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RESUMO 

 

A contaminação bacteriana é um dos principais problemas que ocorrem na cultura de 

tecidos vegetais. Tendo como prioridade para o estabelecimento de protocolos a 

obtenção de explantes axênicos, o uso de antibióticos nos meios de cultivo vem se 

tornando uma alternativa para o controle destas contaminações, 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 ocorrência frequente no cultivo in vitro  de um híbrido comercial de eucalipto, aos 

antibióticos ampicilina (Ampicillin sodium salt) e tetraciclina (Tetracycline 

hydrochloride), a fim de entender qual o antibiótico e a concentração mais eficaz para 

o controle destas bactérias durante o cultivo in vitro da cultura. Para tal, foram 

realizados dois experimentos: no experimento I foi averiguada a sensibilidade das 

bactérias aos antibióticos, pelo teste de antibiograma por disco-difusão com discos de 

papel em ágar contendo seis concentrações (0; 100; 200; 300; 400 e 500 mg L-1) dos 

antibióticos com cinco repetições cada em Delineamento Inteiramente Casualizado, 

sendo avaliado o diâmetro médio do halo formado após 24 horas. No experimento II 

a fim de analisar a resposta da interação entre planta, bactéria e antibiótico, foi 

realizado o ensaio in vitro  utilizando os dois melhores tratamentos obtidos no 

experimento I, compostos por 20 unidades experimentais cada, em Delineamento 

Inteiramente Casualizado, avaliando-se por meio de escala de notas o vigor, oxidação 

dos explantes e a manifestação bacteriana após 28 dias em sala de crescimento. Os 

melhores resultados obtidos no experimento I foram com o antibiótico tetraciclina nas 

concentrações de 400 e 500 mg L-1 para B6 e B11, respectivamente. No experimento 

II, foi verificado que a tetraciclina teve efeito fitotóxico, promovendo redução do vigor 

e aumento da oxidação dos explantes, apesar de controlar a contaminação durante o 

cultivo in vitro  do eucalipto. 

  

 

Palavras-chave: manifestação bacteriana; propagação 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 I 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-1 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 II 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 I 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 I for bacterial growth inhibition were with the tetracycline 

antibiotic at concentrations of 400 and 500 mg L-1 for B6 and B11, respectively. In part 

II, 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  INTRODUÇÃO 

 

O setor florestal no Brasil, segundo dados da Indústria Brasileira de Árvores 

(IBÁ, 2021), chegou à marca de 7,47 milhões de hectares de áreas plantadas com 

eucalipto, possuindo grande importância ao desenvolvimento nos locais de cultivo, 

promovendo mudanças econômicas, novas oportunidades de empregos diretos e 

indiretos, principalmente gerando renda para famílias (PALACIO; ANDRES, 2021).  

Pertencente à família Myrtaceae, originárias da Austrália, Indonésia e de Timor, 

existem variadas espécies, subespécies e híbridos conhecidos do gênero Eucalyptus 

que possuem alto potencial de produtividade nas zonas tropicais, grande plasticidade 

de adaptação a ambientes heterogêneos e podem ser utilizadas para diversas 

finalidades dependendo das propriedades físicas e químicas da madeira (PIRES et 

al., 1981; RODRIGUES et al., 1986; DRUMOND et al., 1998; JUNIOR, 2002). 

O método tradicional de propagação das espécies de eucalipto, apesar de 

proporcionar inúmeros benefícios, como a conservação de características 

genotípicas, com a passagem de geração para geração dos seus componentes 

genéticos aditivos e não aditivos da planta; podem ocasionar a redução da base 

genética dos plantios, a não ocorrência de ganhos genéticos e principalmente a 

redução da estimulação do enraizamento em algumas espécies ou clones (FERRARI 

et al., 2004). Nesse aspecto, a micropropagação do eucalipto torna-se ferramenta 

importante para a necessidade de clonar espécies ou híbridos que tenham altas taxas 

de crescimento, tolerância a altas temperaturas, salinidade, resistência a pragas e 

doenças, além de poder obter o rejuvenescimento de tecidos provindos de matrizes 

(DUTRA et al., 2009). 

A micropropagação é uma ferramenta da biotecnologia vegetal que se baseia 

na totipotência das células vegetais, as quais regridem ao seu estado indiferenciado, 

se multiplicam e/ou redefinem nova via metabólica para gerar novas células, tecidos 

(SOUZA et al., 2018) e até mesmo reproduzir genótipos 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 aplicação mais 

prática e de maior impacto, sendo que podemos obter dentro deste cultivo a limpeza 

clonal e aceleração dos métodos convencionais de propagação, multiplicação de 

espécies de difícil propagação, rejuvenescimento de espécies adultas, conservação 

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 micropropagação as contaminações ou manifestações 

de bactérias, fungos e leveduras são um dos seus principais entraves, pois o ambiente 

de cultivo é favorável 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 multiplicação, alongamento ou enraizamento 

dos cultivos (DANTAS et al., 2002; KLOEPPER et al., 1989). 

A contaminação bacteriana em especial, uma das mais frequentes na 

micropropagação, pode ocorrer por vários fatores, como oriundas dos próprios tecidos 

dos explantes, ambientes laboratoriais sem limpeza adequada, uso de instrumentos e 

materiais não esterilizados e a manipulação incorreta ou descuidada do material 

vegetal em capela de fluxo laminar (LATA et al., 2006; THOMAS; ASWATH, 2014). 

Além disso, a intensidade de contaminação pode variar de acordo com o tipo e origem 

do explante, época do ano e das condições ambientais na hora da retirada do 

propágulo da planta-mãe, sendo mais intensificada quando em espécies tropicais, 

devido a presença de uma complexa comunidade biológica, chamada de microbioma 

(KNEIFEL; LEONHARDT, 1992; DUTRA et al., 2009; JIMTHA et al., 2014). 

De modo a evitar contaminações in vitro são utilizados protocolos de 

desinfestação no estabelecimento de diferentes culturas, estes são de extrema 

importância a fim de obter um material vegetal axênico 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 utilização de alguns antibióticos para o 

controle de microrganismos contaminantes, podendo estes serem incorporados ao 

meio de cultivo após sua autoclavagem, sólido, semi-líquido ou líquido sob agitação 

durante minutos, horas ou dias (LEIFERT et al., 1991).  

Em bactérias, os ribossomos, parede celular, membrana plasmática, enzimas 

envolvidas na biossíntese, elementos de replicação e transcrição de DNA são 

importantes alvos dos antibióticos que são classificados dependendo da sua estrutura 

molecular, mecanismos de ação e espectro de vida, apresentando toxicidade seletiva, 

inibindo ou matando o patógeno sem afetar o hospedeiro. Dentro dos fármacos 

antimicrobianos de ocorrência natural e bastante utilizados na cultura de tecidos 

temos o grupo dos antibióticos 𝛽-lactâmicos, aminoglicosídeos e tetraciclinas 

(MADIGAN et al., 2016). 
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Para se obter sucesso no uso destes antibióticos deve-se em uma etapa 

anterior selecionar, isolar, caracterizar e realizar testes de sensibilidade das bactérias 

por meio de antibiogramas de disco-difusão em ágar (BAUER et al., 1966), 

concentração mínima inibitória (CMI), microdiluição em caldo, diluição em ágar, entre 

outros, visto que o uso de antibióticos inadequadamente pode causar fitotoxicidade 

ao tecido vegetal e se tornar uma técnica onerosa pelo alto custo dos antimicrobianos. 

