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RESUMO

A contaminacédo bacteriana € um dos principais problemas que ocorrem na cultura de
tecidos vegetais. Tendo como prioridade para o estabelecimento de protocolos a
obtencdo de explantes axénicos, o uso de antibiéticos nos meios de cultivo vem se
tornando uma alternativa para o controle destas contaminacgdes, evitando descarte e
perda de material vegetal de grande valor genético. Este trabalho teve como objetivo
isolar e realizar testes de sensibilidade para controle de duas bactérias (B6 e B11)
com ocorréncia frequente no cultivo in vitro de um hibrido comercial de eucalipto, aos
antibioticos ampicilina (Ampicillin sodium salt) e tetraciclina (Tetracycline
hydrochloride), a fim de entender qual o antibiético e a concentracdo mais eficaz para
o controle destas bactérias durante o cultivo in vitro da cultura. Para tal, foram
realizados dois experimentos: no experimento | foi averiguada a sensibilidade das
bactérias aos antibioticos, pelo teste de antibiograma por disco-difusdo com discos de
papel em agar contendo seis concentracdes (0; 100; 200; 300; 400 e 500 mg L) dos
antibioticos com cinco repeticdes cada em Delineamento Inteiramente Casualizado,
sendo avaliado o diametro médio do halo formado apo6s 24 horas. No experimento |l
a fim de analisar a resposta da interacdo entre planta, bactéria e antibiotico, foi
realizado o ensaio in vitro utilizando os dois melhores tratamentos obtidos no
experimento |, compostos por 20 unidades experimentais cada, em Delineamento
Inteiramente Casualizado, avaliando-se por meio de escala de notas o vigor, oxidagao
dos explantes e a manifestacéo bacteriana apos 28 dias em sala de crescimento. Os
melhores resultados obtidos no experimento | foram com o antibidtico tetraciclina nas
concentracdes de 400 e 500 mg L para B6 e B11, respectivamente. No experimento
I, foi verificado que a tetraciclina teve efeito fitotdxico, promovendo reducao do vigor
e aumento da oxidacao dos explantes, apesar de controlar a contaminacdo durante o

cultivo in vitro do eucalipto.

Palavras-chave: manifestacdo bacteriana; propagacdo vegetativa; silvicultura;

biotecnologia florestal.



ABSTRACT

Bacterial contamination is one of the main problems occurring in plant tissue culture.
Considering as a priority for the establishment of protocols to obtain axenic explants,
the use of antibiotics in the culture media has become an alternative for the control of
these contaminations and avoiding the discard and loss of plant materials of great
genetic value. This work aimed to isolate and perform sensitivity and control tests of
two bacteria (B6 and B11) commonly found in in vitro culture of a commercial hybrid of
Eucalyptus using the antibiotics ampicillin (Ampicillin sodium salt) and tetracycline
(Tetracycline hydrochloride), in an attempt to understand which antibiotic and
concentration are more effective to control these bacteria while growing the culture in
vitro. Two experiments were performed, in part | of the experiment, to determine the
sensitivity of the selected bacteria to the antibiotics, the antibiogram test was
performed by disc-diffusion with paper discs on agar containing six different
concentrations (treatments) of 0; 100; 200; 300; 400 and 500 mg L of the antibiotics
and five repetitions each, in completely randomized design Completely Randomized
Design, and the average diameter of the halo formed after 24 hours was evaluated. In
part Il of the experiment, in order to analyze the response of the interaction between
plant, bacteria and antibiotic, the in vitro assay was performed with the two best
treatments obtained in part | composed of 20 experimental units each, in Completely
Randomized Design, and it was evaluated through a scale of notes the vigor, oxidation
of the explants and bacterial manifestation after 28 days in the plant growth room. The
best results obtained in part | for bacterial growth inhibition were with the tetracycline
antibiotic at concentrations of 400 and 500 mg L™! for B6 and B11, respectively. In part
I, since tetracycline has a phytotoxic effect, the results obtained showed a reduction
in vigor and an increase in oxidation of the explants, but the contamination was

controlled during the in vitro cultivation of the Eucalyptus explants.

Keywords: bacterial manifestation; vegetative propagation; forestry; forest

biotechnology.
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1 INTRODUCAO

O setor florestal no Brasil, segundo dados da Industria Brasileira de Arvores
(IBA, 2021), chegou a marca de 7,47 milhdes de hectares de areas plantadas com
eucalipto, possuindo grande importancia ao desenvolvimento nos locais de cultivo,
promovendo mudancas econdmicas, novas oportunidades de empregos diretos e
indiretos, principalmente gerando renda para familias (PALACIO; ANDRES, 2021).

Pertencente a familia Myrtaceae, originarias da Austrélia, Indonésia e de Timor,
existem variadas espécies, subespécies e hibridos conhecidos do género Eucalyptus
gue possuem alto potencial de produtividade nas zonas tropicais, grande plasticidade
de adaptacdo a ambientes heterogéneos e podem ser utilizadas para diversas
finalidades dependendo das propriedades fisicas e quimicas da madeira (PIRES et
al., 1981; RODRIGUES et al., 1986; DRUMOND et al., 1998; JUNIOR, 2002).

O método tradicional de propagacdo das espécies de eucalipto, apesar de
proporcionar inumeros beneficios, como a conservacdo de caracteristicas
genotipicas, com a passagem de geracdo para geracdo dos seus componentes
genéticos aditivos e ndo aditivos da planta; podem ocasionar a reducdo da base
genética dos plantios, a ndo ocorréncia de ganhos genéticos e principalmente a
reducado da estimulacdo do enraizamento em algumas espécies ou clones (FERRARI
et al., 2004). Nesse aspecto, a micropropagacao do eucalipto torna-se ferramenta
importante para a necessidade de clonar espécies ou hibridos que tenham altas taxas
de crescimento, tolerancia a altas temperaturas, salinidade, resisténcia a pragas e
doencas, além de poder obter o rejuvenescimento de tecidos provindos de matrizes
(DUTRA et al., 2009).

A micropropagacédo € uma ferramenta da biotecnologia vegetal que se baseia
na totipoténcia das células vegetais, as quais regridem ao seu estado indiferenciado,
se multiplicam e/ou redefinem nova via metabdlica para gerar novas células, tecidos
(SOUZA et al.,, 2018) e até mesmo reproduzir genotipos superiores por meio de
pequenos fragmentos de tecido vivo (explantes) isolados de um organismo e
cultivados em um meio nutritivo (GATTI et al., 2016). Esta técnica é a aplicacdo mais
pratica e de maior impacto, sendo que podemos obter dentro deste cultivo a limpeza
clonal e aceleracdo dos métodos convencionais de propagacao, multiplicacdo de
espécies de dificil propagacao, rejuvenescimento de espécies adultas, conservagao

de germoplasma, bem como utilizar essas técnicas nos programas de melhoramento
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genético (GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998; LIMA; MORAES, 2006; PALMA et al.,
2011).

Durante o processo de micropropagacdo as contaminacdes ou manifestacoes
de bactérias, fungos e leveduras sdo um dos seus principais entraves, pois o ambiente
de cultivo é favoravel para o desenvolvimento destes microrganismos, que acabam
competindo com o material vegetal por nutrientes minerais, vitaminas e carboidratos
do meio de cultura, interferindo assim na multiplicagéo, alongamento ou enraizamento
dos cultivos (DANTAS et al., 2002; KLOEPPER et al., 1989).

A contaminacdo bacteriana em especial, uma das mais frequentes na
micropropagacao, pode ocorrer por varios fatores, como oriundas dos proprios tecidos
dos explantes, ambientes laboratoriais sem limpeza adequada, uso de instrumentos e
materiais ndo esterilizados e a manipulagédo incorreta ou descuidada do material
vegetal em capela de fluxo laminar (LATA et al., 2006; THOMAS; ASWATH, 2014).
Além disso, a intensidade de contaminacéo pode variar de acordo com o tipo e origem
do explante, época do ano e das condi¢cdes ambientais na hora da retirada do
propagulo da planta-méde, sendo mais intensificada quando em espécies tropicais,
devido a presenca de uma complexa comunidade biolégica, chamada de microbioma
(KNEIFEL; LEONHARDT, 1992; DUTRA et al., 2009; JIMTHA et al., 2014).

