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1. Extraído da tese de doutorado do autor.

o cultivo de tecidos de explantes
procedentes de bulbos, rizomas e

estolões são, com freqüência, encontra-
das altas taxas de contaminação causa-
das por bactérias, fungos ou outros or-
ganismos (1). A desinfecção de materi-
ais vegetais contaminados por
microorganismos do solo é sempre difí-
cil e aleatória. Para bulbosas ornamen-
tais, a saber, Hyacinthus amethystina
(jacinto), Tulipa gesneriana (tulipa), Iris
hollandica (íris) e Narcissus hybrids
(narciso), como em todas as bulbosas
em geral, um dos maiores obstáculos
quando se pretende sua propagação
através de técnicas de cultivo in vitro é
eleger a metodologia adequada para
assepsia dos bulbos.

Numerosas tentativas para dimi-
nuir a contaminação em bulbos de algu-
mas cultivares de Narcissus �Golden
Harvest� foram realizadas (2). Depois
de tratar os explantes com hipoclorito
de sódio a 1% por 30 minutos, por 2
horas ou em dupla desinfecção, não se
conseguiu reduzir a contaminação das
escamas dos bulbos abaixo dos 40%. O
tratamento dos bulbos com água quen-
te a 54oC, por 1 a 3 horas, antes da
utilização do hipoclorito de sódio, redu-
ziu a contaminação a 5%, enquanto que
a regeneração dos bulbos não foi afeta-
da. Contudo, em um ensaio de assepsia
com Narcissus cultivar Salomé e
Narcissus confusus Pugaley (3), foi
conseguida grande eficiência quando se
trataram os bulbos com água a 54oC por
1 hora, mas este efeito positivo na
assepsia se converteu em efeito negati-
vo quanto à resposta organogênica, a
tal ponto que só houve regeneração nos

bulbos não tratados.
Com a finalidade de estabelecer um

procedimento de assepsia para a intro-
dução em cultivo in vitro de jacinto,
tulipa, íris e narciso, com especial ênfa-
se a jacinto, se levou a cabo uma série de
ensaios. Os trabalhos foram realizados
em 1992, no laboratório de biotec-
nologia da Escola Técnica Superior de
Engenheiros Agrônomos da Universi-
dade Politécnica de Madri, Espanha.

Metodologias e discussões

Foram usadas cinco metodologias
distintas de desinfecção de bulbos. Em
todas elas, os bulbos foram armazena-
dos previamente em câmara fria a 4oC,
sendo que para os ensaios os bulbos
foram partidos e foram descartadas as
escamas mais externas e mais inter-
nas, fazendo-se uso das intermediárias
(4). As partes divididas dos bulbos fo-
ram lavadas ligeiramente com sabão
doméstico a 20% e logo enxaguadas em
água corrente durante 60 minutos. O
número de explantes usados por trata-
mento foi de 50, e a avaliação foi feita
aos 75 dias de cultivo, sendo
subcultivados a cada 25 dias, exceção
feita ao ensaio com miconazol, no qual
o número de explantes foi de 54 e a
avaliação foi feita aos 60 dias com
subcultivo aos 30 dias. Foram conside-
rados nos resultados os explantes viá-
veis, não contaminados e vivos. O meio
utilizado para cultivo foi o MS
suplementado com 5,37 µM de ANA
(ácido naftalenoacético) e 2,22 µM de
BA (6-benzilaminopurina) (5).

Os métodos de assepsia ensaiados,

com os respectivos resultados e discus-
sões, estão listados abaixo. As espécies
ensaiadas foram Hyacinthus
amethystina (jacinto), Tulipa
gesneriana (tulipa), Iris hollandica (íris)
e Narcissus hybrids (narciso).

Ensaio 1 - Assepsia de jacinto,
tulipa, íris e narciso com álcool e
água sanitária comercial - Fase 1

A assepsia dos bulbos constou das
seguintes etapas:

a) manutenção dos bulbos por um
período mínimo de quatro semanas em
câmara fria a 4oC de temperatura e em
escuridão;

b) divisão do bulbo, tirando as esca-
mas externas e internas, o ápice e a
base do bulbo, aproveitando as esca-
mas intermediárias;

c) imersão destas escamas interme-
diárias em solução aquosa com deter-
gente comercial de cozinha líquido (lim-
pa louças) em proporção de 20%;

d) lavagem com água destilada por
60 minutos;

e) aplicação dos tratamentos da Ta-
bela 1;

f) três lavagens sucessivas com água
destilada estéril durante 5 minutos cada
uma, para eliminar o resto da água
sanitária comercial. As escamas per-
maneciam no último banho até sua uti-
lização.

