultivar Terra Maranhao apresentou 0 maior nimero de
isolados oriundos das amostras de solo. Nao foi detectada presenca de bactérias
diazotroficas em cinco das 30 cultivares: Pacovan Ken, PA42-44, ST12-31, Calypso
e Pacovan (Figura 7). No entanto, a utilizagcdo de plantas em diferentes idades, onde
eram desconhecidos os dados de tipos de manejo e informagdes nutricionais do
solo, dificultaram definir melhor qual fator pode ter sido responsavel por essa
variagao populacional de bactérias entre as amostras estudadas.
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FIGURA 7 Numero de isolados obtidos de cultivares de bananeira através dos
meios JNFb e LGI em ambos os tipos de amostras (solo e raiz):
amostras coletadas em Rio Branco, Acre.

Outro fator observado durante o cultivo foram as peliculas formadas nos
meios semi-sélidos, que de um modo geral, apresentaram-se finas, de coloracao
branca e localizada aproximadamente 2-3 mm abaixo da superficie, aos sete dias
apés a inoculagdo em meio JNFb. Em alguns poucos casos, também se verificou
peliculas mais densas, com coloragdo creme e atingindo a superficie. Entretanto,

para ambos os casos, ocorreu alcalinidade do pH dos meios que pode ser
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observado pela alteracdo na coloracdo conforme figura 8A. Ja em meio LGl as
peliculas formadas eram finas, geralmente apresentando crescimento de isolados de
coloracdo creme, brancos ou amarelados, localizadas geralmente a 2-3 mm abaixo
da superficie que devido ao crescimento destas bactérias promoveu a acidificagao
do meio de cultura caracterizado pela coloragdo amarelada do meio devido ao
indicador de pH azul de brometimol conforme pode ser observado na Figura 8B.

FIGURA 8 Isolados diazotréficos bacterianos de bananeiras inoculados em meios
semi-solidos apds sete dias de cultivo; A — Escala gradual da mudanca
de pH do meio JNFb devido agédo das bactérias: a — meio sem alteragao
de pH, b — meio em transicdo para pH basico; B — Escala gradual da
mudancga de pH do meio LGl devido agdo das bactérias: a — meio sem
alteracdo de pH, b —meio em transi¢cao para pH acido; C — aspecto da
pelicula densa caracteristica do crescimento bacteriano em meio semi-
sélido e; D — aspecto da pelicula fina subsuperficial caracteristica.

4.5.2 Caracterizagao morfo-fisioldégica dos isolados
4.5.2.1 Aspecto morfolégico das culturas
O dendograma de similaridade construido a partir das caracteristicas

morfolégicas das culturas agrupou os 67 isolados de raizes e solo de cultivares de
bananeira estudadas neste trabalho (Figuras 9 a 12).
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De modo geral, em todos os agrupamentos formados e tipos de meio de
cultura utilizados com diferentes fontes de carbono (LGl - sacarose, NFB34 - malato,
JMV —manitol e Batata - malato e sacarose) observou-se a formacao de dois grande
grupos que se subdividiram formando inUmeros pequenos grupos, onde a menor
similaridade observada entre eles variou de 63% a 67%.

A partir de 90% de similaridade, independente do tipo de meio utilizado,
observou-se a formagédo do maior nimero de agrupamentos, onde foi verificado um
total de 22 grupos no meio NFBgz, seguidos de 19 grupos para os meios LGl e Batata
e 17 grupos no meio JMV (Figuras 9, 10, 11 e 12).

Em meio LGI soélido foram avaliados 67 isolados com 5 padrbes de
comparacao. Destes, apenas 58 isolados e 2 padrées (PRJ55 e CBAmMC) foram
caracterizados por apresentarem crescimento aparente nesta fonte nutritiva. Dos 19
grupos formados com 90% de similaridade, os que incluiram maior niamero de
isolados foram os grupos G9, G10 e G13 com 7, 8 e 11 isolados respectivamente
(Figura 9). Contudo, o agrupamento feito a partir dos dados coletados em meio LGI,
revelou que poucos isolados foram semelhantes aos padrfes testados, onde
somente o agrupamento G1 apresentou 2 isolados similares a 92% do padréo
PRJ55 (género Azospirullum). Ressalte-se, entretanto, que essa distancia de 8% na
similaridade devido a algumas caracteristicas divergentes ndo torna possivel afirmar
que estes organismos pertencam ao mesmo género do padrdo utilizado no estudo
sendo necessarios, portanto, outros testes confirmatorios.

