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Resumo: Em todo o mundo, o sisal (Agave sisalana) é conhecido pelo alto teor de suas fibras, amplamente
utilizadas na fabricacdo de utensilios, na industria automotiva, na industria quimica e na construcdo civil. No
entanto, alguns fatores podem inviabilizar o desenvolvimento da cultura, a exemplo de doengas, como a podridao
do colo, causada por fungos do género Pythium sp. Visando a obtengdo de mudas sadias e livres de patégenos
buscou-se, com este trabalho, definir um protocolo eficiente para a desinfestagdo de rebentos de sisal, utilizando-
se diferentes concentracées e diversas combinagbes do antibidtico Citrofloxacino e do Fungicida Baytan®. Os
explantes foram desinfestados em solugbes com detergente neutro, hipoclorito de sdédio e formaldeido e, em
seguida, submetidos a solugbes com diferentes concentragdes do antibidtico e do fungicida combinados e sé entdo
cultivados em meio MS. Foram realizadas avaliagbes aos 7, 15 e 21 dias, apds o cultivo, para andlise da taxa de
contaminagdo bacteriana e fungica. Observou-se, portanto, que a utilizagdo de 0,5% do fungicida Baytan®,
associado a 1% do antibidtico Citrofloxacino, foi mais eficiente na descontaminacdo de explantes de sisal.
Palavras-chave: desinfestantes; Agave sisalana; cultivo de tecidos.

Abstract: The sisal (Agave sisalana) is known worldwide for its high fiber content, which is widely used in the
manufacture of utensils, as well as in the automotive industry, chemical industry, and construction. However, some
factors may prevent the development of this culture, like diseases such as collar rot, caused by fungi of the genus
Pythium sp. Trying to obtain healthy seedlings that are free from pathogens, this work set a protocol for efficient
disinfection of sisal shoots, using different concentrations and different combinations of the antibiotic Citrofloxacino
and the fungicide Baytan®. The explants were decontaminated with detergent solutions, sodium hypochlorite, and
formaldehyde. This was followed by treatment with solutions containing different concentrations of the antibiotic
and fungicide combinations. Then, they were cultured on MS medium. Evaluations were made at 7, 15, and 21
days after culture for analysis of the rate of bacterial and fungal contamination. We observed that the use of 0.5%
Baytan® fungicide associated with 1% of the citrofloxacino antibiotic was the most effective in decontaminating
explants sisal.
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1. INTRODUCAO

O Brasil € o principal produtor e exportador de sisal do mundo, produzindo, em 2013,
cerca de 243 mil toneladas de fibras (INSTITUTO BRASILEIRO DE GEOGRAFIA E
ESTATISTICA, 2013), sendo grande parte dessa producdo (cerca de 80%) exportada para
paises como Estados Unidos, China, México e Portugal. Afibra do sisal é largamente utilizada
na fabricacdo de cordas, tapetes e utensilios, além de, também, ser utilizada na industria
quimica, civil e automobilistica (SILVA; BELTRAO, 1999).

Alguns fatores, no entanto, interferem no cultivo dessa Agavaceae, a exemplo de
doengas, como a podriddo do colo, causada por fungos, como Aspergillus niger e
Botryodiplodia theobromae Rever, Pat. (LIMA et al., 1998), que vém afetando cerca de 40%
das lavouras brasileiras de sisal (ALVES; SANTIAGO; LIMA, 2004). Visando a diminuicao dos
prejuizos causados pela podridao do colo, por intermédio da utilizagdo de mudas sadias pelos
produtores de sisal, é necessario o emprego de técnicas modernas de biotecnologia, como a
cultura de tecidos que, com base na totipoténcia celular (CARVALHO; SENA, 2008),
produzem mudas sadias e livres de patégenos em curto espaco de tempo, além de conservar
as caracteristicas genéticas do material selecionado (ROSALES et al., 2008). Entretanto, o
sucesso da micropropagacao depende, em parte, de medidas de controle e prevengao da
contaminagcdo por organismos patogénicos, como fungos e bactérias (SILVA, LANK;
ANGELO, 2003), principalmente quando se utilizam plantas originarias diretamente do campo,
as quais estdo em contato direto com patdgenos presentes no solo (MORAES; ALMEIDA;
CAZE FILHO, 2007). Esses micro-organismos comprometem o cultivo, uma vez que
competem por nutrientes e vitaminas do meio de cultivo, além de produzirem metabdlitos
fitotoxicos, como acidos lactico e acético (PEREIRA; FORTES, 2003), inviabilizando, assim,
o cultivo in vitro e causando prejuizos econdémicos diversos (ODA et al., 2003).

