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RESUMO

Objetivou-se avaliar e caracterizar os niveis de
contaminagio microbiana, em diferentes ambientes de um
laboratério de cultura de tecidos de plantas. No Laboratério de
Cultura de Tecidos e Genética Vegetal na Embrapa Agroindiistria
Tropical foi efetuado um levantamento dos nfveis populacionais
de contaminag#o fiingica e bacteriana. Foram avaliados os
seguintes ambientes: sala de lavagem e esterilizago, sala de
recebimento de material vegetal, sala de preparo de meio de cultura,
sala de manipulagfo asséptica, cAmara de crescimento, capela de
fluxo 1aminar ligada e desligada. Placas de Petri com meio de
cultura BDA (Batata-Dextrose-Agar) foram distribuidas,
aleatoriamente, em diferentes locais dentro do laboratério,
abertas durante 60 minutos. Foi efetuada a contagem de colénias
fiingicas e bacterianas durante quatro dias de incubag@o, e ap6s
esse perfodo, os contaminantes fingicos foram isolados e
identificados. Destacaram-se os seguintes fungos, encontrados
com maior freqiiéncia no ambiente do laboratério: Aspergillius
niger Tiegh. (1867), Fusarium sp., e Penicilium sp.

De todos os ambientes avaliados do laboratério, observou-
se que, na capela de fluxo laminar ligada, nZo foi detectada incidéncia
de colBnias desses microrganismos. Tal fato justifica-se por ser o
local asséptico pois é onde se faz a repicagem dos explantes in
vitro. Conclui-se que a identificagdio ¢ monitoramento de
contaminantes, em ambiente do laboratério de culturas de tecido
de plantas é importante para se estudar formas de controles
desses microrganismos.

Termos para indexagio: Contaminago, micropropagagéo,
assepsia, fungo, bactéria.

ABSTRACT

The objective of this work was to evaluate and
characterize the rate of microbial contamination in several
environments of a plant tissue culture laboratory. A research of

population levels of fungi and microbial contamination was
performed at the Laborat6rio de Cultura de Tecidos e Genética
Vegetal, of Embrapa Agroindiistria Tropical. The following
environments were evaluated: washing sterilization room, plant
material reception room, media preparation room, inoculation
room, growth room and laminar hood (turned-on and off). Petri
dishes with PDA (potato-dextrose-agar) culture medium were
randomly displayed inside the laboratory and opened for 60
minutes. The fungi and bacterial colonies were counted for four
days since the inoculation day. After this period, isolated fungi
contaminants were identified. The following fungi were frequently
found in the laboratory: Aspergillius niger Tiegh. (1867),
Fusarium sp. and Peniciliums sp. Only on turned-on laminar
hood, no incidence of microorganism colonies was detected.
Therefore, the identification of contaminants in plant tissue
culture laboratory environments is important in order to study
ways of control for these microorganisms.

Index terms: Contamination, micropropagation, asepsis, fungi,
bacterium.

INTRODUCAO

A contaminagdo microbiana € uma das causas
principais de perdas de material vegetal, em laboratérios de
cultura de tecido de plantas. Em muitos casos, as fontes
contaminantes ndo s&o determinadas facilmente. Entretanto,
as mais comuns s&o associadas com os microorganismos
do ambiente e do individuo manipulador (LEIFERT et al.,
1994), e microrganismos oriundos do material.

As contaminagdes em laboratério desse tipo podem
ser provenientes de vérias fontes, como: correntes de ar,
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partfculas do solo carregando esporos ¢ células de
microrganismos que penetram nos locais de trabalho pelos
condicionadores de ar, podendo ser também transportadas
¢ introduzidas pelo homem, permanecendo no ambiente
em condigdes de assepsia inadequada. Outros
equipamentos que podem introduzir a contaminago sio

aqueles destinados aos tratamentos de 4gua

(deionizadores, destiladores, etc.), seja pela falta de

manutengdo ou por manuseio inadequado (CAPO, 1998).
Além disso, esterilizagéio inadequada do meio de cultura,
pingas, bisturis, vidrarias ¢ outros materiais necessérios e
desinfecgéio inadequada das plantas trazidas do campo
podem contaminar as culturas (LOPES, 1996),

A cimara de fluxo laminar é o principal local onde a
maioria dos contaminantes pode ser introduzida por
manipulagdo (CAPO, 1998). Outras contaminagdes sio
introduzidas na cultura de tecidos como resultados de
préticas de laboratério deficientes, como é o caso de
Bacillus sp. que pode contaminar os meios de cultura
devido 2 esterilizagdo insuficiente ou inadequado
funcionamento da autoclave (MONTARROYOS, 2000).

Assim, em laboratérios de cultura de tecido de
plantas, elevado grau de assepsia é condi¢do fundamental
em qualquer situagZo, j4 que fungos e bactérias encontram,
no meio nutritivo utilizado, ambiente apropriado para se
desenvolverem rapidamente, ocasionando a morte das
culturas. A limpeza e a esterilizagéo de vidrarias e de outros
instrumentos seriam outras praticas que, se realizadas
isoladas das demais, trariam mais seguranga quanto ao
risco de contaminag@o, uma vez que ali s3o mantidos, por
algum tempo, os frascos de culturas contaminadas ¢ a
vidraria usada, até o momento de serem lavadas (TEXEIRA
& TORRES, 1998).

