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Toxicidade de antibióticos no cultivo in vitro da batata
em meios semi-sólido e líquido(1)

Jonny Everson Scherwinski Pereira(2) e Gerson Renan de Luces Fortes (3)

Resumo – O objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos fitotóxicos de antibióticos no crescimento e na
taxa de multiplicação in vitro da batata. Brotações da cultivar Baronesa foram cultivadas em meio de
multiplicação de consistência semi-sólida e líquida. O meio de multiplicação foi formado pelos sais e
vitaminas de MS ao qual adicionou-se um dos seguintes antibióticos: ampicilina, cloranfenicol,
estreptomicina e tetraciclina, previamente selecionados em razão da ação bactericida sobre contaminantes
da cultura, nas concentrações de 0, 32, 64, 128, 256, 512 e 1.024 mg L-1. Por 21 dias os materiais foram
mantidos em sala de crescimento a 25±2°C, 16 horas de luz e fluxo de radiação de 35 µmol m-2 s-1.
Nos tratamentos em que se utilizou meio de cultura líquido, os frascos foram mantidos sob constante
agitação em mesa agitadora do tipo orbital. A ampicilina foi o único antibiótico que não afetou a
sobrevivência e o desenvolvimento dos explantes de batata em meio de multiplicação, podendo ser
indicada para trabalhos de descontaminação in vitro dessa espécie. O aumento das concentrações de
cloranfenicol, estreptomicina e tetraciclina no meio de cultura apresentou efeitos fitotóxicos severos
sobre o crescimento e taxa de multiplicação do material vegetal.

Termos para indexação: Solanum tuberosum, fitotoxicidade, micropropagação, antimicrobiano, conta-
minação.

Antibiotics toxicity on the in vitro potato cultivation in semi-solid and liquid media

Abstract – The objective of this work was to evaluate the effects of antibiotics on the in vitro growth
and multiplication rate of potato. Potato explants, cv. Baronesa, were cultivated in semi-solid and liquid
multiplication culture medium. The medium was formed by MS salts, vitamins and one of the following
antibiotics: ampicillin, chloramphenicol, streptomycin or tetracycline, previously selected by the
bactericidal action on some culture contaminants, at 0, 32, 64, 128, 256, 512 and 1,024 mg L-1. Each
treatment had three replicates of ten explants. The materials were incubated for 21 days in a growth
room at 25±2°C temperature, 16-hour-light and 35 µmol m-2 s-1 radiation. The flasks with liquid culture
medium were kept under continuous agitation in an orbital shaker. Only ampicillin has not affected the
survival and the normal development of potato explants in the culture medium, thereby being indicated
for decontamination works in vitro of this specie. The increase of the concentrations of chloramphenicol,
tetracycline and streptomycin presented severe phytotoxic effects on the growth and multiplication
rate of potato explants.

Index terms: Solanum tuberosum, phytotoxicity, micropropagation, antimicrobials, contamination.
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Introdução

Na micropropagação de plantas, as contamina-
ções causadas por fungos, bactérias e leveduras cons-

tituem as principais causas de perdas de material ve-
getal (Long et al., 1988; Leifert & Woodward, 1998;
Dantas et al., 2000; Pereira et al., 2003). Embora al-
guns contaminantes como o Lactobacil lus
plantarum possam agir de forma direta sobre o cres-
cimento e desenvolvimento dos explantes, a maioria
compromete o desenvolvimento normal dos cultivos
de forma indireta, pois compete por nutrientes e vita-
minas do meio de cultura e produz metabólitos
fitotóxicos, tais como os ácidos láctico e acético,
cianeto, além de certos reguladores de crescimento e
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antibióticos, que intoxicam os tecidos vegetais po-
dendo levá-los à morte (Bakker & Schippers, 1987;
Stanier et al., 1987; Kloepper et al., 1989; Leifert et al.,
1989, 1991; Yepes & Aldwinckle, 1994).