No meio JMV foram observados 17 grupos com 90% de similaridade, onde 8
destes foram formados por apenas 1 isolado (Figura 10). Os grupos G1, G5, G12 e
G13 foram os que apresentaram maior quantidade de isolados em meio JMV. Além
disso, no agrupamento G5 observou-se ainda, uma similaridade de 100% entre os
isolados, a uma distancia de 10 grupos do agrupamento G15, no qual encontrava-se
0 padrao testado (M130) e onde apenas um unico isolado apresentou similaridade a
este (Figura 10).

Apesar de poucos isolados serem similares ao padrdo neste estudo, Weber
(1998) e Cruz et al. (2001) trabalhando com cultivares de bananeira e abacaxizeiro,
conseguiram identificar isolados do género Burkholderia associados a estas culturas.

Em meio NFBsy, 0s isolados foram agrupados juntamente com os padrdes
SP7 (Azospirillum brasilense) e HCR 54 (Glucona acetobacter). Estirpes do género

Azospirillum em meio NFB cresceram formando colénias pequenas e de cor creme
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clara. Entretanto, em meio NFB3y elas adquiriram coloracdo azulada por absorverem
o corante azul de brometimol que é adicionado em dosagem trés vezes maior neste
meio (caracteristicas observadas). Agrupados ao padrao SP7 estao os isolados 64 e
108 com 100% de similaridade (Figura 11).

Outros quatro agrupamentos também apresentaram 100% de similaridade
entre seus isolados, muito embora ndo tenham sido agrupados a nenhuma estirpe
com informagdes previamente conhecidas, sendo estes os grupos G3, G10, G16 e
G18. As principais caracteristicas similares observadas entre as colénias dos
isolados destes grupos foram: cor branca brilhante e transparente com borda inteira
e forma circular com elevagao do tipo lente de superficie lisa e textura gomosa no
G3; cor creme brilhante com borda inteira e forma circular com elevagao do tipo lente
de superficie lisa e textura gomosa no G10; cor branca opaca e transparente com
borda inteira e forma irregular com elevagao do tipo plana de superficie lisa e textura
seca com col6nias medindo aproximadamente 2 mm no G16 e; cor branca opaca e
transparente com borda inteira e forma circular com elevacgao plana de superficie lisa
e textura seca no G18.

A excecao para este estudo foi o meio Batata que, por ter varias fontes de
carbono, proporcionou o crescimento de todos os padrbes utilizados como
referéncia. Verificou-se ainda uma ramificacdo e formacao de 19 agrupamentos com
90% de similaridade, onde a maioria dos isolados apresentaram maior similaridade
com os padroes M130 e SP7 (isolados do género Burkholderia e Azospirillum,
respectivamente), embora a menor similaridade encontrada tenha sido de cerca de

98% entre alguns isolados e o padrao HCR 54 (género Herbaspirillum) (Figura 12).
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FIGURA 9 Grupos de isolados bacterianos diazotréficos obtidos de bananeiras
formados por dendograma de similaridade para o meio LGlI, a partir de
dados analisados pelo programa NTSYS, indice SM.
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FIGURA 10 Grupos de isolados bacterianos diazotréficos obtidos de bananeiras

formados por dendograma de similaridade para o meio JMV a partir de
dados analisados pelo programa NTSYS, indice SM.
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FIGURA 11 Grupos de isolados bacterianos diazotréficos obtidos de bananeiras
formados por dendograma de similaridade para meio NFBgx a partir de

dados analisados pelo programa NTSYS, indice SM.
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FIGURA 12 Grupos de isolados bacterianos diazotroficos obtidos de bananeiras
formados por dendograma de similaridade para meio Batata, a partir de

dados analisados pelo programa NTSYS, indice SM.
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FIGURA 13 Isolados bacterianos diazotroficos crescidos em meio semi-sélido para
caracterizagdo morfolégica: A - NFBs. B — LGl; C - JMV e D, E e F:
aspecto das colbnias puras de trés tipos distintos de isolados de
bananeira.

