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    RESUMO

Sementes de aipo, beringela, cebola, e tomate, bem como, gemas axilares de
mandioca  foram inoculadas, in vitro, em meio SP, suplementado com 100 mg/l
de cefotaxima sódica  sob condições ambientais de temperatura de 27 ± 2 °C,
irradiância de 50 µm m-2 s-1 e fotoperíodo de 16 h. No tocante à germinação das
sementes e crescimento das plântulas, não foi observado nenhum efeito
fitotóxico quando comparados os resultados dos tratamentos com os dos
controles e, no caso da germinação, em geral, as percentagens dos controles
foram inferiores, por causa da contaminação bacteriana. Respeito às gemas
axilares de mandioca, tampouco foram observados diferenças de crescimento
entre os brotos mantidos no antibiótico e controles, sendo que a indução e
crescimento das raízes adventícias tampouco foram afetadas. Com base nestes
resultados, espera-se usar este antibiótico, na concentração testada, como
medida complementar ao procedimento de assepsia, nos casos em que se
constate nos explantes, uma persistente fitobacteriose.
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Effect of cefotaxime on
germination, growth and
axillary buds under in vitro
conditions.

   ABSTRACT

Seeds, from cellery, eggplant, onion, and tomato, as well as cassava axillary
buds were inoculated in vitro onto SP medium, with  or without 100 mg/L
sodium cefotaxime under  temperature of 27 ± 2 °C, irradiance of 50 µm m-2 s-1

and photoperiod of 16 h light. Compared to controls, no phytotoxic effects were
detected during germination and plantlet growth. Due to bacteria contamination,
the germination percentage in the control was lower than in presence of
antibiotic. No significant differences were observed between cassava axillary
buds kept in cefotaxime and the controls. Adventitious root growth was not
affected by the treatment. Results indicate that this antibiotic at the
concentration evaluated is helpful in controlling persistent bacterial
contamintations without affecting the development of seeds and axillary buds.
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INTRODUÇÃO

A cultura de tecidos é uma técnica que visa propagar plantas in vitro, embora
também possa ser usada em estudos de caráter mais básicos como por exemplo:
mutagênese, apoptose, morfogênese, ação hormonal, radicais livres, variação  de
DNA , etc (IBRAHIM, et al., 1998; PEDROSO, et al., 2000; MARTINELLI, et al.,
2001; REDDY, et al., 2002; TIAN et al., 2003; ZORINIANTS, et al., 2003).

No tocante à propagação de plantas in vitro, micropropagação, a cultura de
tecidos tem contribuído eficazmente na propagação de material clonal de impor-
tância econômica ou comercial, notadamente, na área florestal e agronômica
(BONGA; DURZAN, 1987; HARTMANN et al., 1990) .

O desenvolvimento de novos protocolos de micropropagação, às vezes, enfrenta
graves problemas de contaminação, os quais são difíceis de contornar, especial-
mente, a partir de material proveniente do campo tais como folhas, gemas,
sementes, bulbilhos, etc. Assim, no campo, a batata  poderá estar contaminada
por Erwinia carotovora, mas o alho estar infestado por Pseudomonas fluorescens
(ROMEIRO, 1995a), agentes estes que, se  por ventura presentes num explante
de forma endôgena, dificilmente serão removidos ou inibidos, acarretando a
inviabilidade da clonagem do material.

Um material visivelmente infestado não poderá ser usado como fonte de
explante, porém, muitos dos contaminantes endofiticos não apresentam necessa-
riamente sintomas visíveis de sua presença na planta ou sementes, resultado de
co-evulução entre as plantas e microorganismos (REDLIN; CARRIS, 1977).

Em cultura de tecidos, muitos dos problemas decorrentes da contaminação têm
sido enfrentados por fungicidas como Benomyl, o qual, oferece a vantagem de
poder ser autoclavado, junto com o meio,  sem perder sua eficácia (BARRUETO
CID, 1991).

No tocante a antibióticos, muitos deles têm sido usados extensivamente na
cultura de tecidos para seleção de células transformadas (BRASILEIRO;
ARAGÃO, 2001; SARTORETTO, et al., 2002), ou então, na rotina dos traba-
lhos na fase de estabelecimento da cultura de tecidos, porém, existe cautela
sobre sua possível fitotoxicidade  por agirem, na sua grande maioria, a nível de
síntese de proteína em procariontes e/ou eucariontes (STRYER, 1992) .
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Os beta lactâmicos, (Penicillina G & Cefalosporina) são antibióticos que oferecem
certo interesse para a cultura de tecidos devido a sua solubilidade em  água,
baixa fitotoxicidade, e alta ação bactericida, e pelo fato de que eles interferem na
formação de parede celular das bactérias e não da planta (POLLOCK et al.,
1983), através de um mecanismo de alteração da interligação dos D-
aminoácidos pertencentes às cadeias da macro molécula de peptídeo-glicano,
mureina, componente da parede celular deste tipo de microorganismos (VOET;
VOET, 1995).

