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IDENTIFICAÇÃO, POTENCIAL BIOTECNOLÓGICO E CONTROLE DE 

BACTÉRIAS ENDOFÍTICAS ISOLADAS DA MICROPROPAGAÇÃO DE CAMU-

CAMU [Myrciaria dubia (Kunth) McVaugh.] 

 

RESUMO 

O presente estudo permitiu observar a diversidade de bactérias presentes no camu-camu, com 

um total de 40 isolados provenientes da cultura de tecidos da espécie. Com base no 

sequenciamento parcial do gene 16S rRNA foram identificados os gêneros Erwinia, 

Micrococcus, Enterobacter, Microbacterium, Bacillus, Klebsiella, Stenotrophomonas, 

Brevundimonas e Methylobacterium. Trinta e quatro isolados bacterianos apresentaram 

produção de ácido indol acético (AIA) in vitro, sendo maior produção de 15,39 μg L-1 obtida 

pelo isolado 18 L. Todos os isolados foram positivos para solubilização de fosfato de alumínio, 

destacando-se 18C que solubilizou 75,8% do fosfato disponibilizado in vitro. A solubilização de 

fosfato de cálcio em meio sólido foi detectada em sete isolados, e variou entre baixa e média 

capacidade de solubilização. A análise de produção de sideróforos foi detectada em 38 isolados, 

e teve como destaque isolados com produção de 93,82% de unidades de sideróforos (PSU). A 

análise para identificação das linhagens com potencial para fixação de nitrogênio em plantas 

não identificou presença do gene nifH em nenhum dos isolados analisados pelo método 

empregado. A utilização de óleos essenciais permitiu redução na taxa de contaminação in vitro 

na cultura de tecidos, sendo observado que a partir da concentração de 2 μL mL-1 não houve 

contaminantes fúngicos e teve uma redução significativa da taxa de contaminação bacteriana, 

à exceção de óleo essencial de gengibre que apresentou contaminação expressiva em todas as 

concentrações analisadas. Em ordem inversa à redução no crescimento microbiano in vitro, 

percebe-se o aumento da oxidação dos explantes à medida que aumentam as concentrações, 

tendo os óleos de citronela e orégano apresentado potencial fitotóxico desde as mais baixas 

concentrações. Foi observada a taxa de brotação dos explantes na presença dos óleos essenciais 

de  orégano (25%), alecrim (35%) e melaleuca (70%). Os antibióticos Ceftriaxona, Cefalexina e 

Rifampicina, promoveram maior halo de inibição no teste de difusão em disco de papel, 

indicando maior efetividade. Na análise de concentração mínima inibitória, a Cefalexina isolada 

apresentou menor controle no crescimento bacteriano e a combinação dos antibióticos 

Cefalexina, Ceftriaxona e Rifampicina resultou no melhor controle das cepas bacterianas assim 

como a Ceftriaxona. Este trabalho permitiu a seleção de linhagens promotoras do crescimento 

de plantas com base em bactérias isoladas da cultura de tecidos de camu-camu, o que poderá 

permitir o futuro desenvolvimento de biofertilizantes visando a redução dos fertilizantes 

químicos utilizados na agricultura moderna, assim como também identificou agentes 

antimicrobianos que podem favorecer à micropropagação in vitro de camu-camu. 

 

Palavras-chave: Camu-camu; Bactérias Promotoras de Crescimento; Cultura de tecidos; Óleos  

ssenciais; Antibióticos. 

  



 

IDENTIFICATION, BIOTECHNOLOGICAL POTENTIAL AND CONTROL OF 

ENDOPHYTIC BACTERIA ISOLATED FROM MICROPROPAGATION OF CAMU-

CAMU [Myrciaria dubia (Kunth) McVaugh] 

 

ABSTRACT 

The present study allowed observing the diversity of bacteria present in camu-camu, with a 

total of 40 isolates from tissue culture of the species. Based on the partial sequencing of the 16S 

rRNA gene, the genera Erwinia, Micrococcus, Enterobacter, Microbacterium, Bacillus, 

Klebsiella, Stenotrophomonas, Brevundimonas and Methylobacterium were identified. Thirty-

four bacterial isolates showed in vitro indole acetic acid (IAA) production, with the highest 

production of 15.39 μg L-1 obtained by the 18 L isolate. All isolates were positive for aluminum 

phosphate solubilization, with emphasis on 18C, which solubilized 75.8% of the phosphate 

available in vitro. Calcium phosphate solubilization in solid medium was detected in seven 

isolates, and varied between low and medium solubilization capacity. The analysis of 

siderophore production was detected in 38 isolates, and highlighted isolates with production of 

93.82% of siderophore units (PSU). The analysis to identify strains with potential for nitrogen 

fixation in plants did not identify the presence of the nifH gene in any of the isolates analyzed 

by the method employed. The use of essential oils allowed a reduction in the in vitro 

contamination rate in tissue culture, and it was observed that from the concentration of 2 μL 

mL-1 there were no fungal contaminants and there was a significant reduction in the rate of 

bacterial contamination, with the exception of oil ginger essential oil that showed significant 

contamination in all analyzed concentrations. In reverse order to the reduction in vitro microbial 

growth, an increase in explant oxidation is observed as concentrations increase, with citronella 

and oregano oils presenting phytotoxic potential from the lowest concentrations. The sprouting 

rate of the explants was observed in the presence of the essential oils of oregano (25%), 

rosemary (35%) and tea tree (70%). The antibiotics Ceftriaxone, Cephalexin and Rifampicin 

promoted a greater zone of inhibition in the paper disk diffusion test, indicating greater 

effectiveness. In the analysis of minimum inhibitory concentration, Cephalexin alone showed 

less control of bacterial growth and the combination of antibiotics Cephalexin, Ceftriaxone and 

Rifampicin resulted in better control of bacterial strains as well as Ceftriaxone. This work 

allowed the selection of plant growth-promoting strains based on bacteria isolated from camu-

camu tissue culture, which could allow the future development of biofertilizers aimed at 

reducing chemical fertilizers used in modern agriculture, as well as identifying antimicrobial 

agents that may favor the in vitro micropropagation of camu-camu. 

 

Keywords: camu-camu; Growth Promoting Bacteria; Tissue culture; Essencial oils; 

Antibiotics. 
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1. INTRODUÇÃO 

O camu-camu [Myrciaria dubia (KUNTH) MCVAUGH] é uma fruta silvestre que 

cresce nas margens inundáveis dos rios e lagos de toda a bacia Amazônica, seus frutos de 

coloração rosa a roxo escuro são de grande interesse comercial por seu potencial nutricional, 

agroindustrial e farmacológico, tais como: elevadas concentrações de ácido ascórbico; 

compostos minerais como o potássio, cálcio, magnésio e sódio; e compostos fenólicos (elágino, 

antocianinas e flavonoides). A espécie chama atenção por sua atividade antioxidante, capaz de 

minimizar o risco de incidência de algumas doenças crônicas, o que permite inserir na lista de 

alimentos funcionais (PETERS; VÁSQUEZ, 1986; VILLACHICA, 1996; YUYAMA et al., 

2011; SOUSA et al., 2015; CHAGAS et al., 2015; NASCIMENTO e SILVA, 2021; GRIGIO 

et al., 2020).   

Também conhecido como caçari, a espécie silvestre está em processo de domesticação 

e já apresenta importante exploração comercial, tendo o Peru como o pioneiro nos estudos sobre 

seu cultivo (PINEDO et al., 2010).  

A propagação seminífera é a principal técnica empregada na produção de mudas de 

camu-camu, e devido à alta variabilidade genética das plantas, o que limita a produção uniforme 

nos pomares comerciais, essa técnica é geralmente usada na produção de porta enxertos para 

clones superiores da espécie (SILVA; RODRIGUES; SCARPARE FILHO, 2011). A 

propagação vegetativa, tem como destaque a produção de clones superiores da espécie em larga 

escala por meio das técnicas de estaquia e enxertia, e atualmente a propagação in vitro por 

organogênese e embriogênese (Araújo et al.,2021); (CHAGAS et al., 2012; SUGUINO et al., 

2003). 

Araújo et al.  (2021) aponta a micropropagação como alternativa para o processo de 

formação de mudas de camu-camu, que com o uso de técnicas de cultivo in vitro como 

organogênese e embriogênese somática é possível a multiplicação em larga escala de plantas 

idênticas durante todo o ano.  

A micropropagação do camu-camu, segundo Araújo et al. (2012), ainda apresenta 

dificuldades em obter culturas assépticas devido à alta taxa de contaminação microbiana que 

possui acelerado crescimento no meio de cultura, favorecendo à competição por nutrientes. O 

estudo indicou a necessidade de suplementação do meio com antibióticos, considerando que, 

mesmo após desinfestação, houve 70% de contaminação. O estudo também sugere que havia 

presença de bactérias endofíticas, que só foram detectadas no meio após semanas do 

estabelecimento in vitro.  

É importante destacar, que grande parte desses microrganismos são endofíticos. Os 

microrganismos endofíticos desempenham funções importantes como fixação biológica de 
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nitrogênio, solubilização de fósforo, biorremediação, fitorremediação, produção de compostos 

bioativos de interesse farmacológico, e ainda, atuam estimulando o desenvolvimento vegetal 

(ESPOSITO-POLESI, 2011; KUSS et al., 2007; TEIXEIRA et al., 2007). 

A contaminação bacteriana na cultura de tecidos de camu-camu foi observada na etapa 

de estabelecimento in vitro, resultando na maioria das vezes na dificuldade de avanços na sua 

micropropagação, principalmente quando a planta-matriz se encontra em condições de campo 

(ARAÚJO et al., 2012). 

Nesse sentido, o presente trabalho teve como objetivos isolar, identificar e caracterizar 

bactérias contaminantes na micropropagação de clones superiores de camu-camu, e também 

identificar a concentração mínima inibitória de antibióticos e óleos essenciais de plantas 

condimentares e medicinais no controle desses contaminantes da cultura de tecidos. 

 

 

2 OBJETIVOS  

 

2.1 OBJETIVO GERAL 

Objetivos isolar, identificar e caracterizar bactérias contaminantes na micropropagação 

de clones superiores de camu-camu, e também identificar a concentração mínima inibitória de 

antibióticos e óleos essenciais de plantas condimentares e medicinais no controle desses 

contaminantes da cultura de tecidos. 

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

- Isolar e identificar bactérias provenientes do cultivo in vitro de camu-camu e avaliar seu 

potencial como promotoras de crescimento de plantas. 

- Analisar a ação dos óleos essenciais de plantas condimentares e medicinais no controle da 

contaminação microbiana e sobre a taxa de sobrevivência dos explantes na micropropagação 

de camu-camu. 

- Analisar o comportamento in vitro de cinco clones de camu-camu quanto à contaminação 

microbiana e fitotoxidade, assim como a identificação e controle com antibióticos das bactérias 

isoladas da cultura. 
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3 REFERENCIAL TEÓRICO 

 

3.1 POTENCIAL DA FRUTICULTURA DA AMAZÔNIA 

As frutas da Amazônia vêm ganhando espaço cada vez mais expressivo no agronegócio 

de frutas, como é o caso do Açaí e Cupuaçú, decorrem de uma demanda cada vez maior pela 

diversificação de sabores e de produtos com potencial funcional. A maioria das frutas nativas 

da Amazônia, no entanto, apesar do grande potencial, apresentam importância em nível regional 

apenas. Algumas frutas promissoras tendem a ganhar espaço nos próximos anos, além do Açaí 

(Euterpe oleracea Mart.) e do Cupuaçu (Theobroma grandiflorum (Willd. ex Spreng.), como: 

Açaí-do-amazonas (Euterpe precatória Mart.), Abiu (Pouteria caimito (Ruiz et Pavon) Radlk), 

Bacuri (Platonia insignis Mart.), Camu-camu (Myrciaria dubia (Kunth) McVaugh), pupunha 

(Bactris gasipaes Kunth), muruci (Byrsonima crassifólia H.B.K.), araçá-boi 

(Eugenia stipitata McVaugh), o biribá (Rollinia mucosa (Jacq.) Baill.), o tucumã-do-

amazonas (Astrocaryum aculeatum G. Mey), o tucumã-do-pará (Astrocaryum vulgare Mart.) 

o uxi (Endopleura uchi (Huber) Cuatrecasas) e espécies de bacaba (Oenocarpus sp.) 

(CARVALHO, 2012; CLEMENT et al., 2008).  

Clement et al.  (2008) afirma que a maioria das frutas nativas da Amazônia ainda são 

desconhecidas fora da região, e que isso se deve em parte ao curto tempo de vida de prateleira 

das frutas in natura e de seus subprodutos, produzidos geralmente de forma artesanal. 

Luvielmo e Lamas (2012) esclarecem que as frutas, principalmente em regiões tropicais, 

sofrem com mudanças bioquímicas e fisiológicas e também com as práticas de 

acondicionamento e manuseio inadequadas, as quais culminam na aceleração da maturação e 

deterioração.  

Não obstante, perante às dificuldades mencionadas, Clement et al.  (2008) destacam que 

as frutas nativas da Amazônia apresentam qualidade e produtividade variável devido à 

propagação por sementes, e que por isso vários estudos têm sido realizados para a obtenção de 

mudas com uniformidade na qualidade, produtividade e rentabilidade dos frutos.  

O camu-camu, também conhecido como caçari, é uma fruta nativa da Amazônia que 

tem despertado o interesse comercial devido à expressiva importância nutricional, concentrando 

altas doses de ácido ascórbico e minerais em seus frutos (NASCIMENTO e SILVA, 2021; 

CHAGAS et al., 2015; GRIGIO et al., 2021; YUTAMA, AGUIAR, YUYAMA, 2002). 

Em Roraima o camu-camu tem recebido destaque devido à presenta de altas 

concentrações de vitamina C, podendo destacar o estudo de Yutama, Aguiar e Yuyama (2002) 

que encontrou em amostras coletadas na Região Leste do Estado de Roraima concentrações que 

variaram entre 5.737 a 6.112 mg.100g de polpa e casca. De modo semelhante, Chagas et al. 
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(2015) e Grigio et al. (2021) encontraram nas amostras coletadas em Roraima uma concentração 

média de ácido ascórbico de 5838,78 g.100mg de polpa e casca de camu-camu, tendo destaque 

amostras da região do Baixo Rio Branco que apresentaram teor de 7.355 mg.100g de polpa e 

casca de camu-camu. 

Oliveira (2015) ao investigar o impacto da suplementação do consumo do camu-camu 

liofilizado em pacientes portadores de obesidade, relatam a melhoria significativa da prática de 

atividade física da pressão arterial, dos triglicerídios, da circunferência abdominal e aumento 

de HDL-c dos participantes que receberam a suplementação em relação ao grupo controle.  

A inserção do camu-camu à dieta também é relatada por Chagas et al.  (2021), utilizando 

a farinha do fruto inteiro em substituição parcial à farinha de trigo no preparo de biscoitos. Os 

autores relatam a presença de 11 flavonóides nos biscoitos, independente dos tempos de 

secagem, aumentando assim o potencial antioxidante do alimento. 

  

3.2 PRINCIPAIS TÉCNICAS DE PROPAGAÇÃO DO CAMU-CAMU  

Naturalmente os vegetais se multiplicam pelos ciclos sexuado e assexuado. No primeiro 

temos a multiplicação a partir da união dos grãos de pólen com a oosfera, o qual irá gerar um 

embrião presente nas sementes. A nova planta gerada a partir dessa semente terá uma 

combinação genética diferente da planta matriz. No ciclo assexuado, também chamado de 

vegetativo, uma nova planta é gerada a partir de estruturas vegetativas da planta matriz, sem a 

ocorrência de recombinação genética, sendo, portanto, geneticamente igual à planta que lhe deu 

origem (SILVA; RODRIGUES; SCARPARE FILHO, 2011; CID, TEIXEIRA, 2014).  

Apesar da propagação de mudas por sementes ser possível e amplamente utilizada em 

mudas de frutíferas, sabe-se, que as plantas não serão idênticas, e não haverá, portanto, uma 

garantia de qualidade tão pouco de uniformidade na produtividade e rentabilidade dos 

frutos (SILVA; RODRIGUES; SCARPARE FILHO, 2011). Por isso a necessidade da busca 

por alternativas como que possibilitem a qualidade das mudas, por ser um dos principais fatores 

que garantem o sucesso da produção de frutas.  

Chagas et al.  (2012) destacam as principais técnicas empregadas na propagação do 

camu-camu, como a propagação seminífera e vegetativa. A seminífera tem sido amplamente 

usada como porta enxerto de clones superiores de camu-camu (SUGUINO et al., 2003). A 

propagação vegetativa, tem como destaque as técnicas estaquia e enxertia, e mais recentemente 

a propagação in vitro por organogênese e embriogênese relatadas por Araújo et al. (2015), 

Araújo et al. (2016) e Araújo et al. (2021). 

Segundo Cid e Teixeira (2014), apesar da enxertia ser comumente utilizada em algumas 

culturas, quanto ao nível comercial, a técnica é considerada cara e laboriosa, e ainda oferece 



17 

como desvantagens a incompatibilidade entre enxerto e porta-enxerto e a possibilidade de 

transmissão de doenças bacterianas, viróticas e vasculares entre o material vegetal utilizado. 

A propagação por estaquia é uma técnica muito empregada na produção de mudas de 

frutíferas, a qual utiliza qualquer segmento da planta (ramo, raiz ou folha). As estacas são 

colocadas em meio adequado a fim de formar raízes adventícias e assim originar uma nova 

planta (FRAZON; CARPENEDO; SILVA, 2010). Apesar de ser uma técnica simples, 

econômica e prática, apresenta como desvantagem a necessidade de grande quantidade de 

material vegetativo e maior tempo para a formação de muda. 

O cultivo in vitro, diferente das técnicas anteriormente mencionadas, permite a 

propagação vegetativa de clones superiores em larga escala em meio de cultura sintético sob 

condições controladas de temperatura, umidade e luminosidade contendo nutrientes e 

reguladores de crescimento, entre outros. Essa tem como vantagens a propagação de plantas de 

alto valor agroeconômico e de plantas com risco de extinção, podendo também ser utilizada 

para limpeza clonal de plantas, através da cultura de meristemas (CID, 2014; LAMEIRA et al., 

2000).  

 

3.2.1 Características do Cultivo in vitro do camu-camu 

A cultura de tecidos possibilitou avanços na área de melhoramento vegetal, permitindo, 

entre outras, maiores vantagens competitivas aos países que a adotam e consequentemente o 

surgimento de demandas como genótipos, a rápida multiplicação clonal, plantas livres de 

doenças e independência de fatores sazonais permitindo também maior oferta de empregos 

(CARVALHO, VIDAL, 2003). 

Diferente das práticas convencionais de propagação vegetativa, essa técnica permite 

produzir grandes estoques de plantas livres de patógenos, o que acaba por aumentar a 

produtividade no cultivo. Além do interesse comercial de produção em larga escala de plantas 

superiores, o uso da técnica também pode ser aplicada à conservação e utilização sustentável 

de espécies florestais nativas (BHANSALI; SINGH, 2000). 

A micropropagação apresenta um alto potencial de aplicação para a multiplicação de 

genótipos de espécies frutíferas de interesse. Entre as diferentes técnicas empregadas na 

propagação de plantas frutíferas, a micropropagação possui inúmeras vantagens permitindo, 

entre outras, a utilização de explante, um segmento de tecido ou órgão vegetal, ou qualquer 

outro tecido que corresponda à capacidade de regeneração in vitro. O desenvolvimento de uma 

planta dependerá da interação de fatores internos, quanto às substâncias orgânicas e hormônios 

essenciais na regulação do crescimento, e de fatores externos como luz, temperatura e 
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fotoperíodo entre outros (CHAGAS et al., 2012; FACHINELLO; 

HOFFMANN; NACHTIGAL, 2005).  

Apesar da microprogação ser mais cara devido os custos com mão de obra 

especializada, laboratório e equipamentos, ela apresenta um custo-benefício melhor por 

possibilitar a produção em escala comercial de mudas selecionadas e uniforme, além de 

permitir realizar pesquisas de apoio às diferentes áreas da biologia, como a genética, 

fitopatologia e fisiologia vegetal (CID, TEIXEIRA, 2014).  

A técnica de micropropagação consiste no aproveitamento da totipotência das células 

vegetais, ou seja, na capacidade das células vegetais darem origem a novas células, e estas a 

novas réplicas com características iguais à célula que a originou, sob condições apropriadas. 

Esse processo exige condições favoráveis ao seu desenvolvimento e poderá gerar réplicas a 

partir da organogênese, demonstrada na capacidade das novas células produzirem órgãos ou na 

embriogênese somática, pela capacidade das novas células gerarem embriões e estes 

originarem uma planta inteira (LAMEIRA et al., 2000).  

Nem todos os explantes reagem da mesma forma, exigindo o desenvolvimento de 

protocolos diferenciados muitas vezes, e que a escolha deverá influenciar todo o processo, 

podendo resultar no sucesso ou fracasso. Diante disso os estudos de cultura de tecidos buscam 

conhecer quais explantes possuem maior potencial de desenvolvimento in vitro, considerando 

a finalidade desejada. Após a escolha, é importante avaliar os melhores meios de culturas a 

serem utilizados, o tipo de regulador de crescimento e sua concentração no meio, assim como 

a influência dos fatores externos nesse processo (CID; TEIXEIRA, 2014). 

  

3.2.2 Contaminação microbiana na Propagação in vitro 

As contaminações microbianas são apontadas como o principal problema encontrado na 

cultura de tecidos, pois, por se tratar de uma técnica associada à produção em larga escala, é 

desejável a obtenção de plantas axênicas durante todo o processo de produção (ESPOSITO-

POLESI, 2017).  

Cassells (1991) aponta que, a contaminação microbiana pode se originar de duas fontes: 

pela desinfestação ineficaz da superfície e dos tecidos dos explantes; ou por falhas durante o 

procedimento de subcultura seja da assepsia de ferramentas e equipamentos, meio de cultura 

ou do operador. Leifert e Cassells (2001) descreve que, muitas das contaminações 

sãomanifestações endofíticas e que apesar de não serem prejudiciais às plantas, elas podem 

competir com o explante em condições de propagação in vitro. 

De modo semelhante, Costa, Sherwinski-Pereira e Otoni (2010) também discorrem que, 

apesar da grande maioria dos microrganismos contaminantes encontrados na micropropagação 
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de plantas não promoverem diretamente a morte dos materiais estabelecidos in vitro, muitos 

deles competem com as plantas pelos nutrientes do meio de cultura e também excretam 

substâncias comumente tóxicas. 

Esposito-Polesi (2020) afirma que há uma atribuição arbitrária de contaminação a todo 

microrganismo encontrado na micropropagação, e que é necessário a correta diferenciação entre 

contaminação microbiana e manifestação endofítica. A autora descreve a contaminação 

microbiana como advinda da desinfestação ineficaz ou de falhas no procedimento de 

subcultura, e que apresenta alta velocidade de propagação no meio e muitos danos à cultura in 

vitro. A manifestação endofítica, no entanto, é atribuída ao aparecimento de microrganismos 

endofíticos, os quais não estão relacionados ao processo de cultivo, e geralmente não interferem 

no cultivo in vitro, por seu caráter menos danoso e sua manifestação mais lenta no meio de 

cultura. 

A contaminação microbiana resulta na maioria das vezes no crescimento variável das 

plântulas, redução de brotação e de enraizamento, assim como na necrose dos tecidos e 

mortalidade das plântulas (LEIFERT, CASSELLS, 2001; ODUTAYO et al., 2007). Young, 

Hutchins e Canfield (1984) apontaram dificuldades na esterilização da superfície de plantas 

lenhosas para produzir culturas axênicas, apontando como solução o uso de antibióticos in vitro.  

Leone et al.  (2019) afirma que a migração natural de bactérias endofíticas está associada 

à exudação dos tecidos das plantas para colonizar o meio de cultura e competir por nutrientes 

com as plântulas, tendo sido observada a redução no vigor fisiológico de explantes de 

Eucalyptus cloeziana F. Muell sem o tratamento com antibióticos. Os autores analisaram o 

efeito de quatro antibióticos sobre o vigor, crescimento e brotação in vitro, e notaram que alguns 

antibióticos além de não controlar o crescimento bacteriano ainda afetaram o desenvolvimento 

dos explantes. O meio de cultura suplementado com 400μg.mL-1 de Timetin favoreceu tanto o 

controle bacteriano quanto o vigor do explante da espécie cultivada. 

É importante avaliar o efeito dos antibióticos, pois apesar de muitos se mostrarem 

efetivos no controle de contaminantes bacterianos, há antibióticos que geram efeitos fitotóxicos 

severos, afetando o crescimento e multiplicação in vitro, e muitas vezes resultando na morte 

dos explantes (SCHERWINSKI-PEREIRA; FORTES, 2003). 

A micropropagação do camu-camu, segundo Araújo et al. (2012), apresenta dificuldades 

em obter culturas assépticas devido à alta taxa de contaminação microbiana que possui 

acelerado crescimento no meio de cultura, favorecendo à competição por nutrientes.  
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3.3 Controle de bactérias endofíticas no cultivo in vitro 

O potencial biotecnológico das bactérias endofíticas na cultura de tecidos ainda é pouco 

conhecido, e considerando que, na maioria das vezes, o meio de cultura é favorável ao 

crescimento bacteriano, esses microrganismos tentem a competir por espaço e nutrientes.  

Esposito-Polesi (2020) reforça a necessidade de se avaliar o potencial das Bactérias Promotoras 

de Crescimento de Plantas (BPCPs) in vitro, considerando, no entanto, que esta deve ocorrer 

sem prejudicar o desenvolvimento da planta, e que em muitos casos torna-se necessária a 

suplementação do meio de cultura com um agente antibiótico que possibilite inibir essa 

manifestação.  

Segundo Costa, Sherwinski-Pereira e Otoni (2010), o insucesso na redução de 

contaminação tem sido a principal perda de produtividade em laboratórios de cultura de tecidos. 

O autor descreve algumas estratégias para eliminar contaminantes na micropropagação, 

destacando o uso da termoterapia e quimioterapia a fim de reduzir os problemas com 

fitopatógenos. O uso de antibióticos, no entanto, muitas vezes não elimina completamente os 

contaminantes, mas apenas reduz a um nível baixo de detecção, podendo se manifestar 

novamente nos subcultivos posteriores. Por isso o autor sugere a combinação de técnicas, como 

a termo e quimioterapia, a fim de eliminar completamente os contaminantes no estabelecimento 

in vitro de uma cultura (CID; TEIXEIRA, 2014) 

 

3.3.1 Uso de antibióticos na cultura de tecidos 

A contaminação in vitro é um importante obstáculo para o estabelecimento in vitro e 

propagação de clones livres de doenças e em larga escala. Toledo (2011), em seu estudo relata 

a necessidade de controle na micropropagação de cana de açúcar que tem como fator limitante 

a contaminação no estabelecimento in vitro. O estudo permitiu identificar que a maioria dos 

contaminantes era composta por microrganismos endofíticos e que nenhum antibiótico foi 

100% eficaz no controle geral in vitro, tendo melhores resultados com rifampicina a qual não 

afetou o crescimento das plantas micropropagadas.  

Os estresses físicos ou nutricionais durante o processo de estabelecimento in vitro 

podem favorecer à manifestação de bactérias endofíticas, havendo, portanto, a necessidade de 

desenvolvimento de um protocolo que controle essa manifestação nesta etapa da 

micropropagação (LEONE et al., 2019).  

