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USO DE ANTIBIOTICOS PARA O CONTROLE
DE BACTERIAS ENDOGENAS VISANDO A
MICROPROPAGACAO DA FIGUEIRA!

EDNAMAR GABRIELA PALUZ LUIZ DE SOUZA CORREAS3,
ALINE NAMIE SUZUKI*, APARECIDA CONCEICAO BOLIANT

RESUMO- A descontaminagdo dos explantes ¢ um dos principios basicos para o sucesso da cultura de
tecidos. Um dos problemas diagnosticados na propagacao in vitro da figueira, através de gemas apicais, ¢ a
contaminagdo endogena dos explantes por bactérias. Este trabalho teve como objetivo avaliar a eficiéncia de
alguns antibidticos em meio de cultura para o controle de bactérias enddgenas em gemas apicais de figueira.
Foram avaliados os seguintes tratamentos: T (sem adigdo de antibiotico); T, (30 mg L' de cloranfenicol); T,
(250 mg L' de ampicilina sédica); T, (500 mg L' de 4cido nalidicico); T, (150 mg L' de cefalotina sédica);
T, (500 mg L' de tetraciclina), e T, (400 mg L' de norfloxacina). Apds coletados em campo, os segmentos
de ramos contendo as gemas foram colocados em recipiente com agua corrente. Posteriormente, as gemas
apicais foram imersas em alcool etilico a 70% e hipoclorito de sodio a 2,5%. Todo procedimento de desin-
festagdo externa dos explantes foi realizado em camara de fluxo laminar. Os explantes foram inoculados
em tubos de ensaio contendo 15 mL de meio basico MS suplementado, ap6s a autoclavagem, com as doses
de antibioticos de acordo com os tratamentos estabelecidos. Apds a inoculagdo, os explantes foram man-
tidos em sala de crescimento por quatro dias no escuro e, em seguida, sob fotoperiodo de 16 horas de luz
branca fria e irradiancia de 25 pmol m s, na temperatura de 22 + 3°C. A assepsia realizada externamente
nos explantes foi suficiente para o controle de contaminagdo fungica, e a adi¢do de antibidticos ao meio,
apos autoclavagem, foi eficiente para o controle de bactérias enddgenas, cujo antibidtico ampicilina sddica
proporcionou mais de 90% de explantes sobreviventes.

Termos para indexacio: Ficus carica L., gema apical, assepsia, in vitro.

USE OF ANTIBIOTICS FOR THE CONTROL OF ENDOGENOUS
BACTERIA AIMING THE MICROPROPAGATION OF FIG TREES

ABSTRACT - The explants decontamination is one of the basic principles for the success of Tissue Culture.
One of the problems diagnosed in vitro propagation using fig shoot tips is the endogenous contamination of
the explants by bacteria. This study aimed to verify the efficiency of the addition of some antibiotics to the
culture medium to control potential endogenous bacteria in fig apical buds. It was evaluated the following
antibiotics added to the culture medium: T, (without antibiotic), T, (30 mg L' of chloramphenicol), T, (250
mg L' of ampicillin sodium), T, (500 mg L' of nalidicic acid), T, (150 mg L' of cephalothin sodium), T,
(500 mg L' of tetracycline) and T, (400 mg L' of norfloxacin). Once collected in the field the segments of
branches containing the gems were placed in a container with water and subsequently, the apical buds were
immersed in 70% ethyl alcohol and sodium hypochlorite 2.5%. All external disinfection procedure of the
explants was conducted in a laminar flow chamber. The explants were inoculated in test tubes containing
15 mL of enriched MS basal medium and with doses of antibiotics according to pre-established treatments.
After inoculation, the explants were kept in a growth chamber for four days in the dark and then under pho-
toperiods of 16 hours of cold white light and irradiance of 25 pmol m s at 22 + 3 © C. The results showed
that the explants external disinfection was sufficient to control fungal contamination and the addition of
antibiotics to the medium after autoclaving was effective to control of endogenous bacteria. The best result
was obtained with the antibiotic ampicillin sodium which provided more than 90% of survivor explants.
Index terms: Ficus carica L., apical buds, aseptic, in vitro.
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INTRODUCAO

O Brasil destaca-se como o maior produtor
de figo da América do Sul, ocupa a 11* colocagio
entre os principais produtores mundiais e € o segundo
exportador de figo in natura no mundo, superado
apenas pela Turquia (FOOD AGRICULTURAL
ORGANIZATION, 2008).