A cefotaxima sódica, é um beta lactâmico, do grupo das cefalosporinas com
ação em bactérias Gram-positivas e negativas, além de apresentar resistência às
betalactamases (POLLOCK et al., 1983)

A pesar destas conhecidas vantagens clínicas de ordem geral, torna-se necessá-
rio apresentar mais evidências sobre sua baixa fitotoxicidade em cultura de
tecidos de plantas, para facilitar trabalhos nesta área, especialmente, quando
utilizados explantes do campo, material este, normalmente com alta contamina-
ção bacteriana. Por isso, o presente trabalho, tem o objetivo de apresentar e
discutir dados sobre o efeito da cefotaxima, 100 mg/l, na germinação, cresci-
mento de plântulas e brotação de gemas, a fim de viabilizar a fase de estabeleci-
mento dos explantes em  laboratório , além de contribuir com informação na área
de tecidos vegetais, que tem sido muito parca neste tipo de problema.

MATERIAL & MÉTODOS

Sementes

Na câmara de fluxo laminar, sementes de aipo (Apium graveolens: Tall Utah),
berinjela (Solanum melongena, L. : Black Beauty), cebola (Allium cepa, L.
:Spanish Utah), tomate (Lycopersicon Lycopersicum: Tomato Pole Beefsteak),
foram submetidas separadamente em hipoclorito de sódio (NaCl0) 5% de
ingrediente ativo  durante 15 minutos, a seguir, lavadas com H20 deionizada e
esterilizada e logo, tratadas com H202 3% durante 1 minuto e depois, novamente
lavadas com água deionizada e esterilizada, para depois, ser inoculadas em tubos
de ensaio (25mm x 150mm) contendo 15 ml de meio SP com e sem cefotaxima
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sódica, Ctx, (Claforan: Hoechst/Roussel ) , totalizando 60 tubos com uma
semente por tubo. Foram consideradas germinadas as sementes cuja radícula
fosse igual ou maior que 5,0 mm. As avaliações de  contaminação foram diárias
e de germinação e crescimento das plântulas, aos 7 e 15 dias.

O meio SP é uma modificação de meio Murashige e Skoog (1962), (MS), e sua
composição foi a seguinte:

Macronutrientes (mg/l) : NH4 N03, 825,0; KN03, 950,0; CaCl2. 2H20, 220,0;
MgS04.7H20,185,0; KH2P04, 85,0.

Micronutrientes (mg/l): FeS04.7H20, 13,9; Na EDTA, 18,65,0; MnS04.4H20,
22,0; ZnS04.7H20, 8,0; H3B03, 6,0; NaMo04. 2H20, 0,25; CuS04. 5H20, 0,25;
CoCl. 6H20, 0,25.

Substâncias orgânicas (mg/l): inositol, 50; ac. nicotínico, 1,0; piridoxina .HCl
1,0; tiamina. HCl 1,0; pantotenato Ca 1,0; sacarose, 20.000,0.

pH: 5,8 ajustado com 0,1 N KOH antes de autoclavar a 120 °C e 1,0 atmosfe-
ra.

Gemas

Na câmara de fluxo laminar, gemas axilares de mandioca (Manihot esculenta C.,
cv IAC) foram retiradas  de plântulas ( aproximadamente 100 mm de altura)
mantidas em tubos de ensaio sob condições in vitro em meio SP. As gemas
foram colocadas em placas de Petri, 20 x100 mm, com 25 ml de meio SP,
sendo que, em cada placa foram inoculadas 10 gemas num total de 3 repetições,
tanto para placas com Ctx   e sem Ctx (controle). Depois de brotadas, aproxima-
damente 20 dias após, foram isoladas e transferidas para tubos de ensaio
contendo apenas meio SP.

Adição da Ctx

Os meios foram autoclavados em erlenmeyers de 500 ml e, na câmara de fluxo
laminar, esperou-se resfriar, porém, antes de atingir a solidificação na metade
deles, foi adicionada a Ctx numa concentração de 100 mg/l, a qual, tinha sido
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previamente esterilizado através de membrana Millipore 0,2 µm de diâmetro de
poro. Uma vez despejado o meio SP, com ou sem Ctx, nos tubos ou nas placas,
estes ficaram abertos até solidificar, logo, selados e 48 h depois, inoculados
como previamente mencionado.

