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Introducao

A selegao in vitro de clones de maracuja resistentes a fusariose tem sido considerada uma
estratégia promissora no melhoramento da espécie, ja que a variabilidade genética disponivel para os
programas de melhoramento ainda é limitada, assim como informacdes sobre caracterizagdo e
avaliacao de germoplasma (Cunha, 1998; Ferreira, 1998). Esta estratégia depende da ocorréncia de
variagao somaclonal durante a passagem in vitro do material vegetal.

Neste caso, altas taxas de contaminag¢éo bacteriana observadas em experimentos preliminares
tornaram necessario o uso de antibidticos na indugdo de calos de maracuja a partir de explantes
colhidos de plantas cultivadas em casa de vegetagdo. Desconfia-se da presenga de bactérias
enddgenas nas plantas, pois em muitos casos a contaminagéo bacteriana so6 foi detectada nos calos
apdés meses de cultivo in vitro.

Este trabalho teve como objetivo verificar o efeito de antibiéticos adicionados ao meio de
cultura ou em banho de imersao dos explantes no controle da contaminacao e no desenvolvimento dos
calos de maracuja-amarelo.

Material e Métodos

Um experimento fatorial (2 x 3) foi conduzido tendo como fatores o tipo de banho de imerséao
aplicado aos explantes (a presenca ou ndo do antibiético rifampicina no banho) e a adicao de
antibiéticos ao meio de cultura (sem antibiético, com rifampicina ou com cefotaxima) em trés blocos
casualizados no tempo, com 9 repetigdes.

Os explantes utilizados foram caules nodais retirados de plantas de maracuja com 1 a 2 meses
de idade, obtidas de sementes plantadas em solo autoclavado. Metade dos explantes foi imersa em
agua esterilizada por 20 h e a outra metade ficou imersa em rifampicina (500mg.L") pelo mesmo
periodo. Realizou-se entdo uma desinfestagdo superficial dos explantes com etanol 70% (1 min.),
hipoclorito de célcio 3% (3 min.) e 3 lavagens com agua esterilizada (10 min. cada), e procedeu-se a
inoculagao dos mesmos em meio MS (Murashige & Skoog, 1962) basico suplementado com 2,5mg.L'1
de cinetina e 2mg.L"! de 2,4-D) sem antibiético, com 50mg.L"! de rifampicina ou 50 mg.L"! de
cefotaxima. Os tratamentos, entédo,.foram os seguintes: T1=banho de imersdo sem antibi6tico, meio
sem antibiético; T2=banho sem antibi6tico, meio com rifampicina; T3=banho sem antibi6tico, meio com
cefotaxima; T4=banho com antibidtico, meio sem antibidtico; T5=banho com antibiético, meio com
rifampicina; T6é=banho com antibiético, meio com cefotaxima.

Os frascos, com um explante cada, foram incubados a temperatura de 25 a 28 °C, sob luz
fluorescente, com 12 horas de fotoperiodo. Os mesmos foram observados diariamente no inicio do



experimento para se determinar a taxa de contaminagéo inicial e a data de aparecimento de
calos em cada repeticdo. Aos 30 dias avaliou-se a taxa de conversdo dos explantes em calo, ou seja,
porcentagem de calos formados por nimero de explantes inoculados. Os calos formados foram
subcultivados 3 ou 4 vezes, a intervalos varidveis em cada bloco. A cada subcultivo, o peso fresco de
cada calo foi determinado, em condicbes assépticas. A sobrevivéncia dos calos foi determinada apds
100 dias da inoculacdo dos explantes em cada bloco e calos que se desenvolveram pouco e
apresentaram alto grau de oxidagao nesta avaliacao foram considerados mortos.

Resultados e Discussao

Nao houve efeito do banho de imersdao dos explantes em antibidético no intervalo entre
inoculacdo e o aparecimento de calos (p=0,21). No entanto, a adicdo de rifampicina (5Omg.L‘1) ao
meio de cultura retardou significativamente (p=0,007), em um ou dois dias, o aparecimento dos calos.

Na auséncia de antibiéticos no banho ou no meio (T1), houve altas taxas de contaminacao
inicial e os calos nao sobreviveram aos subcultivos (Fig. 1). A imersdo em rifampicina, quando nao
associada a adicao de antibidtico no meio (T4), reduziu parcialmente a contaminacéo inicial. A taxa de
contaminacao inicial foi bastante reduzida quando o banho com a rifampicina foi aliado a adi¢do dos
antibiéticos no meio (T5 e T6). A taxa de conversao dos explantes em calos foi bastante afetada
quando a contaminagio inicial do tratamento era alta (T1 e T4). Nos tratamentos em que a
contaminacdo inicial foi controlada, a conversdo foi alta e ndo foi afetada pela presenca dos
antibiéticos no meio. Os tratamentos que continham rifampicina no meio de cultura (T2 e T5) de modo
geral apresentaram baixa contaminacao inicial, mas nao foram capazes de aumentar a taxa de
sobrevivéncia dos calos formados com relagdo a testemunha T4. Nos tratamentos que continham
cefotaxima no meio de cultura (T3 e T6) foram observadas as maiores taxas de sobrevivéncia.