De modo a evitar contaminacdes in vitro sao utilizados protocolos de
desinfestacdo no estabelecimento de diferentes culturas, estes sdo de extrema
importancia a fim de obter um material vegetal axénico ao longo de todo o cultivo
(ESPOSITO-POLESI et al., 2013, 2015, 2017). Visando controlar bactérias durante o
ciclo in vitro do material vegetal, é realizada a utilizacdo de alguns antibiéticos para o
controle de microrganismos contaminantes, podendo estes serem incorporados ao
meio de cultivo apds sua autoclavagem, solido, semi-liquido ou liquido sob agitacéo
durante minutos, horas ou dias (LEIFERT et al., 1991).

Em bactérias, os ribossomos, parede celular, membrana plasmatica, enzimas
envolvidas na biossintese, elementos de replicacdo e transcricdo de DNA sao
importantes alvos dos antibidticos que séo classificados dependendo da sua estrutura
molecular, mecanismos de acao e espectro de vida, apresentando toxicidade seletiva,
inibindo ou matando o patégeno sem afetar o hospedeiro. Dentro dos farmacos
antimicrobianos de ocorréncia natural e bastante utilizados na cultura de tecidos
temos o grupo dos antibidticos p-lactamicos, aminoglicosideos e tetraciclinas
(MADIGAN et al., 2016).
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Para se obter sucesso no uso destes antibioticos deve-se em uma etapa
anterior selecionar, isolar, caracterizar e realizar testes de sensibilidade das bactérias
por meio de antibiogramas de disco-difusdo em &gar (BAUER et al., 1966),
concentracdo minima inibitéria (CMI), microdiluicdo em caldo, diluicdo em &gar, entre
outros, visto que o uso de antibitticos inadequadamente pode causar fitotoxicidade
ao tecido vegetal e se tornar uma técnica onerosa pelo alto custo dos antimicrobianos.
Desta maneira, os antibioticos contribuem para que o destino de materiais de alto valor
genético e comercial que foram contaminados possa vir a ser outro, que ndo o
descarte (LEIFERT et al., 1991; TENG; NICHOLSON, 1997; CLSI, 2019; ESPOSITO-
POLESI, 2011; ESPOSITO-POLESI et al., 2015, 2017).

O controle de microrganismos por meio de antibiéticos no cultivo in vitro de
eucalipto estdo sendo cada vez mais estudados, tanto no desenvolvimento de
protocolos quanto nos estudos relacionados a comunidade bacteriana existente
durante seu cultivo (ESPOSITO-POLESI et al., 2015; LEONE, 2013; LEONE et al.,
2019; ESPOSITO-POLESI, 2020). Alguns estudos recentes mostram que o antibiético
Timentin quando adicionado ao meio de -cultura apresenta o controle de
manifestacdes bacterianas no processo de micropropagacao de eucalipto (LEONE,
2013; LEONE et al. 2019).

Devido a eliminacdo desses microrganismos serem de fundamental
importancia na propagacao in vitro de culturas de interesse econémico e o uso de
antibiéticos ser uma alternativa viavel para evitar o descarte das mesmas, este
trabalho teve como objetivo isolar, realizar testes de sensibilidade e controle de duas
bactérias (B6 e B11l) com ocorréncia frequente no cultivo in vitro de um hibrido
comercial de eucalipto aos antibiéticos ampicilina (Ampicillin sodium salt) e tetraciclina
(Tetracycline hydrochloride), a fim de entender qual o antibiético e a concentracédo

mais eficaz para o controle destas bactérias durante o cultivo in vitro da cultura.
2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 MICROPROPAGACAO
A propagacao in vitro € uma ferramenta da biotecnologia vegetal que se refere

as técnicas de cultura em meio nutritivo, em condi¢cdes assépticas, de células, tecidos

ou oOrgdos de plantas, sob condi¢cdes controladas de luminosidade e temperatura
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capaz de reproduzir genotipos superiores (GATTI et al., 2016). A partir da propagacéao
de células ou tecidos de um uUnico material vegetal, pode-se obter uma nova planta
geneticamente idéntica a planta-mée (TORRES et al., 2000; DAVEY e ANTHONY,
2010; BRONDANI et al., 2012).

Durante o processo de micropropagacéao inclui-se a selecado, desinfestacao,
multiplicacdo, alongamento e enraizamento dos propagulos apos sucessivos
subcultivos (DUTRA et al., 2009). Com isto, € um método de propagacéo vegetativa
assexuado amplamente estudado em diferentes espécies vegetais a fim de se obter
material propagativo em quantidade e qualidade (COSTA et al., 2008; OLIVEIRA et
al., 2008). Considerada uma tecnologia produtiva, a micropropagacdo apresenta
vantagens como alta taxa de multiplicacéo, rapidez do processo, baixo custo a longo
prazo, espaco reduzido, controle ambiental e reducdo de tempo (GUERRA et al.,
2016).

Segundo Paz et al. (2012) e Wiecheteck (1990), alguns clones de eucalipto
possuem alta produtividade, porém sao de dificil propagacdo. Em contraponto, o
cruzamento para produzir um grande numero de hibridos é dificil, e a selecdo de
genotipos para caracteristicas importantes requerem muitos anos, tornando o
melhoramento demorado e trabalhoso, além das dificuldades na inducdo do
enraizamento. A fim de propagar materiais genéticos para atender a demanda da
producéo florestal, desenvolver abordagens biotecnolégicas selecionando gendtipos
com caracteristicas de alta aptiddo sdo essenciais para alcancar maior produtividade
em sistemas de plantio, visto que além dos programas de melhoramento genético de
plantas, a micropropagacdo tem sido utilizada para reproducao, limpeza clonal,
conservagao de germoplasma e para rejuvenescimento de matrizes adultas com idade
elevada (CARVALHO et al., 2007; FIGUEIREDO et al., 2008).

2.2 MEIOS DE CULTURA

O primeiro meio de cultura desenvolvido para plantas foi o de White (1951). Por
outro lado, a primeira aplicagcdo comercial da micropropagacéo foi realizada por Morel
(1960) em orguideas a partir de apices caulinares. Dez anos depois da difusdo do
meio de cultivo para plantas, o meio MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962) foi uma das
primeiras formulacdes melhoradas e é até hoje um dos mais utilizados. Um tempo
depois, o meio WPM - Wood Plant Medium (LLOYD; MCCOWN, 1981) foi
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desenvolvido para um grupo especifico de explantes com intencdo de sempre ter a
disposicéo plantas sadias e axénicas (CABRAL et al., 2003).

Em relagéo a composi¢cdo do meio de cultivo contendo macro, micronutrientes,
carboidratos, vitaminas e em alguns casos reguladores de crescimento, podem variar
de semi-solido a liquido, de acordo com o protocolo para a espécie propagada
(GUERRA et al., 2016). Em geral, varios estudos também apontam que o meio MS, é
comumente utilizado completamente ou modificado com metade da concentragéo de
sais (*2MS), a fim de otimizar o desenvolvimento de explantes e reduzir custos (VILLA
et al.,, 2006; SANTOS, 2007; VILLA et al.,, 2008; AYUB et al.,, 2010; LEE e
WETZSTEIN, 1990; SUDARSONO; GOLDY, 1991). O meio WPM, com composicao
mais diluida de nutrientes, € amplamente utilizado no cultivo in vitro, sendo indicado
para determinados grupos de plantas como, arbustos e arvores lenhosas (TORRES
et al., 1998; MELO et al., 1999).