4.5.2.1 Aspectos fisiologicos das culturas

4.5.2.1.1 Producao de Acido Indolacético (AlA)

A promocao do crescimento de plantas associadas a microrganismos
diazotroficos esteve durante muito tempo relacionada a sua capacidade de colonizar
e fixar nitrogénio atmosférico no interior dos tecidos. No entanto, mais recentemente
tem-se considerado a producdo de horménios tais como o acido-3-indol-acético
(AIA), gibelerelinas e citocininas, e muitos estudos tem revelado que muitos
microrganismos diazotroficos, tais como o Azospirillum, Gluconacetobacter e
Burkholderia associadas a diversas culturas como Cana-de-agucar (CAVALCANTE;
DOBEREINER, 1988), batata-doce, capim-elefante (DOBEREINER et al., 1993),
café (JIMENEZ-SALGADO et al., 1997), abacaxi (TAPIA-HERNANDEZ et al., 2000)
com capacidade de produzir horménios, em especial AlA, e tem evidenciado seus
efeitos positivos na promogado do crescimento vegetal, na sobrevivéncia das
plantulas, e no aumento do comprimento e volume radicular (CAVALCANTE;
DOBEREINER, 1988; REIS et al., 1994; MUTHUKUMARASAMY et al., 1999, 2002;
OLIVEIRA et al., 2002; MUNOZ-ROJAS; CABALLERO-MELLADO, 2003).

Para este estudo, a producdo de auxinas foi avaliada através do método
colorimétrico por ser a forma mais simples e rapida de deteccédo deste horménio. De
modo geral, pode-se observar que todos os 67 isolados testados foram capazes de
produzir AIA (Tabela 15).
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De acordo com Loper e Schorth (1986), cerca de 80% das espécies de
bactérias isoladas da rizosfera possuem a capacidade de produzir AlA. Ainda
segundo Rodrigues et al. (2007), muitos organismos associados as plantas sao
capazes de sintetizar horménios, principalmente auxinas. Estes sdo chamados de
bactérias promotoras do crescimento vegetal (BPCV) e podem afetar o
desenvolvimento das plantas de varios modos, por produzirem substancias que
atuam diretamente sobre o vegetal, com diversos efeitos sobre o metabolismo e
crescimento das plantas, podendo ainda, estimular o crescimento radicular e,
consequentemente, melhorando a absorcdo de &dgua e minerais (ANTONIO et al.,
2007).

Os isolados 18 e 66 foram o0s que apresentaram maior produgéo de AlA,
numa concentracdo de 4,03 mM/mL. Este resultado corrobora Rodrigues et al.
(2007) que selecionando mutantes de Gluconacetobacter dizotrophicus observaram
a producgéo de até 592 uM de AlIA. Antonio et al. (2007) trabalhando com 28 isolados
de cana-de-agucar obtiveram resultados que variaram de 0,66 a 11,77 uM/mL de
AlA.

Verificou-se que 75% dos isolados possuiram capacidade de producdo de
AlA. Os valores das concentracdes de auxina entre os 67 isolados avaliados variou
entre 3,99 a 4,083 mM/mL, valores estatisticamente superior aos das estirpes padrao

utilizadas neste estudo (Tabela 15).
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TABELA 15 Atividade de producéo de Acido Indolacético por bactérias diazotréficas
isoladas de bananeiras e estirpes de referéncia