Desta maneira, os antibióticos contribuem para que o destino de materiais de alto valor 

genético e comercial que foram contaminados possa vir a ser outro, que não 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 antibióticos no cultivo in vitro de 

eucalipto estão sendo cada vez mais estudados, tanto no desenvolvimento de 

protocolos quanto nos estudos relacionados à 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 antibiótico 

Timentin quando adicionado ao meio de cultura apresenta o controle de 

manifestações bacterianas no processo de micropropagação de eucalipto (LEONE, 

2013; LEONE et al. 2019). 

Devido a eliminação desses microrganismos serem de fundamental 

importância na propagação in vitro de culturas de interesse econômico e o uso de 

antibióticos ser uma alternativa viável para evitar o descarte das mesmas, este 

trabalho teve como objetivo isolar, realizar testes de sensibilidade e controle de duas 

bactérias (B6 e B11) com ocorrência frequente no cultivo in vitro de um híbrido 

comercial de eucalipto aos antibióticos ampicilina (Ampicillin sodium salt) e tetraciclina 

(Tetracycline hydrochloride), a fim de entender qual o antibiótico e a concentração 

mais eficaz para o controle destas bactérias durante o cultivo in vitro  da cultura. 

 

2  REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1 MICROPROPAGAÇÃO 

 

A propagação in vitro  é uma ferramenta da biotecnologia vegetal que se refere 

às técnicas de cultura em meio nutritivo, em condições assépticas, de células, tecidos 

ou órgãos de plantas, sob condições controladas de luminosidade e temperatura 
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capaz de reproduzir genótipos superiores (GATTI et al., 2016). A partir da propagação 

de células ou tecidos de um único material vegetal, pode-se obter uma nova planta 

geneticamente idêntica à planta-mãe (TORRES et al., 2000; DAVEY e ANTHONY, 

2010; BRONDANI et al., 2012). 

Durante o processo de micropropagação inclui-se a seleção, desinfestação, 

multiplicação, alongamento e enraizamento dos propágulos após sucessivos 

subcultivos (DUTRA et al., 2009). Com isto, é um método de propagação 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 micropropagação apresenta 

vantagens como alta taxa de multiplicação, rapidez do processo, baixo custo a longo 

prazo, espaço reduzido, controle ambiental e redução de tempo (GUERRA et al., 

2016).  

Segundo Paz et al. (2012) e Wiecheteck (1990), alguns clones de eucalipto 

possuem alta produtividade, porém são de difícil propagação. Em contraponto, o 

cruzamento para produzir um grande número de híbridos é difícil, e a seleção de 

genótipos para características importantes requerem muitos anos, tornando o 

melhoramento demorado e trabalhoso, além das dificuldades na indução do 

enraizamento. A fim de propagar materiais genéticos para atender a demanda da 

produção florestal, desenvolver abordagens biotecnológicas selecionando genótipos 

com características de alta aptidão são essenciais para alcançar maior produtividade 

em sistemas de plantio, visto que além dos programas de melhoramento genético de 

plantas, a micropropagação tem sido utilizada para reprodução, limpeza clonal, 

conservação 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 aplicação comercial da micropropagação foi realizada por Morel 

(1960) em orquídeas a partir de ápices caulinares.  Dez anos depois da difusão do 

meio de cultivo para plantas, o meio MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962) foi uma das 

primeiras formulações 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 específico de explantes com intenção de sempre ter à 

disposição plantas sadias e axênicas (CABRAL et al., 2003).  

Em relação a composição do meio de cultivo contendo macro, micronutrientes, 

carboidratos, vitaminas e em alguns casos reguladores de crescimento, podem variar 

de semi-sólido a líquido, de acordo com o protocolo para a espécie propagada 

(GUERRA et al., 2016). Em geral, vários estudos também apontam que o meio MS, é 

comumente utilizado completamente ou modificado com metade da concentração de 

sais (½MS), 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 composição 

mais diluída de nutrientes, é amplamente utilizado no cultivo in vitro, sendo indicado 

para determinados grupos de plantas como, arbustos e árvores lenhosas (TORRES 

et al., 1998; MELO et al., 1999). 

 

2.3  CONTAMINAÇÃO E MANIFESTAÇÃO MICROBIANAS 

 

Na cultura de tecidos, é necessário controlar e prevenir os microrganismos que 

crescem no meio de cultivo pelo fato da umidade, temperatura e pH do mesmo 

fornecerem um ambiente propício ao seu avanço, 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, às vezes permanecem ocultas ou adormecidas na endosfera 

do material vegetal e passam despercebidas (THOMAS; PRAKASH, 2004; LEIFERT; 

CASSELLS, 2001). A contaminação normalmente pode ocorrer quando não se 

estabeleceu um protocolo de assepsia adequado aquela espécie, ou por falhas na 

assepsia de ferramentas, meio de cultivo, operador, manipulação dentro da câmara 

de fluxo laminar, etc. Nesse contexto, a proliferação microbiana é um importante ponto 

de controle e cuidado na cultura de tecidos (THOMAS; ASWATH, 2014). 

Os danos causados por este tipo de contaminação quando não são 

controlados, passam a competir pelos nutrientes presente no meio de cultivo, 

alterando o desenvolvimento normal e multiplicação 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 às constantes contaminações está ligado a origem e estado 
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nutricional das plantas doadoras, que dependendo se são mantidas em ambientes 

protegidos, a desinfestação dentro do laboratório pode ser mais eficiente quando 

comparamos com materiais cultivados em campo (DUTRA et al., 2009). 

Quando falamos sobre contaminação e manifestação microbiana, existem 

algumas controversas. Assim como todos os seres vivos, as plantas possuem seu 

próprio microbioma e abrigam uma grande quantidade de microorganismos, e 

dependendo da região da planta em que estes microrganismos colonizam são 

chamados de epifíticos ou endofíticos (RYAN et al., 2008; IKEDA et al., 2010; PINI et 

al., 2012; JIMTHA et al., 2014). Denominamos contaminação, quando bactérias 

epifíticas crescem no meio de cultivo de maneira rápida, dias ou horas após a 

inoculação do material vegetal, que muitas vezes ocorre por falhas no processo de 

assepsia (PANICKER et al., 2007). Por essa razão, o processo de desinfestação é de 

extrema importância a fim de eliminar os microrganismos epifíticos que podem 

comprometer o desenvolvimento do material vegetal in vitro  (DUTRA et al., 2009).  

