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Resumo- Este trabalho foi executado no laboratério de Biotecnologia Vegetal do Centro de Ciéncias
Agrarias da UFES, no municipio de Alegre, sul do Estado do Espirito Santo, visando estabelecer um
protocolo de descontaminacdo eficiente da mandioquinha-salsa (Arracacia xanthorrhiza Bancroft),
possibilitando o seu cultivo in vitro. Como um dos principais problemas para o desenvolvimento dessa
técnica é a contaminagdo proveniente do campo, torna-se necessario um tratamento eficaz na
descontaminacéo dos explantes por fungos e bactérias. A utilizacdo das variedades branca e amarela nao
proporcionou diferenca significativa sobre os tratamentos de descontaminagdo. A utilizagdo do antibidtico
Cefotaxima IM/IV no meio de cultura mostrou-se eficiente para a descontaminacéo bacteriana de explantes

estabelecidos in vitro.
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Introducao

A mandioquinha-salsa (Arracacia xanthorrhiza
Bancrofty €& wuma Dicotledoneae da familia
Umbiliferae, de porte herbaceo. E também
conhecida no Brasil como batata-baroa, baroa,
batata-cenoura, batata-salsa e outros. O seu cultivo
€ de grande importancia social e econémica para as
regides produtoras.

No Espirito Santo o cultivo de mandioquinha-
salsa estd em expansado, tendo basicamente a
Ceasa-MG como principal mercado atacadista. A
cultura representa cerca de 2% do PIB estadual (9
bilhdes de reais), 10% do PIB estadual agricola
(900 milhdes de reais) e 1% da producao agricola
estadual (MUNIZ e MACHADO, 1995).

As sementes da  mandioquinha-salsa
apresentam problemas com germinagdo, mesmo
quando  estratificadas ou  submetidas a
tratamentos fisicos e quimicos (SEDIYAMA, 1988).
Essa espécie pode apresentar contaminagdo
endégena por patdégenos degenerativos como
micoplasmas, riquétzias e principalmente virus
podendo entdo necessitar de uma limpeza clonal,
0 que € possivel através de cultivo in vitro de
meristemas associado a outras técnicas de cultura
de tecidos (LUZ et al.,1997).

A cultura de tecidos é uma ferramenta bastante
utilizada no cultivo de hortalicas para limpeza clonal,
propagacao massal, resgate de embrides imaturos,
intercAmbio e preservacdo de germoplasma entre
outras aplicagdes.

A micropropagagdo tem sido realizada com
sucesso em espécies horticolas (batata e
cenoura), ornamentais (orquidea, crisantemo e
cravos), frutiferas(abacaxi, morango e banana),
medicinais (ipeca e espinheira santa) e mais

recentemente em espécies florestais (pinus e
eucalipto) (NUNES, 2005).

No entanto, para que as técnicas de cultura de
tecidos possam ser utilizadas torna-se necessario o
estabelecimento de um processo de
descontaminacao eficiente dos explantes
provenientes de campo e casa de vegetacao.
Segundo Senna Neto (1990), tém sido
freqlentemente observado contaminacdes por
fungos e bactérias no meristema e outros explantes
da cultura; as bactérias geralmente sdo os principais
contaminantes, estando presentes em cerca de 80%
do material contaminado (LUZ, 1993).

Litz e Conover (1977), trabalhando com maméo,
mostraram que 95% dos explantes provenientes de
plantas do campo, introduzidos in vitro, revelaram
contaminacdo  microbiana, mesmo apoés a
descontaminacdo. Isso mostra a importancia de se
estabelecer protocolos visando determinar o tipo, a
concentracdo e o tempo adequados do tratamento
descontaminante ou do grupo de descontaminantes.

A adicdo de antibiéticos no meio de cultura
tem sido utilizada com o objetivo de diminuir as
contaminagbes por bactérias enddgenas. Um
antibidtico ideal poderia apresentar caracteristicas
como: estabilidade frente as variagcbes de pH,
atuacdo sistémica, ndo apresentem efeitos
colaterais (afetar a germinagdo, sintese de
clorofila, etc.), ser solivel em agua e nado ser
afetado por ions (FALKINER, 1990).

Embora seja uma fase primordial para o
estabelecimento da cultura de tecidos, existem
poucos trabalhos publicados a respeito de
descontaminacdo de explantes (OLIVEIRA et al.
2000; VIANNA et al. 1997).
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Este trabalho teve como objetivo testar o efeito
do antibiético meropenen no protocolo de
descontaminacdo de explantes de mandioquinha-
salsa visando o seu estabelecimento in vitro.

Metodologia

Este trabalho foi conduzido no Laboratério de
Biotecnologia Vegetal do Centro de Ciéncias
Agréarias da Universidade Federal do Espirito Santo
(CCA-UFES).

