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Resumo

O cultivo de Zingiber spectabile Griff destaca-se como uma das potencialidades econdmicas e de
mercado de espécies de flores de corte e como importante atividade agricola. Este trabalho teve por
objetivo avaliar os efeitos do acido giberélico (AGs) na germinagdo e 6-Benzilaminopurina (BAP) na
micropropagacdo de plantulas de Zingiber specatabile. Embrides de Z. specatabile foram
estabelecidos in vitro utilizando meio MSO (controle) e MS acrescido de AGs (1,0; 2,0 e 3,0 mg.L™%).
As plantulas produzidas foram utilizadas como doadoras de explantes para os testes com diferentes
concentragdes do regulador de crescimento 6-Benzilaminopurina (BAP) (1,0; 2,0 e 3,0 mg.L%). Apos
30 dias de cultivo, 0 meio MS + 1,0 mg.L?* de AGs apresentou germinagdo de 75% dos embriGes.
Quanto a formacdo de brotos, o melhor resultado obtido foi utilizando o meio de cultivo MS + 3,0
mg.L?* de BAP (2,46). Com relagdo a altura das plantulas e comprimento de raizes, ap6s 60 dias de
cultivo, os diferentes tratamentos apresentaram diferengas significativas entre si e a maior altura
(3,9cm) e 0 maior cumprimento de raiz (1,7cm) ocorreram no meio de cultivo MS+2,0 mg.L* BAP.
Quanto a taxa de enraizamento, 0 maior percentual foi 76,7% no meio de cultivo MS + 1,0 mg.L? de
BAP e no controle (MS0). Ap6s 60 dias de aclimatizacdo, a sobrevivéncia das plantas foi 100% e
quanto as varidveis analisadas, houve incremento na altura das plantas (185,7%), comprimento de
raizes (197,5%), nimero de folhas (113,5%) e namero de raizes (91,8%).

Palavras-Chave: Cultivo, explantes, aclimatizacdo, sobrevivéncia.

Effects of different concentrations of gibberellic acid (AG3) on germination and 6-
benzylaminopurine (BAP) on the micropropagation of Zingiber spectabile Griff. Zingiber
spectabile Griff cultivation stands out as one of the economic and market potentialities of cut flower
species and as an important agricultural activity. This work aimed to evaluate the germination effects
of gibberellic acid (GAs) and of 6-Benzylaminopurine (BAP) on the micropropagation of Zingiber
specatabile seedlings. Z. specatabile embryos were in vitro established using MSO medium (control)
and MS added to GA; (1.0, 2.0 and 3.0 mg.L?). The seedlings produced were used as donors of
explants for tests with different concentrations of the 6-Benzylaminopurine (BAP) growth regulator
(1.0, 2.0 and 3.0 mg.Lt). After 30 days of culture, MS + 1.0 mg.L* GA3 showed 75% of embryos
germination. Regarding the shoots formation, the best result obtained was using the culture medium
MS + 3.0 mg.Lt BAP (2,46). In relation to seedling height and root length, after 60 days of
cultivation, the different treatments presented significant differences among them, the highest height
(3.9cm) and the highest root compliance (1.7cm) occurred in the culture medium MS + 2.0 mg.L-
BAP. Regarding the rooting rate, the highest percentage was 76.7% in MS + 1.0 mg.L* of BAP
culture medium and in the control (MS0). After 60 days of acclimatization, the plants survival was
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100% and for the analyzed variables, there was an increase in plant height (185.7%), root length
(197.5%), leaf number (113.5%) and root number (91.8%).

Key-words: Cultivation, explants, acclimatization, survival.

1. Introducéo

O Zingiber spectabile Griff, conhecido
popularmente como gengibre ornamental ou
shampoo, é uma espécie pertencente a familia
Zingiberaceae, origindria da Malésia, com
altura de 1,5 a 2,0 m, com hastes mais ou
menos eretas, semelhantes as da cana de acUcar.
As folhas sdo alongadas e aveludadas na face
abaxial; possui inflorescéncias terminais, em
espiga, com aspecto de cerosidade, que, a
medida que se desenvolve, passa da cor amarela
para a vermelha. Protegidas por suas bracteas
elas contém pequenas brancas com o centro
arroxeado LORENZI (2001). Suas brécteas em
forma de cone contém um liquido transparente
que € um excelente condicionador natural de
cabelo NALAWADE et al. (2003). Essa espécie
também ¢ utilizada como medicinal e para a
elaboracdo de produtos cosméticos, além do
enorme potencial ornamental, como em
projetos de paisagismo ou como flores de corte
FARIDAH et al. (2011).

