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COMPARACAO DE PROCEDIMENTOS PARA DESCONTAMINACAO
DE EXPLANTES DE MOGNO (Swietenia macrophylla KING')

Sebastido da Cunha LOPES?
Osmar Alves LAMEIRA®
Gerson Renan Luces FORTES*

RESUMO: O trabalho teve como objetivo comparar diferentes procedimentos para descontaminagéo
de folhas, segmentos apical e nodal de mogno (Swietenia macrophylla King) provenientes de plantas
crescidas em casa de vegetagdo. Na descontaminagio dos segmentos apical e nodal foram testados
nove procedimentos, duas solu¢des de NaClO, uma com o pH ajustado para seis, em duas
concentragdes 1 e 2%, e outra com o pH ndo ajustado na concentragio de 2%; termoterapia a 40°C
por uma hora; alcool a 70% por 2 e 30 minutos, e diferentes antibidticos como kanamicina,
estreptomicina e ampicilina na concentragdo de 0,1mg.mL"'. Na descontaminag¢fo de folhas foram
utilizados alcool a 70 % por dois minutos; solu¢des de NaClO, por 15 minutos, a 0,5 ;1 e 2 % e 2%
com adig@o de benomyl a 0,6%. Os segmentos apical e nodal foram cultivados posteriormente em
agar e as folhas em meio MS. Foi avaliada a percentagem de contaminagéo e diferenciado entre a
contaminagdo por fungo e bactéria. Nos segmentos apical e nodal foi verificado, também, a
percentagem de oxidacdo apds sete dias de cultivo. A termoterapia associada ao 6leo de copaiba e
NaClO a 1% reduziu até 50% a contaminag&o por bactéria em segmento apical e nodal de mogno. A
kanamicina foi o antibidtico mais eficiente para o controle de fungos, tanto em segmentos apicais
quanto nodais, e ampicilina foi eficiente somente para segmentos apicais, todos com 0% de
contaminagio. Todos os procedimentos utilizados para a descontaminagéo de folhas de mogno foram
eficientes, exceto o NaClO a 0,5% no controle de fungos.

TERMOS PARA INDEXACAO: Swietenia macrophyla, Segmento Nodal, Assepsia, Cultura de
Tecido.

COMPARISON OF DECONTAMINATION PROCEDURE OF MAHOGANY
(Swietenia macrophylla KING) EXPLANTES

ABSTRACT: The objective of this work was to compare different procedures for the decontamination
of leaves, apical and nodal mahogany plants grown in greenhouse. Nine procedures were tested for
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segment decontamination: two solutions of NaOCI, one with the pH adjusted for six, in two
concentrations 1 and 2%; other with the pH non adjusted in the concentration of 2%; heat therapy
for 1 hour at 40°C; 70% alcohol, 2 and 30 min; 0,1 mg.mL"! kanamycin, streptomycin and ampicillin
cultivated in 0,7% agar. In the decontamination of leaves was used 70% alcohol for 2 min; solutions
of 0,5; 1 and 2% of NaOCl and 2,0% NaOCI added to 0,6% benomyl for 15 min. The apical and
nodal segments were later cultivated in agar and the leaves in MS medium. Heat therapy associated
to the copaiba oil and 1% NaOCI reduced the contamination of bacteria in mahogany apical and
nodal segments up to 50%. The kanamicyn was the most efficient antibiotic for the control of fungi
in mahogany apical and nodal segment and ampicillin for the apical segment, both with 0% of
contamination. All, but 0,5% NaOClI, procedures used for leaves decontamination were efficient in
the fungi control.

INDEX TERMS: Swietenia macrophylla; Asepsis, Nodal Segment, Leaves Disc, Tissue Culture.

1 INTRODUCAO

O mogno, nome comum dado as espé-
cies Swietenia spp, pertence a familia
Meliaceae. A espécie que ocorre no Brasil
é a Swietenia macrophylla King. Esta espé-
cie esta distribuida naturalmente entre os
paralelos de 18° Sul e 20° Norte de latitude
(LAMB, 1966).

