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Resumo

Este estudo, buscou explorar um protocolo de desinfestacdo para apices caulinares do mamoeiro
cultivar Alianca, abordando o problema da disseminacao de doencas e variabilidade genética resultante
da polinizacao livre. A auséncia de protocolos de eficicia da propagacao vegetativa levou ao uso da
cultura de tecidos vegetais, onde a contamina¢cao microbiana é critica. Objetivou-se com esse trabalho
desenvolver um protocolo de desinfestacao de apices caulinares de mamoeiro do grupo solo cultivar
Alianca, testando diferentes concentracdes de antibiéticos e fungicida. As etapas experimentais foram
conduzidas com &pices caulinares coletados da cultivar Alianca, dividido em dois experimentos com
cinco e seis tratamentos de desinfestacéo, utilizando diferentes agentes desinfestantes, e transferidos
para meio de cultura, analisando ao final, as porcentagens de contamina¢des bacterianas e fungicas.
Resultados destacaram a eficacia do cloridrato de ciprofloxacino em comparagao a outros tratamentos.
O cloridrato de ciprofloxacino a 3 g L* por 24 horas foi o agente desinfestante mais eficiente,
demonstrando controle tanto de bactérias quanto de fungos.

Palavras-chave: Antibiético. Carica papaya. Cultivo in vitro.
Area do Conhecimento: Engenharia Agronémica — Agronomia
Introducéo

A propagacéo seminifera do mamoeiro resulta em problemas de disseminag&o de doencas e de
variabilidade genética, decorrentes da polinizacao livre (SCHMILDT et al., 2007). Apesar dos problemas
genéticos, principalmente quanto a heranga do sexo, este método de propagacéao é utilizado devido a
inexisténcia de protocolos eficientes de propagacéo vegetativa (TEIXEIRA; TEIXEIRA, 2004).

Na cultura de tecidos vegetais, é primordial o controle e a prevencdo da contaminag¢do microbiana,
pois 0 meio de cultura proporciona um ambiente favoravel para o crescimento de microrganismos, como
bactérias, leveduras e fungos (DANTAS et al., 2002). O desenvolvimento de protocolos, utilizando-se
técnicas de cultura de tecidos vegetais como a propagacao in vitro, proporciona a multiplicacdo de
plantas com caracteristicas agrondmicas desejaveis, como hibridos e plantas hermafroditas com
excelentes padrées de qualidade morfolégica, sanitaria e fisiolégica. Assim, surge uma alternativa
promissora, pois esta técnica constitui-se em um recurso Util, na rapida formacdo de clones com
caracteristicas superiores (SCHIAVINATO et al., 2008).

Os antibiéticos vém sendo usados com frequéncia cada vez maior na cultura de tecidos vegetais,
principalmente em plantas que apresentam dificuldade na fase de descontaminacgdo, sendo tais
substancias incorporadas ao meio de cultura ou usadas diretamente sobre os explantes (POLLOCK et
al., 1983; BOBROFF et al., 2009).

Objetivou-se com esse trabalho desenvolver um protocolo de desinfestagdo de apices caulinares de
mamoeiro do grupo solo cultivar Alianca, testando diferentes concentragdes de antibiéticos e fungicida.

XXVII Encontro Latino Americano de Iniciagdo Cientifica, XXIIl Encontro Latino Americano de Pés-Graduacdoe 1
Xl Encontro de Iniciagcdo a Docéncia - Universidade do Vale do Paraiba — 2023

DOI: https://dx.doi.org/10.18066/inic0353.23


mailto:mariribeiro11@hotmail.com
mailto:joaopedrov80@gmail.com

XXVII-'IIHIC XXIII-'IEpg XVII-'IIHICJr IIIﬂEnexun Xlll«"2Inid

Enc icano Encol ericano no Hn ontro L «)Imn Encontro Latino Americano
del de Pos-Gre or saol de Iniciacao a Doceéncia

A era digital e suas implicacdes sociais:
LI;l IC Desafios e contribuicoes

Metodologia

O experimento foi conduzido no Laboratério de Cultura de Tecidos Vegetais do Departamento de
Ciéncias Florestais e da Madeira, localizado no Centro de Ciéncias Agrarias e Engenharias (CCAE) da
Universidade Federal do Espirito Santo (UFES), no municipio de Jerdbnimo Monteiro.