O camu-camu, é uma espécie frutífera originária da Amazônia (PINEDO, RAMIREZ, 

BLASCO, 1981; CLEMENT, 1989), e apresenta grande potencial econômico para a região. No 

entanto, estudos relacionados ao controle das manifestações de microorganismos 

contaminantes na micropropagação dessas fruteiras nativas ainda são limitados, sendo, 
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portanto, necessário a busca por metodologias que permitam sucesso na assepsia do explante e 

sua manutenção in vitro.  

A micropropagação de camu-camu no Estado de Roraima, apesar de recente, já 

apresenta importantes avanços quanto à organogênese e embriogênese somática (ARAÚJO et 

al., 2021). Araújo et al.  (2012) relata que a alta contaminação na fase inicial de 

micropropagação, especialmente de bactérias endógenas, é um obstáculo para o 

estabelecimento da cultura in vitro. Em seu estudo a autora relata a necessidade de avaliar 

diferentes doses de antibióticos adicionados ao meio de cultura para controle da contaminação 

bacteriana no estabelecimento in vitro de camucamuzeiro, assim como uso de hipoclorito de 

sódio em diferentes concentrações e tempo de imersão.  

 

3.3.2 Uso de Óleos Essenciais na cultura de tecidos 

Os Óleos Essenciais, segundo a ISO 9235 (ISO, 2013) são produtos obtidos de matéria 

prima natural de origem vegetal, podendo sua extração ser por destilação a vapor, processos 

mecânicos do epicarpo de frutas cítricas ou por destilação a seco, desde que os tratamentos 

físicos aplicados (por exemplo, filtração, decantação e centrifugação) não resultem na alteração 

de sua composição. De modo geral, são descritos como misturas complexas de substâncias 

voláteis, lipofílicas, odoríferas e líquidas, sendo solúveis em solventes orgânicos apolares como 

o éter e, apesar de apresentar baixa solubilidade em água, são geralmente utilizados para 

aromatizar soluções aquosas, denominadas de hidrolatos (SIMÕES; SPITZER, 2007).  

A composição química dos óleos essenciais é bastante variável, podendo ser constituída, 

segundo Simões e Spitzer (2007, p. 468), por: “hidrocarbonetos terpênicos, álcoois simples e 

terpênicos, aldeídos, cetonas, fenóis, ésteres, éteres, óxidos, peróxidos, furanos, ácidos 

orgânicos, lactonas, cumarinas, até compostos com enxofre”, os quais apresentam diferentes 

concentrações. Por seu potencial biológico, os óleos essenciais são usados em sistemas 

tradicionais de cura no mundo, tendo muitos estudos relatando suas atividades antimicrobianas, 

antioxidantes, anti-inflamatórias, e até mesmo anticâncer. No entanto, os estudos sobre seu 

potencial vão além do uso na saúde humana, sendo empregado também na saúde animal e 

vegetal (SHARIFI-RAD et al., 2017).  

Os óleos essenciais apresentam propriedades biológicas como atividades 

antibacterianas, antifúngicas, antioxidante, espasmolítica, hepatoprotetora e analgésica, entre 

outras. Estes constituem uma importante alternativa às drogas sintéticas (CARSON; 

HAMMER, 2011). Sharifi-Rad et al.  (2017) descrevem estudos que demonstraram a eficácia 

dos óleos essenciais contra espécies de fungos, destacando plantas medicinais e condimentares 

como orégano (Origanum syriacum var. Bevanii (Holmes), lavanda (Lavandula stoechas L. 



22 

subsp. Stoechas), alecrim (Rosmarinus officinalis L.), erva-doce (Foeniculum vulgare Mill.) e 

louro (Laurus nobilis L.) no controle de doenças do tomate causados por Phytophthora infestans 

e Botrytis cinerea. O estudo relatou que o uso dos óleos essenciais provocou a perda de 

integridade da permeabilidade da parede celular e da membrana plasmática, com importantes 

alterações morfológicas nas hifas, demostrando seu potencial no controle dessas espécies.  

O uso desses compostos secundários na exploração da bioatividade antimicrobiana é 

apresentam também potencial para o controle in vitro de contaminantes. O uso de óleos 

essenciais como alecrim, candeia e palmarosam, segundo Hillen et al. (2012), foram utilizados 

em diferentes concentrações no meio de cultura in vitro para o controle do crescimento micelial 

de Alternaria carthami, Alternaria sp. e Rhizoctonia solani, proporcionando 100% de inibição 

dos microrganismos testados a partir de uma concentração de 20µL.  

Na cultura de tecidos de tâmaras, Jasim, Salih e Ati (2021) utilizaram óleos essenciais 

de tomilho (Thymus vulgaris L.), hortelã (Mentha piperita L.), cânfora (Cinnamomm 

camphora), Colocynth (Citrullus colocynthis) e rúcula (Eruca vesicaria) no controle de 

contaminantes fúngicos. Os autores relatam que os óleos essenciais de tomilho, a hortelã e a 

cânfora inibem a contaminação in vitro, no entanto é preciso encontrar a concentração de óleos 

que não provoque o escurecimento e morte dos explantes, pois esses se constituíram fitotóxicos 

afetando o estabelecimento in vitro. 

 

3.3.3 Identificação e controle de microrganismos contaminantes da cultura de tecidos 

A contaminação in vitro representa um dos grandes desafios para a cultura de tecidos, e 

mesmo quando os microrganismos não são fitopatogênicos, mas endofíticos ou epifíticos com 

potencial para promoção de crescimento, eles podem competir por nutrientes no meio e por 

espaço no tubo. Portanto, faz-se necessário, tanto a identificação dos contaminantes quanto de 

agentes antimicrobianos que apresentem melhor efetividade no controle de contaminantes da 

cultura de tecidos (QUAMBUCH, WINKELMANN, 2018; ESPOSITO-POLESI, 2020; 

COSTA, SHERWINSKI-PEREIRA, OTONI, 2010). 

Quambuch e Winkelmann (2018) apontam metodologias para se identificar os 

microrganismos que se manifestam da cultura de tecidos, seja pela detecção diretamente da 

contaminação na cultura estudada ou pela detecção independente da cultura. No primeiro caso, 

os microrganismos são coletados diretamente da manifestação na cultura de tecidos. Esta 

técnica tem como desvantagem que muitos microrganismos permanecem no explante sem se 

manifestar imediatamente, geralmente são microrganismos endofíticos, que se manifestarão 

apenas quando houver uma mudança na composição do meio como quando há a inserção de 

citocinas e auxinas para a multiplicação por organogênese ou embriogênese, ou mesmo na fase 
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de regeneração com variação na concentração da fonte de carbono e agente osmótico (YAN et 

al., 2018; ESPOSITO-POLESI, 2020). Por isso, Quambuch e Winkelmann (2018) apontam 

ainda uma segunda alternativa, que é a identificação de microrganismos independente da 

cultura. Esta técnica consiste em extrair o DNA diretamente do material vegetal, para analisar 

a fração inculturável das bactérias endofíticas presentes na planta, que permanecem ocultas na 

maior parte do processo de micropropagação, mas que podem causar perdas significativas 

quando detectadas posteriormente. 

Além da identificação desses microrganismos, é também necessário o desenvolvimento 

de métodos de controle in vitro. Ostrosky et al.  (2008) descrevem o uso de extratos de plantas 

e óleos essenciais como alternativa ao controle por antibióticos, e ainda sugere técnicas para 

avaliação de atividade antimicrobiana e determinação de concentração mínima inibitória 

(CMI). Deste outros, o método de difusão em placas é amplamente empregado, e consiste em 

espalhar o inóculo sobre a placa, geralmente com o auxílio da alça de Drigalski, e aplicar o 

antibiótico ou extrato sobre discos de papel ou em poços perfurados no meio de cultura. A 

avaliação é realizada a partir do halo de inibição em torno do quimioterápico, que permite 

avaliar a sensibilidade dos microrganismos.  

Já a metodologia de diluição em caldo permite avaliar a concentração mínima inibitória 

do quimioterápico empregado em meio líquido, sendo avaliada sua efetividade através da 

proporção da turbidez provocada pelo crescimento microbiano. Diferente do método de difusão 

em poços, este é um método quantitativo e gera, através da técnica de microdiluição, um volume 

menor de resíduo ao utilizar microplacas que contém 96 poços com capacidade para 300 μL 

cada. Nestes micropoços é possível avaliar a concentração mínima inibitória do agente 

antimicrobiano sobre o inóculo, através de diluição seriada, que após o crescimento bacteriano 

da testemunha é realizada a leitura por espectofotômetro de um leitor de placas (OSTROSKY 

et al., 2008; BONA et al., 2014; AMPARO et al., 2017). 

 

3.4 MICRORGANISMOS BACTERIANOS NA CULTURA DE TECIDOS DE CAMU-

CAMU 

O camu-camu é uma espécie nativa em fase de domesticação, que apresenta importante 

potencial nutricional devido seus frutos conterem altas concentrações de ácido ascórbico. A 

micropropagação do camu-camu enfrenta como principal barreira a alta taxa de contaminação 

in vitro, que permanece indiferente aos diferentes métodos de desinfestação empregados, 

havendo em sua maioria perdas significativas em sua produção (ARAÚJO et al., 2012).  

Não obstante, é importante isolar e identificar os microrganismos que são considerados 

contaminantes, que resistem aos diferentes tratamentos de desinfestação superficiais, pois na 
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verdade, tem caráter endofítico e, portanto, potencialmente podem atuar na promoção de 

crescimento do camu-camu. 

Os endófitos bacterianos podem oferecer vários benefícios à planta hospedeira, podendo 

melhorar a nutrição ou mesmo aumentar a resistência a estresses bióticos e abióticos 

(SANTOYO et al., 2016). Para Hallman et al.  (1997) a definição de comportamento endofítico 

se relaciona com aquele microrganismo que não prejudica visivelmente a planta e pode ser 

isolado a partir de tecido vegetal desinfestado superficialmente ou de dentro da planta. 

Segundo Azevedo (2002), a interação entre os endofíticos e a planta hospedeira tem sido 

alvo constante de estudos, pois indicam benefícios principalmente sobre a produção de 

metabólitos secundários de interesse farmacológico, tais como antibióticos, antioxidantes e 

antiviral, antiparasitária, entre outros. 

A cultura de tecidos utiliza explantes descontaminados superficialmente que são 

inseridos em meio de cultura estéril. O processo que remove os microrganismos da superfície, 

geralmente não afeta os que habitam nos tecidos e órgãos internos. Esses microrganismos, por 

sua vez, encontram nas condições in vitro um ambiente favorável para manifestação e 

multiplicação (SILVA FILHO, 2016; Santoyo et al., 2016). 

Atualmente sabe-se que a presença de bactérias na cultura de tecidos nem sempre está 

associada à contaminação por falhas no processo de desinfestação, mas também devido à 

manifestação endofítica in vitro (ESPOSITO-POLESI, 2020; SILVA FILHO, 2016).  

Esposito-Polesi (2020) descreve como fundamental a distinção entre contaminação e 

manifestação endofítica, descrevendo como contaminação aquela que decorre do crescimento 

de microrganismos que não foram eliminados por completo da superfície do explante, ou 

mesmo por falhas na assepsia dos instrumentos, equipamentos e do operador. A manifestação 

endofítica, no entanto, é em decorrência de microrganismos endofíticos da planta cultivada e 

não estão relacionados a erros durante o processo de cultivo in vitro. 

Na cultura de tecidos, Leone et al.  (2019) relata que há uma migração natural de 

bactérias endofíticas através da exudação dos tecidos das plantas para o meio, onde encontram 

um ambiente propício para colonizar e algumas vezes acabam por competir por nutrientes com 

as plântulas.  

Esposito-Polesi (2020) aponta que quando a manifestação endofítica ocorre sem 

prejudicar o desenvolvimento da planta, é possível manter o cultivo das microplantas, 

realizando limpeza ou troca de meio, sem necessariamente descartar o explante. É importante 

avaliar os efeitos dessa interação entre bactérias endofíticas e as microplantas no cultivo in vitro 

considerando que algumas delas beneficiam os explantes, potencializando a multiplicação e 

enraizamento, e até mesmo aumentando a qualidade do explante no processo de organogênese 
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e embriogênese de genótipos recalcitrantes (SILVA FILHO, 2016). Silva Filho (2016) aponta 

ainda que, provavelmente, o papel mais importante das bactérias endofíticas está relacionado à 

fase de aclimatação, e que a manutenção dessa interação durante o cultivo in vitro pode 

favorecer essa importante etapa da cultura de tecidos. 

Araújo et al.  (2001) observaram a interação in vitro entre microrganismos endofíticos 

isolados de tecidos foliares desinfetados de superfície de vários porta-enxertos de citros, 

identificaram que os metabólitos secretados por alguns fungos e bactérias apresentaram efeito 

inibitório, e outros, efeito estimulador de crescimento na interação fungo-bactéria. 

 

3.4.1 Potencial Biotecnológico dos Endofíticos Bacterianos  

Segundo Mariano et al.  (2004), há bactérias endofíticas, e também epifíticas, que 

desenvolvem importante função na promoção de crescimento das plantas. Conhecidas como 

Batérias Promotoras de Crescimento de Plantas (BPCPs), elas atuam na produção de 

fitohormônios, mineralização de nutrientes, solubilização de fosfatos, e fixação de nitrogênio, 

entre outros, e se constituem importantes alternativas para a melhoria do suprimento para as 

plantas. Sua aplicação tem sido relatada na quebra de dormência de sementes, tratamento de 

estacas, tubérculos e raízes, pulverização de parte aérea de folhagens e frutos, e até mesmo na 

cultura de tecidos in vitro e fase de aclimatação das mudas micropropagadas. Silveira et al., 

2004) observaram que a bacterização das sementes com bactérias endofíticas melhorarou a 

qualidade das mudas. 

Além do potencial na promoção de crescimento, as BPCPs podem proteger ou reduzir 

a severidade de doenças no campo (ASSIS, 2002), como relatado por Assis et al.  (1995) em 

relação à podridão-negra das crucíferas e antracnose do rabanete que foi controlado utilizando 

rizobactérias, encontrando resultados similares ao controle tradicional com fungicida benomil.  

As bactérias do gênero Methylobacterium, por causa de sua pigmentação rosa 

característica e por serem capazes de crescer em metanol e metilamina, entre outros compostos 

de carbono, são conhecidos como metilotróficas facultativas com pigmentação rosa (PPFMs – 

pink-pigment facultatively methylotrophic). São geralmente encontradas na superfície das 

folhas de uma grande variedade de plantas, e também já foram isoladas da propagação in vitro 

de várias culturas. As PPFMs são consideradas epifíticas, mas apresentam características 

endofíticas que favorecem à aceleração da germinação, reduzir ação de patógenos, produção de 

fitohormonios, promoção de crescimento vegetal, solubilização de fosfato, e fixação de 

nitrogênio, entre outros. É notório o potencial das bactérias desse gênero, podendo desenvolver 

importantes funções na manutenção e equilíbrio microbiológico do hospedeiro (ANDRADE et 
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al., 2009; SAKIYAMA et al., 2003; MADHAIYAN et al., 2009; LIDSTROM, 

CHISTOSERDOVA, 2002; NEVES, 2015). 

O potencial das PPFMs foram relatadas em culturas de grande interesse comercial como 

cana-de-açúcar, milho citros e soja entre outras (LONG et al., 1997; ARAÚJO et al., 2002; 

MADHAIYAN et al., 2009; MADHAIYAN et al., 2002). Holland e Polacco (1994) 

identificaram a presença das PPFMs na cultura de tecidos e relatam sua capacidade de alterar o 

metabolismo da planta, melhorando sua performance agronômica e também melhorar a 

capacidade de germinação e da produção citocininas. Já Verginer et al.  (2010) identificaram in 

vitro a capacidade da linhagem M. Extorquens DSM21961 aumentar a produção de dois 

compostos responsáveis pelo aroma de morango, podendo influenciar na sua qualidade 

comercial. Lidstrom e Chistoserdova (2002) destacam um importante papel de bactérias do 

gênero Methylobacterium na produção de citocininas e auxinas, e promovendo a regeneração 

de plântulas de culturas de tecidos na ausência de hormônios exógenos.  

Quambusch et al. (2014) relatam que há uma importante relação entre a comunidade de 

bactérias endofíticas, genótipo da planta cultivada e as condições da cultura de tecidos, podendo 

haver uma interação negativa ou positiva. Os autores relatam os efeitos negativos observados, 

destacando que apesar de não estarem ligadas à inibição de crescimento dos explantes, em que 

houve bactérias endofíticas que promoveram o escurecimento do tecido e senescência, devendo 

nesses casos, a implementação de antibióticos no meio de modo a reduzir os danos à cultura in 

vitro. O estudo também relatou os efeitos da promoção de crescimento após da inoculação de 

plantas micropropagadas com bactérias com potencial de promoção de crescimento, havendo 

também um resultado positivo sobre germinação de sementes e crescimento das plântulas, e na 

redução do tempo de aclimatização de 6 a 8 meses para 4 meses (MARIANO et al., 2004). 

De modo semelhante, Dias et al.  (2008) em seu trabalho realizou a biotização das 

sementes, avaliando a capacidade de bactérias endofíticas isoladas da cultura de tecidos de 

morango, auxiliarem na promoção de crescimento de plantas na fase de multiplicação. O estudo 

permitiu verificar enraizamento, comprimento e massa seca, número de folhas, comprimento 

do pecíolo e massa seca da parte aérea. Descrevem como resultado, a promoção de crescimento 

foi favorecida por 20 cepas diferentes, com maior desenvolvimento das plantas em muitos 

casos, sete promoveram o crescimento de raiz, e uma das cepas favoreceu o desenvolvimento 

da parte aérea das mudas. Concomitante a esse estudo, Dias et al.  (2008) também quantificou 

a capacidade de produção de AIA e de solubilização de fosfato, identificou cepas com 

capacidade de produção de 18μg.mL-1 de AIA e de solubilização de fosfato de 30μg.mL-1. 

 A capacidade de produção da auxina AIA (ácido indol acético), um importante 

hormônio promotor de crescimento das plantas, foi relatada por Teixeira et al.  (2007) como 
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um uma das principais características a serem avaliadas na seleção de microrganismos 

promotores de crescimento. Vega-Celedón et al.  (2016) relata que AIA é uma das auxinas 

predominantes no desenvolvimento das plantas, e sabe-se atualmente, que parte desses 

fitohormonios são obtidos do metabolismo secundário de microrganismos presentes em seu 

interior ou na rizosfera (CORTES et al., 2019).  

A função dos endófitos na micropropagação tem sido investigados cada vez mais, se 

destacando o efeito positivo de bactérias endofíticas da cultura de tecidos, especialmente de 

espécies lenhosas quando se trata da promoção de crescimento favorecida pela presença desses 

microrganismos (QUAMBUSCH; WINKELMANN, 2018).  

O interesse por bactérias promotoras de crescimento em plantas tem aumentado diante 

da possibilidade de substituir ou reduzir o uso de fertilizantes químicos, de modo a tornar os 

sistemas agrícolas mais sustentáveis. A aplicação desses inoculantes microbianos vem sendo 

empregada há quase um século, e atualmente já existem inoculantes microbianos que estão 

disponíveis no mercado brasileiro, tendo como principal potencial de interesse a capacidade 

para fixação de nitrogênio, solubilização de fosfato e de potássio, e atividade antibacteriana e 

antifúngica (VELLOSO, 2019). 

O nitrogênio é considerado um dos nutrientes mais limitantes para as culturas, 

considerando baixa capacidade de fixação de nitrogênio da atmosfera pelas plantas, e por isso, 

comumente são utilizados fertilizantes nitrogenados a fim de aumentar o rendimento das 

culturas. No entanto, o emprego de fertilizantes nitrogenados atualmente representa cerca de 

40% dos custos de produção e a longo prazo podem causar importantes prejuízos ao meio 

ambiente. Diante desse cenário, a inoculação de bactérias com potencial de atuar na fixação de 

nitrogênio da atmosfera, disponibilizando-o para o vegetal, tem sido relatada como uma grande 

aliada da agricultura por sua atuação como biofertilizantes (RODRIGUES et al., 2016; SIMÕES 

et al., 2018; ROESCH et al., 2007; TEIXEIRA, 1997; POTRICHL, PASSAGLIAI, 

SCHRANK, 2001). 

Vinhal-Freitas e Rodrigues (2010) destaca que o potencial das bactérias fixadoras de 

nitrogênio e aponta o isolamento de genes denominados nif como uma das estratégias de 

identificar um microrganismo capazes de realizar a fixação biológica de nitrogênio (FBN). Os 

Nifs são genes envolvidos na síntese da enzima nitrogenase, que é capaz de transformar o 

nitrogênio atmosférico em amônia (APOLONIO, 2018; SIMPSON, BURRIS, 1984; SEIXAS 

et al., 2020). 

Santos (2017), empregou como promotores de crescimento os microrganismos: 

Azospirillum brasilense, Burkolderia cepacia, Bacillus thuringienses, B. megaterium, B. 

cereus, B. subtilis, Tricoderma spp. e Isolado 411, encapsulados com argila e com alginato de 



28 

sódio sobre diversas frutíferas como camu-camu, jaboticaba, caqui, bacupari, graviola, caimito 

e lichia, entre outras. O estudo permitiu observar que os inoculantes utilizados promoveram 

maior crescimento de mudas de caimito e de lichia. 

Correia et al.  (2015) relata que fungos isolados do camu-camu apresentaram atividades 

antagonistas contra os fitopatógenos Monilinia fructicola, Colletotrichum gloeosporioides e 

Aspergillus parasiticus, destacando-se como promissor no biocontrole de fitopatógenos. 

É importante compreender que o potencial dos compostos secundários vai além do 

campo agroecológico, mas também desempenham importante função na saúde humana, uma 

vez que o organismo humano, decorrentes do processo natural de envelhecimento e também do 

estresse, naturalmente produz espécies reativas de oxigênio chamadas de radicais livres, 

encontradas na forma de radicais hidroxila e peróxido de hidrogênio. Na maioria das vezes eles 

são produzidas em maior quantidade do que o corpo consegue combater, e que uma dieta rica 

em compostos antioxidantes tem potencial de capturar e minimizar os danos desses radicais 

(SILVA et al., 2015).  Muitos desses compostos bioativos são sintetizados sob condições de 

estresse, e estão relacionados no combate a danos oxidativos na proteção das estruturas 

celulares (Almeida, 2006) e muitos deles são resultados da interação da planta com endofíticos 

(CRISTIANI, SILVA, MIYASAKA, 2017; SILVA, 2017; SOUSA, 2018). 

Chapla (2014) aponta como promissora a bioprospecção de microrganismos, sendo um 

dos focos da biotecnologia na atualidade, relacionando diversidade metabólica e adaptabilidade 

dos microrganismos com uma importante fonte de produtos bioativos. Bessa et al. (2014) 

destaca como produtos bioativos os flavonoides, que são metabólicos secundários de origem 

natural, por sua ação na absorção de vitamina C, anti-inflamatória e antioxidantes (SOUSA, 

2018). 

Abrahão (2014) em seu estudo, realizou a biotransformação de aromas por fungos 

endofíticos isolados de frutas tropicais como caju, jenipapo, sapoti e camu-camu, como uma 

alternativa promissora para a biotransofrmação de terpenos. Dentre os fungos isolados de camu-

camu, os isolados L.B.-M.D.-1 e L.B.-M.D.-4, apresentaram capacidade expressiva de 

biotransformação de terpenóide verbenona a partir de α-pineno, indicando um importante 

potencial biotecnológico. A presença dos terpenos em alimentos, tem sido relatada na literatura 

como atrativos não apenas por seu aroma agradável, mas também pela capacidade antioxidante 

e protetiva contra o câncer e outras doenças (BICAS, NERI-NUMA, RUIZ, et al., 2011).  

Segundo Szilagyi-Zecchin, Mógor e Figueiredo (2016) a avaliação das características 

de promoção de crescimento in vitro é uma importante ferramenta na seleção de 

microrganismos com potencial agronômico antes de testá-los em plantas. Para Yablonskaya, 

Gins, e Molchanova (2016) o uso de microrganismos simbióticos na micropropagação clonal 
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promove a resistência das plantas a fatores bióticos e abióticos negativos. A biotização de 

plantas é descrita como o emprego de bactérias simbióticas (bacterização) e fungos 

(micorrização) como inóculo ainda na propagação in vitro. Essa técnica favorece, 

principalmente, a fase de aclimatação considerada crítica pela perda em massa das plantas 

micropropagadas. A biotização tem sido empregada por aumentar a taxa de sobrevivência das 

plantas, sendo considerado promissora para a micropropagação clonal (ESPINOZA-

MELLADO et al., 2021). 
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CAPÍTULO I: POTENCIAL DE BACTÉRIAS ASSOCIADAS À 

MICROPROPAGAÇÃO DE Myrciaria dubia (Kunth) McVaugh NA PROMOÇÃO DE 

CRESCIMENTO DE PLANTAS 

 

Resumo 

O estabelecimento in vitro do camu-camu, apresenta grande desafio no controle da 

contaminação bacteriana. Entretanto, atualmente sabe-se que muitas das bactérias que se 

manifestam na cultura de tecidos são endofíticas e benéficas às plantas podendo auxiliar na 

promoção do crescimento e na defesa conta fitopatógenos. Embora indesejadas nas fases 

iniciais da cultura de tecido vegetal, o restabelecimento da microbiota dos cultivos in vitro pode 

auxiliar na promoção de crescimento dos explantes e sobrevivência in vitro e melhor adaptação 

na fase de aclimatação. Neste sentido, objetivou-se neste trabalho, isolar e identificar bactérias 

provenientes do cultivo in vitro de cinco clones superiores de camu-camu e avaliar seu potencial 

na promoção de crescimento de plantas. Foram isoladas trinta e nove bactérias do cultivo in 

vitro de camu-camu, identificadas e caracterizadas quanto à morfologia, produção de ácido 

indol acético, solubilização de fosfato, produção de sideróforos e fixação de nitrogênio. O 

presente estudo permitiu observar a diversidade de bactérias presentes no camu-camu, com um 

total de 40 isolados provenientes da cultura de tecidos de cinco clones superiores da espécie. 

Com base no sequenciamento parcial do gene 16S rRNA foram identificados os gêneros 

Erwinia, Micrococcus, Enterobacter, Microbacterium, Bacillus, Klebsiella, 

Stenotrophomonas, Brevundimonas e Methylobacterium. Trinta e quatro isolados bacterianos 

apresentaram produção de ácido indol acético (AIA) in vitro, sendo maior produção de 15,39 

μg L-1 obtida pelo isolado 18L. Todos os isolados foram positivos para solubilização de fosfato, 

destacando-se 18C, 18E e 18P que solubilizaram 75,89, 60,35 e 72,34%, respectivamente, do 

fosfato insolúvel disponibilizado in vitro. A solubilização de fosfato de cálcio em meio sólido 

foi detectada em apenas sete dos 40 isolados, e variou entre baixa e média capacidade de 

solubilização. A análise de produção de sideróforos foi detectada em 38 isolados, e teve como 

destaque os isolados 10F e 18E, com 93,82% e 75,67% de unidades de sideróforos (PSU), 

respectivamente. A análise para identificação das linhaens com potencial para fixação de 

nitrogênio em plantas não identificou presença do gene nifH em nenhum dos isolados 

analisados pelo método empregado. Este trabalho permitiu a seleção de linhagens promotoras 

do crescimento de plantas com base em bactérias isoladas da cultura de tecidos de camu-camu, 

o que poderá permitir o futuro desenvolvimento de biofertilizantes visando a redução dos 

fertilizantes químicos utilizados na agricultura moderna. 