O desenvolvimento dos calos formados foi avaliado pelas curvas de ganho de peso dos
mesmos. A imersdo dos explantes em rifampicina ndo aumentou significativamente o peso dos calos
(p=0,36) avaliado entre 60 e 70 dias apoOs a inoculagédo, nos trés blocos; a adi¢do de antibiéticos ao
meio de cultura proporcionou maior ganho de peso dos calos medido entre 60 e 70 dias (p=0,03). Os
tratamentos que continham cefotaxima no meio (T3 e T6) induziram um maior ganho de peso da
matéria fresca dos calos nesta avaliagdo (p=0,029, teste de Tukey) que os tratamentos com
rifampicina ou sem antibidtico, e proporcionaram, de modo geral, um maior peso final dos calos (Fig.
2).



Fig. 1. Porcentagens de contaminacao inicial, conversdo de explantes em calos e de
sobrevivéncia apos 100 dias (média dos trés blocos). T1=banho de imersao sem antibiotico,
meio sem antibidtico; T2=banho sem antibiético, meio com rifampicina; T3=banho sem
antibiético, meio com cefotaxima; T4=banho com antibiético, meio sem antibiético; T5=banho
com antibiético, meio com rifampicina; T6é=banho com antibiético, meio com cefotaxima.

O efeito de cefotaxima como estimulante de crescimento de calos ja foi descrito para outras
espécies de plantas, como trigo (Mathias & Boyd, 1986), sorgo (Rao et al. 1995) e cevada (Mathias &
Mukasa, 1987). Em maracuja, d’'Utra Vaz et al. (1993) e Otoni et al. (1995) relataram que o cefotaxima,
na dosagem de 250 ug.mL", aumentou a eficiéncia de plaqueamento de protoplastos derivados de
mesofilo de Passiflora edulis f flavicarpa e P. incarnata, respectivamente. O antibiético, segundo estes
autores, foi essencial para uma maior frequéncia de divisdes celulares iniciais.

O cefotaxima € um antibiético de amplo espectro, que inibe tanto bactérias gram-positivas
quanto gram-negativas; no entanto, o mecanismo pelo qual este antibi6tico atua em células vegetais
ainda nao esta esclarecido. Apesar da configuragdo quimica do antibiético ndo ter semelhanca com
nenhum fitorregulador, Mathias & Boyd (1987) sugeriram que a metabolizacdo do cefotaxima pelas
esterases vegetais possa gerar compostos com atividades semelhantes as de reguladores de
crescimento. Outra hipétese para explicar o efeito do antibiético como promotor de regeneragao é pela
sua acao, ja conhecida, na inibicdo da producao de etileno (Rao et al. 1995). No presente trabalho,
nao foi possivel separar um provavel efeito estimulante deste antibiético de sua acao na eliminagéo ou
inibicdo de contaminacgdes bacterianas enddgenas, ja que a presencga bacteriana no material vegetal
disponivel era comprovadamente elevada.



Fig. 2. Peso médio da matéria fresca dos calos nos trés blocos, a cada
subcultivo. Ti1=banho de imersdo sem antibidtico, meio sem
antibiético; T2=banho sem antibiético, meio com rifampicina; T3=banho
sem antibidtico, meio com cefotaxima; T4=banho com antibi6tico, meio
sem antibiético; T5=banho com antibiético, meio com rifampicina;
T6=banho com antibiético, meio com cefotaxima.

Conclusoes

Sem a adi¢ao de antibi6éticos em banho de imersao de explantes ou no meio de cultura, nao foi
possivel obter calos de maracuja-amarelo que sobrevivesse a varios subcultivos. O banho de imersao
de explantes com o antibiético rifampicina reduziu parcialmente os niveis de contaminacao inicial.
Quando aliado a presenca de rifampicina ou cefotaxima no meio, o banho dos explantes foi mais
eficiente no controle da contaminagao e no aumento das taxas de sobrevivéncia de calos. A presenca



de antibiéticos no meio proporcionou altas taxas de conversdo de explantes em calo; no
entanto, a dosagem de rifampicina utilizada retardou em alguns dias o aparecimento dos calos e ndo
foi capaz de aumentar a taxa de sobrevivéncia dos mesmos, em relagao a testemunha.

O melhor tratamento foi 0 uso de cefotaxima no meio aliado a prévia imersao dos explantes em
rifampicina, pois além de controlar eficientemente a contaminagao, promoveu maior ganho de peso
dos calos e favoreceu a sobrevivéncia dos mesmos
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