A estaquia ¢ o método de propagacdo mais
utilizado na cultura da figueira (Ficus carica L.) (FA-
CHINELLO et al., 2005). Mesmo proporcionando
elevados percentuais de enraizamento, a estaquia
acarreta intenso uso de mao de obra, contribuindo
para a elevagdo do custo da muda, além de disse-
minar patdégenos, como virus, fungos e nematoides,
reduzindo a qualidade final da muda.

A utilizagdo de mudas de alta qualidade ¢
um dos requisitos mais importantes para implanta-
¢do de pomares com maior longevidade ¢ elevada
produtividade. Em pomares comerciais, deve-se
buscar uniformidade de plantas e principalmente
dos frutos, de modo que eles estejam embasados em
plantas originadas por processos vegetativos, sendo
que um deles pode ser a micropropagagdo (MANICA
et al., 2003).

A propagacdo in vitro pode auxiliar na
producdo eficiente de mudas de figueira com alta
qualidade fitossanitaria e genética. De acordo com
Paiva (1998), esta técnica vem sendo aplicada com
sucesso para obtencdo de mudas sadias em grande
numero de espécies economicamente importantes ou
com dificuldades de propagagdo, realizando avan-
¢os importantes nas areas de genética, fisiologia e
fitopatologia. No entanto, para a cultura da figueira,
sd0 escassos os trabalhos realizados in vitro, conhe-
cendo-se pouco sobre o comportamento da planta, e
principalmente como ¢ realizado o estabelecimento
desta. Gerra e Costa (1987) e Barbosa et al. (1992)
relatam que a planta ¢ estabelecida in vitro através
da inoculagdo de meristemas ao meio de cultura, mas
nenhum dos autores cita a percentagem de explantes
sobreviventes apds a inoculagdo. Brum (2001) e Fra-
guas (2003) descrevem sobre a micropropagacdo da
figueira, mas em ambos os trabalhos realizados pelos
autores utilizam-se plantas ja estabelecidas in vitro.

Na cultura de tecidos, sdo essenciais o con-
trole e a prevengdo da contaminagdo microbiana,
pois o meio de cultura proporciona um ambiente
favoravel para o crescimento de microrganismos,
como bactérias, leveduras e fungos (DANTAS et
al., 2002), constituindo-se nas principais causas de
perdas de material vegetal.

Um dos problemas da micropropagacdo da
figueira através de gemas apicais ¢ a alta taxa de

contaminag¢do, principalmente por bactérias endo-
genas. Os contaminantes, especialmente as bactérias
endogenas, impdem consideraveis limitacdes mesmo
na fase de introducdo in vitro. Quando a contamina-
¢do por microrganismos ¢ exdgena, a possibilidade
de controle dos principais agentes contaminantes
(fungos e bactérias) ¢ consideravel. Quando a con-
taminagdo ¢ enddgena, as consequéncias podem
ser limitantes, podendo haver perda de tempo, de
recursos financeiros e de material genético (SOUZA
et al., 2006). Os antibioticos usados para o controle
de bactérias podem possuir agdo bacteriostatica, ¢
nao bactericida, serem fitotoxicos e favorecerem
alteragdes nas respostas morfogenéticas (GRATTA-
PAGLIA; MACHADO, 1990).

Diversas pesquisas tém sido realizadas para
a prevencdo ou eliminacdo dos contaminantes do
cultivo in vitro de plantas, desde o desenvolvimento
de protocolos de assepsia, cuidados com as plantas-
matrizes, até o uso de produtos antimicrobianos, adi-
cionados ao meio de cultura (PEREIRA et al., 2009).
Biasi (1995) testou a adi¢@o, ao meio de cultura, de
diferentes doses dos antibidticos acido nalixico, clo-
ranfenicol e estreptomicina, para o controle in vitro
de bactérias, em segmentos nodais e discos foliares
de abacateiro. Pereira et al. (2003) observaram que
a adigdo dos antibidticos ampicilina, cloranfenicol,
estreptomicina e tetraciclina, em concentragdes que
variam de 32 a 256 mg L !, inibem o crescimento
de bactérias contaminantes na cultura de tecidos da
batata (Solanum tuberosum L.).