A análise dos dados da Figura 1
permite verificar que a concentração e
tempo de imersão em álcool pouco afe-
tou a assepsia dos bulbos. Para as qua-
tro espécies estudadas, de maneira ge-
ral, os tratamentos mais eficazes fo-
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diárias em álcool a 80% por 1 minuto;
seguiu-se imersão em solução aquosa
de água sanitária comercial a 20% mais
algumas gotas de tween 20; foram tes-

Tabela 1 - Tratamentos assépticos com álcool e água sanitária comercial - Fase 1

Álcool Tempo em Concentração de Tempo em
Tratamento (% em álcool água sanitária água sanitária

volume) (s) (% em volume) (min.)

1 85 30 10 15
2 85 30 10 25
3 85 30 20 15
4 85 30 20 25
5 85 30 40 15
6 85 30 40 25
7 85 120 10 15
8 85 120 10 25
9 85 120 20 15

10 85 120 20 25
11 85 120 40 15
12 85 120 40 25
13 50 30 10 15
14 50 30 10 25
15 50 30 20 15
16 50 30 20 25
17 50 30 40 15
18 50 30 40 25
19 50 120 10 15
20 50 120 10 25
21 50 120 20 15
22 50 120 20 25
23 50 120 40 15
24 50 120 40 25

ram os denominados 4, 9, 10, 16, 21 e
22, independente da concentração e tem-
po de imersão em álcool e tempo de
imersão em água sanitária, mas com
uma concentração desta de 20%. Os
métodos de assepsia permitiram obter
em jacinto em torno de 45% de explantes
viáveis; em narciso e íris, em torno de
32% de explantes viáveis, e em tulipa
em torno de 12% de explantes viáveis,
mas que não se regeneravam.

A eficiência na metodologia pode
variar dependendo do material de par-
tida. Resultados satisfatórios foram
obtidos por inúmeros autores que utili-
zaram tempos e concentrações de ál-
cool e água sanitária semelhantes aos
empregados neste trabalho, conseguin-
do até 85% de bulbos desinfestados (4 e
6).

Com objetivo de melhorar os resul-
tados obtidos neste ensaio, resolveu-se
experimentar distintos tempos de
imersão em água sanitária, como se
pode ver no ensaio 2.

Ensaio 2. Assepsia de jacinto,
tulipa, íris e narciso com álcool e
água sanitária comercial - Fase 2

Com base nos resultados obtidos no
ensaio anterior - fase 1 - e utilizando o
mesmo procedimento dos passos a, b, c
e d do mesmo ensaio, passou-se a testar
o tempo de permanência das escamas
em solução com água sanitária comer-
cial. Banharam-se as escamas interme-

tados cinco períodos de imersão em
água sanitária comercial (Tabela 2).
Depois disto, se procedeu como no en-
saio anterior.

Figura 1 - Percentagem de explantes de Hyacinthus amethystina, Tulipa gesneriana, Iris hollandica e Narcissus hybrids viáveis
(não contaminados e vivos) aos 75 dias de cultivo. Número de explantes/tratamento = 50 (Ensaio 1)
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Tabela 2 - Tratamentos assépticos com álcool e água sanitária comercial - Fase 2

Álcool Tempo em Concentração de Tempo em
Tratamento (% em álcool água sanitária água sanitária

volume) (min.) (% em volume) (min.)

1 80 1 20 20
2 80 1 20 25
3 80 1 20 35
4 80 1 20 45
5 80 1 20 55

superficial do explante (6).

Ensaio 3 - Assepsia de jacinto,
tulipa, íris e narciso com
utilização de cloreto de mercúrio
(HgCl)

Utilizou-se cloreto de mercúrio como
agente desinfectante, tal como se des-
creve a seguir:

� manutenção dos passos a, b, c e d
do ensaio 1;

� imersão em álcool a 80% por 1
minuto;

� imersão em solução aquosa com
HgCl a 0,5% por 3 minutos;

� lavagem com água destilada esté-
ril por 10 minutos para eliminar os
restos de HgCl;

� imersão em solução aquosa de
água sanitária comercial a 10% por 15
minutos;

� lavagem com água destilada esté-
ril por 5 minutos;

� imersão em solução aquosa de
água sanitária comercial a 20% por 5
minutos;

� três lavagens sucessivas com água
destilada estéril por 5 minutos cada
uma.

Com a utilização de cloreto de mer-
cúrio (Figura 3) se obteve 97% de
explantes viáveis em jacinto, frente a
45% quando não se utilizou cloreto de
mercúrio, e de 95% em narciso, frente a
45% quando não se utilizou cloreto de
mercúrio. A tulipa chegou a 68% de
viabilidade de explantes, frente a 20%
quando não se utilizou cloreto de mer-
cúrio, e para íris a diferença foi pequena
(54% descontaminados com cloreto de
mercúrio, 45% sem cloreto de mercú-
rio).

