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ANTIBIOTICOS E BENOMYL NO CONTROLE DE
CONTAMINANTES EM SEGMENTOS NODAIS DE
CAFEEIRO CULTIVADOS IN VITRO'

Claudia Alencar Vanetti’
José Rogério de Oliveira®

RESUMO

Bactérias ¢ fungos associados com o cafeeiro, no campo ou sob ripados, geralmente
sdo capazes de crescer € contaminar explantes desta planta cultivados in vitro. Procedeu-se
ao isolamento ¢ a 1dentificagdo do género destes microrganismos a selecfio de antibidticos e
diferentes concentragdes do fungicida benomyl, visando ao controle dos mesmos. De nove
isolados bactenanos, quatro pertenciam ao género Bacillus e cinco ao género Erwinia.
Todos os 1solados fangicos pertenciam ao género Rhizoctonia. Realizou-se um
antibiograma com os nove 1solados bactenanos e 35 diferentes antibidticos. Destes, os mais
eficientes foram o acido nalidixico, o acido oxilinico, a cefotaxima e o sulfazotrin, aos
quais todos os isolados se mostraram sensiveis. Os isolados de Rhizoctonia foram sensiveis
ao benomyl, em todas as dosagens testadas. O efeito dos pesticidas sobre o
desenvolvimento dos explantes ndo pode ser observado devido a alta taxa de oxidagdo
fenélica (75 a 100%).
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ABSTRACT

ANTIBIOTICS AND BENOMYL FOR CONTAMINATION CONTROL OF
COFFEE NODAL SEGMENTS CULTIVATED IN VITRO

Bacteria and fungi associated with field or nursery grown coffee plants can
contaminate coffee explants in vifro. Out of nine bactenial isolates obtained from such
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plants, four belonged to the genus Bacillus and five to the genus Erwinia, while all the
fungal isolates were Rhizoctonia sp. Out of 35 antibacterial agents tested, only nalidixic
acid, oxylynic acid, cefotaxin and sulfazotin inhibited the growth of all the bacterial
isolates. All fungal isolates were inhibited by benomyl. The effect of these compounds on
the development of coffee explants could not be determined because of high rate (75 to
100%) of phenolic oxidation.

Key words: Coffea arabica, Bacillus, Erwinia, Rhizoctonia, tissue culture.

INTRODUCAO

Microrganismos externos e endofiticos, essencialmente saprofiticos
ou potenciais patégenos de plantas, sdo freqiientemente encontrados em
tecidos de todos os Orgdos vegetais (6, 11, 17). As gemas axilares do
cafeeiro sdo recobertas por pélos que, por sua vez, sdo recobertos por
bricteas, o que dificulta a descontaminagdo externa (13). Quanto aos
endofiticos encontrados em vasos € espacgos intercelulares, eles ndao sao
controlados pelos métodos convencionais (3, 5, 7, 8, 11, 17).

Em 1990, ao dar-se inicio a um trabalho de pesquisa com base em
organogénese in vitro, a partir de gemas axilares, observou-se que 100%
dos explantes apresentavam-se contaminados com fungos, em menor
porcentagem, € com bactérias (préximo de 100%). Embora a porcentagem
de contaminagdo fiingica fosse muito baixa, os fungos se desenvolviam
rapidamente, contaminando outros explantes do mesmo frasco de cultivo.
Algumas vezes tanto os contaminantes fiingicos quanto os bacterianos
desenvolviam-se tardiamente, comprometendo a cultura ja em estado mais
avancado de desenvolvimento (7).

Depois de vdrias tentativas infrutiferas de cultivo dos explantes e de
varias consultas 3 bibliografia disponivel, prop6s-se, por meio deste
trabalho, identificar o género dos microrganismos, € instalar um ensaio
visando controlar os contaminantes externos e internos em tecidos dos
segmentos nodais de ramos ortotrépicos de cafeeiro por meio de
antibiodticos e de fungicida.

MATERIAL E METODOS

Obtencdo e desinfestagdo dos segmentos nodais

Utilizou-se a metodologia empregada por Sondahl et al. (17)
indicada para desinfestacdo e cultura de brotos de cafeeiros, com algumas
modificagdes.