A contaminagzo, no laboratério de cultura de tecido
de plantas, pode ser evitada a partir do treinamento dos
operadores em técnicas assépticas, como emprego de batas,
méscaras e toucas, além do cuidado com a manipulagdo do
tecido vegetal e das ferramentas de trabalho utilizadas

como: pingas, bisturis, tesouras, entre outros (DANTAS
etal., 2002).

Objetivou-se com este trabalho avaliar e caracterizar

os niveis de contaminagdo microbiana, em diferentes

e um laboratério de cultura de tecidos de

f

ambientes d
plantas.

MATERIAL EMETODOS

O trabalho foi conduzido nos Labor-alénos de
Fitopatologia e no de Cultura de Tecidos e Genética Vcifiﬂ
da Embrapa Agroinddstria Tropical, Campos do Pici,
Fortaleza, Cearé, entre os meses de janeiro a outubro de
2005. T

O monitoramento dos nfveis populacionais de
contaminagdo fingica e bacteriana foi realizado no
Laboratério de Cultura de Tecidos e Genética Vegetal, nos
seguintes ambientes: sala de lavagem e esterilizago, sala
de preparo de meio de cultura, sala de manipulagdo
asséptica, cimara de crescimento, sala de recebimento de
material vegetal, interior da capela de fluxo laminar ligada e
desligada. Para tanto, placas de Petri contendo meio de
cultura BDA (Batata-Dextrose-Agar) foram distribufdas,
aleatoriamente, nos sete ambientes, e abertas para exposi¢do
do meio de cultura, durante 60 minutos. Apés este perfodo,
foram fechadas e mantidas em temperatura ambiente (25°
C), na sala de incubagio com regime de luz intermitente
(12/12h), no Laboratério de Fitopatologia.

A seguir, diariamente, foi efetuada a contagem das
coldnias flingicas e bacterianas durante quatro dias
sucessivos de incubagéio, e posterior isolamento. Em
seguida, as culturas foram mantidas em temperatura
ambiente durante sete dias na sala de incubagdo, no
Laboratério de Fitopatologia.

A identificagdo dos fungos isolados foi realizada
através de observagdes macro e micromofolégicas das
culturas, sendo aqueles mais freqiientes, selecionados.

O delineamento experimental utilizado foi em
esquema fatorial (ambiente x tempo) inteiramente
casualizado, com 7 tratamentos e 5 repetigdes, perfazendo
35 unidades experimentais. Cada repetigdo foi constituida
por uma placa de Petri contendo estruturas dos patégenos
coletados dos vérios ambientes do laboratério (tratamento).
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Os dados foram submetidos & andlise e varifncia e as
médias comparadas pelo teste de Tukey, a nfvel de 5% de
probabilidade. Os dados de contagem das coldnias féingicas e

bacterianas foram transformados pela /X +3 (TERAQ, 2001).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Pelo monitoramento dos nfveis de coldnias
fingicas, em diferentes ambientes do Laboratério de
Cultura de Tecidos e Genética Vegetal da Embrapa
Agroinddstria Tropical, observou-se a presenga de
colGnias no meio de cultura a partir do segundo dia de
avaliagéio. Verificou-se também que houve diferenga
significativa quanto ao ntimero de col6nias fiingicas, entre
os ambientes e os dias avaliados (Figura 1).

Ainda foi observado que a sala de recebimento de
material vegetal foi o local com maior indice populacional de
col6nias fiingicas a partir do segundo dia de avaliagdo,
diferindo, estatisticamente, dos demais ambientes até o quarto
dia. Tal fato justifica-se por ser um local onde se recebe ¢ s
armazena material contaminado, proveniente do campo.

J4 nas salas de limpeza e esterilizagdo, sala de
preparo de meio de cultura, sala de manipulagdo asséptica,
cimara de crescimento e no interior da capela de fluxo

‘t(\ 84 A A

N°Colénias fungicas

Jaminar desligada, houve significativo aumento no niémero
de coldnias fiingicas no terceiro e no quarto dia.
Por outro lado, no interior da capela de fluxo laminar

ligada néo foram constatadas colonias fiingicas, mostrando

que, neste ambiente, 0 nivel de assepsia é eficiente. A capela

de fluxo laminar ligada forga a passagem do ar por meio de
um filtro bacteriol6gico, de maneira que seja criado um
ambiente estéril, com pressdo positiva, evitando a entrada
do ar externo contaminado (PEREIRA & MELO, 2006).

Os principais fungos contaminantes detectados
foram: Aspergillius niger, Fusarium sp, ¢ Penicilium sp.
Esses resultados corroboram pesquisas realizadas por
Leifert et al. (1994), que encontraram fungos dos géneros
Penicillium, Aspergilius, Rhizopus, Candida, Curvularia,
Neurospora, Philophora e Fusarium, isolados nas culturas
de tecido de planta, e também por serem conhecidos como
pat6genos de plantas in vivo.

