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FITOTOXICIDADE DE TRES ANTIBIOTICOS
NA CULTURA IN VITRO DE ABACATEIRO (1)
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RESUMO

Desenvolveram-se dois experimentos para verificar o efeito do 4cido nalidixico,
do cloranfenicol e da estreptomicina sobre a cultura in vitro do abacateiro ‘Ouro
Verde’. No primeiro, testou-se a influéncia de diversas concentra¢es (0, 12,5, 25,
50, 100 ¢ 200 mg/L) desses antibiGticos sobre a calogénese de discos foliares e,
no segundo, o efeito sobre a brotacdo de gemas de segmentos nodais. Enquanto a
formagdo de calos foi reduzida & metade com o uso de 50 mg/L de cloranfenicol,
sua massa foi drasticamente reduzida ji na concentracdo de 12,5 mg/L. Restringiu-se
o comprimento das brotagdes, adicionando os antibidticos ao meio de cultura, con-
cluindo-se que os trés foram téxicos para o abacateiro, sendo recomendados apenas
em casos de extrema necessidade, dependendo da suscetibilidade do microorganismo

contaminante € da concentracio necessiria para seu controle.

Termos de indexacdo: antibidticos, abacateiro, Persea americana, fitotoxicidade, mi-
cropropagacgao.

ABSTRACT

PHYTOTOXICITY OF THREE ANTIBIOTICS TO AVOCADO TISSUE CULTURE

Two experiments were carried out in order to verify the toxicity of nalidixic
acid, chloramphenicol and streptomycin to avocado ‘Ouro Verde’ in vitro culture.
In the first experiment, it was tested the effect of the antibiotics to callus initiation
on leave explants, using a concentration range of 0, 12.5, 25, 50, 100 and 200
mg/L. In the second experiment, sprouting from nodal segments were tested. The
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callus formation was reduced by 50% with 50 mg/L of chloramphenicol and the
highest reduction in callus weight was observed with 12.5 mg/L. The length of
sprouts was rcduced by incorporating antibiotics into plant growth medium. Results
showed that the three antibiotics were toxic to avocado, and they must be used
only in real necessity cases, depending on the bacterial susceptibility and the adequate

concentration to control the contaminants.

Index terms: antibiotics, avocado, Persea americana, phytotoxicity, micropropagation.

A contaminacdo bacteriana ¢é bastante nociva
para os cultivos realizados in vitro, principalmente
quando a infecgdo ocorre por bactérias latentes ou
end6genas, introduzidas sistemicamente com 0s ex-
plantes (Fisse et al., 1987; Cassels et al., 1988).

Para o controle das bactérias, diversos autores
citam a inclusio de antibiéticos ao meio de cultura,
entre eles: Wilson & Power, 1989; Garcia & Rafael,
1990; Barros & Pasqual, 1991; Leifert et al., 1991.

Podem-se adicioné-los também ao meio de cul-
tura por um periodo limitado, o necessario para
a eliminacdo dos contaminantes (Kneifel & Leo-
nhardt, 1992; Leifert et al., 1992) ou utilizd-los
na forma de imersdo antes do isolamento (Tanaka
et al., 1983; Scortichini & Chiariotti, 1988).

Muitos antibiéticos apresentam efeito fitotdxico
para as plantas, alterando-lhes o crescimento in vitro
(Dodds & Roberts, 1985). Entretanto, essa influén-
cia sobre a regeneracdo vegetal depende da con-
centrac@o a qual o tecido foi exposto (Okkels &
Pedersen, 1988).

Trabalhando com diversas espécies in vitro e
quatro antibidticos, Leifert et al. (1992) defini-
ram a seguinte ordem decrescente de fitotoxicidade:
estreptomicina, polimixina, rifampicina e carbeni-
cilina.