2.3 CONTAMINACAO E MANIFESTACAO MICROBIANAS

Na cultura de tecidos, é necessario controlar e prevenir os microrganismos que
crescem no meio de cultivo pelo fato da umidade, temperatura e pH do mesmo
fornecerem um ambiente propicio ao seu avanco, além de que podem interferir no
desenvolvimento do explante se tornando uma das principais causas da perda e
descarte de material vegetal (DANTAS et al., 2002; ESPOSITO-POLESI et al., 2015).
No caso de bactérias, as vezes permanecem ocultas ou adormecidas na endosfera
do material vegetal e passam despercebidas (THOMAS; PRAKASH, 2004; LEIFERT,;
CASSELLS, 2001). A contaminagdo normalmente pode ocorrer quando nao se
estabeleceu um protocolo de assepsia adequado aquela espécie, ou por falhas na
assepsia de ferramentas, meio de cultivo, operador, manipulacdo dentro da camara
de fluxo laminar, etc. Nesse contexto, a proliferacdo microbiana € um importante ponto
de controle e cuidado na cultura de tecidos (THOMAS; ASWATH, 2014).

Os danos causados por este tipo de contaminacdo quando nao Ssao
controlados, passam a competir pelos nutrientes presente no meio de cultivo,
alterando o desenvolvimento normal e multiplicagdo do material vegetal, além de que
alguns microrganismos produzem toxinas que interferem na taxa de crescimento ou
até morte da planta (RAZDAN, 2003; PEREIRA et al., 2014). Outro fator que pode

estar relacionado as constantes contaminacdes estad ligado a origem e estado
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nutricional das plantas doadoras, que dependendo se sdo mantidas em ambientes
protegidos, a desinfestacdo dentro do laboratério pode ser mais eficiente quando
comparamos com materiais cultivados em campo (DUTRA et al., 2009).

Quando falamos sobre contaminacdo e manifestacdo microbiana, existem
algumas controversas. Assim como todos 0s seres vivos, as plantas possuem seu
préprio microbioma e abrigam uma grande quantidade de microorganismos, e
dependendo da regido da planta em que estes microrganismos colonizam so
chamados de epifiticos ou endofiticos (RYAN et al., 2008; IKEDA et al., 2010; PINI et
al., 2012; JIMTHA et al., 2014). Denominamos contaminacdo, quando bactérias
epifiticas crescem no meio de cultivo de maneira rapida, dias ou horas apds a
inoculacdo do material vegetal, que muitas vezes ocorre por falhas no processo de
assepsia (PANICKER et al., 2007). Por essa razao, o processo de desinfestacdo € de
extrema importancia a fim de eliminar os microrganismos epifiticos que podem
comprometer o desenvolvimento do material vegetal in vitro (DUTRA et al., 2009).

Por outro lado, quando as bactérias endofiticas crescem no meio de cultivo,
denominamos manifestacdo, por surgirem de maneira lenta ou até mesmo depois de
anos e varios subcultivos da introducdo do material (ABREU-TARAZI et al., 2010;
ESPOSITO-POLESI et al., 2015, 2017). ApoOs algum estresse de qualquer natureza
(temperatura, pH, luminosidade, composicdo do meio, etc.) os denominados
microrganismos enddfitos latentes se manifestam e dependendo da origem, material
genético e tipo de espécie propagada havera uma resposta em relacdo a condicédo
estressante que pode resultar na sobrevivéncia ou morte do explante (BUCHANAN et
al., 2000). Porém, vale ressaltar que nem sempre estas manifestacées endofiticas
podem desenvolver alteragdes na fisiologia da planta (PIOTTO, 2013).

Contudo, para minimizar os efeitos colaterais dos contaminantes e controlé-los,
diferentes protocolos de desinfestacdo durante a introducao dos explantes in vitro e o
tratamento nas etapas seguintes como a manuten¢do com antimicrobianos vém sendo
utilizados para melhor efetividade dos cultivos (ESPOSITO-POLESI, 2011).

2.4 ANTIMICROBIANOS DE OCORRENCIA NATURAL
Segundo Madigan et al. (2016) os farmacos antimicrobianos sdo compostos

capazes de matar ou controlar o crescimento de microrganismos. A grande maioria

destes farmacos possuem toxicidade seletiva, com o intuito de inibir ou matar o
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patdgeno sem causar efeitos colaterais ao hospedeiro. Sao classificados de acordo
com sua estrutura molecular, mecanismo de acao e espectro de atividade, se dividindo
em dois grandes grupos, farmacos antimicrobianos sintéticos e antibidticos. Os
antibioticos ou também denominados farmacos antimicrobianos de ocorréncia natural,
sdo agentes microbianos produzidos pelos proprios microrganismos, variando de
fungos e bactérias pertencentes ao dominio Eukarya.

Estes farmacos podem variar de pequeno espectro, quando séo eficazes
contra um dos grupos de bactérias, a amplo espectro, quando séo eficazes contra
ambos 0s grupos. Estas substancias chamadas de antimicrobianas nocivas para as
bactérias podem mata-las (acdo biocida) ou inibir seu crescimento (agéo
bacteriostatica) (FOX, 2006).

Os antibidticos p-lactamicos sdo compostos inibidores da sintese de parede
celular, possuindo o anel g-lactamico como uma das suas principais caracteristicas.
Dentre os principais antibiéticos deste grupo temos: penicilina, ampicilina, ceftriaxona,
timentin, carbenicilina e cefotaxima. Sdo em geral bactericidas inibindo bactérias
Gram-positivas (penicilina) e Gram-negativas (ampicilina e carbenicilina) (MADIGAN
et al., 2016; TAMBARUSSI, 2009; HOLFORD; NEWBURY, 1992).

Outro grupo de antimicrobianos sao as tetraciclinas. Tem como sua estrutura
bésica um sistema de anel naftaceno, inibidora da sintese de proteinas, interferindo
na subunidade ribossomal 30S, que consiste em um antibiético de amplo espectro de
acdo bacteriostatica. Nestes, junto aos B-lactamicos sdo os dois grupos mais
importantes de antibiéticos na medicina (MADIGAN et al., 2016).

E valido lembrar que os antibidticos laboratoriais se diferem dos biocidas ou
antimicrobianos comerciais por serem geralmente mais especificos e, portanto, mais
propensos a causar resisténcia bacteriana quando utilizado incorretamente
(BALLANTYNE; JORDAN, 2004). Estes antibidticos estdo sendo cada vez mais
aplicados para prevencao ou eliminagdo dos contaminantes no cultivo in vitro de
plantas, e sdo estudados tanto sua composi¢cdo quimica quanto a interacdo destes
farmacos quando em contato com o material vegetal de diferentes culturas, tentando
manter sua utilidade como agentes antimicrobianos evitando efeitos negativos no
cultivo (PALU et al., 2011; LEONE, 2013).

2.5 USO DE ANTIBIOTICOS NA MICROPROPAGACAO
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Como relatado anteriormente, ter como base da micropropagacéo a obtencao
de plantas sadias e axénicas durante o cultivo in vitro € um pré-requisito. E quando as
contaminagdes ou manifestacfes bacterianas epifiticas ou endofiticas surgem durante
este tipo de cultivo podem ser extremamente prejudiciais, acarretando na reducao das
taxas de crescimento, reproducdo e enraizamento, assim como dependendo da
situacdo, pode levar a morte dos explantes. (CABRAL et al., 2003; ESPOSITO-
POLESI, 2011; FANG; HSU, 2012).

Considerando sua relevancia nas indastrias médica, veterinaria e farmacéutica,
desde a década de 1950, pesquisas tém sido realizadas estudando o uso de
antibioticos contra bactérias em plantas, tentando usar o potencial bactericida ou
bacteriostatico dos antibidticos para evitar as contamina¢des ou manifestacdes de
algumas bactérias in vitro, desde o desenvolvimento de protocolos de assepsia a
tratamentos curativos, podendo os mesmos serem adicionados ao meio de cultura ou
submetendo os explantes a banhos sob agitacdo (ANDERSON; GOTTLIEB, 1952;
LEIFERT et al., 1991; GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998; PEREIRA et al., 2003 ;
KULKARNI et al.,, 2007). Ainda assim, testes preliminares de sensibilidade dos
antibioticos as bactérias estudadas sdo de extrema importancia para evitar efeitos
negativos como desenvolvimento de resisténcia, fitotoxicidade e reducdo da
capacidade de regeneracdo do material (TENG; NICHOLSON, 1997; SILVA et al.,
2003; PEREIRA et al., 2003; KULKARNI et al., 2007).