Isolados AIA mM/mL* Isolados AIA mM/mL* Isolados AIA mM/mL*

1 4,00d 41 4,01c 99 4,01c
3 4,00d 43 4,00d 102 3,99¢
6 4,01c 45 4,00d 104 4,02b
7 4,01c 50 4,02b 105 4,01c
8 4,00d 51 4,00d 106 4,00d
11 4,01c 52 3,99¢ 107 4,02b
12 4,01c 53 3,99 108 4,00d
14 3,99¢ HCR54 4,00d 111 4,01c
15 4,00d PRJ55 NA** 112 4,01c
16 4,00d 57 4,00d 114 4,00d
18 4,03a 64 4,00d 115 3,99
20 4,00d 65 4,00d 116 3,99¢
21 4,00d 66 4,03a 117 4,00d
22 4,00d 67 3,99 117 (1)A 4,00d
24 3,99¢ 68 4,00d 118 4,00d
30 4,00d 74 4,00d 118 A 4,00d
31 4,00d 79 4,00d 119 4,00d
32 3,99¢ 85 3,99¢ 120 4,00d
33 4,00d 86 4,02b 124 4,00d
34 3,99 CBAMC 3,99 126 A 3,99
36 4,00d 90 4,01c 127 4,00d
37 4,01c 93 4,00d M 130 3,99¢
38 4,00d 93 A 3,99 15(1) A 4,00d
39 4,01c 97 3,99 SP7 4,00d
40 4,00d 98 3,99¢e - -
Média geral = 4,00
CV = 0,09%

*n = 3; **NA: Nao avaliado. Médias seguidas por letras distintas dentro de cada item avaliado diferem
entre si, a 5% de probabilidade, pelo teste de Scott Knott.

4.5.2.1.2 Reducéo de acetileno (ARA)

A analise da atividade de reducdo de acetileno (ARA) é uma ferramenta
poderosa na deteccao e quantificacao da fixacao bioldgica de nitrogénio associada a
plantas, ndo sé pela sua simplicidade como pelo baixo custo e alta sensibilidade
(HARDY et al., 1968).

A leitura de redugcédo de acetileno foi realizada quando a pelicula formada
atingiu a superficie, apos sete dias de incubacédo a 30 °C. Dos 67 isolados apenas
trés ndo tiveram seus valores de ARA definidos por ndo terem apresentado
formacéo de pelicula sobre o meio de cultura.

Todos os 64 isolados avaliados e as estirpes padrdes utilizadas apresentaram
capacidade de redugéo de acetileno pela técnica de ARA em meios de cultura LGl e
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JNFb. Observou-se ainda, uma grande variabilidade na atividade da nitrogenase
entre os isolados variando entre 0,16 a 641,27 nm de etileno o que parece ser algo
comum entre isolados segundo Perin (2007). Estes resultados corrobora com Reis
Junior (2002) que também relatou grande variabilidade entre isolados do género
Azospirillum de pastagens de Brachiaria spp. e ainda, Rodrigues (2004), com
isolados de A. amazonense obtidos de plantas de arroz.

Nao foram observadas diferengas estatisticas entre 42,2% dos isolados e os
padroes HCR54, M130 e SP7 que apresentaram valores de 231,36, 282,55 e 265,23
nm de etileno reduzido, respectivamente (Tabela 16).

Isolados como o 3, 18, 20, 31, 38, 51, 74 e 118 apresentaram valores
inferiores a 2 nm de acetileno, e apesar de serem valores considerados baixos,
também foram observados por Rodrigues et al. (2006) entre estirpes do género
Herbaspirillum isolados de plantas de arroz. Isolados do género Burkholderia obtidos
de cana-de-acgucar cultivadas no Brasil e Australia (BODDEY, 2002) e milho e café
cultivados no Meéxico (ESTRADA DE LOS SANTOS et al., 2001) também
apresentaram grandes variacées nos valores de acetileno.

Alguns isolados apresentaram valores altos de redugcdo do acetileno. No
entanto, os mesmos valores obtidos em culturas puras podem nao serem produzidos
pelas bactérias quando no interior das plantas, ja que outros fatores podem estar
influenciando nessa reacao, como por exemplo, 0 nimero de bactérias colonizando
o interior das plantas e a qualidade nutricional do solo. Esses fatores foram
comprovados por Han e New (1998), que em seus trabalhos, demonstraram que
determinadas estirpes nao apresentaram o mesmo desempenho de alto potencial de
reducdo de ARA em culturas puras quando estas foram inoculadas em raizes de
trigo. O mesmo ocorreu quando estirpes altamente promissoras na redugdo de
acetileno foram inoculadas em explantes micropropagados de bananeira da cv.
Preciosa em trabalhos realizados na Embrapa Acre por Oliveira e Scherwinski-
Pereira em 2006 (dados ainda nao publicados).
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TABELA 16 Atividade de reducéo de acetileno de bactérias diazotréficas isoladas de
bananeiras e estirpes de referéncia, apds sete dias de incubacdo a 30 °C

