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APRESENTAÇÃO

O livro “Aspectos Fitossanitários da Agricultura” é uma compilação de trabalhos 
de pesquisas sobre manejo fitossanitário na agricultura brasileira. A obra reúne 
trabalhos de diferentes regiões do país, analisando a área do Manejo fitossanitário 
sob diferentes abordagens. 

É necessário conhecer esses temas sob diversas visões de pesquisadores, a 
fim de aprimorar conhecimentos, relações interespecíficas e desenvolver estratégias 
para a utilização do conhecimento acerca das formas de controle de patógenos e 
insetos m culturas agrícolas. 

O trabalho contínuo de pesquisadores e instituições de pesquisa tem permitido 
grandes avanços nessa área. Assim, apresentamos neste trabalho uma importante 
compilação de esforços de pesquisadores, acadêmicos, professores e também da 
Atena Editora para produzir e disponibilizar conhecimento neste vasto contexto. 

Mônica Jasper
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RESUMO: Hibiscus sabdariffa L., conhecida no 
Brasil como vinagreira caracteriza-se por ser 
um arbusto ereto e ramificado que apresentou 
em estudos recentes uma relevante importância 
por suas propriedades medicinais, tais como 
hepatoprotetor, antibacteriano, antioxidante, 
anti-mutagênico e anti-hipertensivo. No entanto, 

apesar de sua grande importância medicinal o 
método de propagação tradicional da espécie 
apresenta características indesejadas, 
pois favorecem a disseminação de pragas 
tendo por muitas vezes uma baixa taxa de 
multiplicação. Nesse sentido, considerando 
a importância de estudos in vitro de espécies 
que apresentem potenciais farmacológicos, 
este trabalho objetivou avaliar o efeito da 
contaminação microbiana na propagação in 
vitro de sementes de H. sabdariffa em meio MS 
completo e com a sua concentração de sais 
reduzida pela metade (½ MS), sob diferentes 
condições de luminosidade. Ao longo de 24 
dias de cultivo in vitro, avaliou-se o número de 
sementes contaminadas nos meios citados e 
de acordo com os resultados obtidos, verificou-
se uma alta taxa de contaminação em todos 
os tratamentos, porém o menor número 
de sementes contaminadas por fungos foi 
observado no tratamento que consistia em MS 
em condições de claro e para bactérias o menor 
índice de contaminação se deu no meio ½ MS 
nas condições de claro e 
MS nas condições de escuro.
PALAVRAS-CHAVE: Cultura de tecidos 
vegetais, explante, Hibiscus.

ABSTRACT: Hibiscus sabdariffa L., known 
in Brazil as a vinagreira characterized by 
being an upright and branched shrub that 



Aspectos Fitossanitários da Agricultura Capítulo 3 16

presented in recent studies a relevant importance for its medicinal properties, such 
as hepatoprotector, antibacterial, antioxidant, antimutagenic and antihypertensive. 
However, despite its great medicinal importance the traditional propagation method of 
the species has unwanted characteristics, as they favor the spread of pests often having 
a low multiplication rate. In this sense, considering the importance of in vitro studies 
of species with pharmacological potentials, the objective this study was evaluate the 
effect of microbial contamination on the in vitro propagation of H. sabdariffa seeds in 
complete MS medium and with the its concentration of halved (½ MS) salts concentrate 
under different luminosity. During 24 days of in vitro cultivation, the number of seeds 
contaminated in the mentioned mediuns was evaluated and according to the results 
obtained, there was a high contamination rate in all treatments, but the lower number 
of seeds contaminated by fungi was observed in the treatment consisting of MS under 
conditions of clear and for bacteria the lowest contamination index occurred in the 
mean ½ MS in the conditions of light and MS in dark conditions.
KEYWORDS: Culture of plant tissues, explant, Hibiscus.

1 | 	INTRODUÇÃO 

A Hibiscus sabdariffa L. é conhecida por várias denominações, tais como 
vinagreira, hibisco, rosela, azedinha, caruru-azedo, quiabo-azedo, entre outras. É 
uma planta empregada para múltiplos usos, na culinária e medicina popular, devido 
a suas propriedades biológicas e grande capacidade nutricional, (SOBOTA et al., 
2016).