  

Palavras-chave: Camu-camu. Cultura de tecidos. Endofíticos. Bactérias Promotoras de 

Crescimento de Plantas. 

 

Abstract 

The in vitro establishment of the camu-camu presents a great challenge in the control of 

bacterial contamination. However, it is currently known that many of the bacteria that manifest 

in tissue culture have the potential to promote plant growth, as they internally inhabit the plant 

tissues of the species in their natural habitat. Bacterial isolates can be used in biotization later, 

in order to identify their potential in promoting explant growth and in vitro survival and better 

adaptation in the acclimatization phase. In this sense, the objective of this work was to isolate 

and identify bacteria from the in vitro cultivation of five superior camu-camu clones and to 

evaluate their potential in promoting plant growth. Thirty-nine bacteria were isolated from the 

in vitro culture of camu-camu, identified and characterized in terms of morphology, indole 

acetic acid production, phosphate solubilization, siderophore production and nitrogen fixation. 

The present study allowed us to observe the diversity of bacteria present in the camu-camu, 

with a total of 40 isolates from the tissue culture of 5 superior clones of the species. The partial 
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sequencing of the 16S rRNA gene indicated similarity with the genera Erwinia, Micrococcus, 

Enterobacter, Microbacterium, Bacillus, Klebsiella, Stenotrophomonas, Brevundimonas and 

Methylobacterium. Thirty-four bacterial isolates showed indole acetic acid (IAA) production 

in vitro, with emphasis on isolate 18L, which showed 15.39 μg L-1. All isolates performed 

phosphate solubilization, highlighting 18C, 18E and 18P that solubilized 75.89, 60.35 and 

72.34%, respectively, of the insoluble phosphate available in vitro. Calcium phosphate 

solubilization in solid medium was detected in only 7 of the 40 isolates, and it varied between 

low and medium solubilization capacity. The analysis of siderophore production was detected 

in 38 of the 40 isolates, and the highlights were isolates 10F and 18E, with 93.82 and 75.67 

percent of siderophore units (PSU), respectively. The analysis to identify the strains with 

potential for nitrogen fixation in plants did not identify the presence of the nifH gene in any of 

the isolates analyzed by the method used. This work allowed us to observe the potential for 

plant growth promotion of bacteria isolated from camu-camu tissue culture, which could be a 

future alternative to chemical fertilizers used in modern agriculture. 

Keywords: Camu-camu; Tissue culture; Endophytes; Plant Growth-Promoting Bacteria. 

 

INTRODUÇÃO 

O camu-camu, também conhecido como caçari, é uma fruta nativa da Amazônia que 

tem despertado o interesse comercial devido à expressiva importância nutricional, concentrando 

altas doses de ácido ascórbico e minerais em seus frutos (NASCIMENTO e SILVA, 2021; 

CHAGAS et al., 2015; GRIGIO et al., 2021). As concentrações de vitamina C de plantas nativas 

do Estado de Roraima apresentaram alto teor de vitamina C, entre 6.112 mg.100g (YUYAMA 

et al., 2002) e 7.355 mg.100g de polpa e casca de camu-camu (CHAGAS et al., 2015). 

Diante de seu potencial nutricional, Chagas et al. (2012) destacam as principais técnicas 

empregadas na propagação do camu-camu e outras frutíferas nativas, como a propagação 

seminífera e vegetativa. A propagação seminífera tem sido amplamente usada como porta 

enxerto de clones superiores de camu-camu (SUGUINO, 2003; SILVA; YUYAMA, 2000). A 

propagação vegetativa tem como destaque as técnicas de estaquia e enxertia e, mais 

recentemente, a propagação in vitro por organogênese e embriogênese relatadas por Araújo et 

al. (2015), Araújo et al. (2016) e Araújo et al. (2021). As contaminações microbianas, no 

entanto, são apontadas como principal barreira na micropropagação da espécie nativa, 

sobretudo por bactérias (NAHAS et al., 2012).  

A atribuição arbitrária de contaminação a todo microrganismo encontrado na 

micropropagação não é a abordargem mais adequada, fazendo-se necessário a correta 

diferenciação entre contaminação microbiana e manifestação endofítica (Esposito-Polesi 2020). 

Desse modo, é considerada contaminação quando advinda da desinfestação ineficaz ou de 

falhas no procedimento de subcultura, e geralmente apresenta alta velocidade de propagação no 

meio e muitos danos à cultura in vitro. A manifestação endofítica, entretanto, é atribuída ao 

aparecimento de microrganismos endofíticos, os quais não estão relacionados ao processo de 
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cultivo, e geralmente não interferem no cultivo in vitro, por seu caráter menos danoso e sua 

manifestação mais lenta no meio de cultura. 

Araújo et al. (2012) destaca que muitos dos microrganismos contaminantes da cultura 

de tecidos do camu-camu podem ser endofíticos, e, portanto, podem desempenhar importantes 

funções tanto na cultura in vitro, quanto na ex vitro, especialmente na fase de aclimatação 

(POLESI, 2011). Dentre essas funções, podem ser destacadas: a fixação biológica de nitrogênio, 

solubilização de fósforo, biorremediação, fitorremediação, produção de compostos bioativos de 

interesse farmacológico, controle biológico, produção de auxinas e citocininas, entre outros 

compostos que protegem e estimulam o desenvolvimento vegetal (ESPOSITO-POLESI, 2017; 

KUSS et al., 2007; TEIXEIRA et al., 2007). 

Embora muitos endófitos promotores de crescimento também possam ter atividade 

antimicrobina, estes diferem das linhagens de biocontrole, porque geralmente não agem na 

inibição de patógenos, mas no crescimento das plantas, promovendo um aprimorado ciclo de 

nutrientes e minerais, como nitrogênio, fosfato e outros (RYAN et al., 2008).  

Essa função de promoção de crescimento não se limita ao ambiente ex vitro, mas 

também pode ser aplicável na cultura de tecidos, apontam Yablonskaya, Gins e Molchanova 

(2016). Os autores indicam que a biotização possui um efeito positivo quando da utilização de 

bactérias com potencial de promoção de crescimento, pois favorecem a regeneração das plantas 

in vitro, assim como reduzem o estresse no transplante para condições não estéreis como na 

fase de aclimatação. 

Quambusch et al. (2014) relatam que há uma importante relação entre a comunidade de 

bactérias endofíticas, genótipo da planta cultivada e as condições da cultura de tecidos, podendo 

haver uma interação negativa ou positiva e que, por isso, é tão importante a descoberta de 

microrganismos com funções de promoção de crescimento in vitro. Os autores relatam os 

efeitos negativos observados em seu estudo, destacando que apesar de não estarem ligadas à 

inibição de crescimento dos explantes, houve bactérias endofíticas que promoveram o 

escurecimento do tecido e senescência, devendo nesses casos, a implementação de antibióticos 

no meio como forma de reduzir os danos à cultura in vitro. Já o estudo de Mariano et al. (2004), 

relatou efeitos de promoção de crescimento após da inoculação de plantas micropropagadas 

com bactérias com potencial de promoção de crescimento, havendo também um resultado 

positivo sobre germinação de sementes e crescimento das plântulas, e na redução do tempo de 

aclimatização de 6 a 8 meses para 4 meses. 

De modo semelhante, Dias et al. (2008) em seu trabalho realizou a inoculação das 

sementes, avaliando a capacidade de bactérias endofíticas isoladas da cultura de tecidos de 

morango, auxiliarem na promoção de crescimento de plantas na fase de multiplicação. O estudo 
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permitiu verificar enraizamento, comprimento e massa seca, número de folhas, comprimento 

do pecíolo e massa seca da parte aérea. A promoção de crescimento foi favorecida por 20 

linhagens diferentes, a maioria promoveu maior desenvolvimento das plantas, sete o 

crescimento de raiz, e uma das cepas favoreceu o desenvolvimento da parte aérea das mudas. 

Concomitante a esse estudo, Dias et al. (2008) também quantificaram a capacidade de produção 

de AIA e de solubilização de fosfato, confirmando seu potencial com promotoras de 

crescimento. 

Até o momento, não foram encontradas informações sobre bactérias endofíticas 

associadas ao camu-camuzeiro, tanto em ambientes in situ quanto in vitro. Mas, é provável que 

essas plantas sejam colonizadas por bactérias promotoras de crescimento de plantas, como 

destacado por Paz et al. (2012) em estudos com outras espécies de Myrtaceae. Desta forma, 

este trabalho teve como objetivo isolar bactérias endofíticas da cultura de tecidos de camu-camu 

e avaliar seu potencial na promoção de crescimento de plantas. 

 

MATERIAL E MÉTODOS  

Micropropagação de clones superiores de camu-camu  

 

Obtenção e preparo do material vegetal 

Os explantes de camu-camu foram coletados no Campo Experimental Serra da Prata 

(CESP) na cidade de Mucajaí/RR (22º56’23.4’’S 48º34’11.6’’W).  Foram coletadas 60 

amostras de cinco clones identificados como UAT0796, UAT1096, UAT1596, UAT1796 e 

UAT1896, em pontos aleatórios, priorizando plantas que não apresentassem nenhum sinal de 

injúria causados por insetos ou danos causados por possíveis patógenos.  

Após a coleta, os segmentos caulinares foram levados ao laboratório e passaram por pré-

limpeza. Os seguimentos caulinares de camu-camu, oriundos de brotações novas com um par 

de gemas axilares e aproximadamente 4 cm de comprimento, foram lavados em água corrente, 

para lixiviação parcial de compostos fenólicos liberados por consequência do corte dos tecidos. 

Posteriormente, foram imersos em solução fungicida com 2 mL L-1 Nativo® e 100 mg L-1 do 

antioxidante ácido cítrico, conforme recomendação de Araújo et al. (2015), permanecendo 

nestas condições por 2 horas.  

Em seguida, os seguimentos caulinares passaram por processo de desinfestação em 

câmara de fluxo laminar como descrito na sequência a seguir: primeiro foram imersos em álcool 

70% por 1 minuto; logo, foram transferidos para recipiente com hipoclorito de sódio a 1,5% 

acrescido de 2 gotas de detergente neutro, onde permaneceram por 10 minutos; ao final, 
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passaram por tríplice lavagem com água destilada, deionizada e autoclavada (DDA) para 

retirada total dos produtos da superfície dos tecidos. 

 

Condições de cultivo 

- Para coleta de microrganismos dependentes da cultura de tecidos, 40 amostras de 

cada um dos cinco clones de camu-camu já desinfestados foram inoculados em tubos de ensaio 

contendo 10 mL de meio WPM suplementado com 30 g.L-1 de sacarose e 100 mg.L-1 de ácido 

cítrico, solidificado por 7 g.L-1 de ágar, com pH ajustado para 5,6 e tendo sido autoclavado a 

1,2 atm de pressão e 120 °C por 15 minutos.  

Todos os explantes foram mantidos a 25 ± 2 °C com fotoperíodo de 16 h de 35-40 μmol 

m-1 s-1 fornecido por lâmpadas fluorescentes brancas frias. Os explantes foram avaliados a cada 

7 dias, para observação quanto ao aparecimento de microrganismos na fase de estabelecimento 

in vitro de camu-camu.  

Nesta etapa foi analisado, com delineamento inteiramente casualizado com oito 

repetições e cinco explantes cada; as s variáveis: analisadas foram: oxidação dos explantes, 

contaminação bacteriana e contaminação fúngica. Os dados foram analisados por meio do 

SISVAR (FERREIRA, 2014) e as médias foram comparadas pelo teste de Tukey a P = 0,05. 

 

- Para coleta de microrganismos independentes da cultura de tecidos, 20 amostras de 

cada clone já desinfestadas foram armazenadas em erlenmeyer, vedados e levadas ao 

laboratório de microbiologia de Solos da Embrapa-Roraima. Em câmara de fluxo laminar, as 

amostras foram maceradas em solução salina a 0,85% para a diluição, e semeados 100 μL em 

meio ágar nutriente sendo distribuídas com auxílio de alça de Drigalski, em triplicata, e 

mantidas em incubadora a 28 °C por 10 dias. 

 

Isolamento, caracterização e identificação bactérias isoladas de camu-camu 

Método de detecção de bactérias 

O isolamento dos microrganismos da cultura de tecidos de camu-camu foi realizado no 

Laboratório de Microbiologia do Solo, LMS, da Embrapa Roraima e se deu de duas maneiras: 

detecção dependente da cultura e independente da cultura de tecidos (QUAMBUSCH, 

WINKELMANN, 2018). No primeiro método, o isolamento se deu após manifestações 

bacterianas na micropropagação de camu-camu em meio de cultura WPM. No segundo, os 

seguimentos caulinares de camu-camu foram macerados em solução salina para obtenção de 

uma maior porção da comunidade bacteriana, que podem não ter se desenvolvido em meio 

WPM da cultura de tecidos. 
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- Isolamento de microrganismo dependentes da cultura de tecidos: foram coletados das 

manifestações bacterianas após o cultivo in vitro de camu-camu em meio WPM. Os tubos 

provenientes da micropropagação de clones de camu-camu que apresentaram manifestação 

bacteriana foram reservados para isolamento e identificação em meio de cultura ágar em placas 

de petri, pelo método de esgotamento por estrias. 

- Isolamento de microrganismos independentes da cultura de tecidos: foram isolados 

pelo método de esgotamento por estrias a partir da suspensão de solução salina com 

seguimentos caulinares de camu-camu macerados, semeados em meio ágar nutrientes após 10 

dias em incubadora a 28 °C. 

 

Caracterização morfológica 

Os isolados bacterianos de camu-camu foram cultivados em ágar nutrientes para 

caracterização morfológica (tamanho, borda, superfície, elevação, cor, formato, brilho) a fim 

de separar em grupos primários segundo protocolo 005.POP.005.LMS da Embrapa Roraima 

(2005) que descreve o Procedimento Operacional Padrão Técnico para Caracterização de 

Culturas Bacterianas. 

 

Identificação baseada em sequência 16S rRNA 

- Extração de DNA: Para esta etapa, foi utilizado o Kit de extração de DNA Genomic 

DNA from Tissue NucleoSpin® da Macherey-Nagel, seguindo as instruções do fabricante.  

- Sequenciamento do gene 16S rRNA: Após a extração de DNA, os microrganismos 

foram identificados pelo sequenciamento parcial do gene 16S rRNA, utilizando 

oligonucleotídeos específicos fD1 e rD1 (Weisburg, 1991). As sequências geradas foram 

submetidas à análise de similaridade de nucleotídeos do banco de dados GenBank para que 

identificação e classificação. 

 

Potencial de promoção de crescimento de isolados bacterianos de camu-camu 

Para a identificação do potencial de promoção de crescimento dos isolados bacterianos, 

foram realizadas as seguintes análises: produção de ácido indol acético (AIA), solubilização de 

fosfato de alumínio, ferro e cálcio; produção de sideróforos, e presença do gene nifH. Para as 

análises de AIA e fosfato de aluminío e cálcio foi utilizado como controle positivo Bacillus sp. 

ERR680 (CHALITA et al., 2019) e BR3262 pertencente à coleção de microrganismos do 

Laboratório de Microbiologia de Solos da Embrapa Roraima. 
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Produção de Ácido Indol Acético 

Para quantificação da produção de Ácido Indol Acético (AIA) foi utilizado método 

adaptado de Cattelan (1999). Os isolados bacterianos de camu-camu e ERR680 foram semeadas 

em meio líquido DYGS e incubadas sob agitação por 48 horas. Destas soluções foi retirada uma 

alíquota de 5 μL e adicionadas a tubos contendo 5 mL de meio de cultura DYGS e 200μL de 

L-triptofano a 100 μg.mL-1, sendo incubados por 72 horas à 28 ºC, no escuro. Após esse 

período, 1 mL das culturas foram centrifugadas a 5000 rpm por 10 minutos. Uma alíquota de 

150 μL do sobrenadante de cada cultura foi transferida para microplacas de poliestireno de 96 

poços de fundo U com capacidade de 300 μL cada.  

Em seguida, foram adicionados 100 μL do reagente de Salkowski (1 mL de tricloreto 

de ferrohexahidratado (FeCl3.6H2O) – 0,5 mol.L-1, em 50 mL de ácido perclórico (HClO4) – 

(35 % em água) e acondicionado no escuro por 30 minutos a temperatura ambiente. Após esse 

período, foram realizadas as leituras em espectofotômetro a 492 nm. Os dados da absorbância 

foram analisados posteriormente utilizando planilha eletrônica Calc de LibreOffice.  

Para a construção da curva de calibração foi utilizado solução estoque 10mM (1,75 

mg.mL-1) de AIA sintético, preparada com água destilada e adicionando aos poucos gotas de 

KOH para auxiliar na diluição. Essa solução foi diluída em concentrações crescentes de 0 a 100 

mg.mL-1 em tubos contendo meio DYGS líquido e 200 μL de L-triptofano a 100 μg mL-1. 

Alíquotas de 150 μL de cada diluição foram transferidas para microplacas para microplacas de 

poliestireno de 96 poços de fundo U com capacidade de 300 μL cada. Em seguida, foram 

adicionados 100 μL de reagente Salkowski e acondicionado no escuro por 30 minutos a 

temperatura ambiente. A intensidade da coloração foi avaliada em comprimento de onda (λ) de 

492 nm utilizando o espectrofotômetro em leitor de ELISA (Leitora Automática de Microplacas 

de 96 Poços - Mod. Tp Reader - ThermoPlate). Os dados da curva de calibração foram 

processados em planilha eletrônica e posteriormente plotados em um gráfico utilizando planilha 

eletrônica Calc de LibreOffice (Figura 1) (SARWAR, KREMER, 1995; RODRIGUES et al., 

2007).  
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Figura 1. Curva de Calibração de Solução Padrão de AIA Sintético 
 

 
 

Solubilização de fosfato 

Foram utilizados 41 isolados bacterianos, sendo 40 isolados da cultura de camu-camu e 

um isolado ERR680 pertencente à coleção de microrganismos do Laboratório de Microbiologia 

de Solos da Embrapa Roraima.  

A identificação das bactérias solubilizadoras de fosfato foi realizada utilizando 

adaptação ao método proposto por Silva (1999), que consistem em utilizar meio NBRIP (10 

g.L-1 de glicose; 2,5 mL.L-1 de solução de MgSO4.7H2O 10%; 5 g.L-1 de MgCl2.6H2O; 0,2 g.L-

1 de KCl; e 0,1 g.L-1 de (NH4)2SO4. Foram utilizadas três fontes de fósforo: de fosfato de 

alumínio (AlPO4 (0,032 g.L-1)) em meio NBRIP líquido com pH 4,5, e fosfato de ferro 

(FePO4.2H2O (3,62 g.L-1)) e de cálcio ((CaHPO4 (2,6 g.L-1)) em meio NBRIP sólido com pH 

7. As meios de fosfato de ferro e de fosfato de cálcio foi acrescido 15g de ágar para 

solidificação. 

- Fosfato de alumínio: 50 mL de meio de cultura NBRIP foi adicionado em erlenmeyer 

de 125 mL, e acrescentado 0,0016 g de AlPO4 e autoclavado por 15 minutos a 121 °C. Após 

esterilização, foram acrescentados ao meio líquido, os isolados com ajuda de alça de platina. 

Os tratamentos foram incubados a 28 °C com agitação por 5 dias, sendo utilizadas três 

repetições em cada tratamento. Após esse período, o pH das amostras foi aferido, e em seguida 

distribuídas em tubos Falcon para centrifugação a 5.000 g por 5 minutos. Em seguida, 5 mL do 

sobrenadante foram transferidos para copos descartáveis de 50 mL, e acrescentar 10 mL solução 

ácida de molibdato de amônio diluída e 30 mg de ácido ascórbico em pó. Agitar por um a dois 

minutos, deixar desenvolver a cor durante uma hora e efetuar a leitura por espectofotometria 

(Spectrophotometer SP 2000 UV, BEL PROTONICS) em comprimento de onda (λ) a 660 nm. 

O controle consistiu em meio de cultura e o fosfato de alumínio em erlenmeyer, sem a presença 
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do inóculo. O delineamento foi inteiramente ao acaso, em esquema fatorial 41x3 (40 bactérias 

inoculadas x três fontes de fosfatos), com três repetições cada. 

Para a construção da curva de calibração foi utilizado meio NBRIP sem AlPO4 com 

solução padrão de fósforo nas concentrações de 0 a 5 mg.L-1 em tubos 10 mL solução ácida de 

molibdato de amônio diluída e 30 mg de ácido ascórbico em pó. Promover a agitação por um a 

dois minutos, deixar desenvolver a cor durante uma hora e efetuar a leitura no espectofotómetro 

em comprimento de onda (λ) a 660 nm. Os dados da curva de calibração foram processados em 

planilha eletrônica e posteriormente plotados em um gráfico utilizando planilha eletrônica Calc 

de LibreOffice (Figura 2). 

 

Figura 2. Curva de Calibração de Solução Padrão de Fosfato Sintético 

 
- Fosfato de ferro: 250 mL de meio NBRIP com 15 g de ágar foi autoclavado por 15 

minutos a 121 °C em frascos de 500 mL. Ao meio ainda aquecido, em câmara de fluxo laminar, 

foi acrescentado o FePO4.2H2O (3,62 g.L-1) e distribuído cerca de 20 mL em placas de petri. 

Após ser resfriado foi inoculado no centro da placa com ajuda de uma alça de platina. A 

Avaliação foi realizada após 7 e 10 dias para avaliação do aparecimento de halo ao redor do 

inoculante. O halo é medido com ajuda de um paquímetro digital. O controle consistiu em placa 

de Petri com meio de cultura e o fosfato de ferro, sem a presença do inóculo. O delineamento 

foi inteiramente ao acaso, em esquema fatorial 27x2 (27 bactérias inoculadas x duas fontes de 

fosfatos), com três repetições. 

- Fosfato de cálcio: 250 mL de meio NBRIP com 15 g de ágar e 2,6 g.L-1 de CaHPO4 

foi autoclavado por 15 minutos a 121 °C em frascos de 500 mL. Com o meio ainda aquecido, 

em câmara de fluxo laminar foi distribuído cerca de 20 mL em placas de petri. Após ser 

resfriado foi inoculado no centro da placa com ajuda de uma alça de platina. A Avaliação foi 

realizada após 7 e 10 dias para avaliação do aparecimento de halo ao redor do inoculante. O 

halo é medido com ajuda de um paquímetro digital. O controle consistiu em placa de Petri com 
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meio de cultura e o fosfato de ferro, sem a presença do inóculo. O delineamento foi inteiramente 

ao acaso, em esquema fatorial 27x2 (27 bactérias inoculadas x duas fontes de fosfatos), com 

três repetições. 

 

Produção de Sideróforos 

Meio líquido de tripticaseína de soja (TSL) diluído 10 vezes, para o cultivo dos isolados 

bacterianos. Os microorganismos foram cultivados em Erlenmeyer de 50 mL contendo 10 mL 

de 1/10 TSL, a 28 ºC por 48h, sob agitação constante (Cattelan, 1999).  

Após o período de incubação, a solução foi centrifugada a 12.000 g por 10 min, coletada 

uma alíquota de 150 µL do sobrenadante e adicionada a placa Elisa de fundo U, e acrescido em 

seguida de 150 µL de solução CAS. As amostras foram preservadas por 1 hora à temperatura 

ambiente e ao abrigo da luz. As bactérias que apresentam mudança na coloração azul da solução 

CAS para amarelo, dentro de 15 min, foram consideradas produtores de sideróforos. Em 

seguida foram Analisadas em espectrofotômetro a 630 nm (ARORA; VERMA, 2017), tomando 

como controle a solução de TSL 1/10 com solução CAS sem inoculante. 

A fórmula para calcular o percentual de íons Fe3+ complexado (porcentagem de unidade 

de sideróforo – PSU), indicando o teor de sideróforos produzidos pelo microrganismo é 

indicado na equação a seguir: 

𝑃𝑆𝑈 =
𝐴𝑟 − 𝐴𝑠 × 100

𝐴𝑟
 

Onde, Ar é a absorbância do controle (caldo de cultivo + solução CAS) e As a 

absorbância lida da amostra de microrganismo fermentado com solução CAS. 

 

RESULTADOS E DISCUSSÕES 

Micropropagação de clones superiores de camu-camu  

O estudo permitiu verificar como os cinco genótipos corresponderam diante do mesmo 

processo de desinfestação e cultivo, à etapa de estabelecimento in vitro. Notou-se uma 

importante diferenciação na oxidação e contaminação fúngica entre os genótipos, se 

sobressaindo UAT07, seguido de UAT15, com menor percentual de oxidação in vitro, 

demostrando maior resistência ao processo de desinfestação. A resistência e estabilidade do 

explante aos processos do cultivo in vitro, torna viável para as etapas posteriores de 

subcultivos. A contaminação bacteriana, no entanto, não apresentou diferenças significativas 

entre os clones (Tabela 1).  
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Tabela 1. Contaminação e oxidação de explantes de clones superiores de camu-camu na fase de estabelecimento 

in vitro. 

Genótipos Oxidação (%) 
Percentual de Contaminação 

Cont. Fúngica (%) Cont. Bacteriana (%) 

UAT07 47,5b 35,0b 87,5a 

UAT10 75,0ab 57,5ab 95,0a 

UAT15 50,0b 47,5ab 95,0a 

UAT17 82,5a 80,0a 90,0a 

UAT18 75,0ab 52,5ab 87,5a 

 *Valores seguidos de letras iguais não diferem entre si, pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. 

 

Neste estudo, a manifestação bacteriana foi considerada alta, com mais de 80% de 

contaminação, resultados semelhantes foram reportados por Araújo et al. (2012), que apontam 

que, a contaminação bacteriana é a principal limitação para o estabelecimento da cultura in vitro 

de camu-camu.  

O método de micropropagação clonal de plantas difere significativamente das 

tecnologias tradicionais por sua velocidade e alto coeficiente de reprodução, bem como pela 

possibilidade de obtenção de um material de plantio homogêneo e livre de vírus. No entanto, é 

preciso a melhoria de métodos para romper com a principal limitação para o estabelecimento 

in vitro de clones superiores de camu-camu atualmente: a contaminação fúngica e bacteriana 

(ARAÚJO et al., 2012; ARAÚJO et al., 2016; YABLONSKAYA, GINS, MOLCHANOVA, 

2016). 

Na Figura 3 é possível observar o crescimento in vitro de explantes com presença de 

bactérias, inoculados no mesmo período e sob as mesmas condições. Nas Figuras 3A e 3B é 

possível observar que houve importante crescimento bacteriano, e possivelmente está 

ocorrendo competição in vitro por nutrientes. Esse resultado vai de encontro com o observado 

por Leifert e Cassells (2001), Thomas et al (2007) e Costa, Sherwinski-Pereira e Otoni (2010), 

em que microrganismos endofíticos, podem agir tanto na promoção de crescimento in vitro, 

como também podem manifestar um comportamento de “patógeno in vitro” quando competem 

por nutrientes. 
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Figura 3. Crescimento do explante na presença de manifestação bacteriana: (A) Presença de bactéria de 

coloração creme; (E) Presença de bactéria de coloração amarela; (F) Presença de bactéria de coloração rosa 

opaco e amarela transparente. 

 

Entretanto, nem todos os microrganismos se comportam da mesma maneira in vitro, 

como pôde ser observado na Figura 3C, onde os explantes com mesmo tempo de cultivo das 

Figuras 3A e 3B, teve crescimento proeminente na presença de bactéria. Neste caso, o 

microorganismo de pigmentação rosa opaca permanece apenas na base do explante. Diferente 

das figuras anteriormente relatadas, em que os microrganismos ocuparam todo o meio de 

cultura e promoveram mudança da coloração do meio, tendo, possivelmente, alterado sua 

composição, acidez e biodisponibilidade, a bactéria na Figura 3C se mostra interdependentes 

do explante e não do meio de cultura.  