A presenga de fungos e bactérias pode ser identificada logo no inicio do cultivo;
entretanto, os maiores problemas dizem respeito aos contaminantes enddgenos que
permanecem latentes, dificultando a desinfestacdo e aumentando, portanto, as taxas de
contaminacao (PEREIRA; MATTOS; FORTES, 2003). Desse modo, a utilizacao de agentes
descontaminantes, como antibiéticos e fungicidas, no processo de desinfestacao de explantes
utilizados in vitro, faz-se necessaria (PEREIRA; MATTOS; FORTES, 2003), uma vez que visa
ao combate a contaminantes enddgenos nao destruidos com substancias usualmente
utilizadas no cultivo in vitro, como hipoclorito de sodio, alcool e formol, as quais destroem os
contaminantes mais superficiais (exégenos) (PEREIRA et al., 2010).

Normalmente, antibioticos e fungicidas sao incorporados ao meio de cultivo, ou
utilizados, diretamente, sobre o explante (STANIER; KHOSH-KHUI, 1997); entretanto, a
utilizagdo dessas substancias nao elimina totalmente a contaminagdo. E importante
considerar que fatores como a concentracdo do desinfestante, o tempo de exposicdo do
explante e a cultura trabalhada, sdo determinantes no indice de desinfestacdo, o que faz
necessaria a adequacéao do protocolo de desinfestacao a ser utilizado (MORAES; ALMEIDA;
CAZE FILHO, 2007).
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Varios estudos avaliando o poder desinfestante de antibiéticos e fungicidas tém sido
realizados como estratégia ao combate a patdégenos em diferentes culturas, no entanto sao
escassos quando consideradas culturas como o sisal. Desse modo, o presente trabalho teve
por objetivo definir um protocolo eficiente de desinfestagdo de rebentos de sisal para utilizagao
no cultivo in vitro.

2. METODOLOGIA

O ensaio foi realizado no Laboratério de Cultivo de Tecidos da Embrapa Algodao. Foram
utilizados rebentos de hibridos de sisal, cada um com cerca de 20 cm de altura, oriundos do
banco de germoplasma de sisal da Embrapa Algodao, como fonte de explantes; apés a
retirada do campo, as plantas doadoras foram levadas para o laboratério, onde foram lavadas,
para retirada do excesso de solo, raiz e folhas. Em seguida, as bases foram seccionadas com
bisturi estéril, permitindo, dessa forma, a reducdo do tamanho para o cultivo in vitro.
Posteriormente, os explantes foram submersos em solugdo com detergente neutro a 4% (v/v),
por 20 minutos, e, entdo, enxaguados com agua esterelizada. Em camara de fluxo laminar,
os explantes foram submersos em solucdo de formaldeido a 1% (v/v) e em solugao de
hipoclorito de sodio a 5% (v/v), acrescida de 2 gotas de Tween 20, sob agitagdo constante e,
apés 30 minutos, lavados trés vezes em agua esterilizada; em seguida, os explantes foram
imersos durante 20 minutos em solugdes de diferentes concentragdes do fungicida Baytan®
e, posteriormente, imersos por 30 minutos em solucdes de diferentes concentracées do
antibiético Citrofloxacino, ambos sob agitacdo constante; por fim, os explantes foram
cultivados em meio MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962), suplementado com 0,15% (p/v) de
glicose € 0,57% (p/v) de agar e pH ajustado para 5,8.