Por outro lado, quando as bactérias endofíticas crescem no meio de cultivo, 

denominamos manifestação, por surgirem de maneira lenta ou até mesmo depois de 

anos e vários subcultivos da introdução do material (ABREU-TARAZI et al., 2010; 

ESPOSITO-POLESI et al., 2015, 2017). Após algum estresse de qualquer natureza 

(temperatura, pH, luminosidade, composição do meio, etc.) os denominados 

microrganismos endófitos latentes se manifestam e dependendo da origem, material 

genético e tipo de espécie propagada haverá uma resposta em relação à condição 

estressante que pode resultar na sobrevivência ou morte do explante (BUCHANAN et 

al., 2000). Porém, vale ressaltar que nem sempre estas manifestações endofíticas 

podem desenvolver alterações na fisiologia da planta (PIOTTO, 2013). 

Contudo, para minimizar os efeitos colaterais dos contaminantes e controlá-los, 

diferentes protocolos de desinfestação durante a introdução dos explantes in vitro e o 

tratamento nas etapas seguintes como a manutenção com antimicrobianos vêm sendo 

utilizados para melhor efetividade dos cultivos (ESPOSITO-POLESI, 2011). 

 

2.4 ANTIMICROBIANOS DE OCORRÊNCIA NATURAL 

 

Segundo Madigan et al. (2016) os fármacos antimicrobianos são compostos 

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

destes fármacos possuem toxicidade seletiva, com o intuito de inibir ou matar o 
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patógeno sem causar efeitos colaterais ao hospedeiro. São classificados de acordo 

com sua estrutura molecular, mecanismo de ação e espectro de atividade, se dividindo 

em dois grandes grupos, fármacos antimicrobianos sintéticos e antibióticos. Os 

antibióticos ou também denominados fármacos antimicrobianos de ocorrência natural, 

são agentes microbianos produzidos pelos próprios microrganismos, variando de 

fungos e bactérias pertencentes ao domínio Eukarya.  

 Estes fármacos podem variar de pequeno espectro, quando são eficazes 

contra um dos grupos de bactérias, à amplo espectro, quando são eficazes contra 

ambos os grupos. Estas substâncias chamadas de antimicrobianas nocivas para as 

bactérias podem matá-las (ação biocida) ou inibir seu crescimento (ação 

bacteriostática) (FOX, 2006). 

Os antibióticos 𝛽-lactâmicos são compostos inibidores da síntese de parede 

celular, possuindo o anel 𝛽-lactâmico como uma das suas principais características. 

Dentre os principais antibióticos deste grupo temos: penicilina, ampicilina, ceftriaxona, 

timentin, carbenicilina e cefotaxima. São 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 são as tetraciclinas. Tem como sua estrutura 

básica um sistema de anel naftaceno, inibidora da síntese de proteínas, interferindo 

na subunidade ribossomal 30S, que consiste em um antibiótico de amplo espectro de 

ação bacteriostática. Nestes, junto aos 𝛽-lactâmicos são os dois grupos mais 

importantes de antibióticos na medicina (MADIGAN et al., 2016). 

É válido lembrar que os antibióticos laboratoriais se diferem dos biocidas ou 

antimicrobianos comerciais por serem geralmente mais específicos e, portanto, mais 

propensos a causar resistência bacteriana quando utilizado incorretamente 

(BALLANTYNE; JORDAN, 2004). Estes antibióticos estão sendo cada vez mais 

aplicados para prevenção ou eliminação dos contaminantes no cultivo in vitro de 

plantas, e são estudados tanto sua composição química quanto a interação destes 

fármacos quando em contato com o material vegetal de diferentes culturas, tentando 

manter sua utilidade como agentes antimicrobianos evitando efeitos negativos no 

cultivo (PALÚ et al., 2011; LEONE, 2013). 

 

2.5 USO DE ANTIBIÓTICOS NA MICROPROPAGAÇÃO 
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Como relatado anteriormente, ter como base da micropropagação a obtenção 

de plantas sadias e axênicas durante o cultivo in vitro é um pré-requisito. E quando as 

contaminações ou manifestações bacterianas epifíticas ou endofíticas surgem durante 

este tipo de cultivo podem ser extremamente prejudiciais, acarretando na redução das 

taxas de crescimento, reprodução e enraizamento, assim como dependendo da 

situação, pode levar à morte dos explantes. (CABRAL et al., 2003; ESPOSITO-

POLESI, 2011; FANG; HSU, 2012). 

Considerando sua relevância nas indústrias médica, veterinária e farmacêutica, 

desde a década de 1950, pesquisas têm sido realizadas estudando o uso de 

antibióticos contra bactérias em plantas, tentando usar o potencial bactericida ou 

bacteriostático dos antibióticos para evitar as contaminações ou manifestações de 

algumas bactérias in vitro, desde o desenvolvimento de protocolos de assepsia à 

tratamentos curativos, podendo os mesmos serem adicionados ao meio de cultura ou 

submetendo os explantes a banhos sob agitação (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 

antibióticos as bactérias estudadas são de extrema importância para evitar efeitos 

negativos como desenvolvimento de resistência, fitotoxicidade e redução da 

capacidade de regeneração do material (TENG; NICHOLSON, 1997; SILVA et al., 

2003; PEREIRA et al., 2003; KULKARNI et al., 2007). 

 

3  MATERIAL E MÉTODOS 

 

A fim de verificar qual antibiótico e a concentração mais eficaz para o controle 

de duas bactérias encontradas durante o cultivo in vitro de explantes de eucalipto, nos 

ensaios realizados no laboratório de bioprocessos e micropropagação do Instituto 

SENAI de Inovação Biomassa, localizado no município de Três Lagoas (MS), foram 

realizados dois experimentos: 

  

3.1 EXPERIMENTO I: isolamento, testes de sensibilidade e controle 

 

3.1.1 Caracterização dos microrganismos 
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Com o intuito de conhecer e selecionar os microrganismos presentes no cultivo 

in vitro de um híbrido comercial de eucalipto, foram selecionadas dez cepas 

visualmente diferentes. Para isto, foi realizado o teste de coloração 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 preparação das lâminas foi utilizado o kit para realização da Coloração de Gram 

desenvolvido pelo laboratório LABORCLIN (2018).  

Uma vez que se trabalhava com amostras diretas, esta foi espalhada no centro 

de uma lâmina limpa e desengordurada, em seguida foi fixada passando-a pela chama 

de um bico de Bunsen, deixando resfriar. Para a coloração, o material na lâmina  foi 

primeiramente coberto com solução de violeta genciana por um minuto. Em seguida, 

a lâmina foi coberta com o lugol fraco por um minuto. Posteriormente, o lugol foi 

removido da lâmina gotejando sobre a solução descolorante até que o líquido se 

tornasse incolor (em torno de 15 segundos), por fim a lâmina foi coberta com solução 

de fucsina para Gram por 30 a 60 segundos. Após as etapas anteriores realizadas, 

lavou-se a lâmina com água corrente, deixando secar na posição vertical.   