No entanto, um dos grandes entraves da
cultura esta relacionado & producdo de mudas
com qualidade genética e fitossanitaria. As
mudas utilizadas pelos produtores sdo as

propagadas convencionalmente, ou seja,
vegetativamente, por rizomas. Porém, esta
prética acarreta Varios problemas

fitossanitérios, dentre eles a disseminacdo de
doencas, principalmente por  fungos,
nematoides e bactérias, que podem levar a
destruicdo total das plantagdes.

A cultura de tecidos é a técnica que tem
sido utilizada para a propagagdo clonal de
hibridos e espécies de plantas ornamentais,
possibilitando a obtencdo de plantas de alta
qualidade fitossanitaria, em grande escala e em
curto periodo de tempo. A micropropagacao ou
propagacdo in vitro é utilizada no Brasil ha
pouco mais de 25 anos, com a finalidade de
producdo de mudas de alta qualidade genética e
fitossanitaria. Esta técnica tem contribuido para
impedir a extingdo de muitas espécies vegetais
(Stancato et al., 2001). Sua utilizacdo em
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ambito comercial jA& é uma realidade em
diversos paises do mundo, destacando-se a
Holanda, Franca, Espanha, Japdo e, mais
recentemente, o Brasil IBRAFLOR (2011);
SEBRAE (2011).

O meio de cultura mais utilizado em
cultura de tecidos para a propagacdo de varias
espécies vegetais € 0 MS MURASHIGE &
SKOOG (1962), porém sua concentracdo de
nutrientes tem sido identificada como elevada,
em especial quanto ao fornecimento de
nitrogénio e, neste sentido, muitas modificacdes
tém sido sugeridas objetivando-se a maior
adaptacéo das culturas e reducéo de custos.

A composicdo do meio de cultura é
geralmente constituida por macronutrientes,
micronutrientes, vitaminas, aminodcidos,
sacarose, agente gelificante e reguladores de
crescimento (auxinas, citocininas e giberilinas).
As auxinas sdo utilizadas para induzir o
desenvolvimento de nos, formacdo de calos e
desenvolvimento de raizes adventicias. As
citocininas estimulam a divisdo celular e, em
concentragdes elevada induzem a formagédo de
brotos adventicios e inibem a formagdo de
raizes, as mais frequentes, sdo: cinetina (KIN),
zeatina (citocinina natural), 6-
benzilaminopurina (BAP ou BA) e 6-(9.9-
dimetilaliminol) purina CARVALHO (1999). O
papel da 6-Benzilaminopurina (BAP) na
proliferagdo de brotos em outras espécies de
Zingiberaceae, foi relatado por IKEDA e
TAMBE (1989); BALANCHANDRA et
al.(1990); SMITH e HAMIL (1996); ROUT et
al. (2001); PANDA et al. (2007); MOHANTY
et al.(2011) e ABDELMAGEED et al. (2011),
quando trabalharam com Alpinia galanga e
obtiveram média de 5,65 novos brotos.

As giberelinas participam de muitas
atividades fisiol6gicas importantes nos vegetais,
tendo efeito no crescimento, especialmente no
alongamento celular (CROCOMO & CABRAL
(1988). Um dos principais efeitos e aplicagdes
das giberelinas em cultura de tecidos é o
alongamento das brotagbes durante a



do enraizamento.

regulador de

multiplicacdo ou,
Outros  beneficios
crescimento sdo o0s de promover 0
desenvolvimento  ontogénico  natural  dos
embrides sem primdrdio radicular, aqueles com
primordio e proporcionar a iniciacdo de uma
zona radicular existente. Em alguns casos, 0
acido giberélico tem sido usado para a
conversdo de embrifes somaticos em plantas
GUERRA et al (1998).

O processo de aclimatizacdo é uma etapa
importante na cultura de tecidos vegetais, pois
as plantas in vitro se desenvolvem sob
condigdes controladas, em ambientes fechados,
sem trocas gasosas, com elevada humidade do
ar, baixa intensidade de luz, e o uso de agucares
a partir do meio de cultura como uma fonte de
carbono e energia (PREECE & SUTTER

antes,
desse

(1991); SCIUTTI & MORINI  (1993);
POSPISILOVA et al (1999). Porém, o
transplantio de plantulas in vitro e o

estabelecimento completo em estufa pode ser

complexo para algumas espécies (VAN
HUYLENBROECK & DEBERGH  (1996),
ROSS-KARSTEN et al. (1998). Para a

aclimatizacdo, a selecdo de um substrato
adequado pode ser decisivo.

