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EFEITO DE CARBOMAX 500 SC® NATIVO®E VITA\{AX®-THIRAM 200 SC
SOBRE A CONTAMINACAO FUNGICA NA PROPAGACAO IN VITRO DO BAMBU
GUADUA POR MICROESTACAS

RESUMO

Técnicas de micropropagacdo sdo vantajosas para atender a demanda de mudas de bambu
Guadua angustifolia Kunth, porém apresentam como limitacdo a contaminagdo microbiana. O
objetivo do trabalho foi determinar o efeito do pré-tratamento por imersdo de explantes nas
solugbes com fungicidas e tempo de agitacio: Carbomax 500 SC® (4 mL L) por 1h e Nativo®
(4 mL L) por 1, 6 e 24h e 0 acréscimo em meio de cultivo MS semissolido dos fungicidas nas
concentragdes: Carbomax 500 SC® (4 mL L7); Nativo® (2; 4 e 8 mL L) e Vitavax®-Thiram
200 SC (6 mL L) sobre a contaminagéo flingica na propagagdo in vitro dessa espécie de
bambu. A pesquisa foi realizada mediante dois experimentos conduzidos em delineamento
inteiramente casualizado. No primeiro, testou-se o pré-tratamento dos explantes por imersao e
agitacdo nas solucdes dos fungicidas nas concentracGes e tempos descritos e, no segundo, 0s
fungicidas nas concentracdes citadas foram adicionados ao meio de cultivo. Entre os pré-
tratamentos ndo houve diferenca significativa no numero de explantes com contaminagéo
fangica. Esta variavel apresentou média significativamente menor apenas, na adi¢do de 6 mL
L de Vitavax®-Thiram 200 SC ao meio de cultivo. Concluiu-se que o pré-tratamento dos
explantes com Carbomax 500 SC® e Nativo® nas concentracdes e tempos de agitagdo testados
e nas concentracfes destes fungicidas adicionadas ao meio de cultivo ndo reduziram a
contaminacdo flngica. Neste caso, apenas Vitavax®-Thiram 200 SC (6 mL L?) foi eficaz.
Novas pesquisas serdo necessarias para testar o efeito de outras concentracdes de Nativo® e
tempos de agitacdo no pré-tratamento e adicionadas ao meio de cultivo sobre a reducgdo da
contaminacao fangica na propagacao in vitro do bambu Guadua.

Palavras-chave: Controle Quimico; Fungos; Contaminantes; Micropropagacdo, Guadua
angustifolia

1 INTRODUCAO

O bambu apresenta diversidade de aplicacdes de alto valor econdmico e ambiental e a
propagacao in vitro representa alternativa para atender a demanda por mudas para plantios
comerciais. No entanto, a contaminacgdo microbiana é um fator limitante, pois o meio de cultivo
representa excelente fonte de nutrientes para microrganismos (Torres; Lemos, 2017).

A reducdo da contaminacdo microbiana é relatada como bem sucedida em protocolos
publicados sobre a propagacao in vitro de espécies de bambu pela imersdo de explantes em
solucdes de hipoclorito de sddio e cloreto de mercurio, isoladas ou em combinacéo (Torres et
al., 2019), mas alerta-se que a contaminacdo € decorrente de microrganismos epifiticos e
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endofiticos e 0 uso de produtos de acdo superficial ndo garante a isencdo de crescimento
microbiano (Torres, 2023).

Segundo Torres e Lemos (2017), em trabalhos publicados relata-se controle de
contaminacdo satisfatério com o pré-tratamento de explantes por imersdao em solucdo de
fungicidas & base de benomil, carbendazim (Bavistin®) com os antibidticos estreptociclina e
rifampicina ou estreptomicina, Mancozebe® e gentamicina com desinfestagdo posterior em
etanol, hipoclorito de sédio, hipoclorito de célcio ou cloreto de mercurio assim como,
desinfestacdo com tais produtos e deposicdo em meio de cultivo com fungicida a base de
benomil (Benlate®).

Torres, Houllou e Souza (2016) relatam eficacia na reducdo de contaminacgdo fangica
com o pré-tratamento por imersdo de explantes de Bambusa vulgaris Schrad. ex J.C. Wendle
em solucéo de carbendazim (Derosal 500 SC®) e antibiético cloranfenicol associado a posterior
deposicao dos explantes em meio de cultivo liquido com este fungicida e antibi6tico. J& Torres
(2023) descreveu reducdo significativa dessa contaminagdo na propagacao in vitro de Guadua
angustifolia Kunth, com o pré-tratamento pela imersdo de microestacas em solugdo de
carbendazim (Carbomax 500 SC®) e cloranfenicol e posterior deposicdo em meio liquido com
solucéo de carboxina e tiram 200 (Vitavax®-Thiram 200 SC) e o citado antibidtico.