Este trabalho teve por objetivo avaliar a
eficiéncia da descontaminacdo de gemas apicais de
figueira, utilizando-se de diferentes antibidticos, para
seu estabelecimento in vitro.

MATERIAL E METODOS

O trabalho foi conduzido no Laboratoério de
Biotecnologia pertencente a Faculdade de Enge-
nharia da UNESP - Campus de Ilha Solteira - SP,
em maio de 2009. Foram utilizadas gemas apicais
de figueira cv. Roxo de Valinhos, selecdo Gigante,
procedentes da colecdo do campo experimental da
Fazenda de Ensino, Pesquisa e Extensdo da Facul-
dade de Engenharia da UNESP - Campus de Ilha
Solteira, localizada em Selviria — MS.

O experimento foi constituido da adicao de
antibioticos ao meio de cultura. O delineamento
experimental foi o inteiramente casualizado, com
sete tratamentos, cinco repetigdes e sete gemas por
repeti¢do. Os tratamentos foram: T, (sem adigdo de
antibiotico); T, (30 mg L' de cloranfenicol); T, (250
mg L' de ampicilina sédica); T, (500 mg L' de 4cido
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nalidicico); T, (150 mg L' de cefalotina sodica); T,
(500 mg L' de tetraciclina), e T, (400 mg L' de nor-
floxacina). Os antibioticos e as doses testadas foram
estabelecidos de acordo com os trabalhos de Pereira
et al. (2003), Pereira e Fortes (2003), Donato et al.
(2005) e Naue et al. (2007).

O meio de cultura utilizado foi o MS (MU-
RASHIGE; SKOOG, 1962), suplementado com 20 g
L de sacarose ¢ 7,0 g L! de agar, com pH ajustado
para 5,7 £ 0,1, antes da autoclavagem a 120 °C com
1 Kgf cm?, durante vinte minutos. As doses dos
antibidticos correspondentes aos tratamentos foram
adicionadas ao meio de cultura apds a autoclavagem,
dentro da camara de fluxo laminar, e em seguida
foram vertidos 15 mL do meio nutritivo em tubos
de ensaio.

Apos coletados em campo, os segmentos
de ramos contendo as gemas foram colocados em
recipiente com agua corrente. Em seguida, as gemas
apicais foram seccionadas com bisturi esterilizado,
permitindo assim a redu¢do de seu tamanho. Para
desinfesta¢do superficial dos explantes, eles foram
submetidos a um protocolo previamente estabelecido,
realizado fora da cimara de fluxo laminar. Neste caso,
foram realizadas as seguintes etapas: 1°) os explantes
foram imersos em etanol a 70% durante 1 minuto,
lavados 3 vezes com agua destilada autoclavada; 2°)
imersos em uma solucdo de 2 g L' de methiltiofan
(fungicida) + 250 mg L' de cloranfenicol (antibio-
tico) durante 5 minutos e lavados 3 vezes com agua
destilada autoclavada; 3°) na sequéncia, os explantes
foram imersos durante 5 minutos em 250 mg L' de
acido citrico + 250 mg L' de acido ascorbico, e 4°)
imersos em hipoclorito de sédio (2,5% cloro ativo),
sob agitagdo constante, durante 15 minutos, e sua
lavagem foi realizada dentro da camara de fluxo
laminar, em condi¢des assépticas, onde as gemas
foram inoculadas ao meio de cultura com os res-
pectivos tratamentos. A fase de estabelecimento foi
realizada em sala de crescimento com temperatura 22
+ 3 °C, sendo mantidas durante os quatro primeiros
dias no escuro, e em seguida, em fotoperiodo de 16
horas de luz a uma intensidade luminosa de 30 pmol
m? s, Os explantes foram avaliados trinta dias apds
ainoculacdo. As varidveis avaliadas foram: explantes
contaminados por bactérias, oxidados e sobreviven-
tes, cujos valores foram expressos em percentagem.