Esposito-Polesi (2020) descreve que a manifestação endofítica, geralmente não interfere 

no cultivo in vitro, no entanto, relata que algumas bactérias endofíticas podem mudar seu 

comportamento nas condições in vitro, devendo, nesses casos, complementar o meio de cultura 

com agentes antibacterianos de forma que minimize os danos na micropropagação. 

A contaminação microbiana impõe limitações à cultura de tecidos, culminando em 

perdas no cultivo in vitro e exigindo mudanças nos protocolos de desinfestação 

(SCHERWINSKI-PEREIRA; COSTA, 2010). Entretanto, Kidus e Teka (2020) destacam que 

é importante isolar e conhecer o comportamento dos microrganismos que se manifestam na 

cultura de tecidos, assim como identificar os que podem auxiliar na promoção de crescimento 

tanto in vitro quanto ex vitro. Diante disso, este estudo buscou isolar, identificar e avaliar o 

potencial de promoção de crescimento de plantas dessas bactérias, tendo em vista que podem 

favorecer o cultivo in vitro e, posteriormente, a fase de aclimatação.  

 

Isolamento, caracterização e identificação bactérias isoladas da cultura de tecidos de 

camu-camu 

Os isolados bacterianos foram selecionados da micropropagação de cada genótipo de 

camu-camu estudados, para isolamento e identificação. Além do isolamento dos 

(A) (B) (C) 
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microrganismos provenientes da contaminação in vitro, também foram isoladas cepas 

independentes da cultura de tecidos (Figura 4).  

 

Figura 4. Isolados bacterianos da cultura de tecidos de camu-camu. (A) Morfotipo 18E; (B) Morfotipo 18D; (C) 

Morfotipo 18O; (D) Morfotipo 15A; (E) Morfotipo 18N; (F) Morfotipo 18L. 

 
 

O estudo permitiu observar a diversidade entre os isolados bacterianos, com variações 

entre coloração, forma, brilho, transparência, consistência entre outros. Todos os isolados 

analisados apresentaram crescimento muito rápido, com aparecimento das colônias com apenas 

1 dia de inoculação.  

É importante destacar que não é possível identificar as cepas bacterianas com apenas 

sua caracterização morfológica, sendo necessário, no entanto, a identificação molecular e 

análises com antimicrobianos para melhor tomada de decisões no que diz respeito ao controle 

da manifestação in vitro na cultura de tecidos de camu-camu. Além disso, Dias et al (2009) e 

Moreira e Araújo (2013) relatam, além da identificação dos microrganismos, também é 

necessário avaliar seu potencial na promoção de crescimento, pois podem favorecer tanto o 

crescimento in vitro como ex vitro, especialmente na fase de aclimatação e sua adaptação 

posteriormente no campo, que são etapas caracterizadas por grandes perdas. Nesse sentido, foi 

realizada a identificação baseada em sequência 16S rRNA, conforme descrito na Tabela 2:  

 

 

 

 

 

(A) (B) (C) 

(F) (E) (D) 
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Tabela 2. Valores de similaridade de sequências de 16S rRNA das bactérias endofíticas da cultura de tecidos de 

camu-camu 

Clone de 

Origem 

Nomenclatura 

do isolado 

Espécie mais Próxima Identidade (%) 

UAT0796 07A Erwinia sp. / Pantoea sp. 95,79 / 95,72 

UAT0796 07B Micrococcus yunnanensis / Micrococcus sp. 95,99 / 95,99 

UAT0796 07C Enterobacteriaceae bacterium 95,64 

UAT0796 07D Não Identificado - 

UAT0796 07E Microbacterium foliorum 97,96 

UAT0796 07F Microbacterium foliorum 95,62 

UAT0796 07G Bacillus altitudinis 97,81 

UAT1096 10A Bacillus safensis / Bacillus altitudinis 97,95 / 97,95 

UAT1096 10B Não Identificado - 

UAT1096 10C Stenotrophomonas maltophilia 97,76 

UAT1096 10D Não Identificado - 

UAT1096 10E Não Identificado - 

UAT1096 10F Não Identificado - 

UAT1596 15A Não Identificado - 

UAT1596 15B Bacillus safensis 97,96 

UAT1596 15C Não Identificado - 

UAT1596 15D Não Identificado - 

UAT1596 15E Não Identificado - 

UAT1596 15F Não Identificado - 

UAT1796 17A Bacillus safensis / Bacillus pumilus 96,01 / 95,95 

UAT1796 17B Bacillus subtilis 96,98 

UAT1796 17C Enterobacter hormaechei / Enterobacter sp. 97,37 / 97,30 

UAT1796 17D Klebsiella pneumoniae 97,63 

UAT1896 18A Não Identificado - 

UAT1896 18B Bacillus safensis 97,55 

UAT1896 18C Klebsiella pneumoniae 98,66 

UAT1896 18D Klebsiella pneumoniae / Klebsiella sp. 97,85 / 97,84 

UAT1896 18E Não Identificado - 

UAT1896 18F Não Identificado - 

UAT1896 18G Klebsiella pneumoniae / Klebsiella quasipneumoniae 98,52 / 98,52 

UAT1896 18H Bacillus safensis 97,97 

UAT1896 18I Não Identificado - 

UAT1896 18J Brevundimonas sp. 98,59 

UAT1896 18K Bacillus sp. / Cytobacillus horneckiae 96,61 / 96,61 

UAT1896 18L Não Identificado - 

UAT1896 18M Bacillus pumilus / Bacillus sp. 98,35 / 98,35 

UAT1896 18N Bacillus subtilis / Bacillus sp. 94,88 / 94,84 

UAT1896 18O Methylobacterium sp. 95,31 

UAT1896 18P Não Identificado - 

UAT1896 18Q Não Identificado - 

 

Neste estudo, o sequenciamento parcial do gene 16S rRNA indicou semelhança com os 

gêneros Erwinia, Micrococcus, Enterobacter, Microbacterium, Bacillus, Klebsiella, 

Stenotrophomonas, Brevundimonas e Methylobacterium (Tabela 2). As espécies identificadas 

para a cultura de tecidos de camu-camu pela primeira vez, são amplamente citadas na literatura 

como bactérias promotoras de crescimento de plantas (Plant Growth-Promoting Bacteria – 

PGPB), como veremos a seguir.  

Souza, Ambrosini e Passaglia (2015) destacam o potencial de bactérias pertencentes aos 

gêneros Pantoea, Bacillus, Klebsiella e Pseudomonas, entre outras, na promoção de 

crescimento de plantas como fixação biológica de nitrogênio, solubilização de fosfato, 

produção de sideróforos e de ácido indol acético. 
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Bettencourt et al. (2021) por sua vez, isolou da cultura de tecidos de Eucalyptus 

urophylla, cepas dos gêneros Bacillus e Enterobacter, e observaram que apresentavam 

potencial na promoção de crescimento, especialmente na fixação biológica de nitrogênio, 

solubilização de fosfato e produção de amônio. Queiroz et al. (2020) também isolaram bactérias 

da cultura de tecidos de Plinia peruviana, tendo identificado os gêneros Bacillus, Pseudomonas 

e Stenotrophomonas e suas características de bactérias promotoras de crescimento de plantas.  

Segundo Alexander et al. (2019), plantas tratadas com Stenotrophomonas maltophilia 

tiveram aumento de auxina, osmoprotetores, compostos fenólicos totais e teor de flavonóides 

totais, além do aumento dos níveis de antioxidantes. Os autores ainda identificaram a presença 

do gene nifH na bactéria, confirmando seu potencial de fixação de nitrogênio, e destacam que 

interação de plantas com bactérias promotoras de crescimento de plantas melhora a saúde das 

plantas e a fertilidade do solo em muitos aspectos. Safdarpour e Khodakaramian (2019) 

afirmam que Stenotrophomonas maltophilia demostrou ação antagonista contra fúngos e de 

promoção de crescimento em condições in vitro, também aumentou a germinação de sementes 

e crescimento das plântulas. Ao analisar sua ação in vivo, a S. maltophilia reduziu os danos de 

doença fúngica provocada por Verticillium dahliae em tomateiro e melhorou o 

desenvolvimento das plantas em casa de vegetação. Nesse sentido, a S. maltophilia possui 

potencial de biocontrole e biofertilizante, podendo ser uma importante alternativa a produtos 

químicos. 

As cepas Klebsiella pneumoniae e K. quasipneumoniae, isoladas da rizosfera de Allium 

hookeri Thwaites, foram testados para AIA, sideróforo e fixação de nitrogênio, atributos que 

podem qualificar o potencial de promoção de crescimento de plantas. O estudo mostra o 

aumento de comprimento e peso da raiz de Allium hookeri, após o tratamento com esses 

isolados, e maior solubilização de fosfato na presença de K. quasipneumoniae (Kshetri; Pandey; 

Sharma, 2018).  

Liu et al (2018) observam que a biotização de sementes de soja com K. pneumoniae 

para o controle de nematoides, foi observado também potencial de promoção de crescimento 

de plantas com fixação de nitrogênio, produção de amônia, solubilização de fosfato e produção 

de sideróforos, favorecendo com sistema radicular bem desenvolvido e um aumento no peso 

fresco das plântulas de soja. Dutta et al. (2018) também apontam o potencial de promoção de 

crescimento da espécie bacteriana, além de indicar importante capacidade de eliminação de 

metais pesados. 

Algumas espécies de Brevundimonas são rizobactérias conhecidas por sua tolerância a 

arsêrnio, sendo utilizada em estudos sobre biorremediação de solos. Além disso, há estudos 
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mostrando seu potencial na promoção de crescimento de plantas (SINGH et al., 2016; KUMAR; 

GERA, 2014).  

Para Ranawat et al. (2021), a cepa Enterobacter hormaechei é uma solução verde para 

fertilizantes químicos, por seu potencial na fixação de N e solubilização de P e K insolúveis. 

Os autores observaram a inoculação de sementes de tomate E. hormaechei tiveram aumento de 

biomassa e o comprimento da parte aérea quando comparadas ao controle, favorecendo maior 

produtividade das culturas tratadas. 

Já as bactérias do gênero Methylobacterium sp., Abanda-Nkpwatt et al. (2006) as 

descrevem como onipresentes na natureza, pois provavelmente colonizam todas as plantas 

terrestres. Segundo os autores, as bactérias metilotróficas facultativos pigmentadas de rosa 

(pink-pigmented facultative methylotroph - PPFM), utilizam metanol gasoso emitido pelas 

plantas como fonte de carbono e energia, e em contrapartida promovem o crescimento de seu 

hospedeiro através da liberação de metabólitos. Grossi et al. (2020) classifica Methylobacterium 

sp. como promotora de crescimento de plantas (PGPR), e descreve seu potencial para aliviar o 

estresse salino e biocontrole contra P. infestans, Botrytis cinerea e Fusarium graminearum no 

cultivo in vitro de Solanum tuberosum L. cv., sugerindo uso de PPFM como estratégia potencial 

no manejo dessa cultura. 

Kumar et al. (2016) afirmam que as bactérias metilotróficas possuem um papel 

significativo no ciclo biogeoquímico nos ecossistemas do solo, pois também melhoram a 

qualidade do ar usando compostos orgânicos voláteis, entre eles o diclorometano, formaldeído, 

metanol e o ácido fórmico. Os autores também descrevem que esse gênero possui potencial de 

promoção de crescimento de plantas por participar diretamente do ciclo de fósforo, nitrogênio 

e carbono. 

 

Potencial de promoção de crescimento de endófitos bacterianos de camu-camu 

A análise da produção de Ácido Indol acético (AIA) in vitro permitiu quantificar a 

capacidade dos isolados em produzir essa importante auxina, que está comumente associada a 

bactérias promotoras de crescimento. A capacidade de produção de AIA é usada como ponto 

de partida na seleção de bactérias promotoras de crescimento, assim como também a capacidade 

da produção de sideróforos, a solubilização de fosfato e a presença do gene nifH (YAN et al., 

2018; TEIXEIRA et al. (2007). 

A partir dos microrganismos isolados na seção anterior, provenientes da cultura de 

tecidos de camu-camu, foi analisado o comportamento quanto à capacidade de promoção de 

crescimento (Figura 5). 
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Tabela 3. Produção de AIA e Sideróforos, e Solubilização de Fosfato de Cálcio e Alumínio observada em isolados bacterianos da micropropagação de camu-camu*. 

Isolado 
AIA   Fosfato de Alumínio   Fosfato de Cálcio   Sideróforos 

(μg.mL-1) ± DP    pH ± DP P (mg.L-1) ± DP (%)**  IS Classificação  PSU ± DP 

07A 8,35  ± 0,32   3,94 ± 0,13 0,627 ± 0,01 25,73%   0,00  ± 0,00 ND   58,91 ± 0,92 

07B 13,81 ± 0,51  4,22 ± 0,06 0,447 ± 0,01 14,49%  0,00  ± 0,00 ND  60,01 ± 1,75 

07C 2,53 ± 0,01  3,33 ± 0,08 0,968 ± 0,01 47,04%  0,00  ± 0,00 ND  43,01 ± 0,61 

07D 14,48 ± 0,17  4,58 ± 0,2 0,267 ± 0,03 3,24%  0,00  ± 0,00 ND  44,12 ± 0,42 

07E 10,05 ± 1,53  4,37 ± 0,13 0,151 ± 0,05 4,74%  0,00  ± 0,00 ND  43,59 ± 0,82 

07F 6,71 ± 0,43  4,2 ± 0,09 0,220 ± 0,04 0,00%  0,00  ± 0,00 ND  41,80 ± 1,13 

07G 0,73 ± 0,00   4,26 ±  0,04  0,568  ± 0,01 22,03%   1,62 ± 0,082 Baixo   47,41 ± 1,25 

10A 13,13 ± 0,21   3,91 ± 0,25 0,542 ± 0,03 20,40%  0,00  ± 0,00 ND  45,85 ± 0,78 

10B 13,83 ± 0,11  3,85 ± 0,06 0,577 ± 0,02 22,62%  0,00  ± 0,00 ND  45,33 ± 0,72 

10C 3,18 ± 0,01  4,33 ± 0,012 0,170  ± 0,04 2,83%  0,00  ± 0,00 ND  62,43 ± 0,78 

10D 2,59 ± 0,00  4,14 ± 0,2 0,464  ± 0,07 15,52%  0,00  ± 0,00 ND  41,86 ± 1,11 

10E 4,40 ± 0,00  4,26 ± 0,06 0,191  ± 0,00 1,49%  0,00  ± 0,00 ND  65,84 ± 0,17 

10F 3,30 ± 0,01   3,15 ± 0,28 0,108  ± 0,03 0,68%   3,04  ± 0,19 Médio   93,82 ± 1,11 

15A 2,87 ± 0,17   5,18 ± 0,77 0,480 ± 0,00 16,56%  0,00  ± 0,00 ND  28,74 ± 0,89 

15B 5,90 ± 0,14  3,69 ± 0,04 0,464 ± 0,04 15,52%  0,00  ± 0,00 ND  11,98 ± 1,81 

15C 1,77 ± 0,01  4,13 ± 0,13 0,274  ± 0,01 3,68%  0,00  ± 0,00 ND  38,22 ± 1,49 

15D 0,19  ± 0,00  4,31 ± 0,02 0,125  ± 0,00 0,78%  0,00  ± 0,00 ND  62,03 ± 0,87 

15E 0,90  ± 0,00   3,36 ± 0,04 0,213 ± 0,00 1,33%   3,09  ± 0,27 Médio   61,34 ± 0,63 

17A 7,93 ± 0,41   3,6 ± 0,03 0,629 ± 0,06 25,88%  0,00  ± 0,00 ND  69,77 ± 1,02 

17B 2,36 ± 0,00  3,59 ± 0,42 0,250  ± 0,00 2,20%  0,00  ± 0,00 ND  68,68 ± 1,22 

17C 4,99 ± 0,01  3,34 ± 0,03 0,421  ± 0,07 12,86%  3,97  ± 0,31 Médio  30,07 ± 1,02 

17D 5,56 ± 0,02   3,25 ± 0,00 0,890  ± 0,01 42,15%   2,47  ± 0,27 Médio   0,91 ± 0,17 

18A 10,44 ± 0,43   2,77 ± 0,05 0,156 ± 0,01 3,36%  0,00  ± 0,00 ND  50,51 ± 1,00 

18B 8,86 ± 0,46  3,75 ± 0,28 0,587 ± 0,01 23,22%  0,00  ± 0,00 ND  31,22 ± 0,80 

18C 1,57 ± 0,08  2,88 ± 0,06 1,429 ± 0,13 75,89%  3,54  ± 0,48 Médio  61,56 ± 1,10 

18D 0,00 ± 0,00  3,02 ± 0,06 0,930 ± 0,06 44,67%  0,00  ± 0,00 ND  56,36 ± 0,53 

18E 5,50 ± 0,48  3,13 ± 0,03 1,181 ± 0,03 60,35%  0,00  ± 0,00 ND  75,67 ± 0,44 

18F 4,57 ± 0,52  3,14 ± 0,03 1,074 ± 0,071 53,70%  0,00  ± 0,00 ND  61,91 ± 0,44 

18G 0,00 ± 0,00  3,19 ± 0,02 1,074 ± 0,11 53,70%  0,00  ± 0,00 ND  48,04 ± 0,50 

18H 8,47 ± 0,36  3,64 ± 0,07 0,393 ± 0,06 11,08%  1,50  ± 0,08 Baixo  42,84 ± 1,40 

18I 10,70 ± 1,30  4,11 ± 0,04 0,1607 ± 0,07 10,05%  0,00  ± 0,00 ND  26,31 ± 0,35 

18J 8,07 ± 0,77  4,32 ± 0,04 0,2483 ± 0,02 15,52%  0,00  ± 0,00 ND  67,92 ± 0,46 

18K 5,05 ± 0,86  4,51 ± 0,05 0,0353 ± 0,00 2,20%  0,00  ± 0,00 ND  16,08 ± 0,52 
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18L 15,39 ± 1,37  4,34 ± 0,06 0,0343 ± 0,03 2,14%  0,00  ± 0,00 ND  40,55 ± 0,50 

18M 0,00  ± 0,00  3,67 ± 0,04 0,3454 ± 0,04 21,59%  1,37  ± 0,09 Baixo  58,45 ± 0,20 

18N 11,26  ± 1,04  3,81 ± 0,07 0,4330 ± 0,01 27,06%  0,00  ± 0,00 ND  64,17 ± 0,36 

18O 7,62  ± 0,85  3,98 ± 0,04 0,2341 ± 0,03 14,63%  0,00  ± 0,00 ND  30,24 ± 0,87 

18P 4,77  ± 0,02  4,00 ± 0,00 1,1574  ± 0,10 72,34%  0,00  ± 0,00 ND  53,42 ± 0,53 

18Q 4,82  ± 0,01  4,04 ± 0,13 0,2009  ± 0,05 12,56%  0,00  ± 0,00 ND  35,15 ± 0,30 

ERR680 6,09 ± 0,60   3,39 ± 0,02 0,5206 ± 0,01 32,54%   1,81  ± 0,03 Baixo   17,95 ± 1,80 

BR 31223 -  - - -  - -  28,53 ± 1,05 
*Cada valor representa a média de três repetições e os desvios padrão da média; **Percentual de solubilização de fosfato insolúvel in vitro, com base na concentração disponibilizada 

de AlPO4 (1,6 g.L-1). 
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Assim como a capacidade da produção de AIA, a solubilização de fosfato por bactérias 

endofíticas e a presença do gene nifH são analisados quando se deseja conhecer o potencial na 

promoção de crescimento (Yan et al., 2018).  

Notou-se que os isolados 07B, 07D, 10A, 10B e 18L apresentaram melhor capacidade 

de produção de AIA, sendo superior a 10 μg mL-1. A cepa 18L apresentou a maior produção de 

AIA (13,95 μg mL-1), no entanto, a solubilização de fosfato foi um dos menores percentuais 

entre as demais cepas analisadas (0,0343 mg L-1, 2,15%). De modo geral, foi possível observar 

uma relação inversamente proporcional entre a produção de AIA e solubilização de fosfato. 

Quando analisados os isolados 18D, 18G, 18M e 18C, notou-se que estão entre os que 

apresentaram maior solubilização de fósforo, e, no entanto, tiveram baixa produção de AIA. O 

isolado 15B e 17A foram os que tiveram melhor equivalência entre as duas análises (Tabela 3). 

Abaixo, na Figura 5, estão plotados no gráfico os resultados da Tabela 3. Nota-se que 

os isolados 07B, 07D, 07E, 10A, 10B, 18A, 18I, 18L e 18M apresentaram melhor capacidade 

de produção de AIA, sendo superior a 10 μg mL-1. A cepa 18L apresentou a maior produção de 

AIA (15,39 μg mL-1), no entanto, a solubilização de fosfato foi um dos menores percentuais 

entre as demais cepas analisadas (0,0343 mg L-1, 2,15%) 

 

Figura 5. Produção de AIA (A), Solubilização de Fosfato (B) e Produção de Sideróforos (C) observada em 

isolados bacterianos obtidos da micropropagação de camu-camu*. 
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De modo geral, foi possível observar uma relação inversamente proporcional entre a 

produção de AIA e solubilização de fosfato. Quando analisados os isolados 18D, 18G, 18M e 

18C, notou-se que estão entre os que apresentaram maior solubilização de fósforo, e, no entanto, 

tiveram baixa produção de AIA. O isolado 17A foi o que teve melhor equivalência entre as três 

análises (Tabela 3; Figura 5).  

Esse resultado também foi observado por Dias et al. (2009), com bactérias isoladas de 

mudas de morangos micropropagadas, sugerindo que as combinações entre esses 

microrganismos resultem em efeitos complementares ao desenvolvimento da planta. De modo 

semelhante, Yan et al. (2018), relatam que entre as bactérias endofíticas, nenhuma possuía todas 

as características de promoção de crescimento ao mesmo tempo, e sugere, portanto, que a 

promoção de crescimento da planta no ambiente não é impulsionada por uma única espécie, 

mas por várias bactérias simbióticas. 

A análise da produção de sideróforos realizada pelo método de microplacas proposto 

por Arora e Verma (2017), permitiu analise não apenas qualitativa, mas também quantitativa, 

como pode ser observada na Tabela 3 e Figura 5C. Esta pesquisa observou que 38 dos 40 

isolados apresentaram produção de sideróforos, e teve como destaque os isolados 10F e 18E, 

com 93,82 e 75,67 por cento de unidades de sideróforos (PSU), respectivamente.  

O fósforo é um elemento essencial, e, depois do nitrogênio, é um dos nutrientes que 

mais limitam a produção agrícola, sendo encontrado na forma insolúvel, geralmente ligado 

cálcio, ferro e alumínio, o que o torna indisponível às plantas. O emprego de bactérias 

solubilizadoras é uma das alternativas para minimizar este problema, considerando que são 

capazes de transformar o fósforo insolúvel em solúvel e disponibilizar para as plantas 

(VAZQUEZ et al., 2000; BRAZ, NAHAS, 2012).  

O Estado de Roraima possui, de modo geral, solos de pH ácido e baixa disponibilidade 

de nutrientes, entre eles o fósforo e outros nutrientes, sendo comumente necessário o emprego 

de adubos para o desenvolvimento da agricultura (MELO et al, 2017; MIRANDA, ABSY, 
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2000). Neste estudo foi possível identificar bactérias com potencial para solubilização de 

fosfato, as quais poderão ser empregadas não somente no camu-camu, mas também a outras 

culturas, concomitante ou como alternativa à adubação. Como microrganismo padrão, foi 

utilizado ERR680, isolado de raízes de castanha-do-brasil (Bertholletia excelsa) e identificado 

como pertencente ao gênero Bacillus. Este estudo permitiu confirmar o potencial para 

solubilização de fosfato e produção de AIA na presença de triptofano observado por Chalita et 

al. (2019).  

A solubilização de fosfato foi relatada por Johnston (1952), que identificou como 

mecanismo a produção de diferentes ácidos orgânicos por microrganismos, sendo responsáveis 

pelo aumento do potencial de solubilização do fosfato insolúvel. Vazquez et al. (2000) descreve 

a produção de diversos ácidos orgânicos, voláteis e não voláteis por microrganismos 

solubilizadores de fosfato, a saber: ácidos lático, succínico, isobutírico, isovalérico, acético, 

butírico e capróico. 

A produção de ácidos orgânicos pode explicar a alteração no pH descrita na Tabela 3, 

onde a cepa identificada como 18C reduziu o pH de 4,50 para 2,80 e teve maior potencial de 

solubilização, correspondendo a 75% do fosfato insolúvel disponibilizado in vitro. Essa redução 

no pH também pode ser observada na 18A, sendo o isolado que mais acidificou o meio (pH 

2,77) e, no entanto, foi a que apresentou um dos menores potenciais de solubilização do fosfato 

de alumínio (3,36%).  

Isso pode ser explicado pela afinidade entre os ácidos orgânicos produzidos pelo 

microrganismo e o metal disponibilizado (Al3+), pois ácidos orgânicos com apenas um grupo 

carboxílico (lático, glucônico, propiônico, fumárico, acético) tem baixa capacidade de 

complexação, enquanto que os ácidos com dois ou mais grupos carboxílicos (málico, oxálico, 

tartárico, succínico, cítrico) possuem maior capacidade de complexação (MARRA, 2012; 

JONES, 1998). Faz-se necessário, portanto, identificar a composição dos ácidos orgânicos 

produzidos, especialmente pelas cepas ressaltadas, para maximização do processo de 

solubilização. 

Na análise de solubilização de fosfato de ferro em meio sólido, houve crescimento 

bacteriano, mas não houve formação de halos de solubilização como era esperado. A análise 

não foi responsiva nem mesmo para o microrganismo padrão utilizado (ERR 680), entretanto, 

o estudo de Chalita (2019) não utilizou como fonte o fosfato de ferro, apenas fosfato de alumínio 

e cálcio. Similar ao resultado encontrado pelo autor, nesta pesquisa o microrganismo ERR680 

apresentou baixa solubilização de fosfato de cálcio em meio sólido.  



58 
 

Bashan, Kamnev, e de-Bashan (2013) e também Costa e Melo (2005), sugerem a 

combinação de duas ou três fontes de fosfatos e diferentes meios, sejam líquidos ou sólidos, 

que permitam identificar melhor bactérias com capacidade de solubilizar fosfato. Os autores 

ainda relatam o uso de fosfato de cálcio para solos alcalinos, o fosfato de ferro e o fosfato de 

alumínio para solos ácidos e o uso de fitatos para solos ricos em fósforo orgânico. Ademais, 

recomendam a identificação das bactérias com abundante produção de ácidos orgânicos. 

É interessante observar que não apenas endofíticos apresentam essa característica, mas 

há também cepas epifíticas que podem favorecer o desenvolvimento e adaptação das plantas de 

interesse, sugerem Madhaiyan et al. (2005). Os autores utilizaram cepas de bactérias 

metilotróficas facultativas pigmentadas de rosa (Pink-pigmented facultative methylotrophic 

bacteria - PPFMs) isoladas de cana-de-açúcar como bioinoculantes na germinação de sementes 

e pulverização sobre a folhagem. O estudo permitiu observar aumento na taxa de germinação 

da semente, no crescimento inicial da cana-de-açúcar, no conteúdo de citocinina, assim como 

no aumento no rendimento da cana e na qualidade do açúcar. 