Embora o controle quimico de microrganismos seja eficaz, apresenta riscos de
surgimento de resisténcia (Torres et al., 2019). Os fungicidas sistémicos do grupo Metil-
benzimidazol-carbamato (MBC), apesar da eficAcia e amplo espectro de acdo, apresentam
elevado risco de induzir resisténcia pela alta especificidade (Amaral, 2019).

Os MBC disponiveis no mercado contém como ingredientes ativos: carbendazim,
benomil, tiofanato-metilico, tiabendazol e fuberidazol (Amaral, 2019) e os dois primeiros
constituem-se nos mais utilizados nas publicacdes citadas por Torres e Lemos (2017) para
controle de contaminacdo na propagacdo in vitro de espécies de bambu. Surge entdo a
necessidade de testar produtos com diferentes ingredientes ativos para reduzir o uso intensivo
de um grupo restrito e neste sentido, conforme Santos (2019), os fungicidas de cada grupo
qguimico possuem mecanismo de acdo especifico e 0s pertencentes ao grupo quimico
estrobilurina, especialmente azoxistrobina, picoxistrobinna, piraclostrobina e trifloxistrobina
sdo recomendados para uma gama de culturas para controle de doencas.

Diante do exposto, o presente trabalho teve como objetivo determinar o efeito do pré-
tratamento de explantes de G. angustifolia por imersdo em solugdo de 4 mL L de Carbomax
500 SC® por 1 h e em solucio de 4 mL L de Nativo® por 1, 6 e 24 h e, da adigdo dos fungicidas
Carbomax 500SC® na concentragdo de 4 mL L%, Nativo® nas concentracdes de 2, 4e 8 mL L~
1 e Vitavax®-Thiram 200 SC na concentracio de 6 mL L™ ao meio de cultivo sobre a
contaminacao fungica na introducéo e estabelecimento in vitro desta espécie de bambu.

2 MATERIAIS E METODOS

O trabalho foi realizado no Laboratoério de Pesquisas Aplicadas a Biofabrica — LAPAB
do Centro de Tecnologias Estratégicas do Nordeste (CETENE) com a conducdo de dois
experimentos como parte integrante das atividades realizadas pelo autor, bolsista modalidade
BCT nivel 1 (n° de processo BCT-0365-5.01/17) e orientador do projeto de inovacao intitulado
“Micropropagag¢do in vitro de Guadua angustifolia a partir de microestacas para producao
massal de mudas” aprovado pelo edital FACEPE 02/2017 - Apoio a Projetos de Pesquisa do
Centro de Tecnologias Estratégicas do Nordeste (CETENE) n° de processo APQ-0039-5.01/17.
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Experimento 1 - Pré-tratamento de explantes por imersdo

A coleta de microestacas foi realizada utilizando-se os brotos de touceiras de G.
angustifolia obtidas por propagagéo in vitro e mantidas no telado do CETENE. Estes brotos
foram: selecionados com base na coloracéo das folhas que cobriam os nés (bege com tonalidade
palha) e dos entrends (marrom-avermelhados); colhidos cortando-se com tesoura a metade do
primeiro entrend basal surgido a partir do substrato de forma a preservar o primeiro no;
depositados em becker com &gua de torneira e levados ao laboratério onde tiveram o nimero
de gemas estabelecido em trés contando-as no sentido da base para o apice correspondentes
aquelas cujas bainhas que as recobriam eram facilmente removidas com os dedos.

As microestacas, agora explantes, foram depositadas em garrafa autoclavavel com
adicdo de 200 mL de agua destilada ndo estéril e duas gotas de Tween 20 e manteve-se sob
agitacdo por 30 min quando ao término foram enxaguadas por uma vez em agua destilada ndo
estéril e separadas em cinco conjuntos de 10 unidades contidos em cinco garrafas autoclavaveis,
0s quais se constituiram individualmente nos tratamentos de acordo com 0s seguintes
procedimentos: imersdo em 100 mL de solucdo ndo estéril de 200 mg L de cloranfenicol e
agitacéo por 1h; imersdo em 100 mL de solucéo ndo estéril de 200 mg L de cloranfenicol e 4
mL L de Carbomax 500 SC® e agitacdo por 1h, padrdo de pré-tratamento estabelecido por
Torres, Houllou e Souza (2016); imersdo em 100 mL de soluc&o n&o estéril de 200 mg L de
cloranfenicol e 4 mL L de Nativo® e agitacdo por 1, 6 e 24 h.