A fase de estabelecimento foi realizada em camara de crescimento a 25 = 2°C sob
fotoperiodo de 16 h de luz e intensidade luminosa de 50 umol m2 s'; ap6s 7, 15 e 21 dias de
cultivo, os explantes foram avaliados, considerando-se a contaminagéo bacteriana e fungica.

O delineamento utilizado foi inteiramente casualizado (DIC) com arranjo fatorial 3 x 3,
sendo trés concentracdes de fungicida (0,3; 0,4 e 0,5%) e trés concentracdes de antibiodtico
(0; 0,5 e 1,0%), totalizando 9 tratamentos com 10 repetigées cada (T1 = 0% Citrofloxacino +
0,3 Baytan®; T2 = 0,5% Citrofloxacino + 0,3 Baytan®; T3 = 1% Citrofloxacino + 0,3 Baytan®;
T4 = 0% Citrofloxacino + 0,4 Baytan®; T5 = 0,5% Citrofloxacino + 0,4 Baytan®;, T6 = 1%
Citrofloxacino + 0,4 Baytan®; T7 = 0% Citrofloxacino + 0,5 Baytan®; T8 = 0,5% Citrofloxacino
+ 0,5 Baytan®; T9 = 1% Citrofloxacino + 0,5 Baytan®.

Cada repeticao foi constituida de um frasco de cultivo com um explante por frasco. Os
dados obtidos foram transformados em VX + 1, sendo X o valor obtido nas avaliagbes e
submetido a analise de variancia e analisados pelo teste de médias de Scott— Knott a 10% de
probabilidade. Os dados foram analisados utilizando-se o programa estatistico SAEG 9.1.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Quando considerada a contaminagao bacteriana, observou-se diferenga significativa
entre os tratamentos aplicados (Tabela 1), tal como, quando examinada a contaminacao por
fungos (Tabela 2); no entanto, observou-se, quando avaliada a relagdo contaminagao-tempo,
que esse tempo nao atuou de forma determinante para o desenvolvimento de colbnias
bacterianas nos explantes; em contrapartida, foi significante para o aparecimento de maiores
taxas de contaminacéo por fungos (Tabelas 1 € 2).

No tratamento em que se utilizou 1% de Citrofloxacino + 0,5% Baytan® (T9), observou-
se a menor média de contaminac&o bacteriana (Tabela 1) e fingica (Tabela 2) ao final dos 21
dias de cultivo; ja, quando se utilizou apenas 0,5 (T7) e 0,4% (T4) do fungicida Baytan®, foram
verificadas as maiores taxas de contaminacdo por bactérias, conforme Tabela 3; em
contrapartida, as maiores taxas de contaminacéo fungica foram observadas quando utilizado
o tratamento T8 (0,5 % Citrofloxacino + 0,5 % Baytan®), cerca de 90 % (Figura 1).

Tabela 1 - Efeito de diferentes concentracées do antibiotico Citrofloxacino com o

fungicida Baytan® na descontaminacéo de rebentos de sisal, referente ao numero
médio de rebentos contaminados por bactéria em diferentes periodos de avaliacao
Contaminacao bacteriana

Descontaminantes

(dias)
Citrofloxacino Baytan® 7 15 21
(%) (%)
T1 0 0,3 1,04 c 1,04 b 1,04 c
T2 0,5 0,3 1,00 c 1,04 b 1,12c¢c
T3 1 0,3 1,00 c 1,04 b 1,08 ¢
T4 0 0,4 1,11b 1,21b 1,21 b
T5 0,5 0,4 1,08 ¢ 1,08 b 1,08 ¢
T6 1 0,4 1,20 b 1,21b 1,21 b
T7 0 0,5 1,41 a 1,41 a 1,41 a
T8 0,5 0,5 1,04 c 1,04 b 1,04 c
T9 1 0,5 1,04 c 1,04 b 1,04 c

Médias com letras diferentes na mesma coluna diferem estatisticamente entre si em nivel de 10% de
probabilidade pelo teste de Scott-Knott.