As folhas e os cálices da espécie contêm muitos constituintes químicos, tais 
como alcaloides, proteínas, lipídeos, carboidratos, fibras, β-caroteno, ácido ascórbico, 
ácido araquídico, ácido cítrico, ácido málico, ácido tartárico, ácido protocatéquico, 
ácido hidroxicítrico, ácido clorogênico e seus isômeros, ácido neoclorogênico, ácido 
criptoclorogênico pectina, quercetina, cálcio, ferro e fósforo (ISMAIL et al., 2008;  
MAGANHA et al., 2010; KAPEPULA et al., 2017).

Uma das formas de aumentar a produção de espécies ricas em compostos 
bioativos é através da técnica de cultura assimbiótica ou cultura in vitro, na qual se 
obtém espécies com qualidade genética, nessa técnica a semente é colocada em 
um frasco contendo um meio de cultura estéril, o qual proporciona a germinação e o 
crescimento da planta, pois possui todos os nutrientes necessários. Dessa forma, um 
grande número de mudas pode ser facilmente produzido, crescendo num ambiente 
controlado de modo artificial e totalmente estéril (STANCATO et al., 2001).

Um dos princípios básicos para o sucesso da cultura in vitro é a obtenção 
e manutenção de culturas assépticas. Isso depende, em parte, de medidas de 
controle e prevenção da contaminação microbiana (DA SILVA  et al., 2003). Em 
alguns casos, o insucesso na técnica proporciona um ambiente favorável para o 
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crescimento de microrganismos como bactérias, leveduras e fungos filamentosos. 
A contaminação estabelece-se no meio de cultura e/ou material vegetal competindo 
pelos nutrientes, produzindo substâncias tóxicas e inibindo o desenvolvimento do 
explante, ocasionando, assim, sua perda (PEREIRA et al., 2011). 

As contaminações geralmente ocorrem no momento da introdução dos 
explantes no meio de cultivo, em função da presença de microrganismos endofíticos 
ou microrganismos que resistam aos procedimentos básicos de desinfestação Londe 
et al., (2007) e Panicker et al., (2007). Dentre os principais agentes contaminantes 
estão às bactérias e os fungos de plantas cultivadas in vitro. A contaminação por 
bactérias acontece, geralmente, devido à contaminação endógena dos explantes e 
plântulas. A contaminação por fungo ocorre em virtude da deficiência na manipulação 
durante o subcultivo e à presença de esporos no ambiente onde o subcultivo é 
realizado ou a infestação por ácaros (CARVALHO, 2003). 

Para minimizar a contaminação microbiana, inúmeros protocolos de esterilização 
são apresentados por diversos autores. Estes relatam o uso de substâncias como o 
etanol, desinfestante mais empregado, devido à ação germicida, o etanol tem ação 
surfactante e facilita a ação de outros produtos sendo utilizado em concentrações 
de 70 a 80%. Dentre as várias substâncias germicidas a base de cloro, utilizadas 
para desinfestação de explantes, as mais comuns são o hipoclorito de sódio. Outras 
substâncias têm sido adicionadas ao meio de cultivo a exemplo de reguladores 
de crescimento, antibióticos e fungicidas, na tentativa de minimizar o problema 
(GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998).

Considerando a importância do cultivo in vitro da espécie H. sabdariffa, 
principalmente relacionados à produção de mudas com potencial de produção de 
compostos bioativos e à conservação da espécie, este trabalho objetivou avaliar o 
efeito da contaminação na propagação in vitro de H. sabdariffa.