O material vegetativo (apices caulinares) foi coletado de matrizes da cultivar Alianca do grupo Solo,
mantidas em ambiente protegido no viveiro da UFES, localizado no mesmo municipio, préximo ao
laboratério onde a experimentacdo foi realizada. As mudas de mamoeiro foram produzidas no
Laboratério de Cultura de Tecidos Vegetais, semeadas em papel germitest e mantidas em uma
incubadora de demanda bioquimica de oxigénio (BOD) e depois foram replantadas na casa de
vegetacdo, em bombonas com substrato (Carolina soil®), e irrigadas manualmente, mantidas sob essa
condigdo até o florescimento. Apos o florescimento, as matrizes foram selecionadas deixando apenas
as plantas hermafroditas, e dessas plantas foram cortados os apices para indugdo de brotacdes
laterais. Ap6s essa indugdo, as brotagBes foram coletadas e conduzidas em sacolas plasticas para o
Laboratorio de Cultura de Tecidos Vegetais, onde foram desinfestadas. Ja no laboratorio, o material foi
lavado em agua corrente e detergente neutro. O estudo foi dividido em dois experimentos com cinco e
seis tratamentos de desinfestacao.

No primeiro experimento, na camara de fluxo laminar, a desinfestacao foi feita com a imerséo dos
apices caulinares por um minuto em alcool 70%, 20 min em hipoclorito de sédio (2,5% de NaClO ativo,
Candura®), seguido dos diferentes antibidticos (Tabela 1), onde permaneceram por 24 h, em
incubadora de agitacéo orbital (shaker), com temperatura a 27 °C, no escuro.

Tabela 1- Desinfestacdo com imersdo dos apices caulinares por 24 horas em shaker

Tratamentos Desinfestagao
T1 Rifampicina (600 mg L™?)
T2 Amoxicilina (3000 mg L?)
T3 Cloridrato de ciprofloxacino (3000 mg L)
T4 Kasumin (5 mL L?)
5 Amoxicilina (1 g L) + Cloridrato de ciprofloxacino (1 g L) +

Azitromicina (1 g L?)
Fonte: Os autores.

No segundo experimento, na camara de fluxo laminar, a desinfestacéo foi feita com a imersdo dos
apices caulinares por um minuto em alcool 70%, seguido de diferentes agentes desinfestantes e tempos
de imerséo (Tabela 2), onde permaneceram em shaker, com temperatura a 27 °C, no escuro.

Tabela 2- Desinfestacdo com imersdo dos &pices caulinares por diferentes tempos

Tratamentos Desinfestacéo

15 min em dicloroisocianurato de sédio (1%) + 10 h em cloridrato

T de ciprofloxacino (3g L)

15 min em dicloroisocianurato de sédio (1%) + 24 h em

T2 amoxicilina (3 g L)

T3 15 min em dicloroisocianurato de sédio (1%) + 24 h em
rifampicina (600 mg L)

T4 15 min em hipocloridrico de sddio (2,5%) + 10 h de cloridrato de

ciprofloxacino (3 g L) + 15 min em captana (6%)
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15 min em hipocloridrico de sddio (2,5%) + 24 h em amoxicilina
(3 g LY+ 15 min em captana (6 %)

15 min em hipocloridrico de sédio (2,5%) + 24 h em rifampicina
(600 mg L'1) + 15 min em captana (6%)
Fonte: Os autores.

TS5

T6

Cada etapa foi seguida por triplice lavagem em agua destilada e autoclavada. Apés a desinfetacao,
0 material foi transferido para tubos de ensaio contendo 5 mL do meio de cultura MS (MURASHIGE;
SKOOG, 1962) (Sigma-Aldrich®), suplementado com 30 g L de sacarose (Dinamica®), 0,1 g L de
mio-inositol (Sigma-Aldrich®), 5,5 g L de agar (Kasvi®), com pH ajustado a 5,7 *+ 0,1. Os tubos de
ensaio foram mantidos em sala de crescimento sob irradiancia de 60 umol m s, fotoperiodo de 8/16
horas e temperatura de 27 + 2 °C.

Ao final da experimentacao, foi contabilizado o nimero de explantes contaminados por fungos e/ou
bactérias e calculado a porcentagem de contaminacdo, determinando o melhor tratamento a ser
utilizado. O experimento foi montado em delineamento inteiramente casualizado, com quatro repetices
de dez tubos cada, totalizando 40 tubos/explante por tratamento. Os dados obtidos foram submetidos
a analise de variancia e teste de Tukey (p<0,05), com auxilio do software R (R CORE TEAM, 2023).