Em casos de difícil assepsia, a utili-
zação de cloreto de mercúrio (a 0,25%o

por 6 horas ou a 0,5%o por 1 a 3 horas),
com freqüência tem dado melhores re-
sultados que o hipoclorito de cálcio ou
de sódio (água sanitária) (7).

Ainda que os resultados sejam me-
lhores, deve-se levar em conta que a
utilização de mercuriais acarreta maio-
res gastos, tanto econômicos como de
ordem temporal e humana, assim como
problemas derivados de sua elevada
toxidez. Contudo, um percentual de 98%
de  explantes  viáveis,  como  obtido

Figura 2 - Percentagem de explantes de Hyacinthus amethystina, Tulipa gesneriana,
Iris hollandica e Narcissus hybrids viáveis (não contaminados

e vivos) aos 75 dias de cultivo. Número de explantes/tratamento = 50 (Ensaio 2)

marrom-escura, principalmente em tu-
lipa e narciso.

Uma das razões que podem justifi-
car a baixa sobrevivência dos explantes
quando ao tempo de imersão em água
sanitária (superior a 45 minutos) é o
fato de que o tecido superficial pode ter
excessiva infiltração da água sanitária,
e isso pode inibir o desenvolvimento
celular e reduzir a capacidade
regenerativa (6). Em trabalho com íris
foram conseguidos os mesmos níveis de
regeneração, com tempos entre 5 e 60
minutos, quando eliminado o tecido

Os resultados mostrados na Figura
2 foram muito semelhantes, sendo que
na faixa dos 25 aos 45 minutos de
imersão se obtiveram melhores resul-
tados assépticos, de maneira geral, para
as quatro espécies, mas sempre com
baixa eficiência, chegando-se a um
máximo de 50% dos bulbos não conta-
minados. Além disso, constatou-se que
tempos de imersão superiores a 45 mi-
nutos influenciaram negativamente o
vigor dos explantes, e que depois dos 60
dias os mesmos começaram a se
necrosar, apresentando uma coloração #
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te a cocos e bacilos gram-positivos. Para
diluí-lo se utiliza o dimetil-sulfóxido
(40mg/litro), quando se apresenta em
forma de pó.

neste ensaio, e levando em conta que a
assepsia de bulbosas é muito trabalho-
sa e difícil de conseguir, faz com que sua
utilização deva ser considerada.

Ensaio 4 - Assepsia de jacinto,
tulipa, íris e narciso com
utilização de água destilada a
54oC

O procedimento se realizou como se
descreve a seguir:

� manutenção dos passos a, b, c e d
do ensaio 1;

� imersão das escamas em água
destilada a 54oC por 1 hora;

� imersão em solução aquosa de
água sanitária comercial a 20% por 25
minutos;

� três lavagens sucessivas com água
destilada estéril por 5 minutos cada
uma.

A utilização do tratamento com água
a 54oC (Figura 4) praticamente dupli-
cou a efetividade na descontaminação
dos explantes das quatro espécies, no
entanto a regeneração diminuiu muito,
fato que pode limitar a utilização desta
técnica asséptica.

Em trabalho com narciso foi verifi-
cado que o tratamento com água a 54oC
por 1, 2 ou 3 horas diminuía a contami-
nação de 45 para 3%, sem afetar a
produção de brotos, contudo o peso fres-
co diminuía. O uso de banho a 50oC foi
menos efetivo no controle da conta-
minação,  mas  temperaturas  de  58  e
de 62oC reduziram a capacidade de re-
generação. Não foi encontrada dife-
rença significativa entre tratamento
com calor e tratamento de
descontaminação com imersão em
hipoclorito sódico por 30 minutos e sem
calor. Foi sugerido que a contaminação
está localizada no interior dos tecidos
do bulbo (2).

Ensaio 5 - Assepsia de jacinto
com utilização de miconazol

O miconazol é um produto farma-
cêutico que se comercializa com o nome
de Daktarin R , um composto com 2g de
nitrato de miconazol e 100g de
excipiente c.s.p. É um potente
antimicótico de amplo espectro, tam-
bém de atividade antibacteriana fren-

O produto foi introduzido ao meio,
com  seringa  e  filtro  esterilizados
(processo de filtração) e em câmara de
fluxo laminar (condições assépticas),

Figura 3 - Percentagem de explantes de Hyacinthus amethystina, Tulipa gesneriana,
Iris hollandica e Narcissus hybrids viáveis (não contaminados

e vivos) aos 75 dias de cultivo. Número de explantes/tratamento = 50 (Ensaio 3)

Figura 4 - Percentagem de explantes de Hyacinthus amethystina, Tulipa gesneriana,
Iris hollandica e Narcissus hybrids viáveis (não contaminados e

vivos) aos 75 dias de cultivo. Número de explantes/tratamento = 50 (Ensaio 4)
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Neste processo, a concentração ensaia-
da foi de 20mg/litro de miconazol em
um único período de tempo de 60 dias,
sem subcultivos. A forma de avaliação
foi mantida. Este procedimento tam-
bém se mostrou eficaz em sua finalida-
de.