Como material vegetal foram usadas diferentes introdugtes de
cafeeiros do cultivar Catuai, de um ou mais anos de idade, cultivados sob
ripados, na UFV, visando a propagacdo vegetativa. Extremidades de
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ramos ortotropicos foram cortadas logo abaixo do quarto par de gemas € 0s
limbos foliares foram eliminados. As estacas resultantes foram
imediatamente imersas em 4agua contendo algumas gotas de Tween 20,
para quebrar a tensdo superficial, e, ou, hipoclorito de s6dio a 0,2%. Desta
solucdo, as estacas foram imediatamente conduzidas ao laboratério, onde
foram enxaguadas em 4gua corrente de torneira, por um periodo minimo
de 6 h, visando eliminar o excesso de impurezas e de parte dos propagulos
de microrganismos externos. Em seguida, foram desinfestadas em
hipoclorito de sédio a 2% v/v (produto comercial puro), durante 10
minutos, com agitacdo manual leve. O Tween 20 foi evitado nesta fase,
porque induz maior taxa de oxidagdo dos explantes, ja bastante alta em
tecidos de cafeeiro. Depois, retirou-se o excesso de hipoclorito de sédio
com trés enxaguaduras, utilizando-se agua destilada esterilizada durante
cinco minutos com fraca agitacao manual,

Isolamento dos microrganismos

Depois de desinfestadas, as estacas foram imediatamente
transferidas uma a uma para o meio de corte (dgua destilada esterilizada +
250 uL de cisteina). Neste meio, foram eliminados a gema apical, os
excessos de entrenés e os residuos de peciolos foliares, de modo a
obterem-se segmentos nodais com tamanho aproximado de 0,5 cm e
contendo um par de gemas ortotrépicas. De cada brotagdo aproveitaram-se
o segundo, o terceiro e 0 quarto segmentos nodais, cultivando-os em
numero de trés a cinco por placa de Petri (9,0 x 1,5 cm), contendo 10 mL
de meio de cultivo, constituido pelos nutrientes minerais de Murashige e
Skoog (14), 3% p/v de sacarose, 100 mg L' de cisteina e o pH ajustado a
5,7, antes da adi¢do de 1% p/v de agar.

Foram preparadas 5 a 10 placas para cada repeti¢do do ensaio, o que
ocorreu duas vezes.

; As placas foram incubadas em BOD a 25-28 °C, no escuro, durante

trés a cinco dias. Apés esse periodo, as colGnias bacterianas e fungicas
desenvolvidas foram transferidas para tubos contendo meio 523 (9) €
BDA, respectivamente. Os organismos foram cultivados e preservados até
se dar inicio aos trabalhos de identificacdo e, ou, de controle.

Identifica¢do do género dos isolados bacterianos

Os isolados de bactérias foram identificados por meio de provas
bioquimicas e tintoriais, cujos resultados foram analisados segundo o
Manual de Bergey, volumes 1 e 2 (10, 16).
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Identificagdo do género dos isolados fiingicos

Pontas de hifa do micélio das colonias foram transferidas para meio
BDA em placas de Petri, uma por placa, incubadas sob bateria de
lampadas fluorescentes (Silvanya®, Luz do dia Plus), em laboratério
(temperatura de 25-30°C). Para identificacdio das coldnias de fungos,
utihizou-se como referéncia o tipo de col6nia, pigmentagido e presenca ou
nao de corpos frutiferos. Estas informacGes foram comparadas com os
géneros fungicos descritos por Barnett (2).

Selecdo de antibidticos para o controle de contaminantes
bacterianos |

Em placas de Petri preparou-se uma camada bdsica de dgar-agua a
2%. Apbs a solidificagdo, verteu-se uma sobrecamada de 9,0 mL de meio
523, semi-sélido (0,85% de 4gar), a 50°C, ao qual se incorporou 0,1 mL de
suspensao de células do organismo-teste (cultura com 24 horas).
Solidificada a sobrecamada, foram distribuidos os discos de papel-filtro
contendo antibidticos, um central e seis eqiiidistantes dele. As placas
foram incubadas a 28°C, por 48 horas, quando se observou a formagao ou
ndo de halos de 1nibigdo. A avaliagio foi feita de acordo com a seguinte
escala:

Diametro de halo 2 2,0 cm sensivel (S)
Diametrode halo>0 e <2,0cm medianamente sensivel (MS)
Didmetro de halo =0 insensivel (I)

O antibiograma foi realizado com 35 diferentes antibi6ticos e duas
repeticoes.

