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RESUMO:

Buscando reduzir a contaminag¢ao endofitica durante o processo de
micropropagacao de um clone de Eucalyptus grandis in vitro, foram
realizados testes utilizando a técnica de sonicagao. Foram
experimentados oito tratamentos, variando pulsos de trés, seis e nove
segundos, com e sem a adi¢cao do antibidtico cefotaxima. Dois controles
foram estabelecidos: um sem sonicacao em meio JADS padrao e outro
sem sonicagao, porém com a presencga de cefotaxima no meio. Os
resultados demonstraram a viabilidade do processo, destacando a eficaz
reducao da contaminacao quando o explante foi submetido a nove

segundos de sonicagcao em meio contendo cefotaxima.
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1. Introducao

A cultura de tecido desempenha um papel crucial nos estudos de
diversas plantas, incluindo o eucalipto. A micropropagacao in vitro
emerge como uma ferramenta indispensavel, sendo conduzida em
condic¢des assépticas para evitar contaminacao (CID, 2014). A preservacao
da integridade do material vegetal € essencial, pois apdés multiplos
subcultivos, ocorre a liberacao de bactérias endofiticas em algumas
culturas (POLESI, 2020), apresentando desafios significativos para o

desenvolvimento das plantas.

A contaminacao por microrganismos, como fungos, leveduras, bactérias,
virus e viroides, pode resultar no descarte de material valioso,
comprometendo a eficacia do processo (HERMAN, 1990). Diante disso, é
imperativo desenvolver técnicas que minimizem a ocorréncia e
disseminag¢ao da contaminac¢ao. Reconhecendo a fragilidade das células
bacterianas em comparagao com os vegetais, a sonicacao surge como
uma ferramenta promissora para romper as células, tornando-se um

aliado no controle da contaminacao.

A compreensao dos microrganismos presentes no sistema in vitro é
crucial para tomar decisdes acertadas sobre a manutencao ou descarte
das plantulas. A identificacao de organismos enddgenos, muitas vezes
mutualisticos com a planta, destaca a complexidade na diferenciacao
entre beneficio e patogenicidade, sendo essencial adotar estratégias de

controle.

O uso criterioso de antibioticos desempenha um papel fundamental na
prevencao de contaminagdes bacterianas, garantindo o sucesso das
culturas de tecidos. A Cefotaxima, pertencente a classe dos beta-
lactamicos, destaca-se por sua eficacia contra bactérias Gram-positivas e

Gram-negativas, sem afetar as células vegetais (POLLOCK et al., 1983). A



cuidadosa selecao e concentracao de antibioticos sao essenciais para

evitar efeitos adversos, assegurando conformidade ética e regulamentar.

Além disso, a sonicagao, amplamente utilizada na extracao de compostos
fendlicos em plantas (TEIXEIRA, 2018), apresenta potencial para otimizar a
desinfestacao quando associada a agentes antimicrobianos. A
abordagem busca reduzir o tempo necessario para a penetracao dos

antibidticos, maximizando a eficiéncia do processo.

Nesse contexto, este estudo teve como objetivo avaliar o impacto da
sonicacao no auxilio ao controle e reducao da contaminacao endofitica

em Eucalyptus grandis quando utilizado o antibidtico cefotaxima.

2. Material e Métodos

Para o presente estudo, foi utilizado um clone tetraploide de Eucalyptus
grandis existentes em banco clonal “in vitro” e cultivados em meio JADS,
definido por correia (1995), acrescidos de 0,5 mg L' de BAP(6-
benzilaminopurina) + 0,01 mg L' de ANA (acido naftalenoacético) e com 6
mg L de dgar para fixacdo. Os tratamentos possuiam um explante por
tubo, tendo um total de 10 tubos por tratamento, todos explantes foram
previamente padronizados sem raiz ou calo, com 0,5 cm de altura e
possuindo gema apical. Os explantes foram submetidos a diferentes
pulsos de tempo durante a sonicacao e alguns submetidos a sonicacao

mais a presenca de cefotaxima, conforme descrito a seguir:

-1° tratamento — Controle positivo. Os explantes foram inseridos no tubo
de ensaio contendo o meio de cultura estabelecido.

-2° tratamento — Os explantes foram sonicados em tubo falcon contendo
meio JADS liquido por 3 segundos. Posteriormente inseridos no meio
padrao estabelecido.

-3° tratamento — Os explantes foram sonicados em tubo falcon contendo
meio JADS liquido por 6 segundos. Posteriormente inseridos no meio
padrao estabelecido.