Apos agitacdo, procedeu-se enxague dos explantes por uma vez em agua destilada ndo
estéril por 1 min e foram enviados a cadmara de fluxo laminar onde realizou-se a imersao em
100 mL de solucéo de hipoclorito de sddio a 0,6% durante 10 minutos sob agitagdo seguida de
trés enxagues consecutivos em agua destilada estéril por 1 minuto. Ao término, cortou-se de 1
a 2 mm das extremidades dos explantes para remover o tecido ainda sob a a¢do do hipoclorito
de sodio.

Os 10 explantes de cada tratamento foram depositados individualmente em tubos de
ensaio com 20 mL de meio MS (Murashige; Skoog, 1962) semissélido (8,5 g de agar L™) com
as gemas voltadas para cima até que a cicatriz foliar daquela na posicdo mediana do explante
estivesse em contato com o meio, o qual continha: concentracéo total de sais e sem sacarose,
50 mg L de 4cido citrico, 50 mg L de &cido ascorbico e 1 mg L' de BAP (N6 —
benzilaminopurina). Os tubos foram tampados, transferidos para sala de cultivo e incubados a
24 + 2°C e fotoperiodo de 16 h sob luminosidade de 32 pmol m™ s onde o experimento foi
conduzido em delineamento inteiramente casualizado e a avaliacdo das variaveis: nimero de
explantes com gemas necrosadas, nimero de explantes com contaminacdo fungica, nimero de
explantes com gema brotada e tamanho do maior broto em centimetros foi realizada aos 14 dias
apos instalado. Os resultados obtidos foram submetidos a andlise de variancia e as médias
transformadas em VX+1 foram comparadas pelo Teste de Tukey ao nivel de 5% de
probabilidade de erro sendo apresentados os valores originais.

Experimento 2 — Tratamento de explantes em meio de cultivo

A origem das microestacas e procedimentos para selecéo, coleta, conducéo destas ao
laboratorio e enxague em solugdo de Tween 20 foram os mesmos descritos na metodologia do
experimento 1. Em seguida foram acrescentados 100 mL da solugdo ndo estéril de 200 mg L*
de cloranfenicol mantendo-se sob agitacdo por 1 h e seguido de um enxague em agua destilada
ndo estéril por 1 min.

Os explantes foram enviados a camara de fluxo laminar e submetidos aos mesmos
procedimentos de desinfestacdo realizados no experimento 1. Ao término, foram separados em
seis grupos de 20 unidades sendo estas constituintes das repeti¢cbes de cada tratamento que
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corresponderam a 20 explantes depositados isoladamente em tubos de ensaio contendo 20 mL
de meio MS (Murashige; Skoog, 1962) semissolido (8,5 g de agar L) com as gemas voltadas
para cima até que a cicatriz foliar dagquela na posicdo mediana no explante estivesse em contato
com 0 meio, cuja constituicdo era a mesma daquela apresentada no experimento 1 com a
diferenca entre os tratamentos representada pelo acréscimo de fungicidas e antibi6tico nas
concentragdes a saber: meio acrescido de 200 mg L™ de cloranfenicol; meio acrescido de 200
mg L de cloranfenicol e 4 mL L de Carbomax 500 SC®; meios acrescidos de 200 mg L de
cloranfenicol e 2, 4 e 8 mL L™ de Nativo® respectivamente e; meio acrescido de 200 mg L™ de
cloranfenicol e 6 mL L* de Vitavax® - Thiran 200 SC. Vale ressaltar que o tratamento referente
ao acréscimo de 4 mL L™ de Nativo® correspondeu & concentragido média recomendada pelo
fabricante para controle de doengas flngicas em campo.

Os tubos foram tampados e transferidos para sala de cultivo. As condig¢des de incubacéo,
as variaveis avaliadas aos 28 dias apds a instalacdo e a analise estatistica dos resultados foram
as mesmas adotadas no experimento 1.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A imersdo de explantes nas solu¢Bes com fungicidas e antibidtico nos tempos de
agitacdo testados ndo teve efeito sobre a contaminacdo fungica, uma vez que ndo houve
diferenca significativa entre o nimero de explantes contaminados dos tratamentos com imersdo
em solugdes com fungicida em relacdo a imersdo em solucéo apenas com antibidtico. Também
ndo ocorreu efeito fitotoxico, pois ndo houve diferenca significativa entre os tratamentos quanto
ao numero de explantes com gemas necrosas, brotadas e tamanho do maior broto (Tabela 1).