Os dados obtidos foram transformados em
arco-seno \ x/100 de acordo com Banzatto e Kronka
(2006), visando a andlise de variancia. As médias dos
tratamentos foram comparadas pelo teste de Duncan,
a 5% de probabilidade.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os contaminantes bacterianos manifes-
taram-se, nos quinze primeiros dias, na base dos
explantes e no interior do meio de cultura. A bactéria
que se desenvolveu na base dos explantes foi identi-
ficada como Serratia spp., pelo Laboratorio de ana-
lises clinicas Sdo Marcos, localizado no municipio
de Ilha Solteira— SP. Segundo Anahory et al. (1998),
espécies do género Serratia geralmente sao isoladas
de plantas, cogumelos, musgos, trato digestivo dos
roedores (40% de pequenos mamiferos silvestres sdo
portadores de Serratia sp.), insetos, agua e solo. Uma
das espécies conhecidas é a S. ficaria, que pode ser
isolada de plantas e de insetos e é encontrada em um
determinado nicho ecoldgico, pois estd associada a
figueira brava (F. glabra), a figueira cultivada e aos
insetos que desempenham um papel importante na
fertilizagdo dessas plantas.

Nao houve contaminagdo fungica, prova-
velmente devido a eficiéncia da assepsia realizada
nos explantes antes da inoculagdo destes ao meio
de cultura. Kumar et al. (1998) também observaram
95% de eliminagdo de contaminantes fingicos em
gemas apicais de figueira, através da imersdo das
gemas em alcool a 70%, durante 30 segundos, e em
seguida em hipoclorito de s6dio a 1%, durante cinco
minutos. Cid e Zimmermann (2006) relatam que o
uso de compostos quimicos, como hipoclorito de
sodio, etanol e fungicidas nas doses e tempos certos,
podem ser eficientes para o controle da contaminagao
flngica em explantes coletados a campo.

Na Tabela 1, sdo apresentados os efeitos dos
tratamentos na redugdo da contaminagdo bacteriana,
na oxidag@o e sobrevivéncia dos explantes.

Para a variavel percentagem de contaminagio
bacteriana, verificou-se que ndo houve diferenga
significativa entre os tratamentos T, (sem antibi6tico)
e T, (cefalotina sodica 150 mg L), os quais propi-
ciaram maior percentagem de contaminago (51,43%
e 39,14%, respectivamente). Entre os demais trata-
mentos: T, (cloranfenicol 30 mg L™); T, (ampicilina
sodica 250 mg L™"); T, (4cido nalidixico 500 mg L™);
T, (tetraciclina 500 mg L"), e T, (norfloxacina 400
mg L) também ndo houve diferenga significativa
(Tabela 1). Pereira et al. (2003), estudando bactérias
endofiticas contaminantes da cultura in vitro da
batata (Solanun tuberosum), observaram que entre
doze antibidticos testados, seis apresentaram algum
tipo de controle e, destes, os melhores resultados
foram proporcionados pela ampicilina, cloranfenicol,
estreptomicina e tetraciclina.

Houve diferencgas significativas entre os
tratamentos em relagdo a percentagem de oxidagdo
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dos explantes, em que os tratamentos T, (ampicilina
sodica 250 mg L"), T, (sem anibiotico) e T, (cefa-
lotina sddica 150 mg L) apresentaram as menores
percentagens de oxidacdo, (0; 3,58 ¢ 8,91%, res-
pectivamente) (Tabela 1). A maior percentagem de
explantes sobreviventes, apos 30 dias de inoculagao,
ocorreu no tratamento T, (ampicilina sédica 250 mg
L"), em que 90,69% dos explantes se mantiveram
vivos e em desenvolvimento (Tabela 1).

Os dados obtidos estdo de acordo com
Pereira e Fortes (2003), que obtiveram os mesmos
resultados com relagdo a toxicidade de antibidticos
no cultivo in vitro de explantes de batatas ¢ relatam
que a adi¢@o de ampicilina sddica no meio de cultura
ndo afetou a sobrevivéncia e o desenvolvimento
dos explantes, mesmo nas mais altas concentra-
¢oes. Houve cerca de 100% de sobrevivéncia dos
explantes apos 21 dias de cultivo, indicando ndo
haver efeito fitotoxico deste antibidtico para esta
cultura. As menores taxas de sobrevivéncia dos
explantes ocorreram na presenga de cloranfenicol e
tetraciclina, concordando com o observado com os
explantes de figueira.

