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INTRODUCAO

A propagacdo vegetativa ¢ o método mais utilizado quando se objetiva a manutencdo das
caracteristicas genéticas agronomicamente desejaveis das plantas matrizes, permitindo uniformidade
das mudas, porte reduzido e precocidade de produgdo (HARTMANN et al., 2011). Logo, a
micropropagagdo ¢ uma boa alternativa de propagagdo vegetativa para o cagari, pois permite a producdo
de mudas em grande escala e em ambiente artificial, que ao final do processo de regeneragdo de
microtecidos, origina plantas com alto padrdo genético e sanidade (OLIVEIRA et al., 2010).

Dessa forma, o controle de contaminagao fungica e bacteriana sdo empregadas frequentemente
no cultivo in vitro, sendo uma boa opc¢do o uso de antibidticos e fungicidas, combinados ou ndo,
adicionados no meio de cultura para promover a reducdo de bactérias e fungos no cultivo in vitro,
principalmente aqueles de carater enddégeno comum nas espécies lenhosas como o cagari (THAKUR;
SOOD, 2006). Uma alternativa que pode influenciar no controle de fungos e bactérias in vitro ¢ a
agitacdo orbital dos explantes em solucdo de fungicida e antibidtico antes de serem inoculados no meio
de cultura. (AHMADIAN et al., 2017; CARVALHO et al., 2019).

Assim, o explante em ambiente liquido e sob agitagdo tem maior aproveitamento de absorgédo
por todas suas partes, favorecendo maior absor¢do de nutrientes e qualquer componente existente no
liquido (COSTA et al., 2016). Logo, objetivou-se reduzir a contaminagao fungica e bacteriana in vitro

de explantes de cacari utilizando diferentes produtos quimicos associado a agitag@o orbital.

MATERIAL E METODOS
O trabalho foi realizado no Laboratorio de Cultura de Tecidos da Embrapa Roraima, localizado

em Boa Vista-RR. Onde para a instalacdo dos experimentos foram utilizados explantes do tipo
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segmentos caulinares (£1,5 cm comprimento) contendo um par de gemas, oriundas de plantas matrizes
cultivadas no Campo Experimental Serra da Prata (CESP), localizado no municipio de Mucajai — RR.

Os explantes coletados da planta méae ficaram imersos em solu¢do com antioxidante (100 mg
L de 4cido citrico) durante a coleta e trajetoria até o laboratdrio. No laboratdrio, os explantes em cAmara
de fluxo laminar, a solugdo de antioxidante foi descartada, e em seguida a desinfestacdo dos explantes,
foi realizada por meio de uma solugdo contendo diferentes antibidticos, na concentragdo padrao de 100
mg L', e isolados e/ou combinados, e em todos os tratamentos foram adicionado 2 ml L™ do fungicida
Derosal® (Carbendazim+Tiram). Os produtos foram adicionados no meio de cultura WPM liquido e
distribuido 50 ml de cada solucao formada pelos antibidticos e concentragdo padrao do fungicida em
Erlenmeyer de 125 ml.

Os explantes foram transferidos para Erlenmeyer de 125 ml, e em seguida acondicionados em
mesa agitadora modelo Tecnal® - 141 por 72 horas, a 100 RPM. Apés esse periodo, os explantes foram
inoculados em dois meios de cultura: WPM basico sem adicdo de fungicida e antibidticos e em meio de
cultura WPM modificado contendo 100 mg L' de ceftriaxonaa + 2 ml L™ de Nativo®.

Os tratamentos foram compostos por dez combinagdes de antibioticos, sendo, T1= Ceftriaxona
100 mg + Amoxilina 100 mg + 2ml L' Derosal®; T2= Ceftriaxona 100 mg + Amoxilina 100 mg + 2ml
L' Nativo®; T3= Ceftriaxona 100 mg + Amoxilina 100 mg + 2ml L-' Derosal®+ 2ml L' Nativo®™; T4=
Ceftriaxona 150 mg +Amoxilina 100 mg + 2 ml L™ Derosal®+ 2 ml L™ Nativo®; T5= Ceftriaxona 300
mg +Amoxilina 100 mg + +2 ml L' Derosal®+ 2 ml L™ Nativo®.

Para o preparo dos meios de cultura, agentes quimicos como fungicida e antibidtico foram
adicionados no meio de cultura auxilio de micropipetador para adicionar a quantidade de cada
tratamento quando o meio apresentou temperatura de 40 °C verificada com o termdmetro portatil digital,
apoés a autoclavagem em camara de fluxo laminar. Apds esse processo os meios permaneceram em sala
escura por sete dias, para verificar se ndo houve contaminagao em virtude da manipulagao.