Resultados

Apbs protocolos de desinfestagcdo, em ambos 0s experimentos, 0s apices caulinares nao
apresentaram caracteristicas oxidativas (Figura 1).

Figura 1 — Apices caulinares de mamoeiro cultivar Alianca.

Barra de escala: 1cm. Fonte: Os autores.

Com base nas analises feitas no experimento 1, o primeiro tratamento (rifampicina) apresentou
efetividade a taxa de contaminagdo bacteriana (0%), porém, ineficiéncia a taxa de contaminacgao
fungica (75%). Enquanto o terceiro tratamento (cloridrato de ciprofloxacino), apresentou a menor taxa
de contaminagéo bacteriana (0%) e fungica (10%) mostrando ser a desinfesta¢do mais eficiente com
menor taxa de contaminacéo (Figura 2).

Figura 2. Experimento 1: porcentagem de contaminag&o nos diferentes tratamentos desinfestantes em apices
caulinares da cultivar Alianca.
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Sendo: 1. Rifampicina; 2. Amoxicilina; 3. Cloridrato de ciprofloxacino; 4. Kasumin; 5. Amoxicilina + Cloridrato de
ciprofloxacino + Azitromicina. tMédias ndo seguidas pela mesma letra diferem entre si pelo teste de Tukey
(p<0,05). Fonte: Os autores.

Com relacédo ao experimento 2, o terceiro tratamento (dicloroisocianurato de sédio + rifampicina) e
o sexto (hipoclorito de soédio + rifampicina) apresentaram efetividade a taxa de contaminacao bacteriana
(ambos 0%), porém, ineficiéncia a taxa de contaminacao fungica (ambos 80%) (Figura 3). Enquanto o
quarto tratamento (hipoclorito de sddio + cloridrato de ciprofloxacino), apresentou a menor taxa de
contaminacédo bacteriana (0%) e fingica (40%) mostrando ser a desinfetagdo mais eficiente com menor
taxa de contaminacéo (Figura 4).

Figura 3 — Apice caulinar de mamoeiro cultivar Alianga contaminado.

@

Barra de escala: 1 cm. Fonte: Os autores.

Figura 4. Experimento 2: porcentagem de contamina¢&o nos diferentes tratamentos desinfetantes em apices
caulinares da cultivar Alianca.
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Tratamentos

Sendo: 1. Dicloroisocianurato de so6dio + Cloridrato de ciprofloxacino; 2. Dicloroisocianurato de sédio +
Amoxicilina; 3. Dicloroisocianurato de sédio + Rifampicina; 4. Hipoclorito de sédio + Cloridrato de ciprofloxacino;
5. Hipoclorito de sodio + Amoxicilina; 6. Hipoclorito de sédio + Rifampicina. tMédias ndo seguidas pela mesma
letra diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05). Fonte: Os autores.

Discusséao

Apesar dos explantes serem oriundos de plantas adultas obteve-se uma menor taxa de
contaminacéo fangica no: experimento 1: T3 (10%), T4 (40%) e T5 (40%) e experimento 2: T2 (30%),
T4 (40%) e T5 (10%), quando comparada com os dados obtidos por Schmildt e Amaral (2002), onde
obtiveram 45% de explantes contaminados por fungos, com explantes retirados de plantas com nove
meses No campo.

Vianna (1996), observou o maximo de 70% de controle utilizando rifampicina na desinfestacéo,
assim como Reuveni, Shlesinger e Lavi (1990). Porém, no presente estudo, no experimento 1, ao
utilizar rifampicina obteve 100% de controle da contaminacgéo bacteriana, assim como no T3, porém,
utilizando cloridrato de ciprofloxacino. J& nos tratamentos T2, T4 e T5 obteve 80, 70 e 70% de controle,
respectivamente, sendo considerada uma alta taxa comparado aos resultados dos autores
mencionados. No experimento 2, os tratamentos com dicloroisocianurato de sédio + rifampicina, com
hipoclorito de sddio + cloridrato de ciprofloxacino ou rifampicina, obtiveram as maiores taxas, com 100%
de controle de contaminacdes bacterianas.

Conclusao

O cloridrato de ciprofloxacino 3 g L™ por 24 horas, como agente desinfestante, mostrou-se eficiente
no controle de fungos e bactérias em apices caulinares de mamao cultivar Alianca.
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