A partir da análise no microscópio óptico Leica DM4 B, utilizando a objetiva de 

imersão (1000x de aumento total), com auxílio do óleo de imersão Type F Immersion 

liquid, foi possível diferenciar os microrganismos. As células microbianas que 

apresentaram a coloração púrpura 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 caracterização dos microrganismos 

isolados. 
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Figura 1 - Cepas selecionadas no cultivo in vitro de híbridos comerciais de eucalipto. 

 

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 imersão 20 µm (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 imersão 20 µm (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 imersão 20 µm (I). 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 imersão 20 µm (L). 

Fonte: Próprio autor. 
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Figura 2 - Cepas selecionadas no cultivo in vitro de híbridos comerciais de eucalipto. 

 

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 imersão 20 µm (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 imersão 20 µm (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 imersão 20 µm (U). B11: bactéria 
B11 no cultivo in vitro de eucalipto (V), bactéria B11 estriada em meio de cultivo Nutrient Agar ISO (W), 
bactéria B11 em microscopia de imersão 20 µm (X). 
Fonte: Próprio autor. 



25 
 

Figura 3 - Cepas selecionadas no cultivo in vitro de híbridos comerciais de eucalipto 
não caracterizadas como bactérias. 

 
B2: levedura B2 no cultivo in vitro de eucalipto (Y). B7: fungo filamentoso B7 no cultivo in vitro de 
eucalipto (Z). 
Fonte: Próprio autor. 
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Quadro 1: Caracterização dos microrganismos isolados obtidos do cultivo in vitro de híbridos comerciais de eucalipto. 

(1) Após 24 horas de cultivo em meio de cultura Nutrient Agar ISO a 28 ºC em estufa bacteriológica. 
Fonte: Próprio autor.

Características B2 B3 B4 B5 B6 B7 B8 B9 B10 B11 

Cor (1) x Rosa Branca Creme Creme X Branca Amarela Creme Branca 

Forma (1) x Circular Circular Circular Circular X Circular/ 
Irregular 

Circular Circular Irregular 

Superfície (1) x Lisa Rugosa/ 
Opaca 

Rugosa/ 
Opaca 

Lisa X Rugosa/ 
Opaca 

Lisa/ 
Brilhante 

Lisa Rugosa/ 
Opaca 

Tamanho da 
colônia 

x Pequena Média Média Pequena X Grande Grande Pequena Grande 

Morfologia 
celular 

x Bastonete Bastonete Bastonete Bastonete X Bastonete Bastonete Bastonete Bastonete 

Gram x - + - - X - - - + 

Obs. Levedura     Fungo 
filamentoso 
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3.1.2 Preparo do antibiograma 
 

Para averiguar a sensibilidade das bactérias selecionadas aos antibióticos 

ampicilina e tetraciclina utilizou-se a metodologia descrita por Bauer et al. (1966) 

através do antibiograma por disco-difusão em ágar.  

 

3.1.2.1 Preparo das soluções e concentrações dos antibióticos 

  

Para o preparo da solução dos antibióticos ampicilina (Ampicillin sodium salt) e 

tetraciclina (Tetracycline hydrochloride), ambos da marca Sigma-Aldrich, 

primeiramente foram pesados 10 mg de cada um em balança analítica Shimadzu ATY 

224. Após a pesagem, em câmara de fluxo laminar o material foi dissolvido em 10 mL 

de água destilada esterilizada com auxílio de uma micropipeta, na relação de 

1mg/1mL, depois vertidos em um tubo falcon de 50 mL e agitados em vórtex modelo 

Q220, a fim de se obter uma solução homogênea. 

Com as soluções preparadas, os tratamentos foram distribuídos em microtubos 

de 1,5 mL da seguinte maneira: T0 (0 mg L-1); T1 (100 mg L-1); T2 (200 mg L-1); T3 

(300 mg L-1); T4 (400 mg L-1) e T5 (500 mg L-1) para os dois antibióticos escolhidos. 

Posteriormente, as diferentes concentrações dos antibióticos foram impregnadas em 

discos de papel Wathman nº1 (0,6 cm de diâmetro). 

 

 3.1.2.2 Preparo do inóculo 

 

  Para o preparo da suspensão bacteriana foram incubadas inicialmente duas 

bactérias denominadas (B6 e B11) observadas com maior frequência no cultivo in vitro 

de híbridos comerciais de eucalipto. Foram repicadas em tubo de ensaio até o 

crescimento de suas colônias em meio de cultivo Nutrient Agar ISO inclinado. Após 

24 horas em estufa bacteriológica a 28ºC, foi preparado o inóculo, fazendo uma 

suspensão direta com 2 mL de solução salina (NaCl 0,9%) no tubo de ensaio com 

auxílio de uma micropipeta, em câmara de fluxo laminar. Em sequência, foi feita a 

raspagem dos microrganismos na superfície do meio de cultivo com auxílio de uma 

alça bacteriológica estéril, e a solução foi vertida em um tubo falcon de 50 mL e agitado 

no vórtex modelo Q220, para se obter uma suspensão homogênea. 
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 3.1.2.3 Antibiograma 

 

Com as etapas anteriores realizadas, a suspensão das bactérias preparadas 

no tópico 3.1.2.2 foram inoculadas em placas de Petri descartáveis de 90x15 mm 

contendo meio de cultivo Nutrient Agar ISO, esfregando-se um bastonete com ponta 

de algodão em toda a superfície estéril do ágar. Este procedimento foi realizado outras 

duas vezes, girando a placa aproximadamente 60° cada vez, a fim de assegurar a 

distribuição uniforme do inóculo. Como passo final, passou-se o bastonete na margem 

da placa. A tampa foi deixada entreaberta de três a cinco minutos, de maneira a 

permitir que qualquer excesso de umidade seja absorvido antes de se aplicar os 

discos.   

Em sequência, com auxílio de uma pinça previamente esterilizada, seis discos 

de papel antimicrobianos, sendo um para cada tratamento, foram colocados 

equidistantes por três centímetros na superfície da placa semeada, e pressionados de 

maneira que houvesse contato completo com a superfície do ágar.  

Após a montagem do experimento, as placas foram mantidas em estufa 

bacteriológica à temperatura de 28 ºC e, após 24 horas mediu-se o comprimento do 

halo de inibição com o auxílio de uma régua nos dois sentidos da circunferência a fim 

de se obter uma média (figura 4). 

 

Figura 4 - Mensuração do halo de inibição. 

 
                     D1 (diâmetro um) e D2 (diâmetro dois). 
                     Fonte: Próprio autor. 

 

O experimento foi realizado em Delineamento Inteiramente Casualizado (DIC), 

em esquema fatorial  2 x 2 x 6, sendo duas cepas (B6 e B11), dois antibióticos 
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(ampicilina e tetraciclina) e seis concentrações diferentes dos antibióticos (0; 100; 200; 

300; 400 e 500 mg L-1) e cada tratamento foi constituído por cinco discos de papel, ou 

seja, cinco repetições, como mostrado na figura 5.  