ARA moles ARA moles ARA moles

Isolados C,Hs/h/cultura Isolados C,H,/h/cultura Isolados  C,Ha/h/cultura
(nm)* (nm) (nm)
1 576,16a 1 274,28a 99 119,18b
3 1,41 ¢ 43 11,99 ¢ 102 151,75b
6 177,74b 45 236,77a 104 215,59a
7 328,87a 50 490,30a 105 372,25a
8 307,39a 51 0,53 ¢ 106 159,54b
11 433,11a 52 602,41a 107 202,74b
12 20,82 b 53 85,73 b 108 146,95b
14 10,47 ¢ HCR54 231,36a 111 203,42a
15 3,37 ¢ PRJ55 NA** 112 90,58b
16 543,29a 57 169,80b 114 433,50a
18 0,45 ¢ 64 114,40b 115 152,44b
20 0,42 c 65 116,44b 116 252,60a
21 315,75a 66 40,85 b 117 291.86a
22 2,43 ¢ 67 117,94b 117(1) A 349,88a
24 3,06 ¢ 68 148,05b 118 0,31 ¢
30 NA** 74 0,19 ¢ 118 A 51,48b
31 0,65 c 79 101,96b 119 231,88a
32 221,65a 85 70,58 b 120 159,11b
33 334,67a 86 120,80b 124 566,81a
34 6,32 ¢ CBAmMC 36,86 b 126 A 292,02a
36 11,60 ¢ 90 141,64b 127 194,46a
37 116,19b 93 NA** M 130 282,55a
38 0,16 c 93 A 321,24a 15(1) A 641,27a
39 561,08a 97 181,33b SP7 265,23a
40 146,32b 98 215,68a - -

Média geral = 194,11
CV (%) = 49,89

*

n = 6. **NA: Nao Avaliado. Médias seguidas por letras distintas dentro de cada item avaliado diferem
entre si, a 5% de probabilidade, pelo teste de Scott Knott.
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5 CONCLUSOES

e Partindo-se de gemas caulinares de bananeira das cultivares Preciosa, Japira,
Maravilha e Pacovan Ken o maior niumero de brotacdes acumuladas in vitro no
decorrer de sucessivos subcultivos é obtido na concentragdo de 4 mg.L" de
BAP;

e Apices florais constituem uma alternativa viavel como fonte de explante para a
propagacao in vitro de cultivares de bananeira FHIA 02 e Preciosa;

e As melhores taxas de multiplicacdo sao observadas a partir do terceiro
subcultivo para todas as cultivares de bananeira testadas;

e Perdas por contaminagado bacteriana sdo maiores quando se usa apices florais
em comparacao ao uso de apices caulinares de banana durante o cultivo in vitro;

e A utilizagso de tubetes de 115 cm® e 180 cm® néo influencia na sobrevivéncia (>
95%) de mudas de bananeira micropropagadas cv. Grande Naine na fase de
aclimatizagéao nas condi¢gées da Amazénia Sul-Ocidental;

e Plantas de bananeira micropropagadas cultivadas em tubetes de 180 cm® de
capacidade apresentam maior crescimento em altura, didmetro e massa durante
a aclimatizacdao das mudas em viveiro;

¢ O substrato composto de terra de encosta, casca de arroz carbonizada e esterco
bovino (3:1:1 v/v), devidamente esterilizado, pode ser utilizado na aclimatizacao
promovendo maior cresciemnto de mudas de bananeira;

e Foram identificadas duas espécies de bactérias endofiticas contaminantes
durante a micropropagagédo de bananeira: Klebsiella pneumoniae e Aeromonas
hydrophila;

e Os antibiéticos Ampicilina e sulfonamida apresentam menor eficiéncia no
controle de Klebsiella pneumoniae e Aeromonas hydrophila in vitro;

e O crescimento bacteriano de Klebsiella pneumoniae e Aeromonas hydrophila,
contaminantes da cultura da bananeira in vitro, € inibido com o uso do antibiético
Vancomicina a partir da concentracdo de 512 mg.L™;

e A taxa de multiplicacdo dos explantes de banana da cv. Preciosa néo é afetada
pela adicdo dos antibiéticos Vancomicina e Acido Nalidixico ao meio de cultura