Os antibiéticos do grupo dos aminoglicosidios,
tais como estreptomicina, neomicina, kanamicina,
gentamicina, amikacina e tobromacina, sdo téxicos
aos vegetais, mesmo em baixas concentracdes (Pol-
lock et al., 1983; Okkels & Pedersen, 1988; Grat-
tapaglia & Machado, 1990), o que nio se verifica
com outros antibidticos, como os betalactamos (am-
picilina e carbenicilina), as cefalosporinas (cefo-
taxime, cefaloridine, cefalotina), piperaciclina e
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rifampicina (Pollock et al., 1983; Okkels & Pe-
dersen, 1988; Poulsen, 1988; Leifert et al., 1992).

O objetivo deste trabalho foi verificar a fito-
toxicidade de alguns antibiéticos, utilizados no con-
trole da contaminagio bacteriana, na cultura in vitro
do abacateiro ‘Ouro Verde’.

Material e Métodos

Neste trabalho, desenvolvido no Laboratério de
Biotecnologia do Departamento de Horticultura e
Silvicultura da Faculdade de Agronomia da Uni-
versidade Federal do Rio Grande do Sul, utiliza-
ram-se dois tipos de explantes, segmentos nodais
¢ discos foliares coletados de mudas enxertadas do
abacateiro ‘Ouro Verde’, mantidas em casa de vege-
tagdo.

Empregaram-se o dcido nalidixico, o cloran- fe-
nicol e a estreptomicina, selecionando os dois pri-
meiros pela sua eficiéncia no controle de um
contaminante especifico em abacateiro (Biasi,
1993) e o dltimo, para comparagido, devido a sua
toxicidade jd verificada em outras culturas.

Para a assepsia, lavaram-se as folhas e as bro-
tagdes em dgua corrente, desinfestando-as, depois,
pela imersdo em dlcool 70% por um minuto, seguida
de imersdo em hipoclorito de sédio 1% por dez
minutos e trés lavagens em agua deionizada e auto-
clavada (Biasi et al., 1994).

Os discos foliares com 0,5 cm? foram retirados
da parte basal e nervura central das folhas, por
meio de um vazador. Com os discos foliares, ins-
talou-se um experimento com delineamento intei-
ramente casualizado em esquema fatorial (3 x 6)
com cinco repeti¢des e dois frascos por parcela.
Cada frasco, incubado no escuro, a 25°C, por 60



FITOTOXICIDADE DE TRES ANTIBIOTICOS NA CULTURA... 253

dias, recebeu trés explantes. Os tratamentos resul-
taram da utilizagdo dos trés antibidticos: dcido nali-
dixico, cloranfenicol e estreptomicina em seis
concentragtes: 0, 12,5, 25, 50, 100 e 200 mg/L.

Com os segmentos nodais, instalou-se outro
experimento com delineamento inteiramente casua-
lizado, com sete tratamentos, quinze repeti¢des e
dois frascos por parcela. Cada frasco, com quatro
explantes, foi incubado a luz, a 25°C, por 53 dias.

Os tratamentos foram os seguintes:
1) Testemunha;

2) Acido nalidixico (50 mg/L);

3) Cloranfenicol (50 mg/L);

4) Estreptomicina (50 mg/L);

5) Acido nalidixico (25 mg/L) + cloranfenicol
(25 mg/L);

6) Acido nalidixico (25 mg/L) + estreptomicina
(25 mg/L);

7) Cloranfenicol (25 mg/L) + estreptomicina (25
mg/L).

Em ambos os experimentos, 0 meio de cultura
utilizado foi o MS (Murashige & Skoog, 1962) so-
lidificado com 7 g/L de dgar e os frascos, com
200 mL de capacidade, receberam 30 mL de meio.

No experimento com os discos foliares, adicio-
naram-se 10 mg/L de icido indolbutirico (AIB) e
1 mg/L de 6-benzilaminopurina (BAP) ao meio de
cultura; com os segmentos nodais, somaram-se 3
mg/L de BAP, conforme Biasi (1993). Esteriliza-
ram-s¢ 0s antibidticos a frio, por meio de filtros
de membrana ("millipore”), com 0,45 pm de dii-
metro, adicionando-os ao meio de cultura, quande
em resfriamento.