Para jacinto (Figura 5), foi constata-
do que os tratamentos com miconazol
permitiram um bom controle da conta-
minação dos bulbos, e este controle foi
ainda melhor quando se utilizou con-
juntamente o cloreto de mercúrio. Con-
tudo, o cloreto de mercúrio sozinho apre-
sentou resultados superiores ao
miconazol sozinho.

Os trabalhos de investigação em
cultivo in vitro, quando o material de
partida é uma espécie de bulbosa, apre-
sentam a dificuldade adicional de a
assepsia destes bulbos ser muito traba-
lhosa e delicada. Variações sensíveis
em condições de esterilização e no meio
de cultivo costumam influenciar quali-
tativa e quantitativamente os resulta-
dos.

Devido a problemas que possam vir
a surgir pelo emprego de cloreto de
mercúrio na assepsia dos bulbos, os
tratamentos  que  empregam  o
miconazol como agente asséptico po-
dem ser recomendados e permitem um
bom controle da contaminação. A con-
centração de 20mg/litro de miconazol
foi o tratamento mais eficaz, não apre-
sentando problemas quanto à capaci-
dade de regeneração dos explantes,
chegando a 98,5% de explantes não
contaminados e vivos (com cloreto de
mercúrio) e a 96% de explantes não
contaminados e vivos (sem cloreto de
mercúrio).

Com o uso do miconazol foi possível
conter a proliferação de numerosos ti-
pos de fungos e bactérias em quinze
espécies de plantas, mantendo uma
relação de crescimento positivo, ainda
que, em duas espécies, o crescimento de
brotos e calos diminuiu (8).

Conclusões

� De todos os ensaios realizados
buscando eliminar a contaminação dos
bulbos de jacinto, tulipa, íris e narciso,
se pode sugerir o emprego de uma con-
centração de álcool de 80% (v/v) e de

Figura 5 - Percentagem de explantes de Hyacinthus amethystina viáveis
(não contaminados e vivos) aos 60 dias de cultivo. Número de

explantes/tratamento = 54

#

Tabela 3 - Tratamentos testados

Miconazol
(mg/litro)

I. Igual ao tratamento 2 do segundo ensaio - Fase 2
(imersão em álcool a 80% por 1 minuto e imersão em água
sanitária comercial a 20% por 25min, com algumas gotas de
Tween 20, seguido de três lavagens com água estéril por
5 minutos cada uma 0

II. Igual ao passo I +10

III. Igual ao passo I +20

IV. Igual ao segundo procedimento do ensaio 3, ou seja,
com cloreto de mercúrio 0

V. Igual ao passo IV +10

VI. Igual ao passo IV +20

Tratamento

estando o meio a uma temperatura
média de 50oC, depois de haver sido
previamente autoclavado a uma pres-
são   de 1kg/cm2 e 120oC de temperatura
durante 20 minutos. Para cada 20ml de
meio em cada recipiente se adicionou
2ml da solução com miconazol.

Os tratamentos testados estão na
Tabela 3.

Para todos os tratamentos se reali-
zou, inicialmente, o mesmo processo de
desinfecção do material descrito nas
etapas a, b, c e d do primeiro ensaio -
Fase 1.

Com a finalidade de simplificar esta
metodologia,  comparou-se  com  o  fato
de adicionar o miconazol aos recipien-
tes de cultivo antes de autoclavado.
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água sanitária comercial de 20% (v/v),
com tempos de imersão de 30 segundos
e 25 minutos, respectivamente, se-
guidas   da    utilização    do   miconazol
(no caso do jacinto), associada ou não ao
emprego de cloreto de mercúrio.

� Quanto ao emprego de água quen-
te  durante  o  processo  de  assepsia,
haveria  que  tentar  estudá-lo  melhor,
já que permite controlar a contami-
nação dos bulbos reduzindo o uso de
produtos químicos. O problema reside
em  que,  de  alguma  maneira,  a  água,
em temperatura elevada, inibe a capa-
cidade de regeneração dos bulbos.
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