A intensa pressdo de exploragdo gera-
da pela grande procura por parte do merca-
do externo esta ocasionando a redu¢o cada
vez mais acelerada da espécie. Hoje em dia
0 mogno no Brasil esta localizado princi-
palmente na Regido Amazdnica, em reser-
vas indigenas e em areas protegidas por lei,
principalmente, em terras indigenas, visto
que cerca de um ter¢o da area de
abrangéncia do mogno esta dentro destas
areas, ocasionando, desta forma, conflitos
e invasdes de terras, além de grande perda
de recursos genéticos (VERISSIMO
et al., 1995).
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O mogno, além de apresentar proble-
mas de regeneragdo natural, tem a produ-
cdo de mudas comprometida, visto que a
disseminagdo de sementes ocorre apenas
num periodo do ano e a coleta se torna difi-
cil, devido as arvores estarem localizadas
no meio da mata e serem muito altas. Estes
problemas tém levado a procura de alterna-
tivas para a propagagdo da espécie.

A utilizagdo das técnicas de cultura de
tecido e células tem auxiliado a multiplica-
¢do de muitas espécies lenhosas florestais
que tém problemas para propagag¢ao (MELO
et al., 1998).

A descontaminagéo é uma das etapas
do processo de micropropagagéo, fazendo
parte da fase um, preconizada por
Murashige, (1974). As plantas provenien-
tes de campo estdo sujeitas a infestagéo por
fungos e bactérias, na grande maioria nao
patogénicas. Contudo, ao se cultivarem te-
cidos vegetais in vitro o crescimento destes
microorganismos pode ser acelerado a tal
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ponto que passa a interferir no desenvolvi-
mento dos explantes (GILADI; ATMAN;
GOPEN, 1979).

Muitos tipos de explantes tém sido
utilizados na tentativa de propagagdo de
inimeras espécies, entre eles: peciolo; seg-
mento internodal; fruto; eixo embrionario;
raiz; cotilédones e folhas (FORTES,1992).
As dificuldades para o cultivo in vitro de
plantas lenhosas, em relagio as plantas her-
baceas segundo relato de Young, Hutchins
e Canfield (1984), esta na baixa resposta a
reguladores de crescimento aplicados
exogenamente, na produgdo de compostos
fenolicos e, principalmente, na ineficacia
das técnicas tradicionais de desinfestagdo.
Desta forma, protocolos de assepsia preci-
sam ser desenvolvidos para que se possa
utilizar explantes provenientes de campo,
visto que a literatura sobre o assunto para o
mogno ainda ¢ escassa.

Este trabalho teve como objetivo com-
parar diferentes procedimentos para
desinfestacdo de folhas, segmentos apicais
e nodais de mogno provenientes de plantas
crescidas em casa de vegetagdo.

2 MATERIAL E METODOS

Os explantes foram provenientes de
plantas crescidas em casa de vegetagéo co-
berta com tela de sombrite a 50%. As se-
mentes foram postas para germinar em
substrato contendo torta de dendé e terra
preta na proporcédo de 1:1. Os explantes fo-
ram coletados com auxilio de tesoura de
poda e bisturi, em seguida foram imediata-
mente colocados em becker contendo agua
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destilada. No laboratdrio foram lavados com
sabdo liquido comercial, sendo enxaguados
com agua em abundancia. Este experimen-
to constou de dois ensaios, um para assepsia
de segmentos apical e nodal de plantas de
cinco meses de idade, outro para folhas de
plantas de 12 meses de idade.

Os seguintes procedimentos de
assepsia foram aplicados para os segmen-
tos apical e nodal em camara de fluxo
laminar:

A- 1) Imersdo em hipoclorito de sédio
(NaClO) a 2% por 15 minutos.
2) Quatro lavagens com agua destilada
e autoclavada.

B- 1) Imersdo em NaClO a 2% por 15 mi-
nutos.
2) Quatro lavagens com agua destilada
e autoclavada, seguido da imerséo
em kanamicina (0,1 mg/mL) por 30
minutos.

C- 1) Imersdo em alcool a 70% por dois
minutos e lavagens com agua desti-
lada e autoclavada.

2) Imersdo em NaClO a 2% por 15 mi-
nutos, seguido de quatro lavagens
com agua destilada e autoclavada.

D- 1) Termoterapia por uma hora a 40 °C.
2) Imersdo em NaClO a 2% com pH
ajustado para 6 por 15 minutos, se-
guido de quatro lavagens com agua
destilada e autoclavada.
E- 1) Termoterapia por uma hora a 40 °C.
2) Imersdo em alcool a 70% por dois
minutos e lavados com 4gua destila-
da e autoclavada.
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3) Imersdao em NaClO a 2% com pH
ajustado para 6 por 15 minutos, se-
guido de quatro lavagens com agua
destilada e autoclavada.