-4° tratamento — Os explantes foram sonicados em tubo falcon contendo



meio JADS liquido por 9 segundos. Posteriormente inseridos no meio
padrao estabelecido.

-5° tratamento — Os explantes foram sonicados em tubo falcon contendo
meio JADS liquido + 1 ml L de cefotaxima por 3 segundos.
Posteriormente inseridos em meio padrao acrescido de cefotaxima.

-6° tratamento — Os explantes foram sonicados em tubo falcon contendo
meio JADS liquido + 1 ml L' de cefotaxima por 6 segundos.
Posteriormente inseridos em meio padrao acrescido de cefotaxima.

-7° tratamento — Os explantes foram sonicados em tubo falcon contendo
meio JADS liquido + 1 ml L de cefotaxima por 9 segundos.
Posteriormente inseridos em meio padrao acrescido de cefotaxima.

-8° tratamento — Controle Negativo. Os explantes foram inseridos no tubo

de ensaio contendo o meio de cultura estabelecido + cefotaxima.

Os tratamentos foram acomodados em grades para tubos de ensaio (50
ml), seguindo fileira que acomoda até 10 tubos. O material foi mantido em
sala de cultivo com fotoperiodo de 16 horas, com temperatura constante
de 25+ 2° C, exposto a luz led. A avaliacao do experimento ocorreu 30 dias

apos a implantacao.

Das analises estatisticas fez-se o teste de amostras independentes no

software SPSS, com 95% de confiabilidade.

Além disso fez-se a porcentagem de contaminacao por tratamento,
analisando tubo a tubo. Atribui-se valor O quando nao houve nenhuma
contaminacdo, 1 para pouca contaminacdo, 2 para contaminacao

intermediaria e 3 para muito contaminada.

FIGURA 1. Diferentes niveis de contaminacao.
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3. Resultados e Discussao

Foi observado que todos os tratamentos obtiveram um nivel de
contaminacao, exceto o tratamento sete, tratamento de maior tempo de
exposicao a sonicacao e com presenca de cefotaxima. Os tratamentos
gue tiveram repeticdes com auséncia de contaminacao foram os
tratamentos cinco e oito, ambos com presenca de cefotaxina. Para os
tratamentos sem antibidtico foi observado que todas as repeticdes
tiveram algum nivel de contaminagao. Também podemos observar que o
Unico tratamento que teve 100% de pouca contaminacao foi aquele que
nao foi exposto a sonicacao, os demais sofreram estresse nos processos de

pulso.

TABELA 1. Porcentagem do nivel de contaminacao para cada tratamento.

% Contaminacao
Tratamento Intermediar .
Ausente Pouca . Muita
s 1a
1 0] 100 0 0
2 0] 40 40 20
3 0] 90 10 0
4 0] 90 10 0




6 0 50 50 0]
7 100 0 0] 0
8 40 50 10 0

Os resultados de analises de variancia mostraram diferencas significativas
(P <0,05) para interagao entre os tratamentos em relacao aos controles. O
tratamento sonicado por trés segundos (tratamento cinco) e que estava
com cefotaxima em relacao ao controle positivo obteve variancias pouco
diferentes ou iguais e nesse caso a sonicagao nao afetou a contaminacao.
Esse mesmo tratamento cinco em relagao ao controle com cefotaxima, as
variancias foram estatisticamente diferentes, nesse caso também nao
houve relacao entre esses tratamentos de acordo com o teste T. Outra
interacao necessaria a observar € a relacao entre o tratamento sete
(sonicado por nove segundos com presenca de cefotaxima ao meio), e o
controle apenas com cefotaxima. O tratamento sete nao apresentou
nenhuma contaminac¢ao e quando analisado a com o controle de
cefotaxima a variancia apresentou pouca diferenca ou igualdade. Nesse

caso ha relacao desses tratamentos.

4. Conclusao

Com base nos dados encontrados para a contaminacao infere-se que os
explantes que sofreram sonicagdo passaram por stress e
consequentemente houve aparicao em maior nivel de contaminacao
endofitica, isso para aqueles com e sem presenca de cefotaxima. Essa
afirmacao, exclui a sonicacao por nove segundos com presenca de
cefotaxima, esse tratamento nao obteve nenhuma contaminacao, assim,
pressupde que a sonicacao por esse tempo faz com que a cefotaxima
funcione de forma mais eficiente, reduzindo drasticamente a

contaminacao. Portanto na intencao de diminuir a contaminagao



endofitica em um explante de Eucalyptus grandis pode-se utilizar a

sonicacao por nove segundos em mMmeio onde ha presenca de cefotaxina.
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