 

Figura 5 - Disposição dos tratamentos no antibiograma por disco-difusão em ágar. 

 
                                             Fonte: Próprio autor. 
 

 
Os dados foram analisados através do software SISVAR (FERREIRA, 2019), 

sendo realizada a análise de variância (ANOVA) e aplicado o teste de F a 5% de 

probabilidade para detectar as diferenças estatísticas entre os fatores.  Para os fatores 

com seis níveis (variáveis quantitativas) foi realizada a análise de variância na 

regressão, sendo o modelo polinomial selecionado com base no p-valor significativo 

(0,05) dos coeficientes de determinação (R2) superiores. 

 

3.2 EXPERIMENTO II: Resposta da interação entre planta, bactéria e antibiótico 

 

3.2.1 Preparo da etapa in vitro 

 

A partir dos resultados obtidos no experimento I, as concentrações dos 

antibióticos que resultaram em maior significância na análise estatística foram 

utilizadas neste experimento II. 
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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-1 de 6-benzilaminopurina (BAP) e 50 mg L-1  de  ácido naftalenoacético (ANA), 15 g 

L-1 de sacarose e 2,7 g L-1 de phytagel, com pH do meio ajustado em 5,8, autoclavado 

a 121 °C (1 kg cm-2) durante 20 minutos. 

Após a autoclavagem, com o meio de cultura ainda morno, foi incorporado em 

câmara de fluxo laminar o antibiótico tetraciclina em duas concentrações: 400 mg L-1 

para a B6 e 500 mg L-1 para B11, em seguida homogeneizado e vertido 10 mL em 

tubos de ensaio autoclavados.  

 

Tabela 1 - Composição do meio de cultivo sais WPM. 

Nutriente WPM (mg L-1) 

Macronutrientes  

Ca(NO3)2.4H2O 556,000 

NH4NO3 400,000 

KNO3 0 

CaCl2.2H2O 96,000 

MgSO4.7H2O 370,000 

KH2PO4 170,000 

K2SO4 990,000 

Micronutrientes  

MnSO4.4H2O 22,300 

H2BO3 6,200 

ZnSO4.7H2O 8,600 

KI 0 

Na2MoO4.2H2O 0,250 

CuSO4.5H2O 0,250 

CoCl2.6H2O 0 

Ferro – EDTA  

Na2EDTA 37,250 

FeSO4.7H2O 27,850 

 Vitaminas   

Tiamina.HCl 1,000 

Ácido Nicotínico 0,500 

Piridoxina – HCl 0,500 

Glicina 2,000 

Mio-inositol 100,000 

Dados adaptados de Xavier et al. (2009). 
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3.2.1.2 Padronização do inóculo 

 

As bactérias em questão foram estriadas em tubo de ensaio com meio de 

cultivo Nutrient Agar ISO inclinado. Após 24 horas em estufa bacteriológica a 28ºC foi 

preparado o inóculo fazendo uma suspensão direta com 4mL de água destilada 

esterilizada acrescido no tubo de ensaio com auxílio de uma micropipeta, em câmara 

de fluxo laminar. Com isto foi realizada a raspagem dos microrganismos na superfície 

do meio com auxílio de uma alça bacteriológica estéril, e a solução foi vertida em um 

tubo falcon de 13 mL e agitado no vórtex modelo Q220, para obter uma suspensão 

homogênea. 

Para padronização do inóculo, esta suspensão foi analisada em 

espectrofotômetro GEHAKA VIS-380G UV-Visível em comprimento de onda de 600 

nm. Após a primeira leitura foi realizada uma diluição da amostra de 1:3, buscando 

uma absorbância entre 0,5 e 0,6 para que fosse atingido a quantidade de células 108 

UFC/mL. Com isso, na segunda leitura obtivemos absorbância de 0,534 e 0,634 de 

densidade óptica para a B6 e B11 respectivamente, resultando assim em uma solução 

padronizada. 

  

3.2.1.3 Experimento in vitro 

 

Após as etapas realizadas acima, em câmara de fluxo laminar, explantes de 

um híbrido comercial de eucalipto axênicos já estabelecidos in vitro durante a fase de 

multiplicação, tiveram sua base mergulhada em solução padronizada do inóculo por 

cinco segundos e posteriormente foram introduzidos nos tubos de ensaio contendo 

meio de cultivo WPM com antibiótico. 

Os explantes foram então mantidos em sala de crescimento sob temperatura 

de 25±1ºC, fotoperíodo de 16 horas e intensidade luminosa de 40 μmol m-2 s-1 durante 

28 dias. 

O experimento foi conduzido em DIC, sendo observadas as respostas ao longo 

do tempo dos ensaios: T1 (B6 + 400 mg L-1 tetraciclina) e T2 (B11 + 500 mg L-1 

tetraciclina). A unidade experimental foi constituída de 20 tubos de ensaio contendo 

um explante em cada tubo. 
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Aos 14 e 28 dias após a inoculação (DAI) foram avaliados por meio de 

atribuição de notas, segundo método adotado por Esposito-Polesi (2011), os 

parâmetros de vigor e manifestação bacteriana. Além disso, a oxidação dos explantes 

foi avaliada indiretamente por meio da avaliação do escurecimento do meio de cultura 

ou da planta como proposto por Oliveira et al. (2016). Os parâmetros utilizados como 

referência para as atribuições de notas estão apresentados na tabela 3 e figura 6. 

 

Tabela 2 - Variáveis e parâmetros utilizados para atribuição de notas. 

Variáveis Pontuação atribuída para os parâmetros adotados 

 
Vigor dos explantes 

0 - Nulo - senescência ou morte do explante 
1 - Médio - crescimento reduzido do explante 
2 - Alto - crescimento ativo do explante 

 
Manifestação bacteriana 

0 - Nulo - manifestação ausente 
1 - Médio - manifestação moderada 
2 - Alto - manifestação intensa 

 
Oxidação dos explantes 

0 - Nulo - sem oxidação do explante 
1 - Médio - reduzida oxidação do explante 
2 - Alto - alta oxidação do explante 

Fonte: Próprio autor. 

 

Figura 6 - Escala de notas para variável vigor e oxidação dos explantes. 

 

Senescência ou morte do explante (A), crescimento reduzido do explante (B), crescimento ativo do 
explante (C), sem oxidação do explante (D), reduzida oxidação do explante (E) e alta oxidação do 
explante (F). 
Fonte: Próprio autor. 
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Os dados obtidos neste experimento II foram analisados através do software 

SISVAR (FERREIRA, 2019), sendo realizada a análise de variância (ANOVA) e 

aplicado o teste de Tukey a 5% de probabilidade para detectar as diferenças 

estatísticas entre o fator avaliado (dias). 

 

4    RESULTADOS  

 

4.1 EXPERIMENTO I:  isolamento, testes de sensibilidade e controle   

 

A partir da análise de variância, os fatores isolados (antibiótico e concentração), 

assim como a interação entre eles apresentaram resultados significativos (p<0,01) 

(tabela 4). Isso evidencia que o uso dos antibióticos ampicilina e tetraciclina nas 

concentrações utilizadas promoveram efeito nas bactérias estudadas.  