Em relagio ao monitoramento dos niveis
populacionais de coldnias bacterianas, observou-se
diferenga significativa quanto ao niimero de coldnias
bacterianas para os locais e dias de avaliagio (Figura 2),
observando-se que, na sala de preparo de meio de cultura
foi encontrada maior incidéncia de col6nias bacterianas.
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Meédias seguidas de mesma letra, maiiiscula entre época de avaliagdo e minuscula dentro do mesmo ambiente, ndo diferem entre si, a0

nfvel de 5% de probabilidade, pelo teste de Tukey.

FIGURA 1 -Niveis de contaminagéo fiingica, em diferentes ambientes do Laboratério de Cultura de Tecidos e Genética Vegetal.
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Médias seguidas de mesma letra, maidscula entre época de avaliagio e mindscula dentro do mesmo ambiente, nio diferem entre si, a0

nivel de 5% de probabilidade, pelo teste de Tukey.

FIGURA 2 - Niveis de contaminagdo bacteriana, em diferentes ambientes do Laboratério de Cultura de Tecidos e

Genética Vegetal,

Na sala de limpeza ¢ esterilizago, sala de recebimento,
sala de manipulagdo asséptica e cimara de crescimento, foram
encontradas uma menor quantidade de colOnias bacterianas
a partir do segundo dia até o quarto dia de avaliagdo, e no
primeiro dia o nivel de contaminag&o ndo diferiu da sala de
limpeza e esterilizagdo e da sala de recebimento.

Na sala de limpeza e esterilizagdo houve um aumento
gradativo do nimero de colnias bacterianas do primeiro
a0 quarto dia de avaliago. J4 na sala de preparo de meio
de cultura houve incremento no nimero de col6nias do
primeiro ao quarto dia de avaliagéo, ndo havendo diferenga
a partir de entfio. Na sala de manipulag@o e crescimento
observou-se um aumento gradativo do nimero de coldnias
do primeiro ao quarto dia. Na sala de recebimento, 0 nimero
de col6nias permaneceu constante do primeiro ao quarto
dia de avaliagdo.

Na 4rea de trabalho da capela de fluxo laminar desligada
o nivel de contaminagio foi bastante inferior, quando
comparado com os demais ambientes. De forma contréria,
nenhuma contaminagio por coldnias bacterianas dentro da
capela de fluxo laminar ligada foi verificada, demonstrando que,
neste ambiente, o controle € eficiente, sendo imprescindivel
para os trabalhos de manipulagdo asséptica.

Como foi observado nos vérios ambientes deste
Laboratério, a incidéncia de contaminagdo varia de acordo
com os ambientes, € que o local que necessita de assepsia
total, a capela de fluxo laminar ligada, ndo foi verificada
contaminago por fungos & bactérias, demonstrando-se que
0s contaminantes que ocorrem nos cultivos in vitro deste
laboratério provém dos demais ambientes externos ou do
individuo manipulador. Isso sugere a necessidade de
aplicagdo de métodos de prevengdo para garantir assepsia.

Sugere-se a compartimentalizagdo das atividades
dentro do laboratério, separando as atividades que lidam
com material contaminado, daquelas que trabalham com
material esterilizado ¢ que exigem ambiente mais asséptico,
¢ deve-se também, limitar a circulaggo de pessoas nas 4reas
que exigem maior assepsia (TEXEIRA & TORRES, 1998).
Outra forma de controle € a realizagdo de treinamento de
técnicas assépticas, para as pessoas que trabalham no
laboratério, como a utilizagéo de bata e méscaras, tendo
ainda o cuidado com a manipulagdo de ferramentas de
trabalho utilizadas como pingas, bisturis, e tesouras. No
que se refere as cAmaras de fluxo laminar, deve-se proceder,
periodicamente, 2 avaliagdo da eficiéncia e troca dos filtros

dentro do seu prazo de validade (DANTAS et al,, 2002).
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Outras medidas de prevengfo, sugeridas por
Montarroyos (2000), sio: limpezas das autoclaves, trocando-
se a dgua contida em seu interior ao final de cada dois dias
de trabalho; observar, periodicamente, a base das culturas
in vitro contra a luz, visando & detecgdo de bactérias, no
seu estdgio inicial de desenvolvimento, e fazer um
acompanhamento fitossanitdrio das instalagdes
regularmente, para manter o nivel de contaminagdo no
laboratério de cultura de tecido de plantas dentro de 3 2 5%.

CONCLUSOES

Conclui-se que os diferentes ambientes do
Laboratério de Cultura de Tecidos e Genética Vegetal
apresentaram niveis diferenciados de contaminagdo, sendo
a capela de fluxo laminar ligada, um local completamente
asséptico. Portanto, para evitar a contaminago microbiana
deve-se manter elevado grau de limpeza em todo o
laboratério, controlar a entrada de pessoas nos ambientes
que exigem maior assepsia ¢, além disso, utilizar métodos

preventivos de controle.
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