MS, até a concentracdo de 1.024 mg.L™;
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Foram obtidos 67 isolados com caracteristicas de FBN associados ao solo e
raizes de gendtipos da colecao de trabalho de bananeira da Embrapa Acre;

As caracteristicas morfolégicas das bactérias dizotroficas isoladas de bananeiras
permitiu 0 agrupamento dos isolados em grupos menores facilitando assim
futuros testes de identificacao;

Detectou-se producdo de acido indolacético (AIA) em todos os 67 isolados
obtidos de gendtipos de bananeiras, em concentracdes que variaram de 3,99 a
4,03 mM/mL.

Foi evidenciada a presenga de microrganismos com potencial de fixacdo de
nitrogénio isolados de raizes e solo de 30 gendtipos de bananeira da colecao de

trabalho da Embrapa Acre.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Muito embora os estudos de micropropagacao possam auxiliar de forma
fundamental na obtencdo e manutencdo de espécies de alta qualidade genética,
estes trabalhos no Estado do Acre ainda sao recentes e, principalmente no que se
refere a cultura da bananeira ainda ha muito a ser feito. A micropropagacao pode
contribuir fundamentalmente por proporcionar uma producado acelerada de mudas de
alta qualidade genética em curto espaco de tempo e espaco fisico e, ainda,
possibilitar 0 uso de propagulos alternativos como as inflorescéncias para a
producéo de mudas.

No entanto, duas questées sdo sempre citadas como preocupantes quando
se trata da aplicagdo da técnica: a ndo acessibilidade dos produtores da regidao ao
método e o elevado custo destas mudas para o setor local. Apesar disso, sao
inumeraveis e vantajosos os beneficios da utilizacdo de mudas micropropagadas, ja
que as mudas obtidas por meio desta técnica, podem ainda promover: alta
produtividade, tolerancia, uniformidade na producédo e colheita, além de menor
impacto ambiental causado pela reducdo da aplicacdo de defensivos agricolas.
Pensando nisso, uma biofabrica estda sendo montada na Embrapa Acre em parceria
com o governo do Estado, visando a produgdo massal de mudas de bananeiras
resistentes a doencas e selecionadas para plantios na regido para serem
distribuidas aos produtores locais. Essa iniciativa pode ndo apenas promover o
acesso facilitado do produtor com um produto diferenciado, como também,
proporcionar a fixagdo do homem no campo e, ainda, reestabelecer bananais,
perdidos devido as principais doengas que afetam a cultura.

Além disso, estudos visando substituicio do Agar, o mais caro componente
do meio de cultura, por geleificantes alternativos e mais baratos ja foi publicado por
Costa et al. (2007) em trabalhos realizados nas condi¢des locais, onde foram obtidos
resultados promissores que podem contribuir para a redugcédo do custo de producao
destas mudas.

As técnicas biotecnoldgicas utilizadas neste trabalho permitiram ainda, avaliar
a interacao entre estudos de micropropagacao de genotipos e a selecao de isolados
diazotroficos associados a esta cultura, e que possuiam capacidade de fixar N,
atmosférico e produzir hormdnios promotores de crescimento. Muito embora, seja

importante salientar que muito ainda se tem a fazer até a identificagdo destes
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isolados, estes microrganismos apresentam um grande potencial na producédo de
hormoénios e fixacdo de N, podendo servir para futuros estudos de producao de
inoculantes bacterianos.