F- 1) Termoterapia por uma hora a 40 °C.
2) Imersdo em alcool a 70% por dois
minutos e lavados com agua destila-

da e autoclavada.

3) Imersdao em NaClO a 1% com pH
ajustado para 6 por quinze minutos,
seguido de quatro lavagens com agua
destilada e autoclavada.

G- 1) Termoterapia por uma hora a 40 °C.
2) Imersdo em O6leo de copaiba
(Copaifera spp) por 15 minutos e
lavagens com agua destilada e
autoclavada.

3) Imersdo em NaClO a 1% com pH
ajustado para 6 por 15 minutos, se-
guido de quatro lavagens com agua
destilada e autoclavada.

H- 1) Imersdo em alcool a 70% por 30 se-
gundos, seguido de lavagens com
agua destilada e autoclavada.

2) Imersdo em NaClO a 2% por 15 mi-
nutos, seguido de quatro lavagens
com agua destilada e autoclavada.

3) Imersdo em ampicilina (0,1 mg/mL)
por 30 minutos.

I- 1) Imersdo em alcool a 70% por 30 se-
gundos, seguido de lavagem com
agua destilada e autoclavada.

2) Imersao em NaClO a 2% por 15 mi-
nutos, seguida de quatro lavagens
com agua destilada e autoclavada.

3) Imersdo em estreptomicina (0,1 mg/
mL) por 30 minutos.

66

A inoculacdo, apos secagem dos
explantes em papel estéril, foi realizada em
meio contendo somente agar a 0,7%. Os
explantes foram mantidos em sala de cres-
cimento com temperatura de 25 £ 1°C e
fotoperiodo de 16 horas, e intensidade lu-
minosa de 52 mmol.m?s"' de irradidncia
fornecida por lampadas fluorescente bran-
cas. Foram avaliados, visualmente, o
percentual de contaminagdo causada por
fungos e bactérias e o percentual de oxida-
¢ao.

As folhas passaram por assepsia que
constou de imersdo em alcool a 70% por
dois minutos e em diferentes solugdes de
NaClO a 0,5; 1 e 2% por quinze minutos e
NaClO a 2%, adicionado de benomyl a
0,6%. Em seguida, foram retirados discos
foliares com 0,8 cm? de area com auxilio de
um vazador metalico, previamente
autoclavado. O meio utilizado neste ensaio
foi o MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962),
com 3% de sacarose e agar a 0,7%. Os dis-
cos foliares foram inoculados individual-
mente em tubos de ensaio (100x20mm) com
a superficie abaxial em contato com o meio.
Estes foram mantidos no escuro por duas
semanas, quando se fez a avaliac@o através
de observacdes da percentagem de conta-
minagdo de fungos e bactérias.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os percentuais de contaminagdo em
segmentos apicais e nodais de mogno sdo
apresentados na Tabela 1. Foi observado que
percentagens menores que 50% de conta-
minagdo por bactéria em segmentos apical
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e nodal ocorreram nos procedimentos que
envolveram o uso de termoterapia, 6leo de
copaiba e NaClO a 1% e uso de
estreptomicina no segmento nodal. Percen-
tagens de contaminagdo em segmento
apical acima de 50% foram observadas nos
demais procedimentos. Enquanto que as
contaminagdes por fungo em segmento
apical superior a 15% somente foram ob-
servadas no procedimento envolvendo a
termoterapia, 6leo de copaiba e NaCIO a
1%. Para o segmento nodal, contaminagdes
superior a 15% foram observadas nos pro-
cedimentos envolvendo termoterapia, 6leo
de copaiba e NaClO a 1% e os tratamentos
contendo os antibidticos ampicilina e

estreptomicina.

A termoterapia por uma hora a 40 °C
para controlar fungos foi eficiente em
todos os tratamentos que os explantes
foram imersos somente em NaClO, ou em
tratamentos nos quais os explantes foram
imersos em alcool e, posteriormente, em
NaOCI. Para o controle de bactéria a
termoterapia apresentou melhor resposta
quando os explantes foram imersos em 6leo
de copaiba, em seguida no NaClO a 1%.