Para se proceder a andlise da variincia, os dados
de massa dos calos foram transformados em
(X+1)”2, pois verificou-se, pelo teste de Bartlet,
que as variincias dos tratamentos ndo eram homo-
géneas. Realizou-se a comparacdo entre 0s trata-
mentos pelo teste de Tukey para todas as varidveis,
efetuando-se também a andlise de regressdo para
as varidveis do experimento com discos foliares.

Resultados e Discussao

Houve interagio significativa entre os antibi6-
ticos e concentragbes utilizadas no experimento
com discos foliares (Quadro 1). As anélises de re-
gressfio entre as concentragdes de cada antibidtico
e as varidveis porcentagem de calogénese e massa
dos calos, apresentaram, porém, significancia ape-
nas em graus muito elevados, com baixo coeficiente
de determinagfo. Por isso, encontram-se, no quadro
3, apenas as médias dos tratamentos comparadas
pelo teste de Tukey.

Quadro 1. Resumo da andlise da variéncia do efeito dos antibidticos e concentragdes sobre a calogénese
de discos foliares de abacateiro ‘Ouro Verde’ cultivados em meio de cultura MS por 60 dias

oM
Causas de variagdo GL
Calo Massa
% mg
Antibidtico 2 7.958,03%%* 543,01 %%*
Concentracio 5 18.240,26*** 781,86%%*
Antib. x Concent. 10 2.949 15%** 68,29%**
Residuo 72 38,74 14,38
Total 89

*#** Significdncia estatistica ao nivel de 0,1% de probabilidade de erro.
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O cloranfenicol revelou maior efeito fitotéxico
do que os demais antibiéticos, reduzindo signifi-
cativamente a formacgio de calos j4 na concentracgio
de 50 mg/L e, com o uso de 100 mg/L, a calogénese
foi nula, o que apenas aconteceu com a dose de
200 mg/L de estreptomicina. J4 com o acido na-
lidixico, mesmo com o uso desta concentrag#o, ain-
da houve a formagao de calos em 33,2% dos
explantes (Quadro 3). Phillips et al. (1981), tra-
balhando com explantes de Helianthus tuberosus,
observaram uma redugfo no crescimento pela pre-
senca de 50 mg/L de cloranfenicol no meio de cul-

tura, o que néo foi verificado com a mesma con-
centragdo de 4cido nalidixico.

O efeito téxico do cloranfenicol € mais evidente
quando se observa a massa média dos calos, que,
ja na concentragdo de 12,5 mg/L, foi drasticamente
reduzida em relacdo a testemunha ¢ aos outros anti-
bidticos na mesma concentracdo (Quadro 3). Okkels
& Pedersen (1988) também verificaram efeito t6-
xico do cloranfenicol sobre a cultura de tecidos
de beterraba e cenoura nas concentragdes de 8 ¢
25 mg/L respectivamente.

Quadro 2. Resumo da andlise da varidncia do efeito dos antibidticos sobre a brotagdo de segmentos
nodais de abacateiro ‘Ouro Verde’ cultivados por 53 dias em meio de cultura MS

oM
Causas de variacdo GL
Gemas brotadas Comprimento
Yo mm
Antibidtico 6 657,96ns 48 27%%%
Residuo 98 419,75 4,95
Total 104 — -

*** Significincia estatistica ao nivel de 0,1%. ns: ndo significativo.

Quadro 3. Porcentagem de explantes calejados e massa média dos calos de discos foliares do abacateiro
‘Ouro Verde’ cultivados em meio de cultura MS por 60 dias com dcido nalidixico (A), cloranfenicol

(C) e estreptomicina (E)

Calo Massa
Concentracdo
A C A C E
mg/L % mg
0 100Aa 100Aa 100Aa 557Aab 530Aa 555Aa