Selecdo de dosagem de benomyl para o controle de contaminantes
fungicos

O meio de cultivo constituiu-se dos nutrientes minerais de
Murashige e Skoog (14) e, ainda, de 2 g de cisteina, 10 g de sacarosee 1 g
de agar por litro de meio. Adicionaram a este meio, como tratamentos: O;
0,25; 0,5; 1,0; e 2,0 g L do principio ativo do fungicida benomyl. A
opcao por este fungicida deveu-se ao fato de que a literatura o menciona
como sendo um produto ndo téxico a explantes vegetais cultivados in vitro (6).

Foram plantados quatro segmentos nodais por placa e preparadas
quatro placas por tratamento, as quais foram incubadas a 27°C, no escuro,
durante trés dias. Ap6s o periodo de incubagdo, verificou-se a presenca de
miceho, visualmente ¢ com ajuda de microscépio estereoscépico. O
ensaio foi repetido duas vezes. |
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Identiﬁcap&'o do género dos isolados bacterianos

Foram obtidos nove isolados bacterianos, dos quais cinco (isolados
C3, C4, C5, C6 e C7) eram bastonetes gram-negativos e anaerébios
facultativos (Quadro 1). Estes isolados foram posicionados na Secéo 4 —
Bastonetes anaerébios facultativos e gram-negativos — do Manual de
Bergey (10), como membros da familia Enterobacteriaceae Rahn 1937

(Quadro 2).

QUADRO 1 - Caracteristicas dos isolados bacterianos, contaminantes de
segmentos nodais de cafeeiro cultivados in vitro

Caracteristicas _Isolados —_

Cl C2 C3 C4 C5 C6 C7 C8 C9
Coloracdo de Gram + + - - - - - + +
Forma da célula bastd bast bast bast bast bast bast bast bast
Anaerébica - + + + + + + - -
Aerdbica + + + + + + +

Formacdo de esporos +  + - - - - -

a bast: Bastonete

JUADROD 7 -"Caracteristicas de cinco 1solados bacterianos, contz antes
de segmentos nodais de cafeeiro cultivados in vitro e

algumas caracteristicas diferenciais das familias da Secio 5
do Manual de Bergey (10)

Tsolados Falm’ligs _

Caracteristicas Entero- ibrio- o

C3 C4 C5 C6 C7 n c?ro Vibrio Pasteure

- T bacteriaceae  naceae B llaceae

Bastonetes

+ + + + + + Da +
retos
Bastonetes -

- - - _ - _ D _
curtos
Teste de N N
oxidase _ '

‘D= Propor¢do substancial de espécies diferem.
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As caracteristicas morfoldgicas, tintoriais e bioquimicas dos
isolados C3, C4, C5, C6 e C7 parecem indicar que eles pertencem ao
género Erwinia Winslow et al.1920 (Quadro 3). Espécies de Erwinia sao
encontradas associadas com plantas, como patégenos, sapréfitas ou como
constituintes da flora epifita (/2). Espécies pertencentes aos outros géneros
da familia Enterobacteriaceae sao encontradas, normalmente, associadas
ao homem e animais ou livremente no solo e agua (10).

QUADRO 3 - Caracteristicas de cinco isolados bacterianos, contaminantes
de segmentos nodais de cafeeiro cultivados in vitro, e
algumas caracteristicas do género Erwinia (12)

Fr— A e il M i el i i il A il i e o

Caracteristicas | Isolados

L e i bl b i Vb — W l— s e

Erwinia

C3 G4 G5 C6 C7

Coloragao de Gram - - - . - -
Bastonetes retos -+ + + o+ + +
Bastonetes curvos - - - . - .
Oxidase - - - - - .

Catalase + + + + + +

i /g g o et 4 ool L

: Assocxado com plantas, como patégenos, sapréfitas ou como constituintes da flora ep1ﬁta.