As plantas de variedades comerciais de
mandioquinha-salsa (branca e amarela) foram
coletadas na regido serrana do estado e levadas
para o CCA-UFES.

Os explantes (apices caulinares) foram retirados
e imediatamente transferidos para o laboratério. Em
seguida foram retirados os primoérdios foliares,
lavados em agua destilada estéril para pré-
desinfestacdo. Posteriormente, os explantes foram
imersos em solucdo de detergente TWEEN 20 e
mantidos sob agitacéo por cinco minutos. Apds este
periodo foram testados os tratamentos para
descontaminagéo flngica (alcool 70% por 1 minuto
e hipoclorito de sddio a 1%). A desinfestacé@o foi
finalizada em camara de fluxo laminar tipo horizontal
com 3 enxagies em agua destilada estéril. Os
explantes desinfestados foram inoculados em tubos
de ensaio contendo meio primario. Todo o processo
foi realizado em condi¢cdes assépticas em camara
de fluxo laminar.

O meio priméario foi o MS (MURASHIGUE e
SKOOG, 1962) e os reguladores de crescimento
usados foram Cinetina (5,38 mg/L) e ANA (0,93
mg/L). O meio de cultura teve o seu pH ajustado
em 5,7 + 0,1 antes da adicdo do solidificante Agar
(7,0 g/L). Foram utilizados 20 mL de meio de
cultura em tubos de ensaio de 25 x 150 mm. Foi
testado o antibiético Cefotaxima IM/IV na dose de
12,5 mg/L. As condigBes de cultivo da sala de
crescimento foram ajustadas para temperatura de
25 + 2 °C e fotoperiodo de 16 horas com
intensidade luminosa de 1,2 Klux fornecida por
lampadas do tipo luz do dia (SCHMILDT, 1994;
VIANNA, 1996).

Durante 0 cultivo dos explantes em meio
primario foi avaliada a taxa de contaminacdo dos
explantes por fungos e bactérias para verificar o
efeito descontaminante de cada tratamento.

Os tubos que apresentaram contaminagao
fungica ou bacteriana foram encaminhados ao
Laboratério de Fitopatologia do CCA-UFES para a
identificacdo das familias e os géneros dos agentes
contaminantes.

Os dados foram submetidos a analise de
variancia e as meédias foram comparadas.

Resultados

A andlise de varidncia dos dados obtidos
neste experimento mostrou existir diferenca

significativa para o fator antibiético. Os resultados
estdo apresentados na tabela 1.

Tabela 1 — Resumo da analise de variancia do
efeito dos tratamentos de descontaminacdo dos
explantes de mandioquinha-salsa

Quadrado Médio

FV GL Contaminagéo
Bacteriana
Antibiético 1 205,0313*
Fungicida 1 2,5312"
Variedade 1 2,5312"™
Ant x Fun 1 3,7812"™
Ant x Var 1 0,0312"
Fun x Var 1 5,2812"
Ant x Fun x Var 1 1,5312"™
Residuo 24 4,0729
CV (%) 35,290

* significativo a 5% de probabilidade

As médias dos dados dos tratamentos de
descontaminacdo com e sem a utilizagdo do
antibiético Cefotaxima IM/IV no meio de cultivo
estdo apresentados no gréfico 1.

N° explantes ndo contaminados

Com Sem
Antibiotico Antibiotico

Grafico 1 — Tratamentos de descontaminacao
bacteriana de explantes de mandioquinha-salsa.

Discusséo

As variedades branca e amarela de
mandioquinha-salsa utilizadas neste trabalho n&o
influenciaram a manifestacdo da contaminagéo
bacteriana no meio de cultura.

O uso dos descontaminantes alcool 70% e
hipoclorito de sbédio ndo demonstraram efeito
significativo sobre a manifestacdo da
contaminag&o bacteriana dos explantes.

Os resultados obtidos demonstram que a
adicdo de antibidtico no meio de cultura foi
eficiente para a descontaminacg&o bacteriana.
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A utilizacao de antibidticos no cultivo in vitro é
recomendada para o controle de contaminagfes
bacterianas enddégenas que freglientemente
representam sérios problemas no estabelecimento
in vitro das culturas (GRATTAPAGLIA e
MACHADO, 1998). No entanto, dificimente se
consegue eliminar completamente as bactérias,
pois os antibidticos normalmente utilizados em
cultura de tecidos vegetais possuem acao
bacteriostatica e ndo bactericida.

Concluséo

As variedades de mandioquinha-salsa (branca
e amarela) utilizadas neste trabalho né&o
influenciaram na contaminacgé&o bacteriana.

A utilizacédo do antibidtico Cefotaxima IM/IV no
meio de cultura primario mostrou-se eficiente para
a descontaminacdo bacteriana de explantes
estabelecidos in vitro.
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