Nesse trabalho foram avaliados os efeitos
do  &cido  giberélico (AGs) e 6-
Benzilaminopurina (BAP) na micropropagagéo
de plantulas de Zingiber specatabile Griff.

2. Material e Método

O material utilizado para o inicio das
culturas foram os frutos maduros do Zingiber
spectabile, coletados em plantio de produtor da
BR-174, km-63, Municipio de Presidente
Figueiredo - AM. O experimento foi conduzido
no laboratério de Cultivo de Células e
Micropropagagdo do Centro de Biotecnologia
da Amazonia (CBA).

Apos a extracdo das sementes, as mesmas
foram lavadas em &gua corrente e detergente de
origem comercial, para a remocdo da
mucilagem. Em seguida, as sementes foram
secas em papel toalha e introduzidas em Becker
contendo solucdo de hipoclorito de sédio
(2,5%) e 4agua destilada (1:1), onde
permaneceram em agitador magnético por 10
minutos. ApOs agitagdo, as sementes foram
lavadas, trés vezes, em agua destilada
autoclavada. Em camara de fluxo laminar, foi
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realizada a extracdo dos embrides, que foram
lavados em solugdo de alcool 70% por 1 minuto
e posteriormente enxaguados, trés vezes, em
agua destilada autoclavada.

Apos a desinfestacdo, os embries foram
introduzidos em tubos de ensaio (150 x 24 mm)
contendo 10 mL de meio de cultura, de
composicdo béasica segundo MURASHIGE e
SKOOG (1962), sem reguladores de
crescimento (MS0), suplementado com 3% de
sacarose; 1,0; 2,0 e 3,0 mg.L-* de AGs e
solidificado com 2% de phytagel. O PH foi
ajustado para 5,8 e 0os meios foram esterilizados
em autoclave a 120 °C e 1,1 Kgf/cm?, durante
15 minutos.

As culturas foram mantidas a 25+1°C,
iluminadas com lampadas fluorescentes
(Sylvania, Phillips/luz do dia) com intensidade
de 30,0 pmoles.m?s? e 16 horas de
fotoperiodo. Foram realizadas observacGes aos
trés, quinze e trinta dias, sendo avaliadas as
porcentagens de contaminagéo e germinacao.

Apés as plantulas atingirem a altura
méaxima livre dos frascos de cultura (8 cm),
foram utilizadas como doadoras de explantes
para os testes com diferentes concentracfes do
regulador de crescimento 6-Benzilaminopurina
(BAP) (1,0; 2,0 e 3,0 mg.L™1).

Os efeitos das diferentes concentragdes
do regulador de crescimento foram analisados
guanto & taxa de multiplicacdo, taxa de
enraizamento, altura e nimero de folhas, ap6s
60 dias de cultivo.

As plantulas foram lavadas e realizadas
as avaliacBes quanto a altura, nimero de folhas,
comprimento e nimero de raizes e, em seguida,
plantadas em tubetes com o substrato, a base de
casca de pinus, Topstrato® e armazenadas em
casa de vegetacdo, com sombreamento de 70%,
e sistema de irrigagdo por nebulizacdo, por 30
dias. Apds este periodo, foram transferidas para
a casa de vegetacdo com sistema de irrigacao
por microaspersdo, onde permaneceram por
mais 30 dias.

O delineamento experimental foi o
inteiramente casualizado, com trés tratamentos,
sendo utilizados 10 explantes para cada
tratamento, que foram realizados em triplicata.

Os dados obtidos sobre 0
desenvolvimento da planta in vitro quanto ao
nimero de brotos e de gemas (taxa de
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multiplicacdo), a altura das plantas, o nimero
de folhas, o comprimento de raizes, o nimero
de raizes por planta e a sobrevivéncia foram
submetidos & analise de variancia (ANOVA) e
as médias foram comparadas pelo teste de
Tukey-Kramer, ao nivel de significancia de 5%.
Estas andlises foram efetuadas utilizando-se o
Graph Pad in Stat, versdo 3,01. Para a analise
das porcentagens de germinagdo, contaminagao
e os dados obtidos ap6s a aclimatizacdo foi
usado o teste de diferenga entre porcentagens
(p1 € p2) ao nivel de 5% de significancia,
utilizando-se o Software Statistica for Windows
™ versdo 5.0 (Silva et al., 2015).