Neste estudo, identificou-se uma das cepas como Methylobacterium sp., que apresenta 

coloração rosa transparente, que foi observado seu comportamento na cultura de tecidos onde 

sua presença junto ao explante não demostrou competição pelo meio de cultura nem 

modificando sua característica como foi observado com outras bactérias. Sua presença pode 

favorecer o crescimento do explante e brotação, considerando seu potencial na produção ou 

síntese de hormônios vegetais (MADHAIYAN et al., 2005). 

A promoção de crescimento das plantas é um fenômeno impulsionado por uma relação 

benéfica entre planta e microrganismos, e segundo Qin et al. (2014) relata, há uma relação direta 

da presença desses microrganismos com as adaptações das plantas aos diferentes ambientes de 

cultivo, favorecendo o crescimento das plantas hospedeiras em ambientes desfavoráveis.  

Nesse sentido, considerando que o camu-camu é uma espécie que ocorre naturalmente 

às margens de rios e lagos da Região Amazônica, e que como alternativa para a exploração 

econômica da espécie, os clones superiores selecionados para esse estudo foram adaptados às 

condições de terra firme em floresta de transição do estado de Roraima da Serra da Prata em 

Mucajaí (VILENA et al., 2018; ALMEIDA et al, 2014). É interessante avaliar a atuação dos 

microrganismos promotores de crescimento, na germinação de sementes, desenvolvimento da 

planta e sua ação antagônica frente a fitopatógenos, entre outros, de modo a identificar a função 

deles na adaptação e promoção de crescimento. Do mesmo modo, conhecer o seu potencial na 

biotização, a fim de identificar seu potencial no aumento da taxa de sobrevivência in vitro, 
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promoção de crescimento dos explantes e redução de perdas na fase de aclimatação (QIN et al., 

2014; DIAS et al., 2009; YAN et al., 2018; COSTA; MELO, 2005; KUSS et al., 2007). 

 

CONCLUSÕES 

Foi identificado 40 isolados de bacterías endófiticas durante a micropropagação de cinco 

clones superiores de cacarí. 

Trinta e quatro isolados bacterianos apresentaram produção de ácido indol acético (AIA) 

in vitro. Todos os isolados realizaram solubilização de fosfato de alumínio. A solubilização de 

fosfato de cálcio em meio sólido foi detectada em apenas sete dos 40 isolados, e variou entre 

baixa e média capacidade de solubilização. A análise de produção de sideróforos foi detectada 

em 38 dos 40 isolados. A análise para identificação das cepas com potencial para fixação de 

nitrogênio em plantas não identificou presença do gene nifH em nenhum dos isolados.  

Este trabalho permitiu observar o potencial de promoção de crescimento de plantas das 

bactérias isoladas da cultura de tecidos de camu-camu, podendo ser uma alternativa futura aos 

fertilizantes químicos utilizados na agricultura. 
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CAPÍTULO II: ÓLEOS ESSENCIAIS DE PLANTAS CONDIMENTARES E 

MEDICINAIS NO CONTROLE DE CONTAMINANTES DA 

MICROPROPAGAÇÃO DE MYRCIARIA DUBIA1 

 

RESUMO 

A micropropagação de Myrciaria dubia tem como principal limitação à contaminação 

in vitro. Nesse sentido, o objetivo neste estudo foi determinar a ação dos óleos essenciais 

de quatro plantas condimentares e medicinais (Orégano, Origanum vulgare L.; Alho, 

Allium sativum L.; Citronela, Cymbopogon nardus L.; Gengibre, Zingiber officinale 

Rosc.) na redução de contaminação microbiana e sobre a taxa de sobrevivência dos 

explantes na micropropagação de camu-camu. A atividade antimicrobiana dos óleos 

essenciais foi analisada sobre a contaminação in vitro na cultura de tecidos de camu-

camu (Myrciaria dubia (Kunth) McVaugh) nas concentrações de 0,5, 1, 2, 3 e 4 μL mL-

1 em meio WPM, emulsificados com Polysorbate 80 (Tween 80) a 1%. Também foi 

analisada atividade antibacteriana dos óleos essenciais sobre cepas isoladas da cultura 

de tecidos de camu-camu nos métodos de difusão em ágar e microdiluição em caldo. A 

utilização de óleos essenciais permitiu redução na taxa de contaminação in vitro na 

cultura de tecidos, sendo observado que a partir da concentração de 2 μL mL-1 não houve 

manifestação de contaminantes fúngicos e redução significativa da taxa de 

contaminação bacteriana, à exceção de óleo essencial de gengibre que apresentou 

contaminação expressiva em todas as concentrações analisadas. Em ordem inversa à 

redução no crescimento microbiano in vitro, percebe-se o aumento da oxidação dos 

explantes à medida que aumentam as concentrações, tendo os óleos de citronela e 

orégano apresentado potencial fitotóxico desde as mais baixas concentrações. O óleo 

essencial de alho apresentou melhor balanceamento, com menor taxa de oxidação e 

maior controle de microrganismos na cultura de tecidos nas concentrações de 0,5 e 1 μL 

mL-1. Os óleos essenciais de orégano e citronela apresentaram melhor atividade 

antibacteriana no teste de difusão em ágar. 

Termos para indexação: Camu-camu; Controle microbiano; Cultura de tecidos; 

Microrganismos. 

 

Essential oils from condimentary and medicinal plants in the control of 

contaminants from the micropropagation of Myrciaria dubia 

ABSTRACT 

The main limitation of the micropropagation of Myrciaria dubia is in vitro 

contamination. In order to overcome contamination, the effect of essential oils was 

studied as an alternative to conventional chemical treatments. This study aimed to 

analyze the action of essential oils from four culinary and medicinal plants (Oregano, 

Origanum vulgare L.; Garlic, Allium sativum L.; Citronella, Cymbopogon nardus L.; 

Ginger, Zingiber officinale Rosc.) in reducing contamination. microbial growth and on 

the survival rate of explants in the micropropagation of micropropagation. The 

 
1 Artigo aceito para publicação conforme anexo, p. 121. 
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antimicrobial activity of essential oils was analyzed on the in vitro contamination of 

tissue culture from camu-camu (Myrciaria dubia (HBK) McVaugh) at concentrations 

of 0.5, 1, 2, 3 and 4 μL mL-1 in WPM medium, emulsified with 1% Polysorbate 80 

(Tween 80). The antibacterial activity of essential oils on strains isolated from tissue 

culture of the game was also analyzed using agar diffusion and broth microdilution 

methods. The use of essential oils allowed a reduction in the rate of in vitro 

contamination in tissue culture, being observed that from the concentration of 2 μL mL-

1 there was no manifestation of fungal contaminants and a significant reduction in the 

rate of bacterial contamination, with the exception of oil ginger essential that showed 

significant contamination in all analyzed concentrations. Inversely to the reduction in 

microbial growth in vitro, there is an increase in explant oxidation as concentrations 

increase, with citronella and oregano oils showing phytotoxic potential from the lowest 

concentrations. Garlic essential oil showed better balance, with lower oxidation rate and 

greater control of microorganisms in tissue culture at concentrations of 0.5 and 1 μL 

mL-1. Essential oils of oregano and citronella showed better antibacterial activity in the 

agar diffusion test. 

Index terms: Myrciaria dúbia; Camu-camu; Tissue Culture; Microbial Control; 

Microorganisms. 

 

INTRODUÇÃO 

O Camu-camu (Myrciaria dubia) (Kunth) McVaugh é uma fruta silvestre que 

cresce nas margens inundáveis dos rios e lagos de toda a bacia Amazônica, seus frutos 

de coloração rosa a roxo escuro são de grande interesse comercial por seu potencial 

nutricional, agroindustrial e farmacológico, tais como: elevadas concentrações de ácido 

ascórbico; compostos minerais como o potássio, cálcio, magnésio e sódio; e compostos 

fenólicos (CHAGAS et al., 2015; SOUSA et al., 2015, GRIGIO et al., 2019; GRIGIO 

et al., 2021a, 2021b, 2021c). Devido a espécie apresentar excelentes teores de atividade 

antioxidante, capaz de minimizar o risco de incidência de algumas doenças crônicas, o 

que permite inserir na lista de alimentos funcionais (PETERS; VÁSQUEZ, 1986; 

VILLACHICA, 1996; YUYAMA et al., 2011; SOUSA et al., 2015; CHAGAS et al., 

2015).   

Apesar da espécie ser tradicionalmente propagada por sementes (INPA, 2017), a 

técnica não é interessante para o estabelecimento de plantios comerciais devido à falta 

de uniformidade gerada pela reprodução sexuada, o que impacta na variabilidade quanto 

à frutificação, ciclo de produção e inclusive alterações no teor de vitamina C entre os 

frutos de diferentes plantas (PASQUAL et al., 2012, CHAGAS et al., 2012). A estaquia 
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tem sido o método mais utilizado na propagação de camu-camu por permitir a 

manutenção das características genéticas das plantas matrizes, a uniformidade, o porte 

reduzido e também a precocidade de produção, tendo, no entanto, como principal 

dificuldade a multiplicação em larga escala (MOREIRA FILHO, 2009; CHAGAS et al., 

2012; PASCOAL et al., 2012).  

Araújo et al. (2015) apontam a micropropagação como alternativa para o processo 

de produção de mudas de camu-camu, que com o uso de técnicas de cultivo in vitro 

como organogênese e embriogênese somática é possível a multiplicação em larga escala 

de plantas idênticas durante todo o ano.  

A micropropagação do camu-camu, segundo Araújo et al. (2012), apresenta 

dificuldades em obter culturas assépticas devido à alta taxa de contaminação microbiana 

que possui acelerado crescimento no meio de cultura, favorecendo à competição por 

nutrientes. O estudo indicou a necessidade de suplementação do meio com antibióticos, 

considerando que, mesmo após desinfestação, houve 70% de contaminação. O estudo 

também sugere que havia presença de bactérias endofíticas, que só foram detectadas no 

meio após semanas do estabelecimento in vitro. Nesse mesmo sentido, Palú et al. (2011) 

descrevem como um dos principais problemas da micropropagação da figueira, a 

contaminação dos explantes por bactérias endofíticas. 

A utilização de óleos essenciais na cultura de tecidos é apontada por Hamdeni et 

al. (2021) e Samah et al. (2017) como uma importante estratégia no controle de 

contaminantes, tendo demonstrado eficiência no controle de fungos, bactérias e vírus. 

No entanto, para observação dessa bioatividade de óleos essenciais sobre os 

microrganismos, faz-se mister a análise prévia de espécies vegetais com esse potencial 

inibitório, com isso possibilita alternativas de inibição sobre os microrganismos 

endofíticos. (JASIM, SALIH, ATI, 2021; MEZIANI et al., 2019; ENNOURI et al., 

2020). 

Desse modo, este estudo teve como objetivo analisar o efeito dos óleos essenciais 

de Orégano, Origanum vulgare L.; Alho, Allium sativum L.; Citronela, Cymbopogon 

nardus L.; Gengibre, Zingiber officinale Rosc.) na redução de contaminação microbiana 

e sobre a taxa de sobrevivência dos explantes na micropropagação de camu-camu. 
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MATERIAIS E MÉTODOS 

 

O experimento foi realizado em duas etapas: na primeira, foi realizada a extração 

dos óleos essenciais; e na segunda, foi analisada a atividade antimicrobiana na cultura 

de tecidos do camu-camu. 

 

Extração dos óleos essenciais 

A extração dos óleos essenciais (OEs) se deu pelo método de hidrodestilação, em 

aparelho de Clevenger. Foram utilizadas 500 g da amostra. Após 2 h de extração, o óleo 

obtido foi coletado, e acondicionado em frasco de vidro revestido com papel alumínio, 

previamente esterilizado. A extração foi realizada em triplicata, e foi avaliado o 

rendimento de cada espécie. Para a extração dos óleos essenciais foram utilizadas folhas, 

rizomas e bulbos frescos e secos, conforme descrito a seguir (Tabela 1). 

Tabela 1. Plantas utilizadas para extração dos óleos essenciais 

Nome Comum Partes Utilizadas Nome Científico 

Orégano Folhas secas Origanum vulgare L. 

Alho Bulbos frescos Allium sativum L. 

Citronela Folhas frescas Cymbopogon nardus L. 

Gengibre Rizomas frescos Zingiber officinale Rosc. 

 

Isolamento de bactérias provenientes da cultura de tecidos de clones 

superiores de camu-camu 

Cepas bacterianas de camu-camu foram isoladas no Laboratório de Microbiologia 

do Solo, LMS, da Embrapa Roraima e se deu pela detecção dependente da cultura de 

tecidos.  No método, o isolamento foi realizado após manifestações bacterianas em 

micropropagação de camu-camu em meio de cultura WPM (Woody Plant Medium) 

(LLOYD, MCCOWN, 1980). As cepas foram isoladas em meio de cultura ágar nutriente 

em placas de Petri pelo método de esgotamento por estrias, incubadas a 28º C, por 10 

dias, para posterior caracterização morfológica (tamanho, borda, superfície, elevação, 

cor, formato, brilho, coloração Gram, entre outras características) conforme Hungria e 

Silva (2011). 
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Óleos essenciais no controle de contaminantes isolados da micropropagação 

de camu-camu 

Para esta etapa, foi utilizado o método de difusão por perfuração em ágar, o qual 

consiste em perfurar o meio de cultura sólido com auxílio de cilindros de 6 a 8 mm de 

diâmetro para a formação de poços onde serão aplicados os óleos essenciais que serão 

analisados. Após o meio solidificar, foram realizadas semeaduras com diluição de cada 

cepa diluído em meio líquido DYGS sem adição de ágar, a 104 UFC mL-1. Após cerca 

de 30 min, os poços de 6 mm foram perfurados e preenchidos com 35 μL de solução-

estoque de cada óleo essencial (Tabela 1), diluídas a uma concentração de 100 μL mL-1 

em água destilada com Tween 80® a 1%. Como controle foi empregado polissorbato 80 

(Tween 80®) a 1%, sem óleo essencial (OSTROSKY et al., 2008). 

Esta é considerada uma técnica qualitativa, e possibilita analisar se os 

microrganismos são susceptíveis ou resistentes à substância a ser analisada. Após 

incubação a 28 °C por 24 h, a leitura é realizada medindo o diâmetro do halo de inibição 

com paquímetro digital, podendo classificar o inóculo em suscetível (s) quando o halo 

é ≥ 8 mm, ou resistente (r) quando não há formação de halo ou foi inferior a 8mm, 

conforme esquema na Figura 1 (MICHELIN et al., 2005). 

 

Figura 1. Esquema do método de Difusão em Discos de Papel (Fonte: Adaptado de 

Carneiro, 2020). 

 



70 
 

Óleos essenciais no controle in vitro de contaminantes na micropropagação de 

camu-camu 

Os explantes de camu-camu foram coletados no Campo Experimental Serra da 

Prata (CESP), pertencente a Embrapa Roraima, localizado no município de Mucajaí-RR 

cuja localização geográfica da área experimental situa-se em W 60° 58’40’’; N 2° 

23’49’’.  Foram coletadas amostras em pontos aleatórios, priorizando plantas que não 

apresentassem nenhum sinal de injúria ou danos causados por possíveis patógenos. Após 

a coleta, os segmentos caulinares foram levados ao laboratório e passaram por pré-

limpeza conforme descrito a seguir. Os explantes de camu-camu, oriundos de brotações 

novas com um par de gemas axilares e aproximadamente 4 cm de comprimento, foram 

lavados em água corrente, para lixiviação parcial de compostos fenólicos liberados por 

consequência do corte dos tecidos.  

Posteriormente, os explantes foram imersos em solução de fungicida com 2 ml L-

1 Nativo® e 100 mg L-1 do antioxidante ácido cítrico, conforme recomendação de Araújo 

et al. (2012), permanecendo nestas condições por 2 h. 

Após esta etapa, em câmara de fluxo laminar, os segmentos caulinares passaram 

por processo de desinfecção como descrito na sequência a seguir: os explantes foram 

imersos em álcool 70% por 1 min; logo após, foram imersos em hipoclorito de sódio a 

1,5% com 2 gotas de detergente neutro por 10 min; ao final, os explantes desinfectados 

passaram por tríplice lavagem com água destilada, deionizada e autoclavada (DDA) para 

retirada total dos produtos da superfície dos tecidos. 

Após a assepsia, os explantes tratados foram inoculados em tubos de ensaio 

contendo 10 mL de meio WPM suplementado com 30 g L-1 de sacarose, solidificado 

por 7 g L-1 de ágar, com pH ajustado para 5,6 e tendo sido autoclavado a 1,2 atm de 

pressão e 120 °C por 15 min.  Após a autoclavagem, em câmara de fluxo laminar, os 

óleos essenciais (alho, gengibre, citronela e orégano) foram adicionados no meio de 

cultura, em diferentes concentrações: 0,5; 1, 2, 3 e 4 μL mL-1. Para a emulsificação dos 

óleos no meio de cultura, foi acrescido de Polysorbate 80 (Tween 80) a 1%, após a 

completa homogeneização dos óleos no meio de cultura, procedeu-se a distribuição nos 

tubos de ensaio. À testemunha não foi adicionada óleo essencial. 
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Os explantes foram avaliados a cada 7 dias, para observação do aparecimento das 

manifestações microbianas e condições do explante, e o resultado final avaliado aos 30 

dias de cultivo. Todos os explantes foram mantidos a 25 ± 2 °C com fotoperíodo de 16 

h de 35-40 μmol m-1 s-1 fornecido por lâmpadas fluorescentes brancas frias. Para cada 

concentração de óleo essencial foi realizado um delineamento inteiramente casualizado 

com 5 repetições composta por quatro explantes cada. O potencial fitotóxico do óleo 

essencial foi avaliado conforme o escurecimento e morte do explante, ao final dos 30 

dias de cultivo in vitro. 

O estudo foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado em esquema 

fatorial, sendo o primeiro fator tipos de óleos essenciais (O) com quatro níveis (alho, 

orégano, citronela, e gengibre) e o segundo fator doses de óleos (O) com nove níveis, 

distribuídos em três repetições com 10 explantes por unidade ou parcela experimental. 

Os dados foram submetidos à análise de variância pelo teste de F (p ≤0,05). Os 

dados quantitativos foram submetidos à análise de regressão, e os dados qualitativos 

foram submetidos ao teste de Tukey (p ≤ 0,05). Utilizou-se o software SISVAR para 

análise dos dados (FERREIRA, 2014). 

 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 

O emprego de óleos essenciais foi utilizado neste estudo para conhecer o potencial 

antimicrobiano na cultura de tecidos de camu-camu. Inicialmente foi realizada extração 

dos óleos essenciais (OE) de alho, gengibre, citronela e orégano, seguido da avaliação 

antimicrobiana sobre isolados bacterianos da cultura de tecidos do camu-camu.  

 

Uso de Óleos essenciais no controle de bactérias isoladas da micropropagação 

de camu-camu 

A avaliação da ação antibacteriana de óleos essenciais de citronela, orégano, 

gengibre e alho foi realizada primariamente pelo método de difusão por perfuração em 

ágar. Na Tabela 2, pode-se notar quais isolados foram considerados suscetíveis e quais 

foram resistentes aos óleos testados. Nos halos inferiores a 8mm, ou nhr (não houve 

resistência), os isolados bacteriano foram considerados resistentes ao óleo essencial 

empregado. 
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Tabela 2 -  Ação bactericida de óleos essenciais em bactérias isoladas da cultura de 

tecidos de camu-camu, pelo método de difusão por perfuração em ágar*. 

Isolado 
Coloração 

Gram 

Citronela 

(mm) 

Orégano 

(mm) 

Gengibre 

(mm) 

Alho 

(mm) 

07A + 12,69 ± 1,97(s) 13,27 ± 1,01(s) nh (r) nh (r) 

07B + 9,45  ± 1,25(s) 10,81 ± 1,88(s) nh (r) nh (r) 

07C + nh (r) 13,09 ± 1,00(s) nh (r) nh (r) 

10A + 21,55 ± 4,05(s) 10,41 ± 1,52(s) 11,01 ± 0,79(s) nh (r) 

10B + 24,99 ± 4,99(s) 17,61 ± 2,16(s) 14,07 ± 2,91(s) 10.23 ± 1,63(s) 

15A + 9,28 ± 3,39(s) 11,76 ± 1,31(s) nh (r) nh (r) 

15B + 39,03 ± 3,57(s) 9,98 ± 0,12(s) nh (r) nh (r) 

17A + 20,95 ± 1,32(s) 12,25 ± 3,78(s) 11,59 ± 0,39(s) nh (r) 

18A + 10,33 ± 0,41(s) 12,87 ± 1,69(s) nh (r) nh (r) 

18B + 12,44 ± 1,25(s) 12,72 ± 0,95(s) 13,34 ± 1,44(s) nh (r) 

18O + 9,30 ± 0,93(s) 10,95 ± 0,383(s) nh (r) nh (r) 

*Cada valor representa a média de três repetições e os desvios padrão da 

média; (r): resistente; (s): suscetível; nh: não houve formação de halo de 

inibição.  

 

Similar aos resultados encontrados por Santos et al. (2011) em seu estudo, o óleo 

essencial de orégano proporcionou controle sobre todos os microrganismos analisados, 

enquanto o OE de alho apresentou uma seletividade, proporcionando os maiores halos 

de inibição sobre algumas espécies de bactérias e nenhuma inibição em outras.  

O óleo essencial de citronela apresentou controle seletivo sobre os isolados 

bacterianos analisados, resultado similar ao encontrado por Silveira et al. (2012) e 

Martins et al. (2009). Os óleos essenciais de gengibre e alho mostraram baixa eficiência 

no controle desses microrganismos pelo método de difusão nas concentrações utilizadas. 

Ainda assim, é possível notar que o isolado 07C foi considerado suscetível apenas a 

orégano. 

O OE de gengibre apresentou atividade antimicrobiana de forma seletiva, com 

efetividade apenas sobre quatro dos 11 isolados bacterianos analisados. Em seu estudo, 

Cutrim et al. (2019) afirmam que é essencial identificar a coloração Gram dos isolados, 

considerando que muitos estudos apontam maior resistência de bactérias Gram-

negativas aos óleos essenciais, do que as bactérias Gram-positivas. Essa resistência é 

comumente relacionada a uma membrana externa à parede celular das bactérias Gram-

negativas, composta de polissacarídeos, que lhe confere menor permeabilidade a 

compostos hidrofóbicos, que é o caso dos óleos essenciais (CUTRIM et al., 2019; 
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PROBST, 2012; BARBOSA et al., 2015). Neste estudo foi possível observar, na Tabela 

2, que todas os isolados foram identificados como coloração Gram Positivo, no entanto, 

essa característica não explica a baixa efetividade do óleo essencial de gengibre, e mas 

possivelmente esteja relacionada às espécies bacterianas. 

Em continuidade, os óleos essenciais foram analisados quanto a seu potencial 

antimicrobiano in vitro na cultura de tecidos de camu-camu. O estudo permitiu observar 

que a redução na taxa de contaminação na micropropagação da espécie foi proporcional 

ao aumento da concentração do óleo essencial empregado, à exceção do tratamento com 

óleo essencial de gengibre que apresentou alta contaminação microbiana em todas as 

concentrações analisadas (Figuras 2A e 2B).  
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Figura 2 - Atividade antimicrobiana e oxidação de óleos essenciais na cultura de tecidos de 

camu-camu. 

 

O óleo essencial de alho apresentou efetividade no controle fúngico desde a 

concentração de 1 μL mL-1 (Figura 2B). Também foi observada a redução na 

contaminação por bactérias, não havendo, no entanto, o controle total como observado 
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para contaminação fúngica, à exceção do óleo essencial de citronela nas concentrações 

de 3 e 4 μL mL-1 em que o controle de bactérias foi efetivo (Figura 2A).  

Em ordem inversa à redução de contaminação com o aumento na concentração dos 

óleos essenciais, percebeu-se o aumento da oxidação dos explantes à medida que 

aumentam as concentrações, sendo observado o escurecimento do explante, tendo os 

óleos de citronela e orégano apresentado potencial fitotóxico desde as mais baixas 

concentrações (Figura 2C).  

Resultados semelhantes foram encontrados por Taghizadeh, Solgi e Shahrjerdi 

(2016), onde o uso de óleos essenciais de eugenol, carvacrol e timol reduziu a 

contaminação in vitro por bactérias e fungos na micropropagação de morango. No 

entanto, os autores também relatam que essa adição ao meio de cultura aumentou a 

oxidação dos explantes, havendo uma interação significativa entre a concentração dos 

óleos essenciais e os sintomas de fitotoxicidade, ou seja, quanto maior a concentração 

dos OE, maior o percentual de oxidação. Neste estudo, os óleos de orégano e citronela 

apresentaram fitotoxidade desde as menores concentrações, sendo necessário, portanto, 

a identificação de concentração mínima inibitória que não provoque danos aos explantes 

e que seja eficaz no controle de contaminantes (Figura 2C). 

O emprego de óleos essenciais de plantas medicinais e aromáticas também foi 

empregado por Meziani et al. (2019) na cultura de tecidos de tamareiras. Foram 

empregados óleos de alecrim, tomilho, artemísia e outras espécies com potencial 

antimicrobiano. Os autores observaram que na fase de multiplicação todas as 

concentrações utilizadas foram capazes de inibir o crescimento de bactérias endofíticas, 

mas que as maiores concentrações foram tóxicas para os explantes. Ennouri et al. (2020) 

relatam que os óleos essenciais de orégano e tomilho foram eficazes no controle fúngico 

sem apresentar fitotoxidade para o explante nas concentrações de 0,15 μL mL-1, e por 

não interferirem no processo de regeneração e diferenciação dos tecidos vegetais. 

Na Figura 2C, foi possível observar que o uso de óleo essencial de alho na cultura 

de tecidos de camu-camu resultou em menor percentual de oxidação quando comparado 

aos demais óleos essenciais utilizados neste estudo. Esse resultado pode ser em 

decorrência da presença majoritária de compostos organossulfurados, apontados por 

Mnayer et al. (2014) e Amagase (2006) como constituintes com expressiva atividade 
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antioxidante. O estudo de Botas (2017), avaliando o potencial antioxidante e 

antibacteriano de quatro variedades de alho, identificaram que o alho branco apresentou 

as maiores propriedades antioxidantes, enquanto que a atividade antimicrobiana, no 

entanto, não foi satisfatória, tendo mostrado baixa atividade bactericida. 

O OE de gengibre não foi satisfatório em nenhuma das concentrações, 

apresentando atividade fitotóxica e baixa eficiência na atividade antimicrobiana (Figura 

2). Diferente do estudo de Cutrim et al. (2019), que identificaram atividade antioxidante 

e antimicrobiana nos óleos essenciais e extratos hidroalcoólicos de gengibre e alecrim. 

No estudo relatado por Jasim, Salih, e Ati (2021), a utilização de óleos essenciais 

de tomilho (Thymus vulgaris L.), hortelã (Mentha piperita L.), cânfora (Cinnamomm 

camphora), Colocynthis (Citrullus colocynthis) e rúcula (Eruca vesicaria) foi 

empregado contra contaminação por fungos na cultura de tecidos. O estudo indicou a 

inibição do crescimento micelial de forma eficaz a partir de 2 mL 100 mL-1 para os óleos 

de tomilho e hortelã, enquanto os óleos essenciais de cânfora, colocíntida e rúcula 

apresentaram menor potencial de inibição in vitro. No entanto, de forma similar a este 

trabalho, foi identificado alto percentual de fitotoxidade sobre os explantes, causando 

mortalidade significativa dos mesmos.  