3 MATERIAL E METODOS

A fim de verificar qual antibiético e a concentracdo mais eficaz para o controle
de duas bactérias encontradas durante o cultivo in vitro de explantes de eucalipto, nos
ensaios realizados no laboratério de bioprocessos e micropropagacao do Instituto
SENAI de Inovacdo Biomassa, localizado no municipio de Trés Lagoas (MS), foram
realizados dois experimentos:

3.1 EXPERIMENTO I: isolamento, testes de sensibilidade e controle

3.1.1 Caracterizacdo dos microrganismos
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Com o intuito de conhecer e selecionar os microrganismos presentes no cultivo
in vitro de um hibrido comercial de eucalipto, foram selecionadas dez cepas
visualmente diferentes. Para isto, foi realizado o teste de coloragédo de Gram (GRAM,
1884) com o intuito de diferenciar as bactérias entre Gram-positivas e Gram-
negativas, de acordo com a sua estrutura molecular. Assim, de acordo com o protocolo
para preparacao das laminas foi utilizado o kit para realizacdo da Coloracdo de Gram
desenvolvido pelo laboratério LABORCLIN (2018).

Uma vez que se trabalhava com amostras diretas, esta foi espalhada no centro
de uma lamina limpa e desengordurada, em seguida foi fixada passando-a pela chama
de um bico de Bunsen, deixando resfriar. Para a coloracdo, o material na lamina foi
primeiramente coberto com solugéo de violeta genciana por um minuto. Em seguida,
a lamina foi coberta com o lugol fraco por um minuto. Posteriormente, o lugol foi
removido da lamina gotejando sobre a solucdo descolorante até que o liquido se
tornasse incolor (em torno de 15 segundos), por fim a lamina foi coberta com solucéo
de fucsina para Gram por 30 a 60 segundos. ApGs as etapas anteriores realizadas,
lavou-se a lamina com agua corrente, deixando secar na posigao vertical.

A patrtir da analise no microscoépio Optico Leica DM4 B, utilizando a objetiva de
imersdo (1000x de aumento total), com auxilio do 6leo de imersédo Type F Immersion
liquid, foi possivel diferenciar os microrganismos. As células microbianas que
apresentaram a coloragao purpura foram consideradas Gram-positivas ao passo que
as coradas em tonalidade avermelhada foram consideradas Gram-negativas,
conforme as figuras 1, 2, 3 e tabela 1 com a caracterizacdo dos microrganismos

isolados.
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Figura 1 - Cepas selecionadas no cultivo in vitro de hibridos comerciais de eucalipto.
——. , j" Y |

B3: bactéria B3 no cultivo in vitro de eucalipto (A), bactéria B3 estriada em meio de cultivo Nutrient Agar
ISO (B), bactéria B3 em microscopia de imersé&o 20 pum (C). B4: bactéria B4 no cultivo in vitro de
eucalipto (D), bactéria B4 estriada em meio de cultivo Nutrient Agar ISO (E), bactéria B4 em microscopia
de imersdo 20 um (F). B5: bactéria B5 no cultivo in vitro de eucalipto (G), bactéria B5 estriada em meio
de cultivo Nutrient Agar ISO (H), bactéria B5 em microscopia de imersdo 20 um (l). B6: bactéria B6 no
cultivo in vitro de eucalipto (J), bactéria B6 estriada em meio de cultivo Nutrient Agar ISO (K), bactéria
B6 em microscopia de imersao 20 um (L).

Fonte: Préprio autor.
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B8: bactéria B8 no cultivo in vitro de eucalipto (M), bactéria B8 estriada em meio de cultivo Nutrient
Agar ISO (N), bactéria B8 em microscopia de imersdo 20 um (O). B9: bactéria B9 no cultivo in vitro de
eucalipto (P), bactéria B9 estriada em meio de cultivo Nutrient Agar ISO (Q), bactéria B9 em microscopia
de imersdo 20 um (R). B10: bactéria B10 no cultivo in vitro de eucalipto (S), bactéria B10 estriada em
meio de cultivo Nutrient Agar ISO (T), bactéria B10 em microscopia de imersdo 20 um (U). B11: bactéria
B11 no cultivo in vitro de eucalipto (V), bactéria B11 estriada em meio de cultivo Nutrient Agar 1SO (W),
bactéria B11 em microscopia de imersédo 20 um (X).

Fonte: Préprio autor.
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Figura 3 - Cepas selecionadas no cultivo in vitro de hibridos comerciais de eucalipto
nado caracterizadas como bactérias.
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B2: levedura B2 no cultivo in vitro de eucalipto (Y). B7: fungo filamentoso B7 no cultivo in vitro de
eucalipto (2).
Fonte: Préprio autor.
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Quadro 1: Caracterizacdo dos microrganismos isolados obtidos do cultivo in vitro de hibridos comerciais de eucalipto.

Caracteristicas B2 B3 B4 B5 B6 B7 B8 B9 B10 B11
Cor® X Rosa Branca Creme Creme X Branca Amarela Creme Branca
Forma® X Circular Circular Circular Circular X Circular/ Circular Circular Irregular
Irregular
Superficie ® X Lisa Rugosa/  Rugosa/ Lisa X Rugosa/ Lisa/ Lisa Rugosa/
Opaca Opaca Opaca Brilhante Opaca
Tamanho da X Pequena Média Média Pequena X Grande Grande Pequena  Grande
colbénia
Morfologia X Bastonete Bastonete Bastonete Bastonete X Bastonete Bastonete Bastonete Bastonete
celular
Gram X - i - - X - - - %
Obs. Levedura Fungo
filamentoso

() Apés 24 horas de cultivo em meio de cultura Nutrient Agar 1ISO a 28 °C em estufa bacteriol6gica.
Fonte: Préprio autor.
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3.1.2 Preparo do antibiograma

Para averiguar a sensibilidade das bactérias selecionadas aos antibidticos
ampicilina e tetraciclina utilizou-se a metodologia descrita por Bauer et al. (1966)
através do antibiograma por disco-difusdo em agar.

3.1.2.1 Preparo das solucdes e concentracdes dos antibidticos

Para o preparo da solucao dos antibiéticos ampicilina (Ampicillin sodium salt) e
tetraciclina (Tetracycline hydrochloride), ambos da marca Sigma-Aldrich,
primeiramente foram pesados 10 mg de cada um em balanca analitica Shimadzu ATY
224. Apos a pesagem, em camara de fluxo laminar o material foi dissolvido em 10 mL
de agua destilada esterilizada com auxilio de uma micropipeta, na relacdo de
1mg/1mL, depois vertidos em um tubo falcon de 50 mL e agitados em vértex modelo
Q220, a fim de se obter uma solu¢cdo homogénea.

Com as solucdes preparadas, os tratamentos foram distribuidos em microtubos
de 1,5 mL da seguinte maneira: TO (0 mg L); T1 (100 mg L?); T2 (200 mg L1); T3
(300 mg L1); T4 (400 mg L?) e T5 (500 mg L) para os dois antibiéticos escolhidos.
Posteriormente, as diferentes concentracdes dos antibioticos foram impregnadas em

discos de papel Wathman n°1 (0,6 cm de diametro).