Na prática, a diferença básica entre contamina-
ções bacterianas e fúngicas está no fato de que a
ocorrência de fungos e leveduras pode ser mais fa-
cilmente percebida no meio de cultura após poucos
dias de cultivo, o que, de certo modo, facilita a elimi-
nação de material contaminado (Leifert & Woodward,
1998). Já no caso das bactérias, por serem, muitas
vezes, de difícil visualização, nem sempre sua pre-
sença é evidenciada no início do cultivo e, desta
forma, podem ser disseminadas facilmente de um
material para outro durante as etapas de multiplica-
ção. Além disso, algumas estirpes não crescem pron-
tamente no meio de cultura até que determinadas
condições (nutrição, pH) sejam favoráveis ao seu
desenvolvimento, permanecendo latentes no interi-
or dos vegetais e tornando-se uma fonte importante
de contaminação nos estádios mais avançados de
multiplicação do material vegetal (Leifert et al., 1991;
Leifert & Woodward, 1998; Marino et al., 2003).

As contaminações bacterianas são consideradas
as mais sérias e, do ponto de vista prático, a melhor
medida a ser tomada é o descarte e autoclavagem do
material contaminado. Contudo, a eliminação de ma-
terial nem sempre é possível e, desta forma, trata-
mentos curativos são recomendados (Leifert et al.,
1989; Dantas et al., 2000; Nieds & Bausher, 2002).
Para o controle das contaminações bacterianas, nor-
malmente são utilizadas substâncias antibióticas que
são incorporadas ao meio de cultura ou usadas dire-
tamente sobre os explantes contaminados (Salehi &
Khosh-Khui, 1997).

Mesmo que se utilize antibióticos de amplo es-
pectro, o controle bacteriano na cultura de tecidos é
problemático. Na maioria dos trabalhos in vitro, a fre-
qüência de descontaminação não é total pois, os teci-
dos vegetais podem interferir no controle, por meio
da destoxificação destas substâncias ou servindo
como habitat para os contaminantes que se
translocam por seus tecidos. É comum que as con-
centrações de antibióticos devam ser elevadas quan-
do estes são adicionados ao meio nutritivo junta-
mente com o explante, no entanto a fitotoxicidade
dessas substâncias é fator limitante dessas concen-
trações.

Uma das alternativas para se evitar o efeito tóxico
dos antibióticos sobre os explantes é reduzir ao má-
ximo o tempo do tratamento (contato) dos explantes
com o agente antimicrobiano. No entanto, esta téc-
nica muitas vezes causa efeitos apenas bacteri-
ostáticos, constituindo uma ação paliativa frente ao
principal objetivo que é a eliminação por completo
do organismo contaminante. Em virtude da
fitotoxicidade e do alto custo do tratamento, os anti-
bióticos devem ser utilizados apenas em
contaminantes específicos das culturas, pois, somen-
te as bactérias que estiverem dentro do espectro de
ação de cada antibiótico serão controladas (Leifert
et al., 1991; Teng & Nicholson, 1997; Pereira et al.,
2003). Num estudo com bactérias endofíticas
contaminantes na cultura da batata in vitro, Pereira
et al. (2003) verificaram que entre doze antibióticos
testados, seis apresentaram algum tipo de controle
e, destes, os que proporcionaram os melhores resul-
tados para a inibição do crescimento bacteriano fo-
ram a ampicilina, o cloranfenicol, a estreptomicina e a
tetraciclina em concentrações que variaram de 32 a
256 mg L-1.

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito
fitotóxico de antibióticos no crescimento e na taxa
de multiplicação in vitro da batata.

Material e Métodos

O trabalho foi realizado no Laboratório de Cultura de
Tecidos Vegetais da Embrapa-Centro de Pesquisa
Agropecuária de Clima Temperado, Pelotas, RS, entre os
meses de novembro de 2001 a janeiro de 2002. Explantes
obtidos de material sob multiplicação in vitro, com tama-
nho de 0,5 a 0,8 cm e uma gema axilar, foram cultivados em
meio de cultura de MS de consistência semi-sólida (6 g L-1

de ágar) e líquida (sem a adição do solidificante). A este
meio acrescentou-se, individualmente, quatro antibióticos,
previamente selecionados em razão da maior seletividade
apresentada para oito estirpes bacterianas isoladas e
identificadas como endofíticas contaminantes da cultura
da batata e pertencentes às famílias Acetobacteriaceae e
Enterobacteriaceae e aos gêneros Corynebacterium,
Pseudomonas e Xanthomonas (Pereira et al., 2003).