Samah et al. (2017) atribuem à atividade antimicrobiana do óleo essencial a seu 

caráter lipofílico, que pode facilitar a absorção pelos tecidos vegetais, melhorando o 

controle de contaminantes endofíticos, mas que, dependendo da composição e do 

aumento da concentração, essa mesma característica pode causar fitotoxidade aos 

explantes. Os autores descrevem como estratégia à alta taxa de oxidação, o emprego de 

nanoemulsões de eugenol, os quais foram eficazes no controle de fungos e vírus 

contaminantes da cultura de tecidos e não mostraram nenhum efeito negativo na 

regeneração. O emprego de nanoemulsões de eugenol favoreceram com inibição de 

contaminação fúngica e também possibilitaram plântulas livres de vírus após cinco 

semanas de cultivo in vitro. O estudo obteve como resultado final a melhoria no 

crescimento e enraizamento na presença de ácido indol-3-butírico, e maior taxa de 

sobrevivência na fase de aclimatação. 

Com base no estudo desenvolvido, foi possível observar o efeito dos óleos 

essenciais no controle de contaminantes e na taxa de fitotoxidade sobre explantes na 
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cultura de tecidos de camu-camu. A seguir, é possível observar o efeito fitotóxico dos 

óleos essenciais de alho (Figura 3A) e citronela (Figura 3B) na concentração de 1 μL 

mL-1 nos explantes de camu-camu: 

 

Figura 3 – Avaliação do efeito fitotóxico dos óleos essenciais sobre o explante na 

cultura de tecidos de camu-camu. (A) Explante de camu-camu sob efeito de óleo 

essencial de alho; (B) Explante de camu-camu sob efeito de óleo essencial de citronela; 

 

O óleo essencial de alho, mostrou ser o melhor tratamento in vitro, com baixa taxa 

de oxidação e melhor efetividade contra microrganismos na microprogagação de camu-

camu, apesar de na análise de difusão em ágar não ter correspondido ao melhor 

tratamento antibacteriano. Isso pode ser atribuído à característica do óleo essencial do 

alho ser resinoso e mais denso que os demais. A baixa fitotoxidade do óleo essencial de 

alho favorece sua utilização na cultura de tecidos, podendo portanto, ser usado na 

suplementação, substituindo ou somado a outros agentes antimicrobianos, no sucesso 

do cultivo in vitro de camu-camu devido às suas propriedades antioxidantes, 

antibacterianas e antifúngicas. 

 

CONCLUSÕES 

Os óleos essenciais de orégano e citronela apresentaram melhor atividade 

antibacteriana no teste de difusão por perfuração em ágar. Já na cultura de tecidos, os 

(A) (B) 
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óleos essenciais de alho, citronela e orégano apresentaram melhor controle na inibição 

do crescimento micelial e significativa redução na contaminação bacteriana. Apesar da 

efetividade no controle microbiano desses óleos, o óleo essencial de alho foi o que 

apresentou menor fitotoxidade aos explantes e melhor balanço entre fitotoxidade e 

controle microbiano, sendo indicado, portanto, como melhor tratamento in vitro em 

concentrações entre 0,5 e 1 μL mL-1. 
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CAPÍTULO III: USO DE ÓLEOS ESSENCIAIS DE PLANTAS CONDIMENTARES E 

MEDICINAIS NO CONTROLE DE BACTÉRIAS ISOLADAS DA CULTURA DE 

TECIDOS DE CAMU-CAMU (Myrciaria dubia (Kunth) McVaugh) 

 

Resumo 

A micropropagação de Myrciaria dubia tem como principal limitação à contaminação in vitro. 

A fim de superar a contaminação, o efeito dos óleos essenciais foi estudado como alternativa 

aos tratamentos químicos convencionais. Este estudo teve como objetivo determinar a 

concentração mínima inibitória dos óleos essenciais de plantas condimentares e medicinais 

(orégano, citronela, Gengibre, melaleuca, eucalipto, alecrim e artemísia) contra isolados 

bacterianos da cultura de tecidos de camu-camu nos métodos de difusão em ágar e 

microdiluição em caldo. Também foi analisada a ação dos óleos essenciais de orégano, 

melaleuca, alecrim e Artemísia nas concentrações de 0,25 e 0,5 μL mL-1 em meio WPM, 

emulsificados com Polysorbate 80 (Tween 80) a 1%. Os óleos essenciais de orégano, melaleuca, 

artemísia e alecrim apresentaram melhor potencial bactericida no método de difusão em ágar e 

foram selecionados para avaliação da menor concentração inibitória in vitro pelo método de 

microdiluição em caldo. Nesta etapa, a menor densidade bacteriana foi observada para os óleos 

essenciais de orégano e melaleuca na concentração de 4 μL mL-1, com 0,473 e 0,878 nm, 

respectivamente. O uso de óleos essenciais favoreceu a redução na taxa de contaminação in 

vitro na cultura de tecidos, sendo observado que a menor percentual de contaminação por 

fungos sob ação dos óleos essenciais de Artemísia e orégano nas concentrações de 0,5 μL mL-

1, com 25 e 35% respectivamente. O melhor controle de manifestação bacteriana in vitro foi 

observado com adição dos óleos essenciais de orégano e alecrim nas concentrações de 0,5 μL 

mL-1, com 10 e 15% respectivamente. Foi observada a taxa de brotação dos explantes na 

presença dos óleos essenciais de orégano (25%), alecrim (35%) e melaleuca (70%). Apenas os 

óleos essenciais de orégano e melaleuca nas concentrações de 0,5 μL mL-1 causaram 

fitotoxidade nos explantes, com 7 e 14% respectivamente. 

Palavras-chave: Camu-camu; Controle microbiano; Cultura de tecidos; Microrganismos; 

Óleos Essenciais. 

 

INTRODUÇÃO 

O camu-camu (Myrciaria dubia) (Kunth) McVaugh é uma fruta nativa da amazônia, 

conhecida por possuir elevadas concentrações de ácido ascórbico e ser rico em compostos 

fenólicos e minerais como potássio, cálcio, magnésio e sódio (CHAGAS et al., 2015; SOUSA 

et al., 2015, GRIGIO et al., 2019; GRIGIO et al., 2021a, 2021b, 2021c).  

A espécie, que cresce às margens de rios e lagos da região amazônica, chama atenção 

por sua importante atividade antioxidante, capaz de minimizar o risco de incidência de doenças 

crônicas, o que permite inserir na lista de alimentos funcionais (PETERS; VÁSQUEZ, 1986; 

VILLACHICA, 1996; YUYAMA et al., 2011; SOUSA et al., 2015; CHAGAS et al., 2015).   

Apesar de ser tradicionalmente propagado por sementes (INPA, 2017), a técnica não é 

interessante para o estabelecimento de plantios comerciais devido à falta de uniformidade 

gerada pela reprodução sexuada, o que impacta na variabilidade quanto à frutificação, ciclo de 
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produção e inclusive alterações no teor de vitamina C entre os frutos de diferentes plantas 

(PASQUAL et al., 2012, CHAGAS et al., 2012).  

Atualmente a propagação por estaquia tem sido o método mais utilizado na propagação 

de caçari por permitir a manutenção das características genéticas das plantas matrizes, a 

uniformidade, o porte reduzido e também a precocidade de produção, tendo, no entanto, como 

principal dificuldade a multiplicação em larga escala (MOREIRA FILHO, 2009; CHAGAS et 

al., 2012; PASCOAL et al., 2012).  

Araújo et al. (2015) aponta a micropropagação como alternativa para o processo de 

produção de mudas de camu-camu, que com o uso de técnicas de cultivo in vitro como 

organogênese e embriogênese somática é possível a multiplicação em larga escala de plantas 

idênticas durante todo o ano.  

A micropropagação do camu-camu, segundo Araújo et al. (2012), apresenta dificuldades 

em obter culturas assépticas devido à alta taxa de contaminação microbiana que possui 

acelerado crescimento no meio de cultura, favorecendo à competição por nutrientes. O estudo 

indicou a necessidade de suplementação do meio com antibióticos, considerando que, mesmo 

após desinfestação, houve 70% de contaminação. O estudo também sugere que havia presença 

de bactérias endofíticas, que só foram detectadas no meio após semanas do estabelecimento in 

vitro. Nesse mesmo sentido, Palú et al (2011) descreve como um dos principais problemas da 

micropropagação da figueira, a contaminação dos explantes por bactérias endofíticas. 

A utilização de óleos essenciais na cultura de tecidos é apontado por Hamdeni et al. 

(2021) e Samah et al. (2017) como uma importante estratégia no controle de contaminantes, 

tendo demonstrado eficiência no controle de fungos, bactérias e vírus. É necessário, no entanto, 

se identificar a espécie medicinal e aromática potencial e sua concentração in vitro, que 

promova o controle de manifestações microbianas sem afetar a viabilidade do explante. 

Portanto, o uso de óleos essenciais pode oferecer novas oportunidades para o desenvolvimento 

de estratégias eficazes de controle de contaminações por microrganismos endofíticos (JASIM, 

SALIH, ATI, 2021; MEZIANI et al., 2019; ENNOURI et al., 2020). 

Desse modo, este estudo teve como objetivo analisar o efeito de óleos essenciais de sete 

plantas condimentares e medicinais (Orégano, Origanum vulgare; Melaleuca, Melaleuca 

alternifolia; Citronela, Cymbopogon nardus; Gengibre, Zingiber officinale; Artemísia, 

Artemisia vulgaris; Alecrim, Salvia rosmarinus; Eucalipto, Eucalyptus citriodora) e de Extrato 

aquoso de Própolis, na redução de contaminação microbiana e sobre a taxa de sobrevivência 

dos explantes na micropropagação de camu-camu. 
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MATERIAL E MÉTODOS  

O experimento foi realizado em três etapas: na primeira, foi realizada a extração dos 

óleos essenciais; na segunda, foi analisada a atividade antibacteriana sobre isolados da cultura 

de tecidos de camu-camu para determinação da concentração mínima inibitória, e por último 

foi determinada a atividade antimicrobiana na cultura de tecidos do camu-camu. 

 

Extração e análise da composição química dos óleos essenciais 

- Método de Extração dos óleos essenciais (OEs): O processo de extração dos OEs foi 

realizado empregando-se o método de hidrodestilação, em aparelho de Clevenger. Foram 

utilizadas 500 g da amostra. Após 2 horas de extração, o óleo obtido foi coletado, e 

acondicionado em frasco de vidro revestido com papel alumínio, previamente esterilizado. A 

extração foi realizada em triplicata, e foi avaliado o rendimento de cada espécie. Para a extração 

dos óleos essenciais foram utilizadas folhas, rizomas e bulbos frescos e secos. 

 

Isolamento, caracterização e identificação de bactérias provenientes da cultura de tecidos 

de camu-camu 

Cepas bacterianas de camu-camu foram isoladas no Laboratório de Microbiologia do 

Solo, LMS, da Embrapa Roraima, em meio de cultura ágar nutriente em placas de petri, pelo 

método de esgotamento por estrias. Em seguida, foram cultivados em ágar nutrientes para 

caracterização morfológica (tamanho, borda, superfície, elevação, cor, formato, brilho) a fim 

de separar em grupos primários segundo protocolo 005.POP.005.LMS da Embrapa Roraima 

que descreve o Procedimento Operacional Padrão Técnico para Caracterização de Culturas 

Bacterianas. 

 

Óleos essenciais no controle in vitro de contaminantes da micropropagação de camu-camu 

Para esta etapa, foram utilizados dois métodos diferentes para análise do potencial de 

óleos essenciais no controle in vitro de isolados bacterianos da cultura de tecidos do camu-

camu. Primeiramente foi utilizado o método de difusão por perfuração em ágar, e em seguida 

os melhores resultados foram selecionados para o método de diluição em caldo para 

identificação de concentração mínima inibitória. 

 

Método de Difusão por Perfuração em Ágar 

Para este método foi utilizado o meio de cultura DYGS, e consiste em perfurar o meio 

de cultura sólido com auxílio de cilindros de 6 a 8 mm de diâmetro para a formação de poços 
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onde serão aplicados os óleos essenciais que serão analisados. Após o meio solidificar, foram 

realizadas semeaduras com diluição de cada cepa diluído a 104 UFC.mL-1 em meio líquido 

DYGS sem adição de ágar. Após cerca de 30 minutos, os poços de 6 mm foram perfurados e 

preenchidos com 35 μL de solução-estoque de cada óleo essencial (Tabela 1), diluídas a uma 

concentração de 100 μL.mL-1 em água destilada com Tween 80® a 10%. Como controle foi 

empregado polissorbato 80 (Tween 80®) a 10%, sem óleo essencial (OSTROSKY et al, 2008). 

Esta é considerada uma técnica qualitativa, e possibilita analisar se os microrganismos 

são susceptíveis ou resistentes à substância a ser analisada. Após incubação a 28 °C por 24 

horas, a leitura é realizada medindo o diâmetro do halo de inibição com paquímetro digital, 

podendo classificar o inoculo em suscetível (s) quando o halo é ≥ 8 mm, ou resistente (r) quando 

não há formação de halo ou foi inferior a 8mm, conforme esquema na Figura 1 (MICHELIN et 

al., 2005). 

Figura 1. Esquema do método de Difusão em Discos de Papel 

 
Fonte: Adaptado de Carneiro, 2020 

 

Método de Diluição em Caldo para identificação de concentração mínima inibitória 

Para este método foram utilizadas soluções-estoque de óleos essenciais preparadas 

previamente nas concentrações de 100 μL mL-1, e as diluições seriadas foram realizadas com 

meio de cultura em microplaca. O preparo da microplaca (tipo ELISA de fundo U) consistiu 

em preencher todos os poços com 150 μL de meio liquido DYGS. No segundo poço adicionadas 

alíquotas (150,0 μL) de solução-estoque de óleos essenciais a partir da segunda coluna, que 

foram homogeneizadas e metade do volume da segunda coluna foi transferido para a terceira 
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coluna e homogeneizado, e assim, por conseguinte, até a última coluna com óleos essenciais. 

Nesta etapa foram utilizados quatro óleos essenciais, em cinco concentrações (5; 2,5; 1,25; 0,62 

e 0,31 μL mL-1), com quatro repetições cada concentração, para identificação da concentração 

mínima inibitória. Para emulsificação foi utilizado Tween® 80 ou polissorbato 80 (C64H124O26) 

a 10% com meio de cultura. A inoculação dos isolados foi realizada com adição de 1 μL de 

suspensão bacteriana em cada poço, conforme esquema na Figura 2. 

 

Figura 2. Esquema para identificação de concentração mínima inibitória de óleos essenciais 

 
As placas foram mantidas em incubadora com agitação, a 28 °C por 24 horas para 

crescimento bacteriano. Após esse período, a densidade bacteriana foi medida por 

espectrofotometria em leitor de ELISA (Leitora Automática de Microplacas de 96 Poços - Mod. 

Tp Reader - ThermoPlate), a 450nm. A concentração mínima inibitória (CMI) foi identificada 

na concentração em que não houve crescimento bacteriano em comparação com o controle 

negativo (meio com inóculo, sem óleo essencial) e positivo (meio sem inóculo, sem óleo 

essencial). Foi medida, também por espectrofotometria, a densidade da microdiluição dos sem 

óleo essencial em cada concentração e sua possível influência sobre o resultado de cada 

tratamento. 

 

Óleos essenciais no controle in vitro de contaminantes na micropropagação de camu-camu 

Os explantes de camu-camu foram coletados no Campo Experimental Serra da Prata 

(CESP), da Embrapa Roraima, que fica localizado no município de Mucajaí/RR cuja 

localização geográfica da área experimental situa-se em W 60° 58’40’’; N 2° 23’49’’.  Foram 

coletadas amostras em pontos aleatórios, priorizando plantas que não apresentassem nenhum 
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sinal de injúria ou danos causados por possíveis patógenos. Após a coleta, os segmentos 

caulinares foram levados ao laboratório e passaram por uma pré-limpeza. Os explantes de 

camu-camu, oriundos de brotações novas com um par de gemas axilares e aproximadamente 4 

cm de comprimento, foram lavados em água corrente, para lixiviação parcial de compostos 

fenólicos liberados por consequência do corte dos tecidos. Posteriormente, foram imersos em 

solução de fungicida com 2 ml L-1 Nativo® e 100 mg L-1 do antioxidante ácido cítrico, 

conforme recomendação de Araújo et al. (2012), permanecendo nestas condições por 2 horas. 

Após esta etapa, em câmara de fluxo laminar, os segmentos caulinares passaram por 

processo de desinfestação como descrito na sequência a seguir: os explantes foram imersos em 

álcool 70% por 1 minuto; logo após, foram imersos em hipoclorito de sódio a 1,5% com 2 gotas 

de detergente neutro por 10 minutos; ao final, os explantes desinfestados passaram por tríplice 

lavagem com água destilada, deionizada e autoclavada (DDA) para retirada total dos produtos 

da superfície dos tecidos. 

Após a assepsia, os explantes tratados foram inoculados em tubos de ensaio contendo 

10 mL de meio WPM suplementado com 30 g L-1 de sacarose, solidificado por 7 g L-1 de ágar, 

com pH ajustado para 5,6 e tendo sido autoclavado a 1,2 atm de pressão e 120 °C por 15 

minutos.  Após a autoclavagem, em câmara de fluxo laminar, os óleos essenciais (alho, 

gengibre, citronela e orégano) foram adicionados no meio de cultura, em diferentes 

concentrações: 0,5; 1, 2, 3 e 4 μL mL-1. Para a emulsificação dos óleos no meio de cultura, foi 

acrescido de Polysorbate 80 (Tween 80) a 10%, após a completa homogienização dos óleos no 

meio de cultura, procedeu-se a distribuição nos tubos de ensaio. À testemunha não foi 

adicionado óleo essencial. 

Os explantes foram avaliados a cada 7 dias, para observação das manifestações 

microbianas e condições do explante, e o resultado final avaliado aos 30 dias. Todas os 

explantes foram mantidos a 25 ± 2 ° C com fotoperíodo de 16 h de 35-40 μmol m-1 s-1 fornecido 

por lâmpadas fluorescentes brancas frias. Para cada concentração de óleo essencial foi realizado 

um delineamento inteiramente casualizado com 5 repetições composta por quatro explantes 

cada. Os dados foram analisados por meio do SISVAR (FERREIRA, 2014) e as médias foram 

comparadas pelo teste de Tukey à P = 0,05.
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RESULTADOS E DISCUSSÕES 

 

Os óleos de plantas condimentares e medicinais são comumente utilizados no controle de contaminantes microbianos, por conterem em sua 

composição constituintes com forte efeito bactericida. A avaliação da ação antibacteriana de óleos essenciais foi realizada primariamente pelo 

método de difusão por perfuração em ágar. Na Tabela 1 pode-se notar quais isolados foram considerados suscetíveis (s) e quais foram resistentes 

(r) aos óleos testados.  

 

Tabela 1. Ação bactericida de óleos essenciais em bactérias isoladas da cultura de tecidos de camu-camu, pelo método de difusão por perfuração em ágar* 

Isolado 
Halo de Inibição (mm) 

Citronela   Orégano   Gengibre   Artemísia   Melaleuca   Alecrim   Eucalipto   Própolis 

07A 0,00r ± 0,00  13,46s ± 0,37  0,00r ± 0,00  12,19s ± 3,62  19,87s ± 3,46  11,94s ± 1,26  0,00r ± 0,00  0,00r ± 0,00 

07B 0,00r ± 0,00  20,26s ± 3,33  0,00r ± 0,00  11,52s ± 2,66  41,32s ± 8,24  11,41s ± 2,54  17,25s ± 1,10  21,73s ± 3,45 

07C 0,00r ± 0,00  17,82s ± 2,87  0,00r ± 0,00  14,21s ± 3,11  22,61s ± 2,77  0,00r ± 0,00  0,00r ± 0,00  0,00r ± 0,00 

07D 0,00r ± 0,00  11,64s ± 0,03  11,19s ± 2,53  11,27s ± 1,28  23,43s ± 4,13  12,53s ± 3,97  10,92s ± 1,45  0,00r ± 0,00 

07E 0,00r ± 0,00  12,92s ± 0,51  0,00r ± 0,00  10,13s ± 0,29  0,00r ± 0,00  0,00r ± 0,00  0,00r ± 0,00  0,00r ± 0,00 

07F 0,00r ± 0,00  18,16s ± 0,85  0,00r ± 0,00  0,00r ± 0,00  19,52s ± 4,01  0,00r ± 0,00  0,00r ± 0,00  0,00r ± 0,00 

07G 0,00r ± 0,00  16,29s ± 2,27  0,00r ± 0,00  0,00r ± 0,00  27,15s ± 1,10  0,00r ± 0,00  0,00r ± 0,00  0,00r ± 0,00 

10A 0,00r ± 0,00  15,48s ± 0,55  0,00r ± 0,00  16,21s ± 3,24  16,18s ± 2,19  9,58s ± 0,91  0,00r ± 0,00  0,00r ± 0,00 

10B 0,00r ± 0,00  19,87s ± 3,56  0,00r ± 0,00  16,40s ± 2,05  37,78s ± 5,11  10,08s ± 1,33  9,86s ± 1,07  0,00r ± 0,00 

10C 0,00r ± 0,00  14,28s ± 1,20  0,00r ± 0,00  10,56s ± 0,05  20,59s ± 3,25  11,55s ± 2,15  8,63s ± 0,58  0,00r ± 0,00 

10D 0,00r ± 0,00  18,81s ± 4,39  0,00r ± 0,00  9,36s ± 0,15  35,54s ± 5,42  15,53s ± 2,40  12,17s ± 0,28  9,70s ± 1,25 

10E 0,00r ± 0,00  10,64s ± 1,18  10,93s ± 0,30  0,00r ± 0,00  15,54s ± 1,03  9,12s ± 0,80  0,00r ± 0,00  0,00r ± 0,00 

10F 0,00r ± 0,00  16,59s ± 5,48  0,00r ± 0,00  0,00r ± 0,00  15,77s ± 2,89  13,09s ± 2,15  14,89s ± 1,68  0,00r ± 0,00 

15A 0,00r ± 0,00  15,10s ± 1,61  0,00r ± 0,00  0,00r ± 0,00  22,22s ± 2,25  0,00r ± 0,00  0,00r ± 0,00  0,00r ± 0,00 

15B 10,16s ± 1,69  19,24s ± 3,13  10,90s ± 0,52  11,31s ± 1,99  22,91s ± 4,69  13,42s ± 2,60  11,10s ± 1,99  0,00r ± 0,00 

15C 0,00r ± 0,00  20,65s ± 4,01  0,00r ± 0,00  0,00r ± 0,00  37,72s ± 2,86  12,15s ± 3,45  11,20s ± 0,90  0,00r ± 0,00 

15D 0,00r ± 0,00  26,05s ± 1,16  0,00r ± 0,00  15,60s ± 2,11  18,65s ± 1,20  15,28s ± 3,81  14,68s ± 1,67  0,00r ± 0,00 

15E 0,00r ± 0,00  25,46s ± 4,01  14,54s ± 0,83  0,00r ± 0,00  22,60s ± 2,46  12,65s ± 0,94  12,11s ± 2,17  12,44s ± 2,39 

15F 0,00r ± 0,00  18,94s ± 4,20  0,00r ± 0,00  15,91s ± 2,97  17,71s ± 2,48  16,15s ± 1,98  17,72s ± 1,26  0,00r ± 0,00 

17A 0,00r ± 0,00  15,19s ± 0,77  0,00r ± 0,00  0,00r ± 0,00  17,41s ± 5,79  11,67s ± 3,98  8,66s ± 0,60  0,00r ± 0,00 

17B 0,00r ± 0,00  21,38s ± 0,67  0,00r ± 0,00  20,79s ± 0,22  21,69s ± 4,47  12,01s ± 3,24  14,41s ± 2,98  24,31s ± 3,05 

17C 0,00r ± 0,00  18,88s ± 2,49  11,23s ± 0,17  13,77s ± 2,20  28,88s ± 5,90  13,09s ± 2,05  11,32s ± 1,38  0,00r ± 0,00 

17D 0,00r ± 0,00  0,00r ± 0,00  16,07s ± 3,52  0,00r ± 0,00  18,78s ± 3,21  0,00r ± 0,00  0,00r ± 0,00  18,16s ± 3,04 

18A 0,00r ± 0,00  16,38s ± 2,38  0,00r ± 0,00  0,00r ± 0,00  25,16s ± 3,89  14,76s ± 3,83  14,63s ± 2,74  0,00r ± 0,00 

18B 14,54s ± 3,00  27,13s ± 4,17  0,00r ± 0,00  14,04s ± 1,83  15,77s ± 1,67  0,00r ± 0,00  0,00r ± 0,00  19,96s ± 3,07 



90 
 

 

18C 0,00r ± 0,00  19,39s ± 3,18  0,00r ± 0,00  0,00r ± 0,00  14,45s ± 2,93  0,00r ± 0,00  0,00r ± 0,00  0,00r ± 0,00 

18D 0,00r ± 0,00  20,21s ± 3,43  0,00r ± 0,00  0,00r ± 0,00  14,82s ± 3,32  14,06s ± 2,65  13,81s ± 2,82  0,00r ± 0,00 

18E 10,50s ± 1,20  21,07s ± 4,87  0,00r ± 0,00  0,00r ± 0,00  16,33s ± 3,44  16,02s ± 1,08  19,01s ± 4,91  25,61s ± 2,81 

18F 0,00r ± 0,00  16,34s ± 0,14  0,00r ± 0,00  0,00r ± 0,00  55,88s ± 6,91  15,58s ± 4,00  0,00r ± 0,00  0,00r ± 0,00 

18G 10,07s ± 0,89  25,04s ± 5,92  11,59s ± 0,59  0,00r ± 0,00  30,88s ± 1,24  38,56s ± 3,30  13,23s ± 0,99  0,00r ± 0,00 

18H 0,00r ± 0,00  15,12s ± 0,80  0,00r ± 0,00  9,10s ± 0,36  26,68s ± 7,50  11,34s ± 0,66  9,85s ± 0,75  0,00r ± 0,00 

18I 0,00r ± 0,00  19,41s ± 0,59  0,00r ± 0,00  0,00r ± 0,00  14,69s ± 2,01  12,92s ± 3,13  10,93s ± 1,11  0,00r ± 0,00 

18J 0,00r ± 0,00  10,53s ± 1,31  0,00r ± 0,00  12,12s ± 1,60  27,37s ± 4,65  9,30s ± 0,76  9,39s ± 1,66  8,25s ± 0,61 

18K 0,00r ± 0,00  17,97s ± 2,70  0,00r ± 0,00  8,87s ± 1,87  22,40s ± 3,60  12,31s ± 1,84  10,40s ± 0,69  9,48s ± 1,40 

18L 0,00r ± 0,00  21,87s ± 1,30  0,00r ± 0,00  14,03s ± 2,85  25,62s ± 4,10  0,00r ± 0,00  0,00r ± 0,00  0,00r ± 0,00 

18M 0,00r ± 0,00  11,52s ± 0,86  13,58s ± 2,06  11,51s ± 0,76  23,67s ± 0,94  11,98s ± 0,36  11,57s ± 0,06  9,22s ± 0,65 

18N 0,00r ± 0,00  13,97s ± 2,06  9,70s ± 0,15  0,00r ± 0,00  24,80s ± 3,04  0,00r ± 0,00  0,00r ± 0,00  0,00r ± 0,00 

18O 0,00r ± 0,00  12,77s ± 1,00  0,00r ± 0,00  13,69s ± 2,32  28,74s ± 4,14  14,71s ± 0,48  0,00r ± 0,00  8,75s ± 0,23 

18P 0,00r ± 0,00  16,50s ± 2,89  8,65s ± 0,99  9,53s ± 1,18  30,84s ± 8,42  20,08s ± 2,69  8,76s ± 0,65  0,00r ± 0,00 

18Q 0,00r ± 0,00  13,53s ± 1,63  8,58s ± 0,59  8,22s ± 0,52  30,33s ± 4,33  12,23s ± 2,40  12,88s ± 2,30  0,00r ± 0,00 

Média 1,13  17,45  3,17  7,26  23,81  10,37  7,73  4,19 

CV %) 52,4  22,48  25,30  25,14  46,25  20,88  23,42  38,73 

*Cada valor representa a média de três repetições e os desvios padrão da média. 