2 | 	MATERIAL E MÉTODOS

2.1	Material vegetal

Foram utilizadas sementes da espécie Hibiscus sabdariffa L. obtidas a partir de 
cápsulas maduras coletadas na a Vila de Pau D’Arco município de Santa Bárbara do 
Pará, estando a matriz localizada na área com as seguintes coordenadas geográficas 
S: 1º 15’ 3,88”; O: 48º 16’ 36,8, com registro de atividades de acesso ao Patrimônio 
Genético e do Conhecimento Tradicional Associado (SisGen) sob número AF05B99.  
Após a colheita, as sementes foram transportadas até o Laboratório de Investigação 
Sistemática em Biotecnologia e Biodiversidade Molecular (LabISisBio.), localizado  
na  Rua Augusto Correa, 01, Guamá, 66075-110 Belém, PA, da Universidade 
Federal do Pará. Antes de serem inoculadas no meio de cultivo essas sementes 



Aspectos Fitossanitários da Agricultura Capítulo 3 18

foram submetidas a um processo de a um pré tratamento de desinfestação.

2.2	Desinfestação das sementes 

As sementes foram classificadas de acordo com seu grau de maturação e foi 
feita uma pré-assepsia nas mesmas que consistiu em lavagens destas com água 
estéril e Tween 80, em seguida, as sementes foram manipuladas em câmara de fluxo 
laminar onde foram imersas em etanol a 70% (v/v) por um minuto, em seguida houve 
a imersão em solução de hipoclorito de sódio a 2,5% (v/v) por 15 minutos, seguido 
de 5 lavagens com água destilada estéril. 

2.3	Meio de cultura para inoculação das sementes 

As sementes foram inoculadas em meio MS (MURASHIGE; SCOOG, 1962); e 
em meio ½ MS, ou seja, com metade da concentração dos sais do meio MS. Cada 
meio foi distribuído em 50 tubos de ensaio de 20 ml totalizando 100 tubos de ensaio. 
Cada parcela foi representada por uma semente por tubo, após a inoculação, os tubos 
contendo as sementes foram submetidos sob condições de luz (no claro) e escuro. 
O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com os tratamentos 
arranjados em parcelas subdivididas, com a presença/ausência de luz constituindo 
as parcelas principais e, nas sub parcelas, sendo alocados os fatores meios de 
cultura completo e reduzido.  Os tubos contendo as sementes foram conservados em 
ambiente claro e escuro por 24 dias. As condições de temperatura e luminosidade 
foram as do ambiente do laboratório de Investigação Sistemática em Biotecnologia e 
Biodiversidade Molecular (LabISisBio.) da Universidade Federal do Pará.

2.4	Análise de resultados

Cada tratamento foi analisado separadamente e diariamente por 24 dias. Para 
isso foi quantificado o número de explantes (sementes) contaminados por bactéria 
e/ou fungo nas diferentes concentrações de sais no respectivo meio nutritivo e 
condição de luminosidade.

3 | 	RESULTADOS E DISCUSSÃO

Quando o meio nutritivo é solido, fungos e bactérias possuem características 
próprias e distintas entre si. As bactérias se expandem em velocidades mais lentas 
que as dos fungos e geralmente as colônias formadas são espalhadas ou formadas 
ao longo dos locais inoculados. As hifas da maioria dos fungos filamentosos se 
espalham rapidamente na superfície do meio ou dentro dele e formam facilmente 
colônias visíveis (TALBOT et al., 1993). Estes microrganismos competem com 
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os explantes por nutrientes do meio de cultura podendo provocar danos diretos e 
indiretos pela colonização de seus tecidos (MONTARROYOS, 2000).

Neste trabalho observou-se a contaminação microbiana na propagação in vitro 
de sementes de H. sabdariffa verificando a presença de fungos e bactérias (Figura 
1) para as diferentes concentrações de meios nutritivos utilizados e condições de 
luminosidade. 

Figura 1: Contaminação por bactérias (A)/e ou fungos (B) com diferentes concentrações de sais 
no meio nutritivo (MS e ½ MS) e diferentes condições de luminosidade (C – Claro; E – Escuro), 

após 24 dias de cultivo in vitro de sementes de Hibiscus sabdariffa L. 
Fonte: Sobrinho et al., (2019)

A contaminação por fungos e bactérias ocorreu em todos os tratamentos. 
Segundo Fagundes et al., (2012) problemas de contaminação em cultura de tecidos 
de plantas são causados por técnicas de assepsia insuficientes. O crescimento 
microbiano se deve a esterilização inadequada e procedimentos inadequados. A 
contaminação na cultura de tecidos e algo que pode ocorrer devido a uma série de 
fatores não sendo universal o motivo exato para que tal contaminação ocorra, neste 
sentido faz-se necessário a perfeição em cada etapa, o que leva a reduzir a ameaça 
de contaminação no tecido vegetal (ODUTAYO et al., 2007). 