O delineamento utilizado foi inteiramente casualizado
com três repetições; os tratamentos foram dispostos em
esquema fatorial 2x4x7, com duas consistências para o
meio de cultura de multiplicação (semi-sólido e líquido),
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quatro tipos de antibióticos (ampicilina, cloranfenicol,
estreptomicina e tetraciclina) e sete concentrações dos an-
tibióticos (0, 32, 64, 128, 256, 512 e 1.024 mg L-1), num
total de 56 tratamentos. Cada parcela foi formada por dez
explantes.

Os antibióticos testados foram esterilizados a frio por
filtração (Millipore, 0,22 µm) e adicionados ao meio de
cultura quando este estava em processo de resfriamento
(40 a 50°C). Utilizaram-se frascos Erlenmeyers de 250 mL
com 40 mL de meio de cultura nos experimentos em que os
explantes se desenvolveram em meio semi-sólido e 15 mL
de meio nos explantes que se desenvolveram em meio lí-
quido.

Os materiais foram mantidos em sala de crescimento
com temperatura de 25±2°C, fotoperíodo de 16 horas e
fluxo de radiação de 35 µmol m-2 s-1. Nos tratamentos em
que se utilizou meio de cultura líquido, os frascos foram
mantidos sob constante agitação em mesa agitadora do
tipo orbital (80 a 90 rpm).

Após 21 dias de cultivo, avaliaram a porcentagem de
sobrevivência dos explantes, a altura de brotações e a taxa
de multiplicação do material vegetal. Os dados foram sub-
metidos à análise de variância e de regressão, e as médias
comparadas pelo teste de Duncan a 5% de probabilidade.
Variáveis expressas em porcentagem (x) foram transfor-
madas segundo arco seno (x/100)0,5. Os dados referentes à
taxa de multiplicação foram transformados segundo
(x + 0,5)0,5.

Resultados e Discussão

A adição de ampicilina no meio de cultura não
afetou a sobrevivência e o desenvolvimento dos
explantes de batata da cultivar Baronesa em ambas
consistências (semi-sólida e líquida) do meio de mul-
tiplicação (Figura 1). Deste modo, mesmo na mais
alta concentração deste antibiótico (1.024 mg L-1),
houve cerca de 100% de sobrevivência dos explantes,
após 21 dias de cultivo, indicando não ter havido
efeito fitotóxico deste antibiótico sobre as culturas.

Verificou-se um decréscimo na sobrevivência dos
explantes com o aumento nas concentrações de
estreptomicina no meio nutritivo, sendo a mais baixa
taxa observada na concentração de 1.024 mg L-1, em
meio semi-sólido e líquido de 50% e 41,6%, respecti-
vamente. Entretanto, as menores taxas de sobrevi-
vência foram observadas na presença de
cloranfenicol e tetraciclina; tanto em meio semi-sóli-
do como em meio líquido, o cloranfenicol provocou

decréscimo na sobrevivência dos explantes, especi-
almente a partir da concentração de 64 mg L-1; na
presença de tetraciclina esse decréscimo foi ainda
mais acentuado, não havendo sobrevivência a partir
das concentrações de 128 mg L-1 e 512 mg L-1 nos
meios de consistência líquida e semi-sólida, res-
pectivamente (Figura 1).

Figura 1. Sobrevivência de explantes de batata sob dife-
rentes concentrações de ampicilina (♦), cloranfenicol (o),
estreptomicina (∆) e tetraciclina (×) nos meios de cultura
semi-sólido e líquido, após 21 dias de cultivo. Barras ver-
ticais indicam o desvio-padrão da média (n=3).
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Assim como observado para a variável sobrevi-
vência, após 21 dias de cultivo, a presença de
ampicilina no meio de cultura não afetou o cresci-
mento e a taxa de multiplicação do material vegetal
(Figura 2). Além de ser considerado um antibiótico
de amplo espectro, ativo contra bactérias gram posi-
tivas e negativas, muitos autores citam que os anti-
bióticos pertencentes ao grupo dos betalactanos,
como a ampicilina e a carbenicilina, as cefalosporinas
(cefotaxime, cefaloridine, cefalotina) e a rifampicina
são pouco ou não tóxicos aos cultivos in vitro (Fisse
et al., 1987; Santos & Salema, 1989). Tal fato deve-se,
provavelmente, a sua ação sobre sítios específicos
da parede celular bacteriana, os quais não ocorrem
em células de plantas (Pollock et al., 1983; Teng &
Nicholson, 1997; Koneman et al., 2001).