 

Santos et al. (2011) relata que em seu estudo o óleo essencial de orégano proporcionou controle sobre todos os microrganismos analisados, 

proporcionando os maiores halos de inibição. De modo similar, Silveira et al. (2012) e Martins et al. (2009) identificaram que o óleo essencial de 

citronela apresentou controle seletivo de microrganismos. Os óleos essenciais de gengibre e citronela e o extrato de própolis mostraram baixa 

eficiência no controle desses microrganismos pelo método de difusão nas concentrações utilizadas. É importante destacar ainda assim, é possível 

notar que o isolado 07E foi considerado suscetível apenas aos OE de orégano e Artemísia, e os isolados 07F, 07G, 15A e 18C apenas ao OE de 

orégano e melaleuca. 
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O OE de citronela e de gengibre apresentaram atividade antimicrobiana de forma 

seletiva. Do mesmo modo o extrato aquoso de própolis demostrou efetividade apenas sobre 10 

dos 40 isolados analisados. Essa resistência, é comumente relacionada a uma membrana externa 

à parede celular das bactérias Gram-negativas, composta de polissacarídios, que lhe confere 

menor permeabilidade a compostos hidrofóbicos, que é o caso dos óleos essenciais (CUTRIM 

et al., 2019; PROBST, 2012; BARBOSA et al, 2015).  

 

Uso de óleos essenciais no controle bacteriano in vitro pelo método de microdiluição em 

caldo 

No emprego do método de difusão em disco, os óleos essenciais que apresentaram 

melhor resposta foram Melaleuca, Orégano, Artemísia e Alecrim. Estes óleos essenciais foram 

selecionados para análise da concentração mínima inibitória, a partir da diluição seriada de 0,25 

a 4,00µL ml-1. 

Na Tabela 4 e Figura 3, foi possível observar a influência da diluição sob a densidade 

bacteriana nas concentrações de cada óleo essencial utilizado. 

Tabela 2. Ação bactericida de óleos essenciais em bactérias isoladas da cultura de tecidos de camu-camu, pelo 

método de microdiluição em caldo 

Concentração  

(mg L-1) 

Densidade Bacteriana (nm) 

Melaleuca Artemísia Orégano Alecrim 

0,00 2,295 ± 0,04 2,215 ± 0,25 2,285 ± 0,04 2,196 ± 0,25 

0,25 1,641 ± 0,06 2,115 ± 0,24 1,750 ± 0,02 2,100 ± 0,25 

0,50 1,615 ± 0,05 2,071 ± 0,27 1,543 ± 0,04 2,00 ± 0,26 

1,00 1,468 ± 0,04 1,962 ± 0,24 1,260 ± 0,03 1,853 ± 0,28 

2,00 1,227 ± 0,03 1,769 ± 0,24 0,850 ± 0,07 1,600 ± 0,20 

4,00 0,878 ± 0,02 1,400 ± 0,23 0,473 ± 0,02 1,184 ± 0,22 

CV (%) 3,25 13,58 3,49 14,31 

Média Geral 1,337 1,807 1,778 1,710 

*Cada valor representa a média de três repetições e os desvios padrão da média. 
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Figura 3. Análise da Concentração Mínima Inibitória de óleos essenciais no controle de isolados bacterianos de 

cultura de tecidos de camu-camu. 

 

Na Tabela 3 e Figura 3, notou-se a diferença entre as médias, os quais foram 

significativos pelo teste de Tukey, ao nível de 5% (p<0,05). Os óleos essenciais de Alecrim e 

Artemísia apresentaram as médias mais altas de densidade bacteriana nas concentrações 

utilizadas. Nenhum dos OE controlaram completamente o crescimento bacteriano pelo método 

utilizado, mas fica claro a redução da densidade bacteriana à medida que aumenta a 

concentração dos óleos no meio de cultura O estudo sugere que orégano e melaleuca 

demostraram melhor eficiência no controle bacteriano. 

A análise da concentração mínima inibitória permite encontrar a concentração mínima 

que tem potencial de controle de microrganismos in vitro. Para Meziani et al. (2019), além de 

encontrar o óleo essencial de melhor potencial antimicromiano é essencial encontrar a 

concentração ideal que não apenas controlem a contaminação in vitro na cultura de tecidos, mas 

também não cause fitotoxidade aos explantes o que geralmente interferere no processo de 

regeneração e até mesmo morte do material vegetativo.  

 

Óleos essenciais no controle in vitro de contaminantes na micropropagação de camu-camu 

Nesta fase, foram selecionadas as menores concentrações dos óleos analisados na etapa 

anterior, a fim de observar o potencial antimicrobiano e fitotóxico na cultura de tecidos de 

camu-camu. O estudo permitiu observar a redução na taxa de contaminação na 

micropropagação da espécie, sendo observado que a partir da concentração de 2μL mL-1 não 

houve manifestação de contaminantes fúngicos, à exceção de óleo essencial de gengibre que 

apresentou contaminação microbiana significativa em todas concentrações analisadas. O óleo 

essencial de melaleuca apresentou efetividade no controle fúngico desde a concentração de 1μL 

mL-1. Também foi observada a redução na contaminação por bactérias, não havendo, no 

yMelaleuca = 0,0432x2 - 0,4153x + 1,8536 R² = 0,993 

yArtemísia = 0,0096x2 - 0,2364x + 2,1932 R² = 0,9977 
yOrégano = 0,0832x2 - 0,6827x + 1,8732 R² = 0,9981 

yAlecrim = 0,0243x2 - 0,3459x + 2,1813 R² = 0,999 
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entanto, o controle total como observado para contaminação fúngica, à exceção do óleo 

essencial de citronela nas concentrações de 3 e 4 μL mL-1 em que o controle de bactérias foi 

efetivo. Em ordem inversa à redução de contaminação com o aumento na concentração dos 

óleos essenciais, percebe-se o aumento da oxidação dos explantes à medida que aumentam as 

concentrações, tendo os óleos de citronela e orégano apresentado potencial fitotóxico desde as 

mais baixas concentrações. 

A seguir, na Tabela 3, observa-se a ação dos óleos testados sobre a oxidação, brotação, 

contaminação fúngica e contaminação bacteriana. 

Tabela 3. Ação dos óleos essenciais sobre a cultura de tecidos de camu-camu* 

Óleo 

Essencial 

Oxidação 

 (%) 

Brotação 

(%) 

Contaminação 

Fúngica (%) 

Contaminação 

Bacteriana (%) 

Artemísia 0,00b 5,00c 58,33ab 31,67a 

Alecrim 0,00b 23,33b 76,67a 23,33a 

Melaleuca 2,33ab 41,67a 68,33ab 33,33a 

Orégano 4,67a 21,67b 56,67b 18,33a 

CV (%) 193,43 71,81 30,20 76,55 

Média 1,75 22,92 65,00 26,67 
 *Valores seguidos de letras iguais não diferem entre si na mesma coluna, pelo teste de Tukey, a 5% de 

probabilidade. 

 

Meziani et al. (2019), analisaram os óleos de alecrim, tomilho, artemísia e outras 

espécies com potencial antimicrobiano e observaram que na fase de multiplicação in vitro todas 

as concentrações utilizadas foram capazes de inibir o crescimento de bactérias endofíticas, mas 

que as maiores concentrações foram tóxicas para os explantes. Ennouri et al. (2020) relatam 

que os óleos essenciais de orégano e tomilho foram eficazes no controle fúngico sem apresentar 

fitotoxidade para o explante nas concentrações de 0,15μL mL-1, e por não interferirem no 

processo de regeneração e diferenciação dos tecidos vegetais. 

Resultados semelhantes foram determinados por Taghizadeh, Solgi e Shahrjerdi (2016), 

onde o uso de óleos essenciais de eugenol, carvacrol e timol reduziu a contaminação in vitro 

por bactérias e fungos na micropropagação de morango. No entanto, os autores também relatam 

que essa adição ao meio de cultura aumentou a oxidação dos explantes, havendo uma interação 

significativa entre a concentração dos óleos essenciais e os sintomas de fitotoxicidade, ou seja, 

quanto maior a concentração dos óleos, maior o percentual de oxidação. Neste estudo, os óleos 

de orégano e citronela apresentaram fitotoxidade desde as menores concentrações, sendo 

necessário, portanto, a identificação de concentração mínima inibitória que não provoque danos 

aos explantes. 

O emprego de óleos essenciais de plantas medicinais e aromáticas também foi 

empregado por Meziani et al. (2019) para a na cultura de tecidos de tamareiras. Foram 
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empregados óleos de alecrim, tomilho, artemísia e outras espécies com potencial 

antimicrobiano. Os autores observaram que na fase de multiplicação todas as concentrações 

utilizadas (0,1–1%) foram capazes de inibir o crescimento de bactérias endofíticas, mas que as 

maiores concentrações foram tóxicas para os explantes. Ennouri et al. (2020) relatam que os 

óleos essenciais de orégano e tomilho foram eficazes no controle fúngico sem apresentar 

fitotoxidade para o explante nas concentrações de 0,15μL mL-1, e por não interferirem no 

processo de regeneração e diferenciação dos tecidos vegetais. 

A seguir, são observados os efeitos da concentração dos óleos essenciais na cultura de 

tecidos. Na Figura 3A, foi possível observar que o uso de óleo essencial de alecrim na cultura 

de tecidos de camu-camu resultou em menor percentual de oxidação quando comparado aos 

demais óleos essenciais utilizados neste estudo.  

Figura 4. Ação dos óleos essenciais na cultura de tecidos de camu-camu segundo ação Oxidação  

 
 

 

 

O OE de gengibre não foi satisfatório em nenhuma das concentrações, apresentando 

atividade fitotóxica e baixa eficiência na atividade antimicrobiana. Diferente do estudo de 

Cutrim et al. (2019), que identificou atividade antioxidante e antimicrobiana nos óleos 

essenciais e extratos hidroalcoólicos de gengibre e alecrim. O estudo identificou como 
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constituintes majoritários α-zingibereno e geraniale para OE de gengibre e os constituintes 

cânfora e 1,8-cineo para OE de alecrim. 

Jasim, salih, e ati (2021) descrevem a utilização de óleos essenciais de tomilho (Thymus 

vulgaris L.), hortelã (Mentha piperita L.), cânfora (Cinnamomm camphora), Colocynth 

(Ctrullus colocynthis) e rúcula (Eruca vesicaria) contra contaminação por fungos na cultura de 

tecidos. O estudo indica a inibição do crescimento micelial de forma eficaz a partir de 2 mL 

100mL-1 para os óleos de tomilho e hortelã, enquanto que os óleos essenciais de cânfora, 

colocíntida e rúcula apresentaram menor potencial de inibição in vitro. No entanto, foi 

identificado alto percentual de fitotoxidade sobre os explantes, causando mortalidade 

significativa dos mesmos. Samah et al. (2017) descreve como possível explicação a ação do 

óleo essencial a seu caráter lipofílico, que pode facilitar a absorção pelos tecidos vegetais, 

melhorando o controle de contaminantes endofíticos, mas que, dependendo da composição e 

do aumento da concentração, também pode causar fitotoxidade aos explantes. 

Com base no estudo desenvolvido, foi possível observar o efeito dos óleos essenciais no 

controle de contaminantes e sobre a taxa de sobrevivência dos explantes na cultura de tecidos 

de camu-camu. O óleo essencial de melaleuca, mostrou ser o melhor tratamento in vitro, com 

baixa taxa de oxidação e melhor efetividade contra microrganismos em baixas concentrações, 

podendo ser usado na suplementação do meio de cultura, substituindo ou somado a outros 

produtos químicos, no sucesso do cultivo in vitro de camu-camu devido às suas propriedades 

antioxidantes, antibacterianas e antifúngicas. 

 

CONCLUSÕES 

Os óleos essenciais de orégano e melaleuca apresentaram melhor atividade 

antibacteriana no teste de difusão por perfuração em ágar. O óleo essencial de orégano 

apresentou maior controle na inibição do crescimento micelial na cultura de tecidos e 

significativa redução na contaminação bacteriana. Os óleos essenciais de melaleuca e alecrim 

apresentram melhor balanceamento entre taxa de fitotoxidade e de brotação. 
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CAPÍTULO IV: USO DE ANTIBIÓTICOS NO CONTROLE DE BACTÉRIAS 

ISOLADAS DA MICROPROPAGAÇÃO DE Myrciaria dubia (Kunth) McVaugh. 

 

 

 

Resumo 

A micropropagação do camu-camu ainda apresenta dificuldades em obter culturas assépticas 

devido à alta taxa de contaminação bacteriana. Neste estudo objetivou-se analisar o 

comportamento in vitro de cinco clones de camu-camu quanto à contaminação microbiana e 

oxidação dos explantes, assim como a identificação e controle com antibióticos das bactérias 

isoladas da cultura.  Foram selecionadas bactérias provenientes de explantes de camu-camu, 

após 30 dias de cultivo em meio WPM. As manifestações bacterianas foram selecionadas para 

isolamento pelo método de esgotamento por estrias em meio DYGS. Para análise do controle 

bacteriano in vitro, foram realizados dois testes: teste de difusão em discos com oito 

antibióticos: Estreptomicina (10 μg mL-1), Cefalexina (30 μg mL-1), Amoxilina (10 μg mL-1), 

Ampicilina (10 μg mL-1), Vancomicina (30 μg mL-1), Cefotaxima (30 μg mL-1), Ceftriaxona 

(10 μg mL-1) e Rifampicina (5 μg mL-1), em concentrações fixas, com três repetições; e pelo 

teste de diluição em caldo por microdiluição para identificação da concentração mínima 

inibitória, onde foram utilizados Cefalexina, Ceftriaxona e Rifampicina isolados e combinados, 

todos nas concentrações de 12,5, 25, 50, 100 e 200mg L-1, com quatro repetições. A 

contaminação bacteriana na cultura de tecidos de camu-camu foi considerada alta (80%). Foram 

isolados um total de 40 isolados bacterianos provenientes de cinco clones de camu-camu e foi 

possível observar que há uma variação entre os isolados no que diz respeito à resistência e 

suscetibilidade a cada antibiótico. Os antibióticos Ceftriaxona, Cefalexina e Rifampicina, 

promoveram maior halo de inibição no teste de difusão em disco de papel. Na análise de 

concentração mínima inibitória, a Cefalexina isolada apresentou menor controle no crescimento 

bacteriano e a combinação dos antibióticos Cefalexina, Ceftriaxona e Rifampicina resultou no 

melhor controle das cepas bacterianas assim como a Ceftriaxona isolada. O estudo identificou 

que tratamentos com diferentes antibióticos combinados permite ampliar a inibição de 

diferentes microrganismos. 

Palavras-chave: Camu-camu; Antibióticos; Cultura de tecidos; Controle bacteriano.  

 

 

Abstract 

Camu-camu micropropagation still presents difficulties in obtaining aseptic cultures due to the 

high rate of bacterial contamination. This study aimed to analyze the in vitro behavior of five 

camu-camu clones regarding microbial contamination and oxidation of explants, as well as the 

identification and antibiotic control of bacteria isolated from the culture. Bacteria from camu-

camu explants were selected after 30 days of cultivation in WPM medium. Bacterial 

manifestations were selected for isolation by the streak stripping method in DYGS medium. To 

analyze the bacterial control in vitro, two tests were performed: disk diffusion test with eight 

antibiotics: Streptomycin (10 μg mL-1), Cephalexin (30 μg mL-1), Amoxicillin (10 μg mL-1), 

Ampicillin (10 μg mL-1), Vancomycin (30 μg mL-1), Cefotaxime (30 μg mL-1), Ceftriaxone (10 

μg mL-1) and Rifampicin (5 μg mL-1), at fixed concentrations, with three repetitions; and by the 

broth dilution test by microdilution to identify the minimum inhibitory concentration, where 

Cefalexin, Ceftriaxone and Rifampicin were used alone and in combination, all at 

concentrations of 200, 100, 50, 25, and 12.5 mg L-1, with four repetitions. Bacterial 

contamination in camu-camu tissue culture was considered high (80%). A total of 40 bacterial 

isolates from five camu-camu clones were isolated and it was possible to observe that there is 
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a variation between the isolates with regard to resistance and susceptibility to each antibiotic. 

The antibiotics Ceftriaxone, Cefalexin and Rifampicin, promoted greater inhibition halo in the 

paper disk diffusion test. In the analysis of minimum inhibitory concentration, Cefalexin alone 

showed less control on bacterial growth and the combination of antibiotics Cephalexin, 

Ceftriaxone and Rifampicin resulted in better control of bacterial strains as well as Ceftriaxone 

alone. The study identified that treatments with different antibiotics combined allow to amplify 

the inhibition of different microorganisms. 

Keywords: Camu-camu; Antibiotics; Tissue culture; Bacterial control. 

 

INTRODUÇÃO 

A cultura de tecidos vegetais, apesar do seu alto custo de implementação e manutenção, 

é considerada como um dos melhores métodos de propagação em larga escala. Seu sucesso, no 

entanto, está diretamente ligado ao desenvolvimento de protocolos com as melhores condições 

nutricionais e de controle de contaminantes in vitro das espécies de interesse, sendo este último 

a principal causa de perdas econômicas em laboratórios de cultura de tecidos vegetais, sejam 

comerciais ou científicos (KHAN et al., 2018). 

Araújo et al. (2015) aponta a micropropagação como alternativa para o processo de 

formação de mudas de camu-camu, que com o uso de técnicas de cultivo in vitro como 

organogênese e embriogênese somática é possível a multiplicação em larga escala de plantas 

idênticas durante todo o ano. Araújo et al. (2021) avaliou a multiplicação in vitro da espécie via 

embriogênese somática a partir de diferentes concentrações de citocinina (BAP) e auxina (2,4-

D) em dois meios diferentes (MS e WPM), identificando como melhor formação de calos ou 

massas pró-embriogênicas em seguimentos caulinares, não diferenciando, no entanto o tipo de 

meio, e obtendo os melhores resultados nas maiores concentrações de 2,4D independente da 

concentração de BAP no meio.  

A micropropagação do camu-camu, segundo Araújo et al. (2012), ainda apresenta 

dificuldades em obter culturas assépticas devido à alta taxa de contaminação microbiana que 

possui acelerado crescimento no meio de cultura, favorecendo à competição por nutrientes. O 

estudo indicou a necessidade de suplementação do meio com antibióticos, considerando que, 

mesmo após desinfestação, houve 70% de contaminação. O estudo também sugere que havia 

presença de bactérias endofíticas, que só foram detectadas no meio após semanas do 

estabelecimento in vitro.  

A contaminação microbiana resulta na maioria das vezes no crescimento variável das 

plântulas, redução de brotação e de enraizamento, assim como necrose dos tecidos e 

mortalidade das plântulas (LEIFERT, CASSELLS, 2001; ODUTAYO et al., 2007). Young, 
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Hutchins e Canfield (1984) apontaram dificuldades na esterilização da superfície de plantas 

lenhosas para produzir culturas axênicas, apontando como solução o uso de antibióticos.  

Segundo Scherwinski-Pereira (2010), o insucesso na redução de contaminação tem sido 

a principal perda de produtividade em laboratórios de cultura de tecidos.  O uso de antibióticos, 

muitas vezes não elimina completamente os contaminantes, mas apenas reduz a um nível baixo 

de detecção, podendo se manifestar novamente nos subcultivos posteriores. Por isso o autor 

sugere a combinação de técnicas, como a termoterapia e quimioterapia, assim como o 

isolamento e identificação desses microrganismos, a fim de minimizar os danos à cultura in 

vitro de uma cultura. 

Leone et al. (2019) afirma que a migração natural de bactérias endofíticas está associada 

à exudação dos tecidos das plantas para colonizar o meio de cultura e competir por nutrientes 

com as plântulas, podendo haver a redução no vigor fisiológico quando não há o tratamento 

com antibióticos. Os autores analisaram o efeito de quatro antibióticos sobre o vigor, 

crescimento e brotação in vitro de Eucalyptus cloeziana F. Muell., e notaram que alguns 

antibióticos além de não controlar o crescimento bacteriano ainda afetaram o desenvolvimento 

dos explantes. O meio de cultura suplementado com 400ug.mL-1 de Timetin favoreceu tanto o 

controle bacteriano quanto o vigor do explante.  

É necessário, no entanto, avaliar o efeito dos antibióticos, destacam Scherwinski-Pereira 

e Fortes (2003), pois apesar de muitos se mostrarem efetivos no controle de contaminantes 

bacterianos, há antibióticos que geram efeitos fitotóxicos severos, afetando muitas vezes o 

crescimento e multiplicação in vitro. 

A contaminação bacteriana na cultura de tecidos de camu-camu foi observada na etapa 

de estabelecimento in vitro, resultando na maioria das vezes na dificuldade de avanços à 

multiplicação.  Desse modo, no presente estudo, foram analisados o comportamento in vitro de 

cinco clones de camu-camu quanto à contaminação microbiana e oxidação, assim como a 

identificação e controle com antibióticos das bactérias isoladas da cultura.  

 

MATERIAL E MÉTODOS  

Obtenção e preparo do material vegetal 

Os explantes foram coletados no Campo Experimental Serra da Prata (CESP) na cidade 

de Mucajaí-RR (22º56’23.4’’S 48º34’11.6’’W).  Foram coletadas 40 amostras de cada um dos 

clones identificados como UAT0796, UAT1096, UAT1596, UAT1796 e UAT1896, em pontos 

aleatórios, priorizando plantas que não apresentassem nenhum sinal de injúria ou danos 

causados por possíveis patógenos.  
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Após a coleta, os segmentos caulinares com aproximadamente 4 cm de comprimento, 

foram levados ao laboratório de Cultura de Tecidos da Embrapa Roraima, foram imersos em 

solução de fungicida com 2 ml L-1 Nativo® e 100 mg L-1 do antioxidante ácido cítrico, 

conforme recomendação de Araújo et al. (2015), permanecendo nestas condições por 2 horas. 

Após esta etapa, em câmara de fluxo laminar, os explantes passaram por processo de 

desinfestação: os explantes foram imersos em álcool 70% por 1 minuto e em seguida imersos 

em hipoclorito de sódio a 1,5% com duas gotas de detergente neutro por 10 minutos e tríplice 

enxague com água destilada, deionizada e autoclavada (DDA) para retirada total dos produtos 

da superfície dos tecidos (Figura 1). 

 
Figura 1. Segmentos caulinares de camu-camu (A), Processo de desinfestação dos explantes em solução 

fungicida Nativa® (B), Explantes de camu-camu após assepsia (C). 

  

 

Condições de cultivo 

Após a assepsia, os explantes tratados foram inoculados em tubos de ensaio contendo 

10 mL de meio WPM, suplementado com 30 g L-1 de sacarose e 100 mg L-1 de ácido cítrico, 

solidificado por 7 g L-1 de ágar, com pH ajustado para 5,6 e tendo sido autoclavado a 1,2 atm 

de pressão e 120 °C por 15 minutos.  

Todos os explantes foram mantidos a 25 ± 2 °C com fotoperíodo de 16 h de 35-40 μmol 

m-1s-1 fornecido por lâmpadas fluorescentes brancas frias. Os explantes foram avaliados a cada 

sete dias, para observação quanto ao aparecimento de microrganismos na fase de 

estabelecimento in vitro de camu-camu.  

Nesta etapa também foi analisado, com delineamento inteiramente casualizado com oito 

repetições e cinco explantes cada, as seguintes variáveis: oxidação dos explantes, contaminação 

bacteriana e contaminação fúngica. Os dados foram analisados por meio do SISVAR 

(FERREIRA, 2014) e as médias foram comparadas pelo teste de Tukey a P = 0,05. 

 

A B C 
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Isolamento, caracterização e identificação bactérias isoladas da cultura de tecidos de 

camu-camu 

O isolamento dos microrganismos da cultura de tecidos de camu-camu foi realizado no 

Laboratório de Microbiologia do Solo, da Embrapa Roraima e se deu por detecção dependente 

da cultura de tecidos. Os tubos provenientes da micropropagação de clones de camu-camu que 

apresentaram manifestação bacteriana foram reservados para isolamento e identificação em 

meio de cultura DYGS em placas de Petri, pelo método de esgotamento por estrias 

(QUAMBUSCH, WINKELMANN, 2018). 

 

Caracterização morfológica 

Os isolados bacterianos de camu-camu foram cultivados em ágar nutrientes para 

caracterização morfológica (tamanho, borda, superfície, elevação, cor, formato, brilho das 

colônias) a fim de separar os isolados em grupos primários seguindo protocolo 

005.POP.005.LMS (2005) da Embrapa Roraima que descreve o Procedimento Operacional 

Padrão Técnico para Caracterização de Culturas Bacterianas. 

 

Métodos de Controle Bacteriano in vitro 

Após seleção e identificação morfológica dos isolados, foi realizado o experimento para 

controle bacteriano in vitro visando a eliminação desses microrganismos na micropropagação 

do camu-camu. O trabalho foi conduzido no Laboratório de Microbiologia de Solos da Embrapa 

Roraima, em Boa Vista, Roraima, entre os meses de fevereiro de 2020 a agosto de 2021. Os 

contaminantes bacterianos isolados, foram semeados em meio líquido DYGS e incubadas sob 

agitação por 48 horas para posterior utilização nos tratamentos de controle antibacteriano. 

Foram instalados dois experimentos visando o controle bacteriano. 

No experimento 1 realizou-se o método de difusão em discos de papel. Esse é um 

método qualitativo, e consiste na aplicação de um disco de papel-filtro de 6 mm impregnado 

com antimicrobiano sobre o ágar com o inoculo. O meio de cultura ágar nutriente é distribuído 

em placas de Petri, e após o resfriamento, cerca de 5 μL do inoculo crescido em meio DYGS 

líquido é aplicado sobre a placa e espalhado com auxílio de alça de Drigalski. Após essa etapa, 

os discos de papel foram aplicados sobre o meio de cultura com o inoculante e as placas 

dispostas em incubadora a 28ºC.  

Para esta análise foram utilizados discos de oito antibióticos: estreptomicina (10 μg mL-

1), cefalexina (30 μg mL-1), amoxilina (10 μg mL-1), ampicilina (10 μg mL-1), vancomicina (30 
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μg mL-1), cefotaxima (30 μg mL-1), ceftriaxona (10 μg mL-1) e rifampicina (5 μg mL-1), em 

concentrações fixas, com três repetições para cada antibiótico. 

A leitura das placas foi realizada após 24 horas de incubação, para avaliar a difusão do 

antimicrobiano no meio de cultura. A leitura realizada medindo o diâmetro do halo de inibição 

permitiu classificar o inóculo em suscetível (S) quando o halo foi superior a 8 mm, ou resistente 

(R) quando não houve formação de halo ou foi inferior a 8 mm (Carneiro, 2020), conforme 

esquema na Figura 2. 