3.1.2.2 Preparo do in6culo

Para o preparo da suspensao bacteriana foram incubadas inicialmente duas
bactérias denominadas (B6 e B11) observadas com maior frequéncia no cultivo in vitro
de hibridos comerciais de eucalipto. Foram repicadas em tubo de ensaio até o
crescimento de suas col6nias em meio de cultivo Nutrient Agar ISO inclinado. Apés
24 horas em estufa bacteriolégica a 28°C, foi preparado o inéculo, fazendo uma
suspensao direta com 2 mL de solucéo salina (NaCl 0,9%) no tubo de ensaio com
auxilio de uma micropipeta, em camara de fluxo laminar. Em sequéncia, foi feita a
raspagem dos microrganismos na superficie do meio de cultivo com auxilio de uma
alca bacterioldgica estéril, e a solugéo foi vertida em um tubo falcon de 50 mL e agitado

no vortex modelo Q220, para se obter uma suspensdo homogénea.
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3.1.2.3 Antibiograma

Com as etapas anteriores realizadas, a suspensdo das bactérias preparadas
no tépico 3.1.2.2 foram inoculadas em placas de Petri descartaveis de 90x15 mm
contendo meio de cultivo Nutrient Agar 1SO, esfregando-se um bastonete com ponta
de algodado em toda a superficie estéril do agar. Este procedimento foi realizado outras
duas vezes, girando a placa aproximadamente 60° cada vez, a fim de assegurar a
distribuicdo uniforme do inéculo. Como passo final, passou-se o0 bastonete ha margem
da placa. A tampa foi deixada entreaberta de trés a cinco minutos, de maneira a
permitir que qualquer excesso de umidade seja absorvido antes de se aplicar os
discos.

Em sequéncia, com auxilio de uma pinca previamente esterilizada, seis discos
de papel antimicrobianos, sendo um para cada tratamento, foram colocados
equidistantes por trés centimetros na superficie da placa semeada, e pressionados de
maneira que houvesse contato completo com a superficie do agar.

Apds a montagem do experimento, as placas foram mantidas em estufa
bacteriol6gica a temperatura de 28 °C e, apds 24 horas mediu-se o comprimento do
halo de inibicdo com o auxilio de uma régua nos dois sentidos da circunferéncia a fim

de se obter uma média (figura 4).

Figura 4 - Mensuracao do halo de inibi¢&o.

S

D1 (diametro um) e D2 (diametro dois).
Fonte: Préprio autor.

O experimento foi realizado em Delineamento Inteiramente Casualizado (DIC),
em esquema fatorial 2 x 2 x 6, sendo duas cepas (B6 e B11l), dois antibioticos
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(ampicilina e tetraciclina) e seis concentracdes diferentes dos antibioticos (0; 100; 200;
300; 400 e 500 mg L™1) e cada tratamento foi constituido por cinco discos de papel, ou

seja, cinco repeticbes, como mostrado na figura 5.

Figura 5 - Disposicéo dos tratamentos no antibiograma por disco-difusao em agar.

Fonte: Préprio autor.

Os dados foram analisados através do software SISVAR (FERREIRA, 2019),
sendo realizada a andlise de variancia (ANOVA) e aplicado o teste de F a 5% de
probabilidade para detectar as diferencas estatisticas entre os fatores. Para os fatores
com seis niveis (variaveis quantitativas) foi realizada a analise de variancia na
regressado, sendo o modelo polinomial selecionado com base no p-valor significativo

(0,05) dos coeficientes de determinacgdo (R?) superiores.
3.2 EXPERIMENTO II: Resposta da interacdo entre planta, bactéria e antibiético
3.2.1 Preparo da etapa in vitro

A partir dos resultados obtidos no experimento |, as concentragdes dos

antibidticos que resultaram em maior significAncia na analise estatistica foram

utilizadas neste experimento Il.
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3.2.1.1 Preparo do meio de cultivo

Foi preparado meio de cultura com sais WPM (tabela 2), acrescido de 500 mg
L! de 6-benzilaminopurina (BAP) e 50 mg L* de &cido naftalenoacético (ANA), 15 g
L1 de sacarose e 2,7 g L't de phytagel, com pH do meio ajustado em 5,8, autoclavado
a 121 °C (1 kg cm) durante 20 minutos.

Apés a autoclavagem, com o meio de cultura ainda morno, foi incorporado em
camara de fluxo laminar o antibiético tetraciclina em duas concentra¢des: 400 mg L
para a B6 e 500 mg L para B11, em seguida homogeneizado e vertido 10 mL em

tubos de ensaio autoclavados.

Tabela 1 - Composicdo do meio de cultivo sais WPM.

Nutriente WPM (mg L)
Macronutrientes
Ca(NO3)2.4H20 556,000
NH4NOs3 400,000
KNO3 0
CaCl2.2H20 96,000
MgS0O4.7H20 370,000
KH2PO4 170,000
K2S04 990,000
Micronutrientes
MnSO4.4H20 22,300
H2BO3 6,200
ZnS04.7H20 8,600
Kl 0
Na:MoO4.2H20 0,250
CuS04.5H20 0,250
CoCl2.6H20 0
Ferro — EDTA
Na2EDTA 37,250
FeS04.7H20 27,850
Vitaminas
Tiamina.HCI 1,000
Acido Nicotinico 0,500
Piridoxina — HCI 0,500
Glicina 2,000
Mio-inositol 100,000

Dados adaptados de Xavier et al. (2009).
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3.2.1.2 Padronizacéo do in6culo

As bactérias em questdo foram estriadas em tubo de ensaio com meio de
cultivo Nutrient Agar ISO inclinado. Apés 24 horas em estufa bacteriologica a 28°C foi
preparado o indculo fazendo uma suspensdo direta com 4mL de agua destilada
esterilizada acrescido no tubo de ensaio com auxilio de uma micropipeta, em camara
de fluxo laminar. Com isto foi realizada a raspagem dos microrganismos na superficie
do meio com auxilio de uma alca bacterioldgica estéril, e a solucéo foi vertida em um
tubo falcon de 13 mL e agitado no virtex modelo Q220, para obter uma suspenséo
homogénea.

Para padronizacdo do inoculo, esta suspensdo foi analisada em
espectrofotometro GEHAKA VIS-380G UV-Visivel em comprimento de onda de 600
nm. Apos a primeira leitura foi realizada uma diluicdo da amostra de 1:3, buscando
uma absorbancia entre 0,5 e 0,6 para que fosse atingido a quantidade de células 108
UFC/mL. Com isso, na segunda leitura obtivemos absorbancia de 0,534 e 0,634 de
densidade Optica para a B6 e B11 respectivamente, resultando assim em uma solucao

padronizada.

3.2.1.3 Experimento in vitro

Apoés as etapas realizadas acima, em camara de fluxo laminar, explantes de
um hibrido comercial de eucalipto axénicos ja estabelecidos in vitro durante a fase de
multiplicacdo, tiveram sua base mergulhada em solucao padronizada do in6culo por
cinco segundos e posteriormente foram introduzidos nos tubos de ensaio contendo
meio de cultivo WPM com antibiotico.

Os explantes foram entdo mantidos em sala de crescimento sob temperatura
de 25+1°C, fotoperiodo de 16 horas e intensidade luminosa de 40 umol m? s durante
28 dias.

O experimento foi conduzido em DIC, sendo observadas as respostas ao longo
do tempo dos ensaios: T1 (B6 + 400 mg L tetraciclina) e T2 (B11 + 500 mg L*
tetraciclina). A unidade experimental foi constituida de 20 tubos de ensaio contendo

um explante em cada tubo.
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Aos 14 e 28 dias apds a inoculacdo (DAIl) foram avaliados por meio de
atribuicdo de notas, segundo método adotado por Esposito-Polesi (2011), os
parametros de vigor e manifestacao bacteriana. Além disso, a oxidacao dos explantes
foi avaliada indiretamente por meio da avaliagdo do escurecimento do meio de cultura
ou da planta como proposto por Oliveira et al. (2016). Os parametros utilizados como

referéncia para as atribuicdes de notas estdo apresentados na tabela 3 e figura 6.

Tabela 2 - Variaveis e parametros utilizados para atribuicdo de notas.

Variaveis Pontuacao atribuida para os parametros adotados
0 - Nulo - senescéncia ou morte do explante
Vigor dos explantes 1 - Médio - crescimento reduzido do explante

2 - Alto - crescimento ativo do explante

0 - Nulo - manifestacéo ausente
Manifestacéo bacteriana 1 - Médio - manifestacdo moderada
2 - Alto - manifestagao intensa

0 - Nulo - sem oxidacao do explante
Oxidagé&o dos explantes 1 - Médio - reduzida oxidacéo do explante
2 - Alto - alta oxidacdo do explante

Fonte: Préprio autor.