Apos esse periodo foi instalado o experimento, os explantes foram inoculados nos seus devidos
tratamentos permanecendo por 15 dias em sala escura visando a redug@o da oxidagao e, posteriormente,
transferidos para sala de crescimento, com 16 horas de fotoperiodo, temperatura de 25 £ 2°C e
luminosidade de 32 umol m?s™.

O delineamento utilizado foi o inteiramente casualizado, com 5 tratamentos, todos constituidos
por 5 repeticdes, e cada repeticdo composta por 8 explantes. Foram avaliados durante 30 dias, no
intervalo de a cada 7 dias as seguintes varidveis: percentual de controle de fungos, percentual de
contaminacdo por bactérias, percentual de oxidagdo. Os dados obtidos foram submetidos a analise de
variancia, sendo os qualitativos analisados pelo teste de Tukey e Scott Knott (p<0,05) pelo programa

computacional SISVAR (FERREIRA, 2019).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Houve diferencga estatistica apenas para as variaveis porcentagem de contaminagdo por fungos
e oxidacdo (p < 0,05), (Tabela 1). Para contaminagdo por fungos (%) o tratamento 4 usando a
combinagio 150 mg de Ceftriaxona+ 100 mg de Amoxilina +2 ml L' de Derosal® e Nativo® foi o tnico
tratamento que permitiu desinfestagdo eficiente, sendo nao identificado contaminagdo. Seguido desse
resultado, destaca-se os tratamentos, T3 e T5, os quais permitiram redu¢do na contaminagao por fungos,
respectivamente, 5,0% e 7,5%.

Quanto a contaminag@o por bactérias, os antibidticos e concentragdes testadas nas devidas
condigdes experimentais ndo condicionaram eficiéncia no controle, visto que, praticamente todos os
tratamentos apresentaram 100% de contaminagdo por bactérias (Tabela 1).

A oxidacdo dos explantes foi expressiva diante dos tratamentos testados, principalmente
quando houve a combinagdo dos quatros produtos (dois antibidticos e dois fungicidas), por isso os
maiores percentuais encontrados foram observados nos tratamentos T3, T4 e T5, respectivamente, 50%,

52,5% e 50% de oxidagdo (Tabela 1).

TABELA 1 - Porcentagens de contaminagdo por fungos, bactérias e oxidagdo dos explantes quando

submetidos a diferentes produtos quimicos ¢ meios de cultura no controle de microrganismos in vitro.

Contaminacio (%)

Produtos Fungos Bactérias  Oxidacio (%)
Tl Cefiriaxona 100 mg+ Amoxilina 100 mg+ 2mLL" Derosal® 25 ab 97,52 125b
T2 Cefiriaxona 100 mg+ Amoxilina 100 mg + 2mlL" Nativo® 475a 100,0 a 32,5ab
T3 Ceftriaxona 100 mg + Amoxilina 100 mg + 2mLL" Derosal® + 2mLL™" Nativo® 50b 100,0 a 50,0 a
T4 Ceftriaxona 150 mg+Amoxilina 100 mg ++2 mLL"' Derosal®+ 2 mLL" Nativo® 0,0¢ 100,0 a 525a
TS Cefiriaxona 300 mg +Amoxilina 100 mg + +2 mLL" Derosal®+ 2 m.L"' Nativo® 75b 100,0 a 50,0 a
C.V (%) 211 3,18 54,88

Meédias seguidas da mesma letra na coluna ndo se diferenciam pelo teste de Tukey ao nivel de 5% (p<0,05).

Dessa forma, pode-se enfatizar que o uso dos dois fungicidas combinados (Derosal e Nativo)
contribuiram satisfatoriamente para reduzir a contaminagdo por fungos, obtendo-se os menores
percentuais. Por outro lado, a combinagao dos fungicidas com antibidticos demonstraram excesso de
contetido quimico no meio de cultura causando efeito fitotoxico sobre os explantes, tendo-se os maiores
percentuais de oxidacdo diante dessas composi¢des. Neste aspecto, Dalauleng et al. (2020) também
observaram que a combinagdo de produtos aumentou a eficiéncia no controle de fungos e bactérias no
cultivo in vitro de ébano (Diospyros celebica), apresentando apenas 14% de contaminag¢do quando
testaram a imersdo dos explantes em Fungicida Masalgin® 2%, bactericida Agrept® %, biocida PPM®
(Plant Preservative Mixture), alcool 70% e cloro 50%, em tempos diferentes. Contudo, os autores
observaram que as combinagdes dos produtos condicionaram alto percentual de explantes oxidados