 

Tabela 3 - Resumo da análise de variância e médias dos tratamentos para os 
fatores bactérias, antibióticos, concentrações e suas interações no controle 
bacteriano no cultivo in vitro de hídridos de eucalipto, Três Lagoas, Brasil. 

FV DM 

GL QM p-valor 

Bactérias 1 0,0013 0,79ns 
Antibióticos 1 67,3500 0,00** 

Concentrações 5 3,1297 0,00** 
Bactérias*Antibiótico 1 0,0013 0,79ns 

Bactérias*Concentrações 5 0,0330 0,14ns 
Antibióticos*Concentrações 5 3,1297 0,00** 

Bactérias*Antibióticos*Concentrações 5 0,0330 0,14ns 

Média Geral 0,7491 

CV (%) 18,70 

Bactérias Médias 

B6 0,7458 
0,7525 B11 

Antibióticos Médias 

Ampicilina 0,0000 
1,4983 Tetraciclina 

Concentrações (mg L-1)   Médias 

0 0,0000 
0,6550 
0,8125 
0,9500 
1,0500 
1,0275 

100 
200 
300 
400 
500 

** e ns, significativo a 1% e não-significativo, respectivamente, pelo Teste F. 
Fonte: Próprio autor. 
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Com base no teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro e nas médias 

observadas, o antibiótico tetraciclina apresentou o melhor desempenho em 

comparação a ampicilina (tabela 5), pois obtivemos o crescimento do halo de inibição 

nos tratamentos os quais discos de papel foram impregnados com o antibiótico 

tetraciclina, por outro lado, aqueles impregnados com o antibiótico ampicilina não 

apresentaram crescimento do halo, ou seja, não ocorreu a inibição (figura 7). 

 

Tabela 4 - Valores médios do halo de inibição das bactérias B6 e B11 formados 
quando submetidos aos antibióticos ampicilina e tetraciclina. 

                                                          Médias 

Antibiótico B6 B11 

Ampicilina 0,000 b 0,000 b 

Tetraciclina 1,491 a 1,505 a 
Médias seguidas pela mesma letra na coluna não diferem entre si estatisticamente pelo teste de Tukey 
a 5% de probabilidade.  
Fonte: Próprio autor. 

 

Figura 7 - Antibiograma por disco-difusão em ágar para as bactérias B6 e B11 
submetidas aos antibióticos ampicilina e tetraciclina. 

 
Bactéria B6 + antibiótico ampicilina (A), bactéria B6 + antibiótico tetraciclina (B), bactéria B11 + 
antibiótico ampicilina (C) e bactéria B11 + antibiótico tetraciclina (D). 
Fonte: Próprio autor. 
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A ampicilina é um antimicrobiano semi-sintético da classe dos 𝛽-lactâmicos. 

Sendo assim, tem como sua morfologia a presença de um anel 𝛽-lactâmico, e como 

mecanismo de ação interfere na síntese de parede celular das bactérias impedindo a 

transpeptidação. Derivada da penicilina G que tem como alvo principal bactérias 

Gram-positivas, a ampicilina possui uma mudança química na estrutura da penicilina 

G, alterando desta forma as suas características. Com isto, a ampicilina assim como 

a carbenicilina são antibióticos que também são eficazes contra bactérias Gram-

negativas (MADIGAN et al., 2016). 

Embora a ampicilina seja um antibiótico de amplo espectro, ou seja, eficaz 

contra ambos os grupos, e de ação bactericida, quando controla o microrganismo 

erradicando-o, no antibiograma por disco-difusão estudado independente das 

bactérias selecionadas serem dos dois grupos B6 (Gram-negativa) e B11 (Gram-

positiva), não obtivemos efetividade deste antibiótico no controle das cepas, 

independente da concentração. 

A tetraciclina, pertencente à classe das tetraciclinas, possui na sua morfologia-

base a presença de um anel naftaceno o qual atacam as bactérias interferindo na 

síntese de proteínas, bloqueando o receptor na unidade ribossomal 30S que se liga 

ao t-RNA durante a tradução gênica. Este antibiótico é um dos antimicrobianos de 

ocorrência natural que possui amplo espectro e ação bacteriostática, ou seja, inibe o 

desenvolvimento das bactérias (ANVISA, 2007; MADIGAN et al., 2016). 

Pela análise de regressão, observamos que, quanto maior a concentração 

utilizada, melhor e mais rápida 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 -  Regressão do fator concentração da solução antimicrobiana de 

Tetraciclina para bactéria B6 em relação ao diâmetro médio do halo de inibição 

formado. 

 

Fonte: Próprio autor. 

 

Figura 9 - Regressão do fator concentração da solução antimicrobiana de 

Tetraciclina para bactéria B11 em relação ao diâmetro médio do halo de inibição 

formado. 

 

Fonte: Próprio autor. 
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Para cada bactéria, foi possível evidenciar diferença estatística entre os 

antibióticos testados e suas concentrações (tabela 6). Para a bactéria denominada 

B6, a partir da análise de regressão observamos que o antibiótico tetraciclina na 

concentração de 400 mg L-1 apresentou melhor desempenho no teste de sensibilidade 

quando comparado às demais concentrações, mostrando maior diâmetro de halo 

(figura 10). 

 Por outro lado, para a bactéria denominada B11, a partir da análise de 

regressão obtivemos que o antibiótico tetraciclina na concentração de 500 mg L-1 

apresentou melhor resposta ao teste de sensibilidade apontando maior diâmetro de 

halo (figura 11). 

 

Tabela 5 - Médias do desdobramento do fator concentração com o fator antibiótico. 

                                                 Halo de inibição (cm) 

  B6 B11 

 Antibiótico Ampicilina Tetraciclina Ampicilina Tetraciclina 

 
 

Concentrações 
(mg L-1)   

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 

200 0,000 B 1,530 A 0,000 B 1,720 A 

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 

Regressão   - 97,82% - 98,94% 
Médias seguidas pela mesma letra maiúscula na linha não diferem entre si estatisticamente pelo teste de Tukey 
a 5% de probabilidade. 
Fonte: Próprio autor. 

 

Entre os dois antimicrobianos testados tanto para bactéria B6 quanto para 

bactéria B11, a ampicilina em todas as concentrações utilizadas não promoveu o 

crescimento do halo de inibição. Por outro lado, a tetraciclina em todos os tratamentos, 

exceto o tratamento controle, apresentou crescimento do halo de inibição em ambas 

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

 

 

 

 

 

 



38 
 

Figura 10 - Desdobramento dos fatores concentração e antibiótico para bactéria B6 

em relação ao diâmetro médio do halo de inibição formado. 

 

Fonte: Próprio autor. 

 

Figura 11 - Desdobramento dos fatores concentração e antibiótico para bactéria B11 

em relação ao diâmetro médio do halo de inibição formado. 