Figura 6 - Escala de notas para variavel vigor e oxidacéo dos explantes.

Vigor

> €

Oxidacao

v

Senescéncia ou morte do explante (A), crescimento reduzido do explante (B), crescimento ativo do
explante (C), sem oxidacdo do explante (D), reduzida oxidacdo do explante (E) e alta oxidagdo do
explante (F).

Fonte: Préprio autor.
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Os dados obtidos neste experimento Il foram analisados através do software
SISVAR (FERREIRA, 2019), sendo realizada a analise de variancia (ANOVA) e
aplicado o teste de Tukey a 5% de probabilidade para detectar as diferencas
estatisticas entre o fator avaliado (dias).

4 RESULTADOS

4.1 EXPERIMENTO I: isolamento, testes de sensibilidade e controle

A partir da analise de variancia, os fatores isolados (antibidtico e concentracéo),
assim como a interagdo entre eles apresentaram resultados significativos (p<0,01)
(tabela 4). Isso evidencia que o uso dos antibiéticos ampicilina e tetraciclina nas

concentrac@es utilizadas promoveram efeito nas bactérias estudadas.

Tabela 3 - Resumo da andlise de variancia e médias dos tratamentos para 0s
fatores bactérias, antibioticos, concentracdes e suas interagdes no controle
bacteriano no cultivo in vitro de hidridos de eucalipto, Trés Lagoas, Brasil.

FV DM

GL QM p-valor
Bactérias 1 0,0013 0,79"
Antibidticos 1 67,3500 0,00**
Concentracdes 5 3,1297 0,00**
Bactérias*Antibidtico 1 0,0013 0,79
Bactérias*Concentracdes 5 0,0330 0,14"
Antibiéticos*Concentracdes 5 3,1297 0,00**
Bactérias*Antibioticos*Concentracdes 5 0,0330 0,14"

Média Geral 0,7491

CV (%) 18,70

Bactérias Médias

B6 0,7458

B11 0,7525

Antibidticos Médias

Ampicilina 0,0000

Tetraciclina 1,4983

Concentracdes (mg L™?) Médias

0 0,0000

100 0,6550

200 0,8125

300 0,9500

400 1,0500

500 1,0275

** @ s significativo a 1% e ndo-significativo, respectivamente, pelo Teste F.
Fonte: Préprio autor.
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Com base no teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro e nas médias
observadas, o antibiotico tetraciclina apresentou o melhor desempenho em
comparacao a ampicilina (tabela 5), pois obtivemos o crescimento do halo de inibigao
nos tratamentos os quais discos de papel foram impregnados com o antibiético
tetraciclina, por outro lado, aqueles impregnados com o antibiotico ampicilina néo

apresentaram crescimento do halo, ou seja, ndo ocorreu a inibicao (figura 7).

Tabela 4 - Valores médios do halo de inibi¢cdo das bactérias B6 e B11 formados
guando submetidos aos antibidticos ampicilina e tetraciclina.

Médias
Antibidtico B6 B11
Ampicilina 0,000 b 0,000 b
Tetraciclina 1,491 a 1,505 a

Médias seguidas pela mesma letra na coluna néo diferem entre si estatisticamente pelo teste de Tukey
a 5% de probabilidade.
Fonte: Préprio autor.

Figura 7 - Antibiograma por disco-difusdo em agar para as bactérias B6 e B11
submetidas aos antibiéticos ampicilina e tetraciclina.

Bactéria B6 + antibidtico ampicilina (A), bactéria B6 + antibiético tetraciclina (B), bactéria B11 +
antibiético ampicilina (C) e bactéria B11 + antibiotico tetraciclina (D).
Fonte: Préprio autor.



35

A ampicilina é um antimicrobiano semi-sintético da classe dos S-lactamicos.
Sendo assim, tem como sua morfologia a presenca de um anel g-lactamico, e como
mecanismo de acao interfere na sintese de parede celular das bactérias impedindo a
transpeptidacdo. Derivada da penicilina G que tem como alvo principal bactérias
Gram-positivas, a ampicilina possui uma mudanc¢a quimica na estrutura da penicilina
G, alterando desta forma as suas caracteristicas. Com isto, a ampicilina assim como
a carbenicilina sdo antibidticos que também sdo eficazes contra bactérias Gram-
negativas (MADIGAN et al., 2016).

Embora a ampicilina seja um antibiético de amplo espectro, ou seja, eficaz
contra ambos os grupos, e de acdo bactericida, quando controla o microrganismo
erradicando-o, no antibiograma por disco-difusdo estudado independente das
bactérias selecionadas serem dos dois grupos B6 (Gram-negativa) e B11 (Gram-
positiva), ndo obtivemos efetividade deste antibiético no controle das cepas,
independente da concentragao.

A tetraciclina, pertencente a classe das tetraciclinas, possui ha sua morfologia-
base a presenca de um anel naftaceno o qual atacam as bactérias interferindo na
sintese de proteinas, bloqueando o receptor na unidade ribossomal 30S que se liga
ao t-RNA durante a traducdo génica. Este antibiético € um dos antimicrobianos de
ocorréncia natural que possui amplo espectro e acdo bacteriostatica, ou seja, inibe o
desenvolvimento das bactérias (ANVISA, 2007; MADIGAN et al., 2016).

Pela andlise de regressdo, observamos que, quanto maior a concentracao
utilizada, melhor e mais rapida foi a efetividade no controle das bactérias estudadas
(B6 e B11) por meio do antimicrobiano tetraciclina (figura 8 e 9).
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Figura 8 - Regresséao do fator concentracao da solucdo antimicrobiana de

Tetraciclina para bactéria B6 em relacdo ao diametro médio do halo de inibicédo

formado.
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Fonte: Préprio autor.

Figura 9 - Regresséao do fator concentracéo da solugéo antimicrobiana de
Tetraciclina para bactéria B11 em relacéo ao diametro médio do halo de inibicao

formado.
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Fonte: Préprio autor.
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Para cada bactéria, foi possivel evidenciar diferenca estatistica entre o0s
antibioticos testados e suas concentracdes (tabela 6). Para a bactéria denominada
B6, a partir da andlise de regressdo observamos que o antibidtico tetraciclina na
concentracéo de 400 mg L apresentou melhor desempenho no teste de sensibilidade
gquando comparado as demais concentracfes, mostrando maior diametro de halo
(figura 10).

Por outro lado, para a bactéria denominada B11, a partir da andlise de
regressdo obtivemos que o antibiético tetraciclina na concentracdo de 500 mg L*
apresentou melhor resposta ao teste de sensibilidade apontando maior diametro de
halo (figura 11).

Tabela 5 - Médias do desdobramento do fator concentracdo com o fator antibidtico.

Halo de inibic&o (cm)

B6 B11
Antibiético Ampicilina Tetraciclina Ampicilina Tetraciclina
0 0,000 A 0,000 A 0,000 A 0,000 A
100 0,000 B 1,240 A 0,000 B 1,380 A
Concentracdes 200 0,000 B 1,530 A 0,000 B 1,720 A
(mg L) 300 0,000 B 1,980 A 0,000 B 1,820 A
400 0,000 B 2,200 A 0,000 B 2,000 A
500 0,000 B 2,000 A 0,000 B 2,110 A
Regressao - 97,82% - 98,94%

Médias seguidas pela mesma letra mailscula na linha nao diferem entre si estatisticamente pelo teste de Tukey
a 5% de probabilidade.
Fonte: Préprio autor.

Entre os dois antimicrobianos testados tanto para bactéria B6 quanto para
bactéria B11, a ampicilina em todas as concentracfes utilizadas ndo promoveu o
crescimento do halo de inibi¢cdo. Por outro lado, a tetraciclina em todos os tratamentos,
exceto o tratamento controle, apresentou crescimento do halo de inibicdo em ambas

bactérias, mostrando maior efetividade no controle a partir do antibiograma utilizado.