O uso de inoculantes contendo bactérias fixadoras de N, e promotoras de
crescimento podem representar, aos produtores locais, uma alternativa de insumo
capaz de reduzir custos com adubos nitrogenados, um dos mais caros e exigentes
da cultura. E ainda, no que se refere a micropropagagédo, esses inoculantes
bacterianos podem ser estudados conjuntamente com os substratos selecionados
visando verificar sua contribuicdo no aumento do crescimento das mudas em viveiro
durante a fase de aclimatizagdo e, conseqlientemente, acelerar o processo de
adaptacao das mesmas.

O conhecimento sobre as caracteristicas fisiologicas dos isolados e que aqui
foram discutidos também podem servir de suporte para estudos posteriores, uma
vez que estudos desses microrganismos com bananeira sao incipientes. Por isso, é
imprescindivel que se conhegca melhor a interacdo planta e bactéria, e como estes
compostos sdo sintetizados por algumas das espécies de diazotréficas, bem como
seus efeitos na promogdo do crescimento, ajudando a compreender melhor os
mecanismos fisioldgicos que atuam na promocgao do crescimento das plantas devido
essa interagao.

Assim, a continuidade dos estudos com os isolados aqui obtidos, até sua
identificacao e uso, pode ser de grande valia para a comunidade cientifica, pois
novos organismos podem estar sendo descobertos, uma vez que estudos de
diversidade diazotroficas em fruteiras sdo muito escassos, ressaltando-se o

ineditismo deste trabalho em solos acreanos.
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ANEXO A - Tabela da composi¢cao de meios de cultura semi-especificos usados
para isolamento de bactérias diazotrdéficas.

Meios de Cultura

Componentes/L NFB LGl JNFb__Dyg's___JMV Batata
Acido Mélico 5049 - 509 209 - 259
Aclcar cristal - 509 - - - 259

Glicose - - - 2,09 - -
Manitol - - - - 5,09 -
KoHPO, 0,59 0,29 0,69 059 - -
KH,PO, - 0,69 1,89 - 0,649 -
MgSQO,.7H,O 0,29 0,29 0,29 0,59 0,29 -
NaCl 0,1¢ - 0,19 - 0,19 -
NaCl,.2H,0 - - - - - -
CaCl,.2H,0 0,02¢g 0,02 g 0,029 - 0,2¢g -

FeEDTA a 1,64% 4,0 mL 40mL  4,0mL - 4,0 mL -

NaMoQO,.2H,0 - 0,002g - - - -
Azul de Brometimol a 20mL 50mL 2.0mL - 20mL )
0,5% em 0,2 N de KOH ’ ’ ’ ’
Micronutrientes para | g . 20mL 20mL  20mL
meio de cultura
Vitaminaparameiode | 4 o o qomL 1,0mL  1,0mL
cultura
KOH 459 - 459 - - -
Extrato de levedura 50 mg* - 20mg* 2,0g¢g 100 mg* -
Peptona bacteriol6gica - - - 159 - -
Acido glutamico - - - 159 - -
Batata - - - - - 200 g
pH 6,5 6,0-6,2 5,8 6,0 5,0-54 6,8-7,0

Agar (semi-s6ido) 1,39 1,49 1,79 - - -
Agar (s6lido) 15¢g 15¢g 17 g 15¢g 25¢ 159
Agar (liquido) - - - 0g - -

*somente em meio sélido; **micronutrientes para meio de cultura: 0,04 g CuSO,.5H,0; 1,2 g
ZnS0,4.7H,0; 1,4 g H3BO3; 1,0 g NapMo0O,4.2H.0; 1,175 g MnSO,4.H,0; ***vitaminas para meio
de cultura: 100 mg biotina; 200 mg piridoxol-HCI.
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ANEXO B - llustragdo dos diferentes parametros de avaliagdo das caracteristicas
morfolégicas das colbnias de bactérias diazotréficas isoladas de
bananeiras de Rio Branco Acre em meio sélido.

® Tamanho: menor que 1 mm, puntiforme e maior que 1 mm. anotar dimensio
® Forma: circular ou irregular
® Elevacio:

e — — TN

Plana lente convexa

Q [~ T

Pulvinada umbonada umbilicada

® Bordo:
l\\m F%K " ‘ % D
ondulada lobada denteada filamentosa inteira

® Superficie:

M

lisa rugosa papilada

Fonte: Perin, 2003.