Os quatro isolados restantes (C1, C2, C8 e C9) eram bastonetes
gram-positivos € esporogénicos (Quadro 1), tendo sido posicionados na
Secdo 13 — Bastonetes e cocos gram-positivos e esporogénicos — do
Manual de Bergey (/6). As caracteristicas diferenciais de bacténas
esporogénicas (/J5) mostraram que esses 1solados pertencem ao género
Bacillus (Quadro 4). Nenhum membro deste gé€nero € considerado um
patégeno ativo de plantas, embora alguns sejam comuns em plantas,
podendo estar envolvidos em apodrecimento de Orglos vegetais,

especialmente durante ¢ apos a colheita (4).
" De acordo com Johnson et al. (8) e Fisher e Petrim (5), as bactérias

nos tecidos internos de diferentes Orgdos de plantas podem ser
essencialmente saprofiticas ou potenciais patdégenos do hospedeiro,
podendo causar doenca quando as condi¢Bes fenoldgicas ou de ambiente
forem propicias. Entretanto, ndo foi objetivo deste trabalho venﬁcar a
potencial patogenicidade dos isolados obtidos.
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Identificagdo do género dos isolados fiingicos

~ As coldmas desenvolveram-se vigorosamente. Inicialmente eram
brancas, tornando-se cinza-escuras apds trés dias. Todos os isolados
apresentaram a mesma morfologia de coldnia.

QUADRO 4 - Caracteristicas de quatro isolados bacterianos, contaminantes
de segmentos nodais de cafeeiro cultivados in vitro e
caracteristicas diferenciais de bactérias esporogénicas (15)

PPNl il

- Caracteristicas Isolados Géneros

Cl C2 C8 C9  Bac Spo Clo Des Sps Osc
Bastonetes + + + + + + + o+ - o+
Bastonetes curtos - - - - e
Coloragiodegram + + + + + + + - + -
Aerébio estrito + - + + Db - - - + NDC
Anaerdbio
facultatativo -t b + - - - ND
Anaerébico estrito - - - - - -+ o+ -+
Catalase + + + + + - - - + ND

|12 Bac = Bacillus, Spo = Sporolactobacillus, Clo = Clostridium, Des =
Desulfotomaculum, Sps = Sporosarcina, Osc= Oscillospira.

b p-= proporg¢do substancial de espécies diferem.

€ ND = ndo determinado.

Ao microscépio de luz, observou-se que as hifas eram grossas, de
parede espessa, pigmentadas e septadas. As ramifica¢cdes insertam-se em
angulo reto na hifa de origem. Na regido de insercdo, o calibre da hifa
secunddria apresentava ligeiro estreitamento e os septos eram formados
antes e depois da regido de inserg¢do, na hifa principal, e pouco acima da
base, na hifa secundaria. Nao se encontrou nenhuma frutificacéo, sexual ou
assexual, assim como nenhum esclerédio. Segundo Barnett (2), o fungo é
um Micelia Sterilia, pertencente ao género Rhizoctonia.

| De acordo com Andersen e Rasmussen (/), diferentes teliomorfos de
Rhizoctonia sdo encontrados como micorrizas de orquideas, colonizando
os tecidos corticosos da raiz e rizomas. Em meio de cultura, nem sempre
estas espécies produzem esclerdédios. Embora teliomorfos endofiticos de
Rhizoctonia sejam pouco estudados, sabe-se que ocorrem em outras
espécies de plantas, como Pinus taeda, tremogo e ervilha.
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Selegdo de antibidticos para o controle de contaminantes bacterianos

Verificou-se que os melhores antibiéticos. a serem testados nas
culturas de brotos de cafeeiro seriam o acido nalidixico, o acido oxilinico,
a cefotaxima e o sulfazotrin (Quadro 5), aos quais os nove isolados
bacterianos mostraram-se sensiveis. Outros produtos que poderiam ser
testados seriam a cefotriaxona e o norfloxacin, aos quais oito 1solados
mostraram-se sensiveis ¢ um medianamente sensivel, e o 4cido
pipemidico, a amicacina, a cefoxitina e o cloranfenicol, aos quais sete
isolados mostraram-se sensiveis e dois medianamente sensiveis. E
importante determinarem-se a concentragdo dos antibidticos e os efeitos
resultantes das combmag:oes dos mesmos no meio de cultura. E bastante
freqiiente a ocorréncia de sinergismo quando dois ou mais antibiticos s@o
combinados, o que pode levar 4 diminuicio da concentragdo minima
necessiria para inibir o crescimento de isolados bacterianos sensiveis. O
cloranfenicol ndo é recomendado para uso em cultura de tecido, devido ao
seu efeito téxico (18).