38

Figura 10 - Desdobramento dos fatores concentracao e antibidtico para bactéria B6

em relacdo ao diametro médio do halo de inibicdo formado.

5 DD st A s

S [

:_§ 2 prereersessesssssassassssssssasssssssssssssssssssssassssassannanns @ re e [ )

£

)

'g 1,5 Freeeerssnnnnnn, B s

© PY ©® Ampicilina
3 I 00113500000 ODAAEOOAAEOODAEIPDDAOODNEAINIONCAEEIPDIAAIONNODIC00000

o ® Tetraciclina
2

‘O

£ (0,5 rreerrrnrerneen e

o

@

E 0@ ® ® ® ® '

a 0 100 200 300 400 500

Concentracdes das solucGes antimicrobianas (mg L)

Fonte: Préprio autor.

Figura 11 - Desdobramento dos fatores concentracéo e antibiotico para bactéria B11

em relacdo ao didmetro médio do halo de inibigdo formado.
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Fonte: Préprio autor.

4.2 EXPERIMENTO lI: resposta da interagé@o entre planta, bactéria e antibiético

Com base nos resultados da analise de variancia (tabela 7), foi possivel

observar que as respostas das plantas expostas as bactérias e as concentragdes do
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antibiotico tetraciclina promoveram resultados distintos em relagcdo as variaveis
avaliadas. Para a variavel vigor dos explantes foram encontrados resultados
significativos (p<0,01) para bactéria B11 e nao significativos (p>0,05) para bactéria
B6. Para a variavel oxidag&o na bactéria B6 ndo obtivemos resultados significativos,
ao contrario da bactéria B11 onde resultados significativos a 5% foram obtidos. Por
outro lado, para a variavel manifestacéo bacteriana ndo houve diferenca estatistica a
partir da analise de variancia, pois o controle das bactérias foi efetivo, ndo ocorrendo

sua presenca durante o ensaio.

Tabela 6 - Analise de variancia e médias para as variaveis vigor dos explantes (VE)
e oxidacao (OXI) para B6 e B11.

B6 B11
VE OXI VE OXI
FV QM
Dias 1,225m 0,625 2,025% 1,225*
Média Geral 0,825 1,275 0,825 1,225
CV (%) 69,66 34,49 61,40 36,87

* ** @ s gignificativo a 5%, 1% e nao-significativo, respectivamente, pelo Teste F.
Fonte: Préprio autor.

De acordo com a escala de notas utilizada neste trabalho e pelo teste de Tukey
a 5% de significancia (figura 12) foi possivel observar que o vigor dos explantes na
bactéria B6 ndo apresentaram diferenca estatistica em relacéo aos dias de avaliacao.

Em contrapartida, para a bactéria B11 obtivemos diferenca estatistica.
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Figura 12 - Média das notas atribuidas para variavel vigor dos explantes em relacéo
aos 14 e 28 DAI para as bactérias B6 e B11.
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Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si estatisticamente pelo teste de Tukey a
5% de probabilidade.
Fonte: Préprio autor.

Baseado na figura 12 podemos observar que da primeira para a segunda
avaliacdo em relacdo a bactéria B6 e B11 os ensaios exibiram uma queda no vigor
dos explantes, seguida da morte do mesmo na regido inferior ao decorrer do ensaio,
se aproximando da pontuacédo atribuida como nula, em que ocorre a senescéncia ou
morte do explante, podendo este efeito ter tido influéncia ou ndo do antimicrobiano
utiizado ou da bactéria, alterando negativamente esse parametro, inibindo o
desenvolvimento vegetal.

Na figura 13 podemos nos atentar a diferenca visual entre as observacdes
realizadas no ensaio ao dia da inoculagéo, 14 DAI e 28 DAI em relagéao ao vigor dos

explantes.
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Figura 13 - Vlgor dos explantes de eucallpto ao decorrer do ensaio.

Vigor dos explantes apos a moculagao (A), vigor dos explantes aos 14 DAI (B) e vigor dos explantes
aos 28 DAI (C).
Fonte: Préprio autor.

Com relacéo a variavel oxidacdo dos explantes, segundo o teste de Tukey a
5% de significancia, para a bactéria B6 ndo obtivemos diferenga estatistica em relacdo
aos dias de avaliacdo. J& para a bactéria B11 a diferenga estatistica foi notada

comparando as médias das notas obtidas nas duas avaliacdes (figura 14).
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Figura 14 - Média das notas atribuidas para variavel oxidacdo em relacao aos 14 e
28 DAI para as bactérias B6 e B11.
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Fonte: Préprio autor.

Na figura 14 podemos observar que da primeira para segunda avaliagdo a
oxidagdo apresentou um aumento, se mantendo entre a escala de nota média e alta
atribuida para oxidacdo dos explantes. Neste caso, as concentracdes do antibiético
tetraciclina utilizadas ou o periodo do subcultivo da cultura (28 dias).

Nas observacdes visuais, foi possivel constatar para ambas as bactérias que
toda a base do explante mergulhada no indculo e que estava em contato com o meio
de cultivo apresentou escurecimento logo nos primeiros dias in vitro, assim como o
préprio meio de cultivo, ocorrendo em sequéncia a morte das folhas das extremidades
para o centro do explante (figura 15 e 16).

Além das caracteristicas constatadas acima, a clorose e a senescéncia das
folhas também foram observados ao decorrer dos 28 dias de avaliagdo como
mostrado na (figura 15 e 16). Estes aspectos gerais se mostraram presentes desde a
primeira avaliacdo aos 14 DAI se tornando mais persistentes na segunda avaliacao
aos 28 DAI.
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Figura 15 - Desenvolvimento dos explantes contaminados com a bactéria B6 no

meio de cultivo com adicédo de 400 mg L de tetraciclina aos 14 e 28 DAI.
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Figura 16 - Desenvolvimento dos explantes contaminados com a bactéria B11 no

meio de cultivo com adicdo de 500 mg L™ de tetraciclina aos 14 e 28 DAI.
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44

5 DISCUSSAO

Assim como Pereira et al. (2003) estudando o controle de bactérias endofiticas
no cultivo in vitro de Solanum tuberosum (batata) por meio de antibidticos, a
tetraciclina apontou o maior espectro de acdo em relacdo aos outros antibioticos
testados controlando seis de oito estirpes isoladas, corroborando com nossos
resultados.

Cunha et al. (2006) testando nove antibidticos por meio de antibiograma de
disco-difusdo para o controle de trés bactérias fitopatogénicas que causam mancha
foliar e senescéncia de folhas em mudas de Eucalyptus spp. (eucalipto), a
oxitetraciclina foi efetiva na inibicdo de um destes isolados, e tal antibiético faz parte
da classe das tetraciclinas.

Dados semelhantes aos encontrados neste trabalho foram relatados por
Chanprame et al. (1996), em que o antibiético ampicilina ndo foi eficaz nas
concentracoes testadas.

Andrade et al. (2008), desenvolvendo protocolos para descontaminagcao de
explantes de Mangifera indica L. (mangueira), em que uma das bactérias endégenas
estudadas apresentou resisténcia ao antibidtico ampicilina na concentracdo de 150
mg L assim como no antibiético tetraciclina na mesma concentragéo.

Brandao et al. (2013), na germinagdo in vitro de sementes de Copaifera
multijuga Hayne (copaiba), utilizaram o agente bactericida ampicilina na dose de 500
mg L e obtiveram 20% de contaminacgdo bacteriana, demonstrando que o mesmo
possui menor acdo na assepsia de sementes. Em contrapartida, 0 mesmo autor
trabalhando com a descontaminagcédo de explantes de Carapa guianensis Aublet
(andiroba) e Protium spruceanum Benth (breu branco), a ampicilina se mostrou
eficiente, evidenciando as menores taxas de contaminacao por bactérias.