A utilizagdo de antibidticos
kanamicina, ampicilina e estreptomicina
surtiu pouco efeito sobre a incidéncia de
bactérias nos dois segmentos utilizados,

Tabela 1 — Percentagem (%) de contaminagdo em segmentos apical e nodal de mogno
(Swietenia macrophylla) e o agente causador. Embrapa Amazonia Oriental,
Belém (PA), 1999.
Procedimentos N° frasco Segmento Agente
Inoculado
Fundo (%)  Bactéria (%)
Apical Nodal Apical Nodal Apical Nodal
NaClO 2% 40 100 (n=2) 100 (n=2) 5 0 100 100
NaClO+kanamicina 40 100 (n=2) 100 (n=2) 0 0 100 100
Alcool+NaClO 2% 40 100 (n=2) 95 (n=2) 5 15 95 80
T+NaClO 2% 40 70 (n=2) 100 (n=2) 0 5 70 100
T+alcool+NaClO 2% 40 75 (n=2) 85 (n=2) 5 70 80
T+alccol+NaClO 1% 18 55 (n=2) 100 (n=2) 0 0 55 100
T+copaiba+NaClO 19 78 (n=2) 100 (n=2) 33 60 44 40
Alcool+NaClO+Amp. 23 80 (n=2) 92 (n=2) 0 23 80 69
Alcool+NaClO+Estr. 22 100 (n=2) 86 (n=2) 12 50 87 36

Nota: sinais convencionais utilizados
n —numero de explantes

T - termoterapia

Amp. —ampicilina

Estr. — estreptomicina
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exceto a estreptomicina em segmento nodal,
onde o percentual de contaminagdo foi de
36% (Tabela 1). Enquanto que, para o con-
trole de fungos, a kanamicina foi a mais efi-
ciente para os dois segmentos e a ampicilina
no segmento apical, ambas com 0% de con-
tamina¢do. Embora a eliminacéo de bacté-
rias por antibidticos néo tenha sido a mais
eficiente, Kritzinger et al. (1998) verifica-
ram que pré-tratamento com fungicida e
combinag¢des de antibidticos deram bons
resultados na desinfestacdo de rizomas de
Zantedeschia aethiopica.

A alta incidéncia de bactérias de co-
loragdo esbranquicadas, que se localizavam
ao redor dos explantes, provavelmente, te-
nha ocorrido devido as plantas fornecedo-
ras de explantes estarem em condi¢des se-
melhantes a de campo, pela falta de trata-
mentos na casa de vegetacdo. Pelo fato de
que em alguns explantes o surgimento da

contaminagdo ocorreu apds algumas sema-
nas da inoculacdo, acredita-se que eram
endogenas. Para Grattapaglia e Machado
(1998), a condi¢ao fitossanitaria da planta
matriz € importante, pois ira facilitar a
descontaminagdo durante o isolamento, de-
vendo-se ter cuidado durante a irrigagéo,
molhando-se exclusivamente o substrato
sem atingir as folhas.

Maene e Deberg (1987), ao manterem
plantas de Araucaria exelsa em condigdes
secas durante seis meses, antes da coleta dos
explantes em casa de vegetacio, reduziram
a contaminagfo bacteriana de 70 para 20%.

Os procedimentos envolvendo a pre-
senga do NaClO demonstraram que no pro-
cesso de assepsia de explantes de mogno,
podem influenciar na oxidag¢do dos
explantes (Tabela 2). Foi observado que os
segmentos utilizados nos diferentes proce-

Tabela 2 — Percentagem de oxidagdo em segmentos apical e nodal de mogno (Swietenia
macrophylla) apos sete dias da inoculagdo. Embrapa Amazonia Oriental, Belém
(PA), 1999.
Procedimentos N¢ explantes observados Oxidagéo %
Apical Nodal Apical Nodal
NaClO 2% 20 20 10 15
NaClO+Kanamicina 20 20 30 15
Alcool+NaClO 2% 11 15 27 73
T+NaClO 2% 17 8 94 87
T+alcool+NaClO 2% 13 9 85 78
T+alcool+NaClO 1% 9 9 33 56
T+copaiba+NaClO 9 10 66 30
Alcool+NaClO+Amp. 10 13 70 62
Alcool+NaClO+Estr. 8 14 75 21

Nota: sinais convencionais utilizados:

T — termoterapia, Amp. — ampicilina, Estr. — estreptomicina
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dimentos foram oxidados, sendo observa-
do os menores percentuais de oxidagdo nos
tratamentos contendo o NaClO a 2% isola-
damente para os dois tipos de segmento, ou
quando associado a kanamicina em segmen-
to nodal. Apesar de McCOMB (1978) rela-
tar que ¢ comum o escurecimento de
explantes por oxidacdo de polifenois logo
apos a retirada da planta mée, isto ndo ocor-
reu porque durante a retirada dos explantes
das plantas em casa de vegetacdo ndo foi
observado o escurecimento desses no local
do corte. Entretanto, GEORGE (1993) ve-
rificou que em apices caulinares de Pistacia
coletados em casa de vegetagdo ocorriam a
maior frequéncia de oxidagdo.