Fonte: Próprio autor. 

 

4.2 EXPERIMENTO II: resposta da interação entre planta, bactéria e antibiótico 

  

Com base nos resultados da análise de variância (tabela 7), foi possível 
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antibiótico tetraciclina promoveram resultados distintos em relação as variáveis 

avaliadas. Para a variável vigor dos explantes foram encontrados resultados 

significativos (p<0,01) para bactéria B11 e não significativos (p>0,05) para bactéria 

B6. Para a variável oxidação na bactéria B6 não obtivemos resultados significativos, 

ao contrário da bactéria B11 onde resultados significativos a 5% foram obtidos. Por 

outro lado, para a variável manifestação bacteriana não houve diferença estatística a 

partir da análise de variância, pois o controle das bactérias foi efetivo, não ocorrendo 

sua presença durante o ensaio. 

 

Tabela 6 - Análise de variância e médias para as variáveis vigor dos explantes (VE) 
e oxidação (OXI) para B6 e B11. 

 B6 B11 

      VE OXI VE OXI 

     FV QM 

     Dias 1,225ns 0,625ns 2,025** 1,225* 

     Média Geral 0,825 1,275 0,825 1,225 

     CV (%) 69,66 34,49 61,40 36,87 

*, ** e ns, significativo a 5%, 1% e não-significativo, respectivamente, pelo Teste F. 
Fonte: Próprio autor. 

 
 

De acordo com a escala de notas utilizada neste trabalho e pelo teste de Tukey 

a 5% de significância (figura 12) foi possível observar que o vigor dos explantes na 

bactéria B6 não apresentaram diferença estatística em relação aos dias de avaliação. 

Em contrapartida, para a bactéria B11 obtivemos diferença estatística. 
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Figura 12 - Média das notas atribuídas para variável vigor dos explantes em relação 

aos 14 e 28 DAI para as bactérias B6 e B11. 

 

Médias seguidas pela mesma letra não diferem entre si estatisticamente pelo teste de Tukey a 
5% de probabilidade. 
Fonte: Próprio autor. 

 

Baseado na figura 12 podemos observar que da primeira para a segunda 

avaliação em relação a bactéria B6 e B11 os ensaios exibiram uma queda no vigor 

dos explantes, seguida da morte do mesmo na região inferior ao decorrer do ensaio, 

se aproximando da pontuação atribuída como nula, em que ocorre a senescência ou 

morte do explante, podendo este efeito ter tido influência ou não do antimicrobiano 

utilizado ou da bactéria, alterando negativamente esse parâmetro, inibindo o 

desenvolvimento vegetal. 

Na figura 13 podemos nos atentar à diferença visual entre as observações 

realizadas no ensaio ao dia da inoculação, 14 DAI e 28 DAI em relação ao vigor dos 

explantes.  
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Figura 13 - Vigor dos explantes de eucalipto ao decorrer do ensaio. 

 
Vigor dos explantes após a inoculação (A), vigor dos explantes aos 14 DAI (B) e vigor dos explantes 
aos 28 DAI (C). 
Fonte: Próprio autor. 

 

Com relação a variável oxidação dos explantes, segundo o teste de Tukey a 

5% de significância, para a bactéria B6 não obtivemos diferença estatística em relação 

aos dias de avaliação. Já para a bactéria B11 a diferença estatística foi notada 

comparando as médias das notas obtidas nas duas avaliações (figura 14). 
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Figura 14 - Média das notas atribuídas para variável oxidação em relação aos 14 e 

28 DAI para as bactérias B6 e B11. 

 
Médias seguidas pela mesma letra não diferem entre si estatisticamente pelo teste de Tukey a 5% de 
probabilidade. 
Fonte: Próprio autor. 

 

Na figura 14 podemos observar que da primeira para segunda avaliação a 

oxidação apresentou um aumento, se mantendo entre a escala de nota média e alta 

atribuída para oxidação dos explantes. Neste caso, as concentrações do antibiótico 

tetraciclina utilizadas ou o período do subcultivo da cultura (28 dias). 

Nas observações visuais, foi possível constatar para ambas as bactérias que 

toda a base do explante mergulhada no inóculo e que estava em contato com o meio 

de cultivo apresentou escurecimento logo nos primeiros dias in vitro, assim como o 

próprio meio de cultivo, ocorrendo em sequência a morte das folhas das extremidades 

para o centro do explante (figura 15 e 16).  

Além das características constatadas acima, a clorose e a senescência das 

folhas também foram observados ao decorrer dos 28 dias de avaliação como 

mostrado na (figura 15 e 16). Estes aspectos gerais se mostraram presentes desde a 

primeira avaliação aos 14 DAI se tornando mais persistentes na segunda avaliação 

aos 28 DAI. 
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Figura 15 - Desenvolvimento dos explantes contaminados com a bactéria B6 no 

meio de cultivo com adição de 400 mg L-1 de tetraciclina aos 14 e 28 DAI. 

 
Fonte: Próprio autor. 
 

Figura 16 - Desenvolvimento dos explantes contaminados com a bactéria B11 no 

meio de cultivo com adição de 500 mg L-1 de tetraciclina aos 14 e 28 DAI. 

 
Fonte: Próprio autor. 
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5        DISCUSSÃO 

 

Assim como Pereira et al. (2003) estudando o controle de bactérias endofíticas 

no cultivo in vitro de Solanum tuberosum (batata) por meio de antibióticos, a 

tetraciclina apontou o maior espectro de ação em relação aos outros antibióticos 

testados controlando seis de oito estirpes isoladas, corroborando com nossos 

resultados. 

Cunha et al. (2006) testando nove antibióticos por meio de antibiograma de 

disco-difusão para o controle de três bactérias fitopatogênicas que causam mancha 

foliar e senescência de folhas em mudas de Eucalyptus spp. (eucalipto), a 

oxitetraciclina foi efetiva na inibição de um destes isolados, e tal antibiótico faz parte 

da classe das tetraciclinas. 

Dados semelhantes aos encontrados neste trabalho foram relatados por 

Chanprame et al. (1996), em que o antibiótico ampicilina não foi eficaz nas 

concentrações testadas. 

Andrade et al. (2008), desenvolvendo protocolos para descontaminação de 

explantes de Mangifera indica L. (mangueira), em que uma das bactérias endógenas 

estudadas apresentou resistência ao antibiótico ampicilina na concentração de 150 

mg L-1 assim como no antibiótico tetraciclina na mesma concentração. 

 Brandão et al. (2013), na germinação in vitro de sementes de Copaifera 

multijuga Hayne (copaíba), utilizaram o agente bactericida ampicilina na dose de 500 

mg L-1 e obtiveram 20% de contaminação bacteriana, demonstrando que o mesmo 

possui menor ação na assepsia de sementes. Em contrapartida, o mesmo autor 

trabalhando com a descontaminação de explantes de Carapa guianensis Aublet 

(andiroba) e Protium spruceanum Benth (breu branco), a ampicilina se mostrou 

eficiente, evidenciando as menores taxas de contaminação por bactérias. 