Além da ausência de fitotoxicidade, alguns anti-
bióticos pertencentes a estes grupos também po-
dem potencializar o crescimento in vitro (Pollock et al.,
1983; Leifert et al., 1992). Em Eleusine coracana ob-
servou-se que a adição de até 1.000 mg L-1  de
carbenicilina e de cefotaxime ao meio de cultura pro-
moveu a diferenciação de embriões somáticos dessa
espécie (Fiola et al., 1990). O acréscimo de ampicilina
ao meio não causou nenhum sintoma de
fitotoxicidade sobre o cultivo da batata em meio semi-
sólido ou líquido até a concentração 1.024 mg L-1 e
não foram verificados efeitos estimuladores significa-
tivos sobre o crescimento ou taxa de multiplicação da
cultivar Baronesa, embora tenha sido observado que,
em concentrações mais elevadas, as plântulas apre-
sentaram um aspecto mais vigoroso em relação às que
se desenvolveram na ausência do antibiótico.

Com exceção de ampicilina, todos os demais anti-
bióticos testados proporcionaram decréscimo signi-
ficativo na altura de brotação e na taxa de multiplica-
ção com o aumento das concentrações no meio de
cultura (Figura 2). Os valores dessas variáveis foram
mais severamente afetados nos meios de cultura
acrescidos de tetraciclina e cloranfenicol. Explantes
na presença de 32 mg L-1 de tetraciclina apresentaram
4,9 cm de redução na altura média. A taxa de multipli-
cação, que no tratamento testemunha foi de 8:1 em
meio líquido e 6,7:1 em meio semi-sólido, foi reduzida
para 3,4:1 e 4,5:1, respectivamente, na concentração
de 32 mg L-1 de tetraciclina, proporcionando os mai-
ores efeitos fitotóxicos ao cultivo em ambas consis-

tências, semi-sólida e líquida, do meio de multiplica-
ção.

Mesmo sendo considerado um antibiótico de
amplo espectro de ação, a tetraciclina tem uso restri-
to na cultura de tecidos, justamente pelo alto grau de
fitotoxicidade (Pollock et al., 1983); o sintoma mais
característico é a clorose das folhas, em razão da
destruição dos cloroplastos. A ação fitotóxica ocor-
re, principalmente, em virtude de distúrbios da sínte-
se protéica e ação inibitória na síntese de ARNs e
ATPs, interferindo, desta forma, nos sistemas
energéticos da planta (Prado Filho, 1975; Falkiner,
1990). Alguns autores relatam eficiência no controle
de contaminações quando os tratamentos com este
antibiótico são feitos durante curtos períodos
(Pollock et al., 1983; Leifert et al., 1991). No entanto,
essa alternativa pode levar a um efeito apenas
bacteriostático. Portanto, conforme resultados de
Pollock et al. (1983) e Leifert et al. (1991) sobre a ele-
vada fitotoxicidade associada ao efeito
bacteriostático, não se recomenda o uso da
tetraciclina isoladamente para controle de contami-
nações bacterianas in vitro.

 Inibidor da síntese protéica em plantas podendo,
em alguns casos, interferir no desenvolvimento de
cloroplastos e mitocôndrias (Prado Filho, 1975;
Falkiner, 1990; Leifert et al., 1991), o cloranfenicol tam-
bém apresentou efeitos fitotóxicos bastante pronun-
ciados sobre os cultivos. O tratamento testemunha
em meio líquido resultou em brotações com altura
média de 8,1 cm, valores estes significativamente
superiores aos obtidos na presença de 32 mg L-1 ,
cujo valor médio alcançou 1,1 cm. Em meio semi-
sólido a testemunha apresentou brotações com al-
tura média de 5,2 cm, enquanto na concentração de
32 mg L-1 , o valor observado foi de 2,0 cm.
As diferenças observadas nas variáveis relativas aos
tratamentos testemunhas ocorrem em virtude da con-
sistência do meio de cultura de multiplicação.