O nimero de explantes contaminados no pré-tratamento com Carbomax 500 SC®,
(nove) equivaleu a 90%, percentual préximo ao encontrado por Torres, Houllou e Souza (2016)
(84%) no mesmo pré-tratamento de explantes de B. vulgaris e este foi proximo aos dos
tratamentos com Nativo® que variaram de sete a oito (70% a 80%) (Tabela 1).

Tabela 1 Média do numero de explantes com: gemas necrosadas (G.N.), contaminagéo fangica
(C.F.), gema brotada (G.B.) e tamanho médio do maior broto em centimetros (T.M.B.) aos 14
dias apos instalagdo do experimento 1

Tratamentos G.N. C.F G.B. T.M.B.

Cloranfenicol 200mg L*/1h *0a b5a 10a 0,34a

Carbomax 500SC® 4mL L!+Cloranfenicol 200mgL*/1h 1a 9a 10a 0771a
Nativo® 4mL L + Cloranfenicol 200mg L™*/1h Oa 8a 8a 044a
Nativo® 4mL L + Cloranfenicol 200mg L/6h 0a 7a 9a 027a
Nativo® 4 mL L + Cloranfenicol 200mg L™*/24h la 8a 6a 0,32a

89,563 13,94 %10,08 212,87
*Meédias seguidas de mesma letra na mesma coluna néo diferem significativamente entre si ao
nivel de 5% de probabilidade de erro pelo Teste de Tukey; C.V. = Coeficiente de Variacao.

A contaminacdo fungica foi significativamente menor no tratamento cujo meio de
cultivo foi acrescido com 6 mL L de Vitavax® -Thiram 200 SC em relagdo aos outros
tratamentos, com excecdo daquele cujo meio recebeu 4 mL L de Carbomax 500 SC®,
tratamento padrdo adotado por Torres, Houllou e Souza (2016), que ndo diferiu dos demais
(Tabela 2).
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Tabela 2 Média de explantes com: gemas necrosadas (G.N.), contaminagdo fungica (C.F.),
gema brotada (G.B.) e tamanho médio do maior broto em centimetros (T.M.B.) aos 28 dias
apos a instalacdo do experimento 2

Tratamentos G.N. C.F. G.B. T.M.B.

Cloranfenicol 200mg L*/1h *1b 17a 14a 043a

Carbomax 500SC® 4mL L +Cloranfenicol 200mg L* 9ab 1lab 13a 0,33a
Nativo® 2mL L™ + Cloranfenicol 200mg L™ 5b 16a 9a 040a
Nativo® 4mL L + Cloranfenicol 200mg L™ 8ab 15a 9a 0,30a
Nativo® 8mL L™ + Cloranfenicol 200mg L™ 6b 15a 12a 0,24a

Vitavax®-Thiram 200 SC 6mL L+ Cloranfenicol 200mg  15a 5b 9a 0,18a
416,23 2,85 16,8 214,86
*Meédias seguidas de mesma letra na mesma coluna nao diferem significativamente entre si ao
nivel de 5% de probabilidade de erro pelo Teste de Tukey; C.V. = Coeficiente de Variacao.

A auséncia de diferenca significativa na contaminagdo fungica entre o tratamento cujo
meio foi acrescido com Vitavax®-Thiram 200 SC em relagdo aquele com Carbomax 500 SC®
(Tabela 2), também foi observada por Torres (2023) ao testar as mesmas concentracdes
acrescidas ao meio de cultivo na propagacéo in vitro de G. angustifolia. Segundo Debergh, De
Coster e Steurbart (1993) carbendazim ndo é degradado pela autoclavagem e assim, a ineficacia
Carbomax 500 SC® nio estaria associada ao método de esterilizagdo do meio de cultivo.