Resultados semelhantes a esse autor, distintos dos verificados neste trabalho, 

foram encontrados para diversas culturas. Donato et al. (2005) testando dez 

antibióticos no controle de bactérias fixadoras de nitrogênio na cultura da Saccharum 

sp. (cana-de-açúcar), observou que entre amoxicilina e tetraciclina, a amoxicilina 

apresentou melhores resultados. O antibiótico amoxicilina pertencente a classe dos 

𝛽-lactâmicos assim como a ampicilina que neste trabalho apresentou pior controle 

quando comparado a tetraciclina.  
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Araújo et al. (2012) com o objetivo de controlar contaminações na 

micropropagação de Myrciaria dubia (H.B.K) McVaugh (camu-camuzeiro), obteve 

eficiência na suplementação do meio de cultura com o antibiótico ampicilina, mesmo 

na concentração mais baixa utilizada de 100 mg L-1.  

Resultado semelhante foi mostrado por Pereira et al. (2014), adicionando ao 

meio de cultura o antibiótico ampicilina sódica para o cultivo in vitro de Musa sp. 

(bananeira), que na concentração de 20 mg L-1 tal antimicrobiano reduziu a 

contaminação por bactérias, além da taxa de oxidação dos explantes. 

Palú et al. (2011) trabalhando no controle de bactérias endógenas na 

micropropagação de Ficus carica L. (figueira), adicionando seis diferentes tipos de 

antibióticos ao meio de cultivo, concluiu que a ampicilina sódica proporcionou 90% da 

sobrevivência dos explantes, além de inibir o crescimento de bactérias na 

concentração de 250 mg L-1. 

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 açúcar respectivamente.  

 Diante dos resultados dos trabalhos citados, nota-se que existem divergências 

em relação à ação dos antibióticos.  A partir dos resultados alcançados neste trabalho, 

as concentrações do antibiótico tetraciclina apresentaram os melhores resultados para 

o controle das bactérias B6 e B11 nas concentrações de 400 e 500 mg L-1 

respectivamente. 

Como relatado por Palú et al. (2011), as menores taxas de sobrevivência de 

explantes de figueira ocorreram na presença de 500 mg L-1 do antibiótico 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 fitotóxico, não havendo 

sobrevivência a partir das concentrações de 128 mg L-1 e redução da taxa de 

multiplicação a partir de 32 mg L-1, o qual afetou severamente o desenvolvimento in 

vitro desta cultura. 

Por conta de distúrbios na síntese proteica e ação inibitória na síntese de 

alguns compostos, os sistemas energéticos da planta são afetados por conta deste 

antibiótico, causando ação fitotóxica (PRADO FILHO, 1975; FALKINER, 1990). 

Estes tipos de antibióticos por possuírem mecanismos de ação específicos 

para diferentes grupos de bactérias (síntese de parede celular, síntese 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 concentração, 

problemas com fitotoxicidade podem surgir durante o ciclo in vitro da cultura 

(PEREIRA e FORTES, 2003; PALÚ, 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 contaminações quanto o tratamento curativo do 

material vegetal com este antimicrobiano podem ter maior eficiência quando os 

tratamentos são realizados durante curtos períodos.  

Embora seja considerada um antibiótico de amplo espectro, a tetraciclina tem 

utilidade limitada na cultura de tecidos justamente devido a sua alta fitotoxicidade. O 

sintoma mais comum deste distúrbio é a falta de produção de clorofila pela folha em 

virtude da destruição que o antibiótico causa nos cloroplastos, denominado de clorose 

(POLLOCK et al., 1983).   

Devido a destruição dos cloroplastos, a senescência foliar entra em processo, 

com a degradação de membranas, perda de estrutura, organização celular e função 

das organelas. Com isso, é atingido o estágio terminal do desenvolvimento biológico 

vegetal, sendo capaz de ocorrer na planta inteira ou limitado a alguns órgãos 

(THOMPSON et al., 1998; BUCHANAN-WOLLASTON, 1997; GAN e AMASINO, 

1996). 

Esta fase em questão pode ser acelerada sob as condições adversas que 

podem ocorrer durante o cultivo in vitro dos explantes e as altas concentrações do 

antibiótico tetraciclina, interferindo na sua sobrevivência (CUQUEL, 2000; PEREIRA 

e FORTES, 2003; PALÚ, 2011). 

No cultivo in vitro de espécies lenhosas, o processo de oxidação dos explantes 

pode ser comumente ocasionado pela liberação de exsudatos após ferimentos e 

injúrias realizado no repique dos mesmos antes da inoculação, 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 

oxidação pode ser causada também pelos próprios compostos nutricionais e outros 

presentes no meio de cultura.  

Com isso, a presença de agentes antimicrobianos no meio de cultura, como a 

tetraciclina, o antibiótico gentamicina, cloranfenicol, ácido nalidícico, tetracicliona, 

norfloxacina, oxitetraciclina, eritromicina e sulfato de canamicina, podem vir a ser 
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tóxicos para células vegetais, ocasionando oxidação e perda do desenvolvimento 

vegetativo dos explantes, tornando-se então não recomendados para uso na 

micropropagação de algumas culturas e espécies (LEONE, 2013; ARAÚJO et al., 

2012; PALÚ 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), dá ênfase ao PPMTM, um 

biocida e fungicida de amplo espectro, em que desde que foi introduzido no mercado 

têm obtido sucesso no controle de microrganismos na cultura de tecidos. É estável a 

autoclavagem e impede o desenvolvimento de resistência pelos microrganismos, já 

testado na cultura da videira, citrus, mamão, 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 são uma ameaça contínua à cultura de tecidos vegetais tem sido 

com o avanço da biotecnologia na produção agrícola cada vez mais aprofundados e 

aperfeiçoados, otimizando a produção e incrementando novos protocolos assertivos 

ao mercado. 

 

5  CONCLUSÕES 

 

O antibiótico ampicilina não foi eficaz no controle das bactérias selecionadas 

no cultivo in vitro de híbridos comerciais de eucalipto. 

O antibiótico tetraciclina foi eficaz no controle das bactérias B6 e B11 em 

concentrações a partir de 100 mg L-1, tendo a melhor resposta de controle no uso de 

400 mg L-1 para B6 e 500 mg L-1 para B11.  

O antimicrobiano tetraciclina nas concentrações 400 e 500 mg L-1 controlou a 

manifestação bacteriana, porém interferiu no desenvolvimento vegetativo in vitro dos 

explantes do híbrido comercial de eucalipto, apresentando baixo vigor e alta oxidação. 

No cultivo in vitro de Eucalyptus, estudos comparativos entre os agentes 

antimicrobianos comerciais e os antibióticos laboratoriais devem ser realizados, tendo 

como foco o aperfeiçoamento dos protocolos de desinfestação que consigam controlar 

a contaminação microbiana sem que os agentes interfiram no desenvolvimento e 

crescimento da planta in vitro. 
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