Um dos fatores limitantes ao uso dos anti-
bidticos adicionados ao meio nutritivo, juntamente
com o explante, ¢ a fitotoxidez dessas substancias,
principalmente devido ao uso comum de concentra-
¢oes elevadas. Segundo Cid e Zimmermann (2006),
os antibioticos podem afetar os processos sensiveis
dentro da bactéria (sintese de proteina, acidos nuc-
1€icos), e como a nivel molecular estes processos sdo

parecidos com os da célula vegetal, torna-se necessa-
rio ficar atento a problemas de fitotoxicidade, os quais
também sdo uma decorréncia da concentragdo usada.

A tetraciclina ¢ um antibidtico de amplo
espectro de agdo, mesmo assim seu uso deve ser
considerado restrito na cultura de tecidos, justamente
pelo alto grau de fitotoxicidade (POLLOCK et al.,
1983). A agdo fitotoxica ocorre, principalmente, em
virtude de distirbios da sintese proteica ¢ da agdo ini-
bitdria na sintese de ARNs e ATPs, interferindo, desta
forma, nos sistemas energéticos da planta (PRADO
FILHO, 1975). De acordo com Pollock et al. (1983),
ha eficiéncia no controle de contaminagdes quando
os tratamentos com este antibiotico sdo feitos durante
curtos periodos.

Quanto a fitotoxicidade do cloranfenicol,
pode ter ocorrido porque este antibidtico ¢ inibidor
da sintese proteica em plantas, podendo, em alguns
casos, interferir no desenvolvimento de cloroplastos
e mitocondrias (LEIFERT et al., 1991).

Koneman et al. (2001) citam que antibidticos
pertencentes ao grupo dos betalactanos, como a
ampicilina e a carbenicilina, as cefalosporinas (cefo-
taxime, cefaloridine, cefalotina) ¢ a rifampicina sdo
considerados antibidticos de amplo expectro, ativos
contra bactérias gram-positivas ¢ negativas, sendo
também pouco ou ndo toxicos aos cultivos in vitro.
Fato esse que se deve, possivelmente, a sua a¢do so-
bre sitios especificos da parede celular bacteriana, os
quais nao ocorrem em células de plantas (POLLOCK
et al. 1983).

TABELA 1 - Percentagem de explantes de figueira contaminados por bactérias, oxidados e sobreviventes,
submetidas a diferentes antibidticos adicionados ao meio de cultura. Ilha Solteira — SP, 2009.

Explantes
Tratamentos Contaminacio
Antibiéticos (mg L1)* bacteriana (%) Oxidados (%) Sobreviventes (%)
T, 51,43 a 3,58¢ 39,78 ¢
T, 13,44 b 30,82 ab 51,43 be
T, 00,60 b 0,00 ¢ 90,69 a
T, 00,60 b 2498 ab 66,50 b
T, 39,14 a 8,91 bc 45,05 be
T, 0531 b 54,42 a 34,12 ¢
T 05,00 b 5143 a 33,50 ¢

7

*T (sem adigdo de antibiotico); T, (30 mg L' de cloranfenicol); T, (250 mg L' de ampicilina sédica); T, (500 mg L' de 4cido nalidicico);

T, (150 mg L' de cefalotina sédica); T, (500 mg L' de tetraciclina), e T, (400 mg L' de norfloxacina).
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CONCLUSOES

1-A adicao de antibiotico ao meio de cultura
¢ necessaria para o controle da contaminagdo bacte-
riana em gemas apicais de figueira.

2-A ampicilina soédica, na concentragdo de
250 mg.L%, inibe o crescimento de bactérias in vitro,
apos a inoculag@o de gemas apicais de figueira, pro-
porcionando mais de 90% de explantes sobreviventes.

3-Nas dosagens testadas, os antibidticos
clorofenicol, acido nalidicico, tetracicliona e norflo-
xacina sao fitotoxicos para gemas apicais de figueira.
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