Os tratamentos referentes ao acréscimo de Nativo® ao meio de cultivo também néo
apresentaram diferenca significativa quanto ao nimero de explantes contaminados em relagao
a0 meio acrescido apenas com antibi6tico ou antibi6tico com Carbomax 500 SC® (Tabela 2).
O Nativo® foi testado por conter um fungicida mesosistémico (triflosxistrobina, 100 g L) com
acao sobre a respiracdo, inibindo a ubiquinol oxidase do complexo Il e um fungicida sistémico
(tebuconazol, 200 g L) que inibe a c14 demetilase interferindo na sintese de esterdis da
membrana, segundo informacdes disponibilizadas pelo fabricante, ou seja, Nativo® tem
principios ativos e agBes diferentes do Carbomax 500 SC®, cujo principio ativo carbendazim
(500 g LY interfere na mitose, especificamente na sintese de tubulina que compde o fuso
mitético (FRAC, 2023).

Nativo® também foi testado pelo fato das microestacas utilizadas para obter explantes
tiveram a mesma origem daquelas utilizadas por Torres (2023), quando testou o efeito de
Carbomax 500 SC® e Vitavax®Thiram 200 SC sobre a contaminagdo fingica na
micropropagac¢do de G. angustifolia e identificou como contaminantes os géneros fungicos:
Alternaria Nees, Bipolaris Shoemaker, Curvularia Boedijn e Fusarium Link. Desta forma
justificou-se avaliar o efeito de Nativo®, pois o fabricante recomenda para controle de doencas
causadas por: Alternaria citri, A. dauci (J.G. Kuhn) J.W. Groves & Skolko, A. porri Ell Cif., A.
solani Sorauer, Bipolaris oryzae (Breda de Haan) Shoemaker, B. sorokiana (Sacc. in Sorok.)
Shoem e Fusarium graminearum Schwabe, espécies dos géneros identificados por Torres
(2023) como contaminantes dos explantes utilizados.

Domingos (2015) ao utilizar produto comercial com as mesmas concentragdes dos
principios ativos de Nativo® adicionado ao meio de cultura BDA, obteve controle do
crescimento de Sclerotium cepivorum Berk. Comprova-se assim ndo haver degradacdo dos
principios ativos de Nativo® pelo processo de autoclavagem.

Estudos comprovam que as espécies da microbiota endofitica podem variar quanto a
época do ano. Assuncéo (2010), em estudo sobre fungos endofiticos de bananeira verificou que
a antracnose, causada por Colletotrichum musae (Berk & Curt.) von Arx., pode ter outros
fungos associados dependendo do local e época do ano. Sebastianes (2010) ao estudar fungos
endofiticos em espécies de manguezais, comprovou que a estacdo climatica influencia no
numero de espécies da comunidade de fungos associadas as plantas. Liu (2009) observou que
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temperatura, precipitacdo e umidade relativa influenciam na emergéncia e transmisséo do fungo
Shiraia bambusicola P. Henn., maior taxa de parasitismo ocorre em condi¢des umidas e frescas.
Logo, é valido considerar que a ocorréncia de espécies de fungos endofiticos pode variar nas
plantas utilizadas para obter as microestacas em funcéo da época do ano.

A auséncia de diferenca significativa do niUmero de explantes com gemas brotadas e do
tamanho do maior broto entre o tratamento no qual acrescentou-se ao meio de cultivo apenas
antibidtico em relacdo aos demais nos quais foram acrescentados fungicidas (Tabela 2),
comprova ndo existir efeito fitotdxico dos produtos nas concentracdes testadas (Figura 1).

Figura 1 Aspecto saudavel de broto oriundo em A - de gema superior e em B - de gema mediana
de explante de Guadua angustifolia mantido por 28 dias em meio MS semissolido acrescido
com 6 mL L de Vitavax®-Thiram 200 SC e 200 mg L de cloranfenicol.

4 CONCLUSAO

A partir dos resultados concluiu-se que o pré-tratamento dos explantes por imersao com
Carbomax 500 SC® e em solugdo com Nativo®, ndo apresentaram efeito na redugdo da
contaminagéo fingica, assim como na adi¢do ao meio de cultivo com Carbomax 500 SC® e
Nativo® nas trés concentragdes testadas. Neste caso, apenas Vitavax®-Thiram 200 SC foi eficaz.

Novas pesquisas serdo necessarias para testar o efeito de outras concentragdes de
Nativo® e tempos de agitacdo no pré-tratamento e adicionadas ao meio de cultivo sobre a
reducdo da contaminacédo fangica na propagacao in vitro do bambu Guadua.

O autor agradece ao Centro de Tecnologias Estratégicas do Nordeste - CETENE e a
Fundacdo de Amparo a Ciéncia e Tecnologia do Estado de Pernambuco — FACEPE pelo suporte
financeiro.
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