As condições de temperatura e luz foram 27 ± 2 °C e fotoperíodo de 16 h ( luz
fluorescente) com aproximadamente 50 µm m-2 s-1.

RESULTADOS E DISCUSSÃO

Na Fig. 1, observa-se a germinação de uma semente de beringela com 5 dias de
idade, mostrando o desenvolvimento da raiz primaria com um poderoso
geotropismo positivo, crescendo em meio SP + Ctx. Os controles apresentaram
também uma performance similar. O fato de considerar apenas germinadas as
sementes  com 5,0 mm ou mais,  foi justamente, para eliminar a hipótese de que
a protrusão fosse devido unicamente ao fenômeno de alongamento celular por
entrada de água (BARRUETO CID et al.,1981).

Conforme Tabela 1, as porcentagens de germinação sempre foram superior nos
casos em que a Ctx esteve presente e esta diferença com os controles, aos 15
dias, pode variar entre  20 a 30 porcento. Esta diferença pode ser explicada pela
maior quantidade de perda de sementes como conseqüência da contaminação
bacteriana, sendo que a contaminação fúngica foi sempre inferior não ultrapas-
sando a casa dos 10 % e sempre, ambos os tipos de contaminação foram
observados apenas nos primeiros 7 dias. Contudo, convém ressaltar que, pelo
fato de serem  sementes certificadas, não foram encontrados altos níveis de
contaminação. O caso das sementes de tomate ilustrou bem esta situação, onde
apenas foi observado  10 % de contaminação bacteriana, mas, em matéria de
contaminação, na cultura de tecido sempre existem riscos. Assim, a contamina-
ção bactériana, via semente, já tem sido relatada (HUMAYDAN et al., 1980;
NETO; MALAVOLTA, 1995) mas, no presente caso, por não ter sido feita a
identificação, não foi possível saber se as bactérias eram fitopatogênicas ou
meros contaminantes do solo, contudo, ambos os casos são fatais para a cultura
de tecidos.
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Fig.1. Germinação de sementes de

beringela em meio SP + Ctx, com

5 dias de idade.

Tabela 1. Efeito da cefotaxima sódica na germinação in vitro de diferentes
hortaliças aos 7 e 15 dias.

É bom lembrar que cebola e tomate, apenas para dar um exemplo, podem
apresentar,  entre 6 e 8 tipos de fitobacterioses respectivamente, sendo que,
Erwinia carotovora e Xantomonas campestris são comuns em ambas espécies
(ROMEIRO, 1995b).

Fig. 2. Comparação de crescimento

de 2 plântulas de beringela. Esquerda,

em presença de Ctx. Direita, controle,

ambas,  com 10 dias de idade.

                                Germinação (%)   

Espécie 7 dias 15 dias 

 Controle         Ctx Controle              Ctx 

Aipo 0                 0 57                       87 
Beringela 33              43 50                       80 
Cebola 20              35 46                       62 
Tomate 66               77 -                       - 
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A respeito da altura das plântulas na presença de  Ctx foi verificado,  que não
houve inibição do crescimento em relação aos controles aos 7 e 15 dias, por
tanto, não foi registrado efeito fitotóxico do antibiótico em relação a este
aspecto,(Tab. 2, Fig. 2). Inclusive, em alguns casos, foi observado, em termos
absolutos, um maior crescimento nas plântulas em presença de Ctx. Em trigo,

Por outro lado, os resultados da Tabela 1 sugerem que, indiretamente, não
houve  fitotoxicidade ou ação inibitória do antibiótico sobre  a divisão celular e
alongamento, fenômenos estes, ligados à protrusão radicular , já que, do ponto
de vista fisiológico (TAIZ; ZEIGER, 2002), a germinação ativa estes dois
mecanismos na raiz, quando esta começa a romper o tegumento, como conseqü-
ência da embebição e ativação metabólica da semente.

Tabela 2. Efeito da cefotaxima sódica na altura das plântulas (mm),  número de
raízes primárias (N) e comprimento (mm) das mesmas (C).

Fi.3. Crescimento de plântulas de

tomateiro em meio SP + Ctx com 8

dias de idade.

Fig 4. Crescimento de plântulas de aipo
em meio SP + Ctx, com 15 dias.

± = desvio padrão; Cont. = controle; N/C= número/comprimento.