 

Figura 2. Esquema do método de Difusão em Discos de Papel 

 
Fonte: Adaptado de Carneiro, 2020 

 

 

No experimento 4, utilizou-se o método de diluição em caldo para identificação da 

concentração mínima inibitória (CMI). O método de diluição em caldo por microdiluição utiliza 

microplacas do tipo ELISA, com 96 poços, com volume até 300 μL, e considera a proporção 

de crescimento do inóculo no meio líquido e a concentração da substância utilizada para seu 

controle (OSTROSKY et al., 2008). 

Soluções-estoque de antibióticos foram preparadas previamente nas concentrações de 

200 μg mL-1, e as diluições seriadas foram realizadas com meio de cultura em microplaca. O 

preparo da microplaca (tipo ELISA fundo U) consistiu em preencher todos os poços com 150 

μL de meio liquido DYGS e adicionadas alíquotas (150 μL) de solução-estoque de antibióticos 

a partir da segunda coluna, que foram homogeneizadas e metade do volume da segunda coluna 

foi transferido para a terceira coluna e homogeneizado, e assim, por conseguinte, até a última 

coluna com antibióticos. Nesta etapa foram utilizados três antibióticos independentes 

(Cefalexina, Ceftriaxona e Rifampicina) e uma combinação com três antibióticos (Cefalexina, 

Ceftriaxona e Rifampicina) em cinco concentrações (200, 100, 50, 25 e 12,5 μg mL-1), com 

quatro repetições cada concentração, para identificação da concentração mínima inibitória. A 

inoculação dos isolados foi realizada com adição de 1 μL de suspensão bacteriana em cada 

poço, conforme esquema na Figura 3. 
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Figura 3. Esquema para identificação de concentração mínima inibitória de antibióticos 

 
As placas foram mantidas em incubadora com agitação, a 28 °C por 24 horas para 

crescimento bacteriano. Após esse período, a densidade bacteriana foi medida por 

espectrofotometria em leitor de ELISA (Leitora Automática de Microplacas de 96 Poços - Mod. 

Tp Reader - ThermoPlate), a 450 nm. A concentração mínima inibitória foi identificada na 

concentração em que houve menor densidade bacteriana por absorbância (nm) em comparação 

com o controle negativo (meio com inóculo, sem antibiótico) e positivo (meio sem inóculo, sem 

antibiótico). Foi medida, também por espectrofotometria, a densidade da microdiluição dos 

antibióticos em cada concentração e sua possível influência sobre cada tratamento (OLIVEIRA 

et al., 2009; SANTOS FILHO, 2019). 

 

RESULTADOS E DISCUSSÕES 

Micropropagação de Clones Superiores de Camu-camu  

Verificou-se uma importante diferenciação no que diz respeito à oxidação e 

contaminação fúngica entre os genótipos, tendo destaque os clones UAT0796 e UAT1596, que 

apresentaram maior resistência ao processo de desinfestação e menor percentual de 

contaminação fúngica in vitro. A contaminação bacteriana, no entanto, não apresentou 

diferenças significativas entre os clones, como pode ser observado na Tabela 1. 
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Tabela 1. Contaminação fúngica, bacteriana e porcentagem de oxidação em explantes de camu-camu na fase de 

estabelecimento in vitro. 

Genótipos Oxidação (%) 
Percentual de Contaminação 

Cont. Fúngica (%) Cont. Bacteriana (%) 

UAT0796 47,5b 35,0b 87,5a 

UAT1096 75,0ab 57,5ab 95,0a 

UAT1596 50,0b 47,5ab 95,0a 

UAT1796 82,5a 80,0a 90,0a 

UAT1896 75,0ab 52,5ab 87,5a 

 *Valores seguidos de letras iguais não diferem entre si na mesma coluna, pelo teste de Tukey, a 5% de 

probabilidade. 

 

O método de micropropagação clonal de plantas difere significativamente das 

tecnologias tradicionais por sua velocidade e alto coeficiente de reprodução, bem como pela 

possibilidade de obtenção de um material de plantio homogêneo e livre de vírus. No entanto, é 

preciso a melhoria de métodos para romper com a principal limitação para o estabelecimento 

in vitro de clones superiores de camu-camu atualmente: a contaminação fúngica e bacteriana 

(ARAÚJO et al., 2012; YABLONSKAYA, GINS, MOLCHANOVA, 2016). 

Cid (2014) considera a fase de estabelecimento na micropropagação, também conhecida 

como fase 0 (zero), como uma das fases mas críticas da cultura de tecidos. O principal desafio 

consiste em obter plântulas assépticas e viáveis, livres de contaminação por fungos e bactérias 

e da oxidação que acarreta no escurecimento do explante (OLIVEIRA et al., 2011). 

Na Figura 4 foi possível observar a diversidade de microrganismos que se manifestaram 

nas primeiras semanas da fase de estabelecimento in vitro. Na Figura 4A é perceptível a 

oxidação do explante, possivelmente devido ao processo de desinfestação e contaminação 

bacteriana. Já na Figura 4D, com contaminação fúngica, fica claro o quanto essa contaminação 

pode afetar a micropropagação, pois, o seu crescimento sempre muito rápido, supera o do 

explante, que fica totalmente encoberto pelo fungo. 

 

Figura 4. Manifestação bacteriana no estabelecimento in vitro de camu-camu: (A) Manifestação bacteriana com 

aspecto branco leitoso; (B) Manifestação mista, bacteriana e fúngica, bactéria de aspecto amarela opaco; (C) 

Manifestação bacteriana de aspecto rosa transparente. (D) Contaminação fúngica. 

  
 

(A) (B) (C) (D) 
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Palú et al. (2011) descreve como um dos principais problemas da micropropagação da 

figueira, a contaminação dos explantes por bactérias endofíticas e por isso sugere o seu controle 

através da suplementação dos meios de cultura com antibióticos. 

Neste estudo, a manifestação bacteriana foi considerada alta, apresentando mais de 80%, 

concordando com Araújo et al. (2012) e Ribeiro (2021), que apontam a contaminação 

bacteriana como principal limitação para o estabelecimento da cultura in vitro.  

  

Isolamento, caracterização e identificação de bactérias da cultura de tecidos de Camu-

camu 

As cepas bacterianas foram selecionadas da micropropagação de cada genótipo de 

camu-camu estudado, para isolamento e identificação. Foram isolados um total de 40 cepas 

bacterianas, sendo nomeados conforme a nomenclatura do genótipo e ordem de isolamento, 

tendo sido, por exemplo, o isolado 07A o primeiro isolado bacteriano do genótipo UAT07, e 

assim sucessivamente (Tabela 2). 

Tabela 2. Caracterização do morfotipo das colônias bacterianas isoladas da cultura de tecidos de camu-camu 

Isolado Gênero Cor Brilho Transparência Consistência 
Tamanho 

Colônia 

07A Erwinia   creme brilhante translúcida viscosa 2-4mm 

07B Micrococcus  amarela brilhante opaca seca 2-4mm 

07C Enterobacter  creme brilhante translúcida viscosa 2-4mm 

07D Não Identificado creme fosco opaca seca 2-4mm 

07E Microbacterium  amarela brilhante translúcida viscosa 2-4mm 

07F Microbacterium  amarela brilhante translúcida viscosa 2-4mm 

07G Bacillus  creme brilhante opaca viscosa 2-4mm 

10A Bacillus  branco leitoso brilhante opaca viscosa 2-4mm 

10B Não Identificado amarela brilhante translúcida viscosa 2-4mm 

10C Stenotrophomonas  creme brilhante transparente viscosa >5mm 

10D Não Identificado esbranquiçada brilhante transparente viscosa 2-4mm 

10E Não Identificado creme fosco translúcida viscosa 2-4mm 

10F Não Identificado creme fosco opaca viscosa ≥5mm 

15A Não Identificado branca fosco opaca seca ≥5mm 

15B Bacillus branca fosca opaca seca 2-4mm 

15C Não Identificado esbranquiçada fosca opaca seca 2-4mm 

15D Não Identificado esbranquiçada fosca translúcida viscosa 2-4mm 

15E Não Identificado creme brilhante transparente viscosa 2-4mm 

15F Não Identificado creme brilhante opaca viscosa ≥5mm 

17A Bacillus  creme fosca translúcida viscosa ≥5mm 

17B Bacillus  branca brilhante translúcida viscosa >5mm 

17C Enterobacter  creme brilhante translúcida viscosa 2-4mm 

17D Klebsiella  branca brilhante translúcida viscosa 2-4mm 

18A Não Identificado rosa brilhante translúcida viscosa 2-4mm 

18B Bacillus  branca brilhante opaca seca 2-4mm 

18C Klebsiella  branca brilhante opaca aquosa 2-4mm 

18D Klebsiella  branca brilhante opaca aquosa ≥5mm 

18E Não Identificado amarela brilhante translúcida viscosa 2-4mm 

18F Não Identificado creme fosca translúcida viscosa 2-4mm 

18G Klebsiella  creme brilhante translúcida viscosa 2-4mm 

18H Bacillus  branca brilhante opaca viscosa Média 

18I Não Identificado amarela brilhante translúcida viscosa 2-4mm 



108 
 

 

18J Brevundimonas  creme brilhante translúcida viscosa 2-4mm 

18K Bacillus  branca brilhante opaca viscosa ≥5mm 

18L Não Identificado amarela brilhante translúcida viscosa 2-4mm 

18M Bacillus  branca fosca opaca seca 2-4mm 

18N Bacillus  branca fosca opaca aquosa ≥5mm 

18O Methylobacterium  rosa brilhante translúcida viscosa 2-4mm 

18P Não Identificado amarela brilhante transparente viscosa 2-4mm 

18Q Não Identificado amarela fosca translúcida viscosa 2-4mm 

 

O estudo permitiu observar a diversidade entre os isolados bacterianos, com variações 

entre coloração, forma, brilho, transparência, consistência das colônias, entre outros. É 

importante destacar que todos os isolados apresentaram crescimento classificado como “muito 

rápido”, com aparecimento das colônias com um dia de inoculação. 

Para Cassels (2016), é essencial conhecer os contaminantes da cultura de tecidos, pois 

geralmente crescem muito rapidamente impedindo uma ação corretiva a tempo. O autor sugere 

que é possível recuperar os explantes contaminados transplantando-os para meios de cultura 

contendo antibióticos. É essencial isolar, identificar e testar a sensibilidade das bactérias 

isoladas a antibióticos pelos métodos de difusão em ágar e identificar a concentração mínima 

inibitória por microdiluição em série.  

Neste estudo, o sequenciamento parcial do gene 16S rRNA indicou semelhança com os 

gêneros Erwinia, Micrococcus, Enterobacter, Microbacterium, Bacillus, Klebsiella, 

Stenotrophomonas, Brevundimonas e Methylobacterium, que são apresentam espécies 

amplamente citadas na literatura como promotoras de crescimento de plantas. 

 

Uso de antibióticos no controle bacteriano in vitro pelo método de difusão em disco 

Foi possível analisar a suscetibilidade dos microrganismos ao método de difusão em 

disco para oito antibióticos diferentes, os quais foram distribuídos na placa de Petri para 

avaliação do halo de inibição de crescimento formado em volta do disco de antibiótico (Figura 

5). 
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Figura 5. Uso de antibióticos por difusão em disco sobre bactérias isoladas da cultura de tecidos de camu-camu. 

(A) Placa de Petri logo após a inoculação. (B) Placa de Petri após 24h da inoculação, com halos de inibição 

formados. 

 

 

Na Tabela 3 foi possível observar que os antibióticos Cefalexina, Cefotaxima, 

Ceftriaxona e Rifampicina apresentaram formação média de maior halo, demostrando melhor 

potencial de inibição in vitro. É importante destacar que os isolados 18M, 18P e 18Q foram 

resistentes a todos antibióticos testados, 18A foi suscetível a Ceftriaxona e Rifampicina, e 10E 

e 18G foram susceptíveis apenas a Rifampicina.  

(B) (A) 
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Tabela 3. Ação de antibióticos pelo método de difusão em disco em bactérias isoladas da micropropagação de camu-camu* 

Isolado 

Halo de Inibição (mm) 

Estreptomicina  Cefalexina  Amoxilina  Ampicilina  Vancomicina  Cefotaxima  Ceftriaxona  Rifampicina 

(10μg mL-1)   (30μg mL-1)   (10μg mL-1)   (10μg mL-1)   (30μg mL-1)   (30μg mL-1)   (10μg mL-1)   (5μg mL-1) 

07A 28,07 ± 2,13  25,26 ± 0,65  20,69 ± 0,40  32,17 ± 3,10  11,28 ± 0,38  0,00 ± 0,00  0,00 ± 0,00  12,80 ± 0,22 
07B 0,00 ± 0,00  31,29 ± 2,08  22,33 ± 1,13  29,48 ± 1,84  24,60 ± 0,48  0,00 ± 0,00  11,09 ± 0,43  26,71 ± 1,19 
07C 17,24 ± 0,78  15,53 ± 0,04  0,00 ± 0,00  10,75 ± 0,10  0,00 ± 0,00  0,00 ± 0,00  12,85 ± 0,79  14,03 ± 0,40 
07D 32,57 ± 0,09  33,42 ± 1,77  8,29 ± 0,52  17,99 ± 0,39  0,00 ± 0,00  0,00 ± 0,00  0,00 ± 0,00  13,12 ± 0,45 
07E 0,00 ± 0,00  10,09 ± 0,05  29,53 ± 1,29  22,12 ± 1,87  14,27 ± 0,63  0,00 ± 0,00  0,00 ± 0,00  14,49 ± 1,19 
07F 23,32 ± 1,85  24,34 ± 0,21  10,02 ± 0,76  24,80 ± 0,13  11,33 ± 0,62  0,00 ± 0,00  0,00 ± 0,00  13,51 ± 1,01 
07G 20,75 ± 0,51  29,36 ± 0,41  33,53 ± 0,40  35,11 ± 0,27  23,37 ± 0,43  0,00 ± 0,00  0,00 ± 0,00  15,01 ± 0,93 
10A 20,25 ± 1,23  26,95 ± 0,09  16,55 ± 0,88  24,81 ± 0,71  22,85 ± 0,59  12,39 ± 2,04  25,81 ± 1,25  21,77 ± 1,40 
10B 0,00 ± 0,00  0,00 ± 0,00  0,00 ± 0,00  0,00 ± 0,00  26,80 ± 0,89  10,23 ± 0,07  16,41 ± 0,70  25,43 ± 0,74 
10C 0,00 ± 0,00  17,31 ± 0,96  18,92 ± 0,38  12,27 ± 0,19  0,00 ± 0,00  29,53 ± 0,79  30,28 ± 1,02  9,62 ± 0,24 
10D 11,91 ± 0,12  19,73 ± 1,28  0,00 ± 0,00  8,94 ± 0,76  0,00 ± 0,00  0,00 ± 0,00  0,00 ± 0,00  0,00 ± 0,00 
10E 0,00 ± 0,00  0,00 ± 0,00  0,00 ± 0,00  0,00 ± 0,00  0,00 ± 0,00  0,00 ± 0,00  0,00 ± 0,00  11,05 ± 1,30 
10F 0,00 ± 0,00  0,00 ± 0,00  0,00 ± 0,00  0,00 ± 0,00  0,00 ± 0,00  27,48 ± 1,08  33,38 ± 0,80  10,55 ± 0,27 
15A 18,51 ± 0,84  25,29 ± 0,79  0,00 ± 0,15  9,45 ± 1,40  17,27 ± 0,64  10,31 ± 1,18  12,95 ± 1,44  14,92 ± 0,25 
15B 0,00 ± 0,00  33,46 ± 0,07  29,21 ± 1,55  30,47 ± 0,88  22,19 ± 0,74  16,15 ± 0,23  17,41 ± 0,44  19,59 ± 1,35 
15C 0,00 ± 0,00  0,00 ± 0,00  0,00 ± 0,00  0,00 ± 0,00  0,00 ± 0,00  15,77 ± 0,53  18,39 ± 0,70  13,68 ± 0,36 
15D 0,00 ± 0,00  0,00 ± 0,00  0,00 ± 0,00  0,00 ± 0,00  0,00 ± 0,00  50,54 ± 0,32  38,97 ± 0,22  15,86 ± 1,18 
15E 0,00 ± 0,00  0,00 ± 0,00  0,00 ± 0,00  0,00 ± 0,00  0,00 ± 0,00  21,05 ± 1,18  22,33 ± 1,52  11,05 ± 0,46 
15F 0,00 ± 0,00  0,00 ± 0,00  0,00 ± 0,00  0,00 ± 0,00  0,00 ± 0,00  19,40 ± 1,72  17,91 ± 0,85  13,50 ± 0,51 
17A 9,40 ± 1,72  30,39 ± 0,83  25,17 ± 1,23  32,23 ± 1,68  22,50 ± 1,07  0,00 ± 0,00  17,10 ± 0,19  25,18 ± 0,43 
17B 0,00 ± 0,00  0,00 ± 0,00  0,00 ± 0,00  0,00 ± 0,00  0,00 ± 0,00  33,07 ± 1,40  33,34 ± 0,93  13,32 ± 1,35 
17C 0,00 ± 0,00  0,00 ± 0,00  0,00 ± 0,00  0,00 ± 0,00  0,00 ± 0,00  35,77 ± 1,79  34,39 ± 4,42  12,62 ± 0,80 
17D 0,00 ± 0,00  11,92 ± 1,14  0,00 ± 0,00  0,00 ± 0,00  13,30 ± 0,32  0,00 ± 0,00  10,37 ± 1,09  12,81 ± 0,98 
18A 0,00 ± 0,00  0,00 ± 0,00  0,00 ± 0,00  0,00 ± 0,00  0,00 ± 0,00  0,00 ± 0,00  12,12 ± 0,64  14,01 ± 0,82 
18B 8,03 ± 0,23  24,10 ± 0,24  12,97 ± 3,08  20,11 ± 0,97  20,26 ± 0,99  15,18 ± 0,45  13,43 ± 1,60  19,52 ± 0,87 
18C 0,00 ± 0,00  11,58 ± 1,55  0,00 ± 0,00  0,00 ± 0,00  0,00 ± 0,00  34,49 ± 1,63  33,61 ± 0,12  13,16 ± 0,19 
18D 15,54 ± 0,27  17,16 ± 0,87  18,27 ± 0,48  19,63 ± 0,85  0,00 ± 6,70  31,23 ± 1,46  34,17 ± 2,36  11,45 ± 1,28 
18E 15,61 ± 1,21  23,37 ± 0,51  18,09 ± 1,20  19,97 ± 2,84  0,00 ± 0,00  23,11 ± 0,54  22,99 ± 0,39  0,00 ± 0,00 
18F 30,77 ± 1,46  50,21 ± 0,42  19,92 ± 0,55  30,66 ± 1,09  12,15 ± 0,84  0,00 ± 0,00  0,00 ± 0,00  14,02 ± 0,67 
18G 0,00 ± 0,00  0,00 ± 0,00  0,00 ± 0,00  0,00 ± 0,00  0,00 ± 0,00  0,00 ± 0,00  0,00 ± 0,00  11,04 ± 0,91 
18H 14,90 ± 0,86  27,14 ± 0,52  22,01 ± 1,74  20,14 ± 0,48  11,07 ± 1,58  33,34 ± 0,82  34,99 ± 0,34  11,74 ± 0,27 
18I 0,00 ± 0,00  0,00 ± 0,00  0,00 ± 0,00  0,00 ± 0,00  0,00 ± 0,00  32,78 ± 1,59  33,08 ± 0,51  12,17 ± 1,11 
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18J 19,79 ± 0,51  22,24 ± 0,50  21,58 ± 0,74  23,01 ± 1,49  0,00 ± 0,00  36,29 ± 2,72  33,46 ± 1,54  15,66 ± 0,50 
18K 0,00 ± 0,00  0,00 ± 0,00  0,00 ± 0,00  0,00 ± 0,00  12,76 ± 0,75  37,46 ± 0,21  30,40 ± 11,12  12,54 ± 0,86 
18L 17,12 ± 1,23  21,42 ± 4,48  22,86 ± 0,83  23,74 ± 1,42  0,00 ± 0,00  36,26 ± 0,42  34,94 ± 0,82  13,01 ± 0,81 
18M 0,00 ± 0,00  0,00 ± 0,00  0,00 ± 0,00  0,00 ± 0,00  0,00 ± 0,00  0,00 ± 0,00  0,00 ± 0,00  0,00 ± 0,00 
18N 15,52 ± 1,15  18,36 ± 1,19  18,46 ± 0,92  18,71 ± 0,63  0,00 ± 0,00  0,00 ± 0,00  0,00 ± 0,00  0,00 ± 0,00 
18O 22,52 ± 0,93  29,75 ± 0,18  13,13 ± 2,28  11,18 ± 1,59  0,00 ± 0,00  0,00 ± 0,00  0,00 ± 0,00  0,00 ± 0,00 
18P 0,00 ± 0,00  0,00 ± 0,00  0,00 ± 0,00  0,00 ± 0,00  0,00 ± 0,00  0,00 ± 0,00  0,00 ± 0,00  0,00 ± 0,00 
18Q 0,00 ± 0,00  0,00 ± 0,00  0,00 ± 0,00  0,00 ± 0,00  0,00 ± 0,00  0,00 ± 0,00  0,00 ± 0,00  0,00 ± 0,00 

Média 8,55   14,49   9,54   11,94   6,65   14,05   15,90   12,22 

CV (%) 8,76   6,81   9,00   8,55   17,27   6,50   12,87   6,37 

*Cada valor representa a média de três repetições e os desvios padrão da média.  

 

Essa variação no comportamento dos isolados sob os antibióticos permite compreender porque muitas vezes há insucessos na inserção de 

antibióticos ao meio de cultura, e considerar que a combinação dos antibióticos com melhor potencial no controle de contaminantes pode favorecer 

o controle in vitro durante a micropropagação, considerando a diversidade de bactérias na cultura de tecidos do camu-camu (REED; 

TANPRASERT, 1995; OLIVEIRA et al., 2009).  

 

Uso de antibióticos no controle bacteriano in vitro pelo método de microdiluição em caldo 

Após o emprego do método de difusão em disco, foram selecionados os antibióticos com melhor resposta na primeira etapa do estudo, que 

foram Rifampicina, Ceftriaxona e Cefalexina, para serem testados isoladamente e combinados, em diluição seriada de 200 mg L -1 a 12,5 mg L-1. 

O antibiótico Cefotaxima, apesar de ter apresentado excelentes resultados, não foi selecionado para esta etapa devido ser de uso exclusivamente 

hospitalar. Na Figura 6 foi possível observar a influência da diluição sob a densidade bacteriana nas concentrações de cada antibiótico utilizado. 
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Figura 6. Avaliação da concentração mínima inibitória de antibióticos pelo microdiluição em caldo em bactérias 

isoladas da cultura de tecidos de camu-camu. 

 
 

Na Tabela 4 notou-se a diferença entre as médias, os quais foram significativos pelo 

teste de Tukey, ao nível de 5% (p<0,05). O estudo sugere que a Ceftriaxona teve melhor 

eficiência no controle de microrganismos, e a combinação de Ceftriaxona, Cefalexina e 

Rifampicina potencializou o controle bacteriano. 

 

Tabela 4. Avaliação da densidade microbiana (nm) sob diferentes antibióticos pelo método de microdiluição em 

caldo* 

Concentração  

(mg L-1) 

Densidade Bacteriana (nm) 

Combinação** Rifampicina Ceftriaxona Cefalexina 

0,0 1,36a 1,78a 1,36a 1,77a 

12,5 0,36b 0,52b 0,31b 0,69b 

25,0 0,28b 0,48b 0,21bc 0,49b 

50,0 0,18c 0,32bc 0,18c 0,46b 

100,0 0,16c 0,29c 0,17c 0,43b 

200,0 0,15c 0,24c 0,16c 0,43b 

CV 50,100 40,56 57,37 38,77 

Média Geral 0,41 0,60 0,40 0,71 

*Cada valor representa a média de quatro repetições. **Combinação: corresponde à combinação dos Antibióticos 

Rifampicina, Ceftriaxona e Cefalexina. 

 

Na Figura 7 é possível observar a densidade bacteriana em cada concentração a partir 

da absorbância (nm), sendo notório que Cefalexina isolada resultou ser menos satisfatória, 

apesar de, no teste de difusão, ter sido promissora. Os demais tratamentos apresentaram um 

Rifampicina + Cefalexina + 

Ceftriaxona 
Rifampicina 

Cefalexina Ceftriaxona 
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comportamento similar, em que à medida que aumentou a concentração dos antibióticos, menor 

foi a densidade bacteriana observada. A combinação dos três antibióticos mostra similaridade 

com o resultado obtido para o antibiótico Ceftriaxona. 

 

Figura 3. Análise da Concentração Mínima Inibitória em isolados bacterianos de cultura de tecidos de camu-

camu. 

 
 

A análise permitiu observar como tratamentos mais satisfatórios, o antibiótico 

Ceftriaxona e a combinação de Cefalexina+Ceftriaxona+Rifampicina, com melhor controle 

bacteriano em cerca de 145 mg.L-1, conforme avaliação da derivação quadrática da regressão. 

A combinação de antibióticos já é amplamente empregada e foi relatada por Reed e Tanprasert 

(1995), como vantajosas devido a uma ação sinérgica sobre os isolados bacterianos presentes. 

É perceptível que a combinação de antibióticos favoreceu o controle dos 

microrganismos presentes. O estudo de Oliveira et al. (2009) também observou a variação na 

resposta entre diferentes bactérias quanto à sensibilidade a cada antibiótico e a resposta de cada 

uma delas a diferentes antibióticos. 

 

CONCLUSÕES 

Houve elevada contaminação bacteriana na cultura de tecidos de camu-camu.  

Os antibióticos cefalexina, cefetriaxona, cefotaxima e rifampicina apresentaram os 

melhores resultados no teste de difusão em disco, com formação de maior halo de inibição. 

Houve isolados bacterianos que não tiveram seu crescimento inibido por nenhum dos 

antibióticos utilizados por esse método.  

Nas concentrações diluídas, pelo teste de microdiluição, a cefalexina isolada apresentou 

menor inibição do crescimento bacteriano. Foi realizada a combinação de antibióticos com 

yCombinação = 1E-05x2 - 0,0038x + 0,3731 R² = 0,8852

yCefalexina = 2E-05x2 - 0,0041x + 0,6618 R² = 0,6785 

yCeftriaxona = 9E-06x2 - 0,0025x + 0,3033 R² = 0,7941 
yRifampicina = 1E-05x2 - 0,0045x + 0,5657 R² = 0,9231 
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melhor potencial independente pelo teste de difusão, e a combinação de cefalexina com 

ceftriaxona e rifampicina resultou no melhor controle das cepas bacterianas, similar ao 

resultado com o emprego de ceftriaxona isolada.  

O estudo identificou que tratamentos com diferentes antibióticos combinados permite 

ampliar a inibição de diferentes microrganismos. 
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CONCLUSÃO 

Considerando os resultados encontrados neste estudo, este trabalho identificou bactérias 

promotoras do crescimento de plantas isoladas da cultura de tecidos de camu-camu, o que 

poderá favorecer, no futuro, o desenvolvimento de biofertilizantes visando a redução dos 

fertilizantes químicos utilizados na agricultura moderna. 

A pesquisa também analisou a concentração minima inibitória de óleos essenciais e de 

antibióticos, no controle de contaminanes da cultura de tecidos de camu-camu. Os óleos 

essenciais de orégano e melaleuca apresentaram os melhores resultados nas concentrações 

analisadas. No estudo com antibióticos, a ceftriaxona apresentou melhor controle bacteriano in 

vitro e o tratamento com diferentes antibióticos combinados permitiu ampliar a inibição dos 

diferentes microrganismos. 
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