Nos discos foliares desinfestados ndo
houve o surgimento de bactérias; apenas a
presenga de fungos foi observada na menor
concentragdo de NaClO (Tabela 3). Estes
resultados sdo similares com aqueles de
Fortes (1992), visto que em seu experimen-
to, utilizando diferentes concentragdes de
NaClO, foram observados o surgimento de
agentes contaminantes principalmente fun-
gos nas menores concentragdes.

Os discos foliares, apds as duas sema-
nas em que permaneceram no escuro, man-
tiveram-se verdes, exceto os inoculados no
meio que continha NaClO a 2%+benomyl
a 0,6%, que se apresentavam despigmen-
tados. Acredita-se que esta despigmentagéo
seja devido ao efeito fitotoxico do benomyl
ao tecido foliar de mogno, apesar dos dis-
sem agentes
contaminantes. Fortes (1992) também ob-
servou uma tendéncia para diminui¢do na

cos foliares estarem

contaminagfo fingica de explantes foliares
de macieira ao se adicionar benomyl a 0,6
mgL"' ao meio, porém ndo fez nenhum co-
mentario a respeito do surgimento de efeito
fitotoxico nesta espécie. Enquanto que Del
Ponte (1999) sugeriu que as plantas matri-
zes de Eucalyptus mantidas em casa de ve-
getacdo que serviram como fornecedoras de
explantes devem receber um pré-tratamen-
to com benomyl, por um periodo anterior a
coleta. Para o mogno, a utilizacdo de
benomyl deve ser feita de forma cautelosa
observando sempre o surgimento de algum
efeito fitotoxico as plantas.

Tabela 3 — Percentagem de contaminagdo de discos foliares de mogno (Swietenia
macrophylla) e agentes contaminantes, sob concentra¢des de NaClO e benomyl.
Embrapa Amazoénia Oriental, Belém (PA), 1999.
NaClO Contaminagao Agente
(%) (%) Fungo (%) Bactéria (%)
0,5 25 (n=20) 25 0
1 0 (n=20) 0 0
2 0 (n=20) 0 0
2 + benomyl 0,6 0 (n=20) 0 0

Nota: n - nimero de explantes
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69



SEBASTIAO DA CUNHA LOPES, OSMAR ALVES LAMEIRA, GERSON RENAN LUCES FORTES

4 CONCLUSAO

Os resultados obtidos no presente tra-
balho permitem concluir que:

a) a termoterapia associada ao dleo de
copaiba e NaClO a 1% reduz até 44% a con-
taminag3o por bactéria em segmento apical
e nodal de mogno;

b) a termoterapia associada a NaClO
isoladamente ou ao alcool a 70%, seguido
do NaClO a 1% reduz até 0% a contamina-
¢do por fungos para os segmentos apical e
nodal de mogno;

¢) a estreptomicina associada ao alco-
ol a 70% e NaClO a 2% reduz até 50% a
contaminagdo por bactéria em segmento
nodal de mogno;

d) a kanamicina é o antibiotico mais
eficiente para o controle de fungos em seg-
mento apical e nodal de mogno, e a
ampicilina para o segmento apical, ambas
com 0% de contaminagéo;

e) os segmentos utilizados nos dife-
rentes procedimentos s@o oxidados, sendo
observado os menores percentuais de oxi-
dacdo nos tratamentos contendo o NaClO a
2% isoladamente para os dois tipos de seg-
mento ou quando associado a kanamicina
em segmento nodal;

f) todos os procedimentos utilizados
para a assepsia de discos foliares de mogno
sdo eficientes, exceto o NaClO a 0,5% no
controle de fungos;

g) areducdo do pH do NaClO nio deve
ser uma pratica recomendada para assepsia,
pois induz o aumento da oxidagdo nos seg-
mentos apicais e nodais de mogno.
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