12,5 100Aa 100Aa 100Aa 669Aa 51Bbc 464Aa

25 100Aa 100Aa 100Aa 343Abc 75Bb 383Aa

50 100Aa 49,8Bb 100Aa 154 Acd 43Bbc 136 ABb
100 100Aa 0Bc 100Aa 94Ad 0Bc 103Ab
200 33,2Ab 0Bc 0Bb 44Ad 0Ac 0Ac
C.V. (%) 8,1 30,0

Médias seguidas pela mesma letra, maidscula na linha e mindscula na coluna, nio diferem significativamente pelo teste de Tukey

a 5% de probabilidade.
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Quadro 4. Porcentagem de gemas brotadas e comprimento das brotacdes de segmentos nodais do

abacateiro ‘Ouro Verde’ cultivados por 53
cloranfenicol e estreptomicina

dias em meio de cultura MS com dcido nalidixico,

Tratamentos Gemas brotadas Comprimento
%o mm
Testemunha 93,7a 13,9a
Estreptomicina (50 mg/L) 82,3a 10,%ab
Cloranfenicol (50 mg/L) 77,4a 10,5b
Cloranfenicol (25 mg/L) + estreptomicina (25 mg/L) 95.3a 10,4b
Acido nalidixico (50 mg/L) 88,5a 9,9b
Cloranfenicol (25 mgL) + dcido nalidixico (25 mg/L) 87,5a 8,3b
Estreptomicina (25 mg/L) + 4cido nalidixico (25 mg/L) 90,3a 7,9b
C.V. (%) 24,0 29,9

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

A acfio do dcido nalidixico e da estreptomicina
foi muito semelhante quanto a massa dos calos,
ndo diferindo estatisticamente em nenhuma concen-
tracdo utilizada (Quadro 3).

No experimento com 0s segmentos nodais, ndo
se verificou influéncia estatistica significativa dos
antibiéticos para a porcentagem de gemas brotadas, mas,
sim, para o comprimento das brotacgdes (Quadro 2).

Todos os tratamentos provocaram uma reducao
do crescimento das brotagdes em relagdo a teste-
munha, ndo diferindo entre si (Quadro 4), fato seme-
lhante ao observado por Biasi (1993) para o mesmo
cultivar de abacateiro, com os antibidticos dcido
nalidixico e cloranfenicol. Pollock et al. (1983) tam-
bém verificaram efeito téxico desses antibidticos,
na cultura de células da Nicotiana plumbaginifolia,
apresentando o cloranfenicol efeito inibitério ja na
concentragdo de 1 mg/L.

A fitotoxicidade dos antibidticos depende da
concentragdo a qual o tecido foi exposto e da to-
lerancia da espécie tratada, conforme Okkels & Pe-
dersen (1988). Esses autores verificaram que a
concentragdo de cloranfenicol para inibir 50% da
regeneragdo, na cultura de beterraba e cenoura in
vitro, foi bem inferior a concentragdo de estrepto-

micina, e que a cenoura apresentou maior tolerdncia
aos antibiéticos do que a beterraba.

Esses fatos também foram obervados em outras
culturas por Scortichini & Chiariotti (1988), Wilson
& Power (1989), Fiola et al. (1990), Mathews &
Litz (1990), Leifert et al. (1991, 1992). Entretanto,
para algumas espécies em determinadas formas de
regeneracio in vitro, certos antibiéticos podem até
mesmo estimular a proliferacdo e diferenciagdo ce-
lular, como verificado em cenoura (Chang &
Schmidt, 1991) e paingo (Eapen & George, 1990).

Conclusao

Os trés antibidticos testados apresentaram efeito
téxico para o abacateiro, sendo recomendados ape-
nas em casos de extrema necessidade, dependendo
da suscetibilidade do microorganismo contaminante
¢ da concentracdo necessdria para seu controle.
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