A taxa de multiplicação também foi afetada quan-
do houve acréscimo de cloranfenicol ao meio, sendo
mais acentuada quando em meio líquido, provavel-
mente pelo maior contato dos explantes com o meio
de cultura. Assim, a taxa de multiplicação que foi em
média de 7,9:1 na testemunha, independentemente
da consistência, na concentração de 32 mg L-1 foi de
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Figura 2. Altura de brotações e taxa de multiplicação de batata em razão de diferentes concentrações de antibióticos nos
meios de cultura de consistência semi-sólida (•) e líquida (o), após 21 dias de cultivo. Barras verticais indicam o desvio-
padrão da média (n=3).
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6,7:1 e 3,4:1 no meio semi-sólido e líquido, respecti-
vamente. Pollock et al. (1983) verificaram efeitos
fitotóxicos deste antibiótico a partir  da concentra-
ção de 1,0 µg mL-1 em cultivo de células de Nicotiana
plumbaginifolia. Este fato fez com que os autores
refutassem o seu uso, não só pela elevada
fitotoxicidade, mas também por sua ação apenas
bacteriostática. Em relação a Agrobacterium

tumefaciens, a utilização do cloranfenicol na con-
centração de 128 mg L-1 provocou ação bacterios-
tática, no entanto, os efeitos fitotóxicos foram obser-
vados nas concentrações de 8 a 25 mg L-1 (Okkels &
Pedersen, 1988).

Embora um dos sintomas mais característicos cau-
sados pela estreptomicina seja a clorose, especial-
mente em folhas mais jovens, sua ação fitotóxica pode
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ser originária de mais de um mecanismo de ação so-
bre a planta. Entre eles destaca-se o bloqueio da sín-
tese clorofiliana, inibição da absorção de metionina
e fosfatos, distúrbios no processo fotossintético,
além da inibição de certas enzimas como a polimerase
(Prado Filho, 1975; Falkiner, 1990; Reed et al., 1998).
Mesmo assim, a estreptomicina é considerada um
dos antibióticos menos tóxicos do grupo dos
aminoglicosídeos e seu efeito decorre da concentra-
ção no meio de cultura (Pollock et al., 1983; Teng &
Nicholson, 1997).

Na batata, a presença de estreptomicina no meio
levou a um decréscimo nos valores das variáveis
estudadas e, a exemplo dos experimentos com
cloranfenicol, este decréscimo foi mais acentuado
quando os explantes se desenvolveram em meio lí-
quido. Nessa consistência, a altura média das
brotações no tratamento testemunha foi de 8 cm,
apresentando redução para 1,8 cm já na primeira con-
centração de estreptomicina testada. Em meio semi-
sólido, a redução  iniciou-se a partir de 32 mg L-1,
sendo que a 128 mg L-1, a altura das brotações foi de
2,6 cm com uma taxa de multiplicação de 6:1, após 21
dias de cultivo. Resultados semelhantes também fo-
ram observados por Phillips et al. (1981), que, num
estudo com Helianthus tuberosum, verificaram que
a concentração de 50 mg L-1 de estreptomicina inibiu
o crescimento dessa espécie.

Conclusões

1. A adição de ampicilina no meio de cultura semi-
sólido ou líquido até a concentração de 1.024 mg L-1

não interfere no crescimento e desenvolvimento in
vitro da batata.

2. A estreptomicina apresenta efeito fitotóxico mais
pronunciado sobre a cultura da batata quando pre-
sente em meio de cultura de consistência líquida.

3. Os antibióticos tetraciclina e cloranfenicol in-
dependentemente da consistência, não devem ser
adicionados ao meio de cultura, pois afetam severa-
mente o desenvolvimento in vitro da batata.
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