Espécies                       Altura                                     Raízes (N/C)

7 dias                     15 dias                              7dias                       15 dias
                   Cont.       Ctx         Cont.            Ctx               Cont           Ctx          Cont.            Ct

Aipo             -            -          22± 6       23 ±6                -              -          1/22±8      1/24±11
   Beringela  20± 6    28± 8     57±13      66±15       1/18±6      1/23±7    1/54±8      1/64±9
   Cebola     24±18   24±17    49± 25     46±22       1/10±5      1/12±10  1/14± 9     1/19±6
   Tomate    62±13   67±10         -                 -           1/56± 7     1/49± 9          -               -
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também foi observado um efeito estimulante da Ctx à mesma concentração,
porém, na regeneração de calos. A falta de toxicidade foi também observada a
nível de síntese de clorofila, já que não houve diferenças visuais palpáveis sobre
este aspecto,  nas diferentes plantas sob tratamento (Fig. 2, 3, 4), semelhante
ao visto por outros autores (KNEIFEL; LEONHARDT, 1992).

O elevado desvio padrão observado em ambos os grupos de plantas, talvez foi
associado ao fato de que o material foi advindo de sementes, portanto, com uma
carga de variabilidade. Uma outra explicação seria  a distribuição desuniforme da
luz em toda a grade, sendo assim, os tubos mais centrais na grade receberam
menos luz, que  os colocados na periferia da mesma, portanto, ficaram mais
alongadas em diferentes graus. Não se descarta a possibilidade de que ambos os
fatores houvessem tido também um efeito aditivo sobre o tamanho do desvio
padrão.

Fig. 6. Brotação e crescimento de
gemas axilares de mandioca, após 20
dias em meio SP suplementado com
Ctx. Notar o vigoroso crescimento das
raízes. O controle apresentou um
aspecto similar.

Fig. 5. Raiz primária de beringela
mostrando raízes secundarias, com
20 dias   em meio SP + Ctx.
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Com respeito às raÍzes, aos 7 e 15 dias, foi observado que as plantas tinham
apenas uma raiz principal com muitas raízes secundárias e que, no caso da
beringela aos 20 dias, Fig. 5, observou-se um poderoso crescimento radicular
em meio SP + Ctx. Chamou a atenção que o desvio padrão das raízes indepen-
dente se dos controles ou da Ctx ,foi muito inferior aos de altura das plântulas.

Tampouco foi observado, Fig. 6, inibição ou fitotoxicidade da Ctx na indução
de gemas axilares e de raízes adventícias de mandioca,  quando comparadas com
o controle. Inclusive, após 30 dias  de transferidas para tubos de ensaios, foram
observadas plântulas de 20 a 30 mm de altura, tanto no controle como no
tratamento, o qual, sugere também que o meio SP foi um meio, não apenas,
adequado para brotação e crescimento de plântulas, senão que também, para a
germinação de sementes, isto não deixa de ser importante considerando que este
meio não tinha sido descrito ainda, no uso in vitro destas espécies.

A constatação de ausência de fitotoxicidade será  de real importância no tocante
à assepsia de gemas oriundas do campo, pois as mesmas, após a assepsia
normal, poderão ser inoculadas, preliminarmente, num meio SP contendo Ctx e,
se necessário algum fungicida, por alguns dias, sendo que depois deste pré-
cultivo, o material poderá ser transferido para o mesmo meio, porém, desprovido
de ambas substâncias.

O fato de não ter sido  observado nenhum efeito  inibitório da Ctx, bem como,
ter mostrado um bom controle antibacteriano na concentração usada, é consis-
tente com o observado em outros trabalhos (POLLOCK et al., 1983; BARRETT;
CASSELLS, 1994, BARRUETO CID et al., 1997), pelo que, a decisão de ter
usado apenas uma concentração da Ctx foi adequada. É claro que, mesmo
assim, cautela deverá existir  e apenas ser usada quando necessário, já que, a
resistência a antibiótico pelas diferentes espécies de bactérias ou raças fisiológi-
cas é um risco ( AMÁBILE, 2003).
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Conclusões

No material biológico testado,

1.A Ctx controlou a contaminação bacteriana .
2.A Ctx não mostrou efeitos inibitorios ou fitotóxicos sobre a germinação,
crescimento radicular, caulinar ou brotação de gemas.
3.A Ctx na concentração usada, poderá ser usada para controlar contaminação
bacteriana sem riscos para o explante.
4.O meio SP foi considerado adequado para a germinação, crescimento radicular,
de plântulas e brotação de gemas.
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