Selecdo de dosagem de benomyl para o controle de contaminantes
fungicos

Todas as concentracoes de benomyl testadas foram 100% eficientes,
mesmo na mais baixa concentragdo (0,25 g do p.a./litro de meio). Apenas
nas testemunhas observou-se crescimento de colonias fungicas, mesmo
assim em pequena porcentagem, como ja se havia verificado nos testes
preliminares; ou seja, na primeira repeticao do ensaio apenas 31,2% dos
pares de gemas desenvolveram coldnias fiingicas, enquanto, na segunda,
reduziu-se para 25%. Entretanto, verificou-se que todos os brotos
desenvolveram  crescimento  bacteriano, independentemente  da
concentracao do fungicida no meio.

O objetivo inicial deste trabalho foi conduzi-lo até a fase de
germinagdo dos brotos € enraizamento dos explantes, de forma que se
pudesse observar se havia ou nao efeito deletério das drogas selecionadas,
nas concentragoes efetivas, sobre a cultura. Entretanto, este objetivo nao
pode ser atingido, devido a alta porcentagem de oxidagdo dos explantes
(75 a 100%). Barros e Pasqual (3) consideram que tanto a infecgado
bacteriana de explantes de cafeeiro quanto a alta concentragdo de
hipoclorito de sédio usado na assepsia dos explantes s3o responsaveis pela

oxidacao fendlica. O problema da oxidagao, ja observado (/3), nao pode
ser contornado durante a pesquisa, mesmo tendo-se usado antioxidante
(cisteina) no meio em todas as fases da pesquisa, 0 que leva a propor que
novos estudos sejam conduzidos com este objetivo especifico.
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QUADRO 5 - Sensibilidade de isolados bacterianos, contaminantes de
segmentos nodais de cafeeiro cultivados in vitro, a
diferentes antibifticos

N° de NP ug N° de
v Antibi6ti
Antibi6tico ng isolados MHBIOHCO /disco isolados
/disco
S* MS 1 S* MS 1
Acido 30 9 0 0 Gentamicina 10 0 9 0
alidixico
Acido oxilinico 30 9 0 O Kanamicina 30 5 4 0
Acido 30 7 2 0 Lincomicina 0 0 1 8
vipemidico
Amicacina 30 7 2 0 Neomicina 30 0 8 1
Amoxilina 10 0 1 8 Netilmicina 30 4 5 1
Ampicilina 10 0 1 8 Nitrofurantoina 10 1 5 3
Bacitracina 30 0 3 6 Norfloxacin 10 8 1 0
Carbenicilina 100 2 6 1 Novobiocina 30 3 4 2
Cefadroxil 30 3 5 1 Oxacilina o5 0 2 7
Cefotaxima 30 9 0 O Penicilina G 10 0 0 9
Cefalexina 30 4 3 2 Polimixina B 300 0 5 4
Cefalotina 30 3 3 3 Rifampicina 30 1 7 1
Cefoxitina 30 7 2 O Sulfazotrim 2 9 0 O
Cefotriaxona 30 8 1 O Sulfonamida 300 4 0 5
Cloranfenicol 30 7 2 0 Tetraciclina 30 6 1 2
Eritromicina 15 3 0 6 Tobramicina 10 2 7 0
Estreptomicina 10 1 8 O Vancomicina 30 3 4 2
) * § = sensivel; MS = medianamente

sensivel; I = insens{vel.

Fosfomicina 30 3 4
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- CONCLUSOES

_ 1) Bactérias pertencentes aos géneros Bacillus e Erwinia e fungos
pertencentes ao género Rhizoctonia sio contaminantes de tecxdos dos
segmentos nodais de ramos de cafeeiro. |

| 2) Os antibidticos que se mostram mais promissores ao controle de
contaminantes bacterianos sdo o acido nalidixico, o 4cido oxilinico, a

cefotaxima e o sulfazotrin, aos quais todos os isolados de bactérias

mostram-se sensiveis.

3) Os isolados de Rh:zoctoma sdo sensiveis ao benomyl em todas as
dosagens testadas. |

4) A alta taxa de oxidagao fendlica (75 a 100%) nos explantes nio pemute
a avaliacdo do efeito dos pestlc1cias sobre 0 desenvolvimento dos mesmos.
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