Resultados semelhantes a esse autor, distintos dos verificados neste trabalho,
foram encontrados para diversas culturas. Donato et al. (2005) testando dez
antibioticos no controle de bactérias fixadoras de nitrogénio na cultura da Saccharum
sp. (cana-de-acucar), observou que entre amoxicilina e tetraciclina, a amoxicilina
apresentou melhores resultados. O antibidtico amoxicilina pertencente a classe dos
B-lactdmicos assim como a ampicilina que neste trabalho apresentou pior controle

quando comparado a tetraciclina.
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Aratjo et al. (2012) com o objetivo de controlar contaminacdes na
micropropagacao de Myrciaria dubia (H.B.K) McVaugh (camu-camuzeiro), obteve
eficiéncia na suplementacdo do meio de cultura com o antibiético ampicilina, mesmo
na concentragdo mais baixa utilizada de 100 mg L.

Resultado semelhante foi mostrado por Pereira et al. (2014), adicionando ao
meio de cultura o antibiético ampicilina sodica para o cultivo in vitro de Musa sp.
(bananeira), que na concentracdo de 20 mg L* tal antimicrobiano reduziu a
contaminacgao por bactérias, além da taxa de oxidagdo dos explantes.

Palu et al. (2011) trabalhando no controle de bactérias enddgenas na
micropropagacao de Ficus carica L. (figueira), adicionando seis diferentes tipos de
antibiéticos ao meio de cultivo, concluiu que a ampicilina sddica proporcionou 90% da
sobrevivéncia dos explantes, além de inibir o crescimento de bactérias na
concentragdo de 250 mg L.

O uso da ampicilina no trabalho estudado por Pereira et al. (2003) e Silva et al.
(2013) demonstrou seletividade no controle de bactérias isoladas durante o cultivo in
vitro de algumas cultivares de batata e da cana de agUcar respectivamente.

Diante dos resultados dos trabalhos citados, nota-se que existem divergéncias
em relacdo a acao dos antibiéticos. A partir dos resultados alcancados neste trabalho,
as concentracdes do antibidtico tetraciclina apresentaram os melhores resultados para
o controle das bactérias B6 e B1l nas concentragbes de 400 e 500 mg L*
respectivamente.

Como relatado por Palu et al. (2011), as menores taxas de sobrevivéncia de
explantes de figueira ocorreram na presenca de 500 mg L do antibiético tetraciclina
adicionado ao meio de cultivo.

Resultados semelhantes foram obtidos por Pereira e Fortes (2003) trabalhando
com explantes de batatas, em que a tetraciclina causou efeito fitotoxico, ndo havendo
sobrevivéncia a partir das concentracdes de 128 mg L' e reducdo da taxa de
multiplicacdo a partir de 32 mg L%, o qual afetou severamente o desenvolvimento in
vitro desta cultura.

Por conta de disturbios na sintese proteica e acao inibitéria na sintese de
alguns compostos, o0s sistemas energéticos da planta sdo afetados por conta deste
antibiotico, causando acao fitotoxica (PRADO FILHO, 1975; FALKINER, 1990).

Estes tipos de antibidticos por possuirem mecanismos de acao especificos

para diferentes grupos de bactérias (sintese de parede celular, sintese proteica,
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enzimas, entre outros), quando adicionados ao meio de cultivo podem apresentar
respostas distintas para o material vegetal, no qual dependendo da concentracéo,
problemas com fitotoxicidade podem surgir durante o ciclo in vitro da cultura
(PEREIRA e FORTES, 2003; PALU, 2011; LEONE, 2019)

Segundo Relier et al. 2016, Pollock et al. 1983, Leifert et al. 1991 e Lima e
Moraes 2006, tanto o controle de contamina¢cfes quanto o tratamento curativo do
material vegetal com este antimicrobiano podem ter maior eficiéncia quando os
tratamentos sédo realizados durante curtos periodos.

Embora seja considerada um antibiético de amplo espectro, a tetraciclina tem
utilidade limitada na cultura de tecidos justamente devido a sua alta fitotoxicidade. O
sintoma mais comum deste disturbio é a falta de producao de clorofila pela folha em
virtude da destruicao que o antibiético causa nos cloroplastos, denominado de clorose
(POLLOCK et al., 1983).

Devido a destruicdo dos cloroplastos, a senescéncia foliar entra em processo,
com a degradacdo de membranas, perda de estrutura, organizacéo celular e funcao
das organelas. Com isso, € atingido o estagio terminal do desenvolvimento bioldgico
vegetal, sendo capaz de ocorrer na planta inteira ou limitado a alguns Orgaos
(THOMPSON et al., 1998; BUCHANAN-WOLLASTON, 1997; GAN e AMASINO,
1996).

Esta fase em questdo pode ser acelerada sob as condi¢cbes adversas que
podem ocorrer durante o cultivo in vitro dos explantes e as altas concentra¢des do
antibiotico tetraciclina, interferindo na sua sobrevivéncia (CUQUEL, 2000; PEREIRA
e FORTES, 2003; PALU, 2011).

No cultivo in vitro de espécies lenhosas, o0 processo de oxidagdo dos explantes
pode ser comumente ocasionado pela liberacdo de exsudatos apos ferimentos e
injurias realizado no repique dos mesmos antes da inoculacdo, que tornam o meio de
cultivo escuro e apresentam escurecimento do material propagado (ANDRADE et al.,
2000; PAIVA e PAIVA, 2001).

Entretanto, apesar de ser um fator comum, segundo Ledo et al. (2002) a
oxidacdo pode ser causada também pelos préprios compostos nutricionais e outros
presentes no meio de cultura.

Com isso, a presenca de agentes antimicrobianos no meio de cultura, como a
tetraciclina, o antibidtico gentamicina, cloranfenicol, acido nalidicico, tetracicliona,

norfloxacina, oxitetraciclina, eritromicina e sulfato de canamicina, podem vir a ser
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toxicos para células vegetais, ocasionando oxidacdo e perda do desenvolvimento
vegetativo dos explantes, tornando-se entdo ndo recomendados para uso ha
micropropagacéo de algumas culturas e espécies (LEONE, 2013; ARAUJO et al.,
2012; PALU et al., 2011; PEREIRA e FORTES, 2003; CHANPRAME et al., 1996;
URSIC et al., 1981; WATTS e KING 1973).

Estudos recentes realizado por Romadanova et al. 2022 tentando controlar
contaminantes em culturas in vitro de Malus spp. (macieira), da énfase ao PPM™, um
biocida e fungicida de amplo espectro, em que desde que foi introduzido no mercado
tém obtido sucesso no controle de microrganismos na cultura de tecidos. E estavel a
autoclavagem e impede o desenvolvimento de resisténcia pelos microrganismos, ja
testado na cultura da videira, citrus, maméo, macieira, entre outros (VOLK et al., 2022;
DIGONZELLI et al., 2005; THOMAS, et al., 2017; ROMADANOVA et al., 2022).

Contudo, o estudo e o desenvolvimento de técnicas para controlar os
microrganismos, que Sdo uma ameaca continua a cultura de tecidos vegetais tem sido
com o avanco da biotecnologia na producéo agricola cada vez mais aprofundados e
aperfeicoados, otimizando a produc¢ao e incrementando novos protocolos assertivos

ao mercado.

5 CONCLUSOES

O antibiético ampicilina ndo foi eficaz no controle das bactérias selecionadas
no cultivo in vitro de hibridos comerciais de eucalipto.

O antibiotico tetraciclina foi eficaz no controle das bactérias B6 e B11 em
concentracdes a partir de 100 mg L1, tendo a melhor resposta de controle no uso de
400 mg L para B6 e 500 mg L para B11.

O antimicrobiano tetraciclina nas concentracdes 400 e 500 mg L controlou a
manifestacdo bacteriana, porém interferiu no desenvolvimento vegetativo in vitro dos
explantes do hibrido comercial de eucalipto, apresentando baixo vigor e alta oxidagao.

No cultivo in vitro de Eucalyptus, estudos comparativos entre 0s agentes
antimicrobianos comerciais e os antibiéticos laboratoriais devem ser realizados, tendo
como foco o aperfeicoamento dos protocolos de desinfestagéo que consigam controlar
a contaminacdo microbiana sem que o0s agentes interfiram no desenvolvimento e

crescimento da planta in vitro.
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