Na Figura 2 abaixo observa-se que a contaminação por fungos ocorreu em 
maior escala. Embora a contaminação por fungos possa ter impedido a visualização 
do crescimento associado com bactérias isso não prejudicou as ponderações finais.
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Figura 2: Número total de contaminações de sementes de Hibiscus sabdariffa L. submetidos 
à diferentes com diferentes concentrações de sais no meio nutritivo (MS e ½ MS) e diferentes 

condições de luminosidade (C– Claro; E– Escuro), após 24 dias de cultivo in vitro.
Fonte: Sobrinho et al., (2019)

Dentre as contaminações analisadas, o tratamento que apresentou o maior 
número de sementes contaminadas por fungos foi o MS completo nas condições 
de escuro apresentando 16 sementes contaminadas. Para as contaminações 
ocasionadas por bactérias foi observado que o tratamento de ½ MS nas condições 
de escuro evidenciou um maior número de sementes contaminadas totalizando 15 
sementes. A menor número de sementes contaminadas por fungos foi observado no 
tratamento MS completo nas condições de claro e para as bactérias os tratamentos 
½ MS nas condições de claro e MS completo nas condições de escuro foram os 
que apresentaram menores valores de contaminação de sementes apresentado 7 
sementes contaminadas cada.

Os resultados evidenciam que os meios de cultura completos foram os mais 
favoráveis para a esporulação de fungos, pois apresentam maior quantidade 
nutricional e de carboidratos, que estimulam a reprodução de diversos fungos 
(SILVA; TEIXEIRA, 2012). Como observado à concentração completa de meio pode 
ter favorecido a esporulação de fungos, mas de acordo com Nozaki et al. (2004), 
nem sempre as condições que favorecem o crescimento são as mesmas para 
esporulação, pois a luz também exerce efeito direto sobre os fungos, induzindo ou 
inibindo a formação de estruturas reprodutivas. 

Diante dos resultados apresentados, torna-se necessário a elaboração de 
tratamentos mais eficazes para a desinfestação de sementes de H. sabdariffa, pois, 
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segundo Oliveira et al., (2013) o pré-tratamento de controle fitossanitário através 
da aplicação de fungicidas e bactericidas é de estrema importância sendo uma 
alternativa eficaz para a redução da contaminação no cultivo in vitro, e para Cruz 
et al., (2009) a utilização de explantes provenientes de ambientes controlados ao 
invés de se coletar em campo, facilitaria a descontaminação e sugerem o cultivo da 
planta matriz em condições controladas, como câmara incubadora ou em casa de 
vegetação.

4 | 	CONCLUSÕES

Este trabalho evidenciou alguns problemas que ocorrem durante cultura 
assimbiótica de sementes de H.sabadariffa tais como as contaminações por 
microorganismos, permitindo observar o comportamento da espécie em diferentes 
condições experimentais. Os contaminantes são uma preocupação séria na cultura 
simbiótica, pois a presença de contaminantes na cultura afeta diretamente o 
crescimento de plântulas in vitro, assim o máximo cuidado em cada etapa pode levar 
ao sucesso da cultura.

Nesse sentido, é necessário o estabelecimento de um protocolo de assepsia 
eficiente para a espécie de forma a otimizar o processo de cultivo da espécie visando 
estabelecer condições ideais de crescimento e multiplicação desta planta, pois trata-
se de uma espécie que  possui compostos bioativos de interesses farmacológico, 
logo a cultura de tecidos torna-se uma ferramenta biotecnológica importante para 
a otimização da produção dessa espécie de grande valor medicinal, garantindo a 
produção regular e em larga escala em menor tempo. 
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