Tabela 2 - Efeito de diferentes concentracées do antibiotico Citrofloxacino com o
fungicida Baytan® na descontaminacéo de rebentos de sisal, referentes ao numero
médio de rebentos contaminados por fungos em diferentes periodos de avaliacao

Descontaminantes Contaminacao fungica (dias)
Citrofloxacino Baytan®
(%) (%) 7 15 21
T1 0 0,3 1,00 b 1,21 a 1,25b
T2 0,5 0,3 1,00 b 1,16 a 1,21 b
T3 1 0,3 1,.33a 1,33a 1,33 a
T4 0 0,4 1,04 b 1,08 b 1,08 ¢
T5 0,5 0,4 1,08 b 1,12a 1,16 b
T6 1 0,4 121a 1,21a 1,21b
T7 0 0,5 1,00 b 1,00 b 1,00 ¢
T8 0,5 0,5 1,33a 1,37 a 1,37 a
T9 1 0,5 1,00 b 1,04 b 1,04 c

Médias com letras diferentes na mesma coluna diferem estatisticamente entre si em nivel de 10% de
probabilidade pelo teste de Scott-Knott.
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Figura 1 - Taxa de contaminacao dos explantes de sisal, utilizando-se diferentes
concentracoes de fungicida e antibiético.

As altas taxas de contaminagéo bacteriana nos tratamentos em que se utilizou apenas
o fungicida com 0,5 (T7) e 0,4% (T4) do fungicida Baytan® (Figura 1) estdo associadas ao fato
de, nesses tratamentos, nao ter sido aplicada solugao antibiética, o que elevou a probabilidade
de contaminagdo dos explantes por bactérias diversas. De acordo com Pereira, Mattos e
Fortes (2003), os maiores problemas, em relagdo a contaminagao no cultivo in vitro, referem-
se a contaminagao bacteriana, uma vez que estas apresentam um periodo maior de laténcia
e desenvolvimento assintomatico, tornando-se visiveis apds algum tempo de cultivo.

J4, a alta taxa de contaminagéao flngica observada quando utilizado 0,5% de antibiotico
+ 0,5% de fungicida (T8), refor¢a o fato dos contaminantes do explante serem de origem
enddgena e de possuirem alta resisténcia, visto que, nesse tratamento, foi administrada a
maior concentracdo do fungicida e esta ainda se mostrou ineficiente.

O fato da fonte doadora de explantes ter sido obtida diretamente do campo, pode ter
aumentado as chances de contaminagao. De acordo com Erig e Fortes (2002), maiores taxas
de contaminacdo sao observadas quando utilizadas plantas doadoras de explantes
diretamente do campo.

Em contrapartida, quando utilizado 1% Citrofloxacino + 0,5% de Baytan® (T9), a
concentracdo maxima do antibiético e do fungicida ampliou o espectro de atuacao e,
consequentemente, o desenvolvimento de explantes saudaveis ao longo do periodo de
estudo, reduzindo, entdo, a taxa de contaminagao bacteriana e flngica a 10 % do total de
explantes cultivados (Figura 1).

Os resultados obtidos neste trabalho reforgcam a afirmativa proposta por Montarroyos
(2000) e por Erig e Schuch (2003) da necessidade de um controle das condigdes
fitossanitarias da planta utilizada como fonte doadora de explantes.
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4. CONCLUSOES

A utilizagdo do fungicida Baytan® e do antibiético Citrofloxacino isolados e combinados
é fundamental na descontaminagédo de rebentos de sisal obtidos de plantas originarias do
campo, sendo a combinagdo mais promissora 0,5% de Baytan® associada a 1% de
Citrofloxacino. A morfogénese dos explantes ndo é afetada quando utilizadas as
concentracbes maximas dos agentes contaminantes.
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