(71%), o que corrobora com os resultados obtidos nesse experimento.
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Os tipos de antibioticos e concentragdes testadas para o cagari neste estudo ndao foram
satisfatorios para controlar bactérias, mesmo utilizando concentragdo baixa (100 mg) promoveu elevada
oxidagdo. A sensibilidade dos explantes aos antibioticos é especifica para cada espécie e depende em
grande parte do tamanho e tipo de explante, condi¢des de crescimento e o sistema de cultura (PETRI et
al., 2008).

Aliado a isso, destaca-se também que neste trabalho foi utilizado a agitacdo orbital dos
explantes imersos nos produtos quimicos a fim de verificar sua eficiéncia no controle de contaminantes
no cultivo in vitro do cagari, e obteve-se resultados satisfatorios no controle de fungos principalmente
associado ao meio de cultura modificado, que potencializou a reducdo de fungos (Tabela 2), ja para
bactérias obteve-se resultado inverso, podendo ser associado ao proprio tipo de antibidtico e/ou
concentracao que ndo foi ideal para a espécie (VIDAL et al., 2015).

Quanto aos resultados para os meios de cultura, obteve-se diferenga estatistica (p< 0,05) para
o meio modificado, demonstrando que a contaminagao por fungos foi mais elevada no meio de cultura
WPM basico (23%), do que no meio WPM modificado (11%), o qual contia fungicida e antibidtico em
sua composicao (Tabela 2). Ja para a porcentagem de contaminacdo por bactérias nao houve diferenca
estatistica entre os meios de culturas WPM basico e modificado (p<0,05) havendo elevada contaminagéo
entre ambos, respectivamente, 99% e 100% (Tabela 2). Para a porcentagem de oxidagdo, menor média
foi observado quando os explantes foram cultivados no meio WPM basico, o qual apresentou 21% de
oxida¢@o. Enquanto para o meio modificado foi obtido 58% (Tabela 2).

A agdo de agitar os explantes permite maior oxigenacdo no ambiente, abertura dos poros do
tecido, que consequentemente, propiciam maior contato/absor¢do de nutrientes do meio de cultura e das
substancias quimicas de controle dos microrganismos, viabilizando o estabelecimento dos explantes,
controle de bactérias e fungos in vitro (VIDAL et al., 2015), mas esses beneficios ndo contribuem se os
préprios produtos quimicos possuem caracteristicas quimicas fitotoxicas, o que pode ter refletidos nos

resultados para antibio6ticos utilizados nesse estudo.

TABELA 2 - Porcentagens de contaminagdo por fungos, bactérias e oxidacdo dos explantes quando

submetidos a diferentes meios de cultura no controle de microrganismos in vitro.

Contaminacao (%)

Meios de cultura Oxidacao (%)

Fungos Bactérias
Meio basico 230a 99,0 a 210b
Meio modificado 11,0b 100,0 a 58,0 a
C.V (%) 21,1 3,18 54,88

No presente trabalho ficou evidente por meio dos resultados que a combinagao de diversos
produtos expostos ao tecido tende a afetar a sobrevivéncia dos explantes, mesmo reduzindo o

aparecimento de fungos e bactérias. E quando avaliado o meio de cultura pdde-se perceber essas
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evidéncias, onde 0 meio com composi¢do mais simples, sem adigdo de produtos quimicos desinfestantes
promoveu maior sobrevivéncia dos explantes, inversamente proporcional ao meio modificado. O mesmo
resultado foi observado na germinacéo in vitro de Colubrina glandulosa Perkins (Rhamnaceae), a qual
teve a germinacdo afetada quando foi submetida no meio de cultura modificado (contendo fungicida e

NaClo) e ndo afetado quando germinado no meio de cultura simples (sem adi¢ao de produto quimico).

CONCLUSOES

O controle de fungos foi eficiente quando a agitagdo orbital dos explantes de cagari foi
associado ao meio de cultura modificado;

A combinagdo de produtos quimicos tanto na agitagao orbital, quanto no meio de cultura afetou
a sobrevivéncia dos explantes;

O efeito fitotoxico da combinagdo dos produtos sobre os explantes de cagari ndo permitiram

estabelecer um protocolo inicial de controle de microrganismos;
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