3. Resultados e Discussao

Apos 30 dias de inoculagdo dos embrides
in vitro, observou-se 63,7% de
descontaminacgdo, com ocorréncia de 25,4% de
contaminacao por bactérias e 10,9% por fungos,
com uma taxa de oxidacdo de 8,3%.
NANNETTI (1994), ATEHORTUA (1997),
DIAS & RODRIGUES (2001) trabalhando com
apice caulinar de heliconia obteve a
contaminagdo de até 100% dos explantes. Ja
MARULANDA & ISAZA (2004),
RODRIGUES (2005) e NAKANO (2008)
utilizando  diferentes  concentracfes  de
hipoclorito de sodio e alcool (70%) na
desinfestagdo e 0 meio de cultivo MS
suplementado com 2,0 mg. L* de BAP, 0,1
mg.L? de AIB e 0,2 mg.L? do antibidtico
Cefotaxima obteve a descontaminagdo de 85%
dos explantes, com uma taxa de sobrevivéncia
de 80%.

Quanto aos efeitos das diferentes
concentragdes de acido giberélico na
germinacdo de embrides de Zingiber spectabile
Griff, apds 30 dias de cultivo, 0 meio MS + 1,0
mg.L* de AGs apresentou diferenca
significativa em relagho aos  demais
tratamentos, onde se observou a germinacgéo de
75% dos embrides seguidos do meio MSO
(70%) (Tabela 1). Estes resultados confirmam
0s encontrados por STEIN et al (2007) quando
observou que a adicdo de 20 mg.L* de AGs ao
meio de cultivo proporcionou aumento na taxa
de germinagéo de 82% em Inga vera.

Entretanto, ao utilizar o meio de cultura
acrescido de 2,0 e 3,0 mg.L* de AGs; observou-
se 0 menor percentual de germinacdo das
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sementes (68,3%). Estes dados permitem supor
que para a germinacdo de embrides dessa
especie ndo ha necessidade de utilizacdo de
doses elevadas desses reguladores de
crescimento, favorecendo a reducdo dos custos
no processo de estabelecimento dos explantes.
No entanto, AGUIAR et al. (2004) demonstra
em seu estudo com embrides de H. psittacorum
e H. bihai que o melhor meio de cultivo foi o
suplementado com 2,8 mg.L* de AGs.

Tabela 1 - Percentual de germinacdo de embrides de
Zingiber spectabile Griff. em meios de cultura com
diferentes concentracdes de AGs.

Tratamentos 3 15 30
Dias Dias Dias
MSO 0 65,0P 70,0P
MS + 1,0 mg.L! AG; 0 75,02 | 75,00
MS + 2,0 mg.Lt AG; 40,08 | 63,4P 68,3P
MS + 3,0 mg.Lt AGs 0 65,9P 68,3P
Quanto a formacdo de brotos, os

resultados apresentados mostraram diferencas
significativas entre as concentragOes testadas e
0s melhores resultados obtidos foram com a
utilizagdo do meio de cultivo MS + 3,0 mg. L*
BAP (2,46) e 0 MS0 (2,33) (Tabela 2).

Tabela 2 - Efeitos de diferentes concentragdes de 6-
Benzilaminopurina (BAP) na brotacdo de Zingiber
specatabile Griff, apds 60 dias de cultivo in vitro.

Tratamento Brotagéo Altura
(cm)
MSO 2,330 3,03¢
MS + 1,0 mg. Lt BAP 1,83¢ 3,932
MS + 2,0 mg. Lt BAP 1,76¢ 3,24¢
MS + 3,0 mg. Lt BAP 2,46° 3,33°

Entretanto BALANCHANDRA et al.
(1990), MUDA et al (2004) e PANDA et al
(2007) apresentaram melhores resultados com
0 meio MS acrescido de 1,0; 3,0 e 5,0 mg.L 1 de
BAP ou em combinagdo com AIA (0,5, 1,0 e
2,0 mg.L1) ao trabalhar com micropropagacéo
de curcuma e trés variedades de Zingiber
officinalis.

Com relacdo a altura das plantulas e
comprimento de raizes, apds 60 dias de cultivo,
os diferentes tratamentos  apresentaram
diferencas significativas entre si. Os melhores
resultados com relagdo a maior altura (3,9cm)
(Tabela 2) e o maior cumprimento de raiz
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(1,7cm) (Tabela 3) foram observados com a
utilizacdo do meio de cultivo MS+1,0 mg.L?
BAP.

Em resultados obtidos por SHARMA &
SINGH (1997), o melhor apresentado para o
comprimento da parte aérea (6,8 cm) de Z.
officinale foi em meio MS contendo 2,0 mg.L™*
de cinetina (Kin) + 2,0 mg.L* A4cido
naftalenoacético (ANA). Da mesma forma,
KAMBASKA & SANTILATA  (2009)
relataram que, em culturas de Zingiber
officinalis, com a combinacdo de MS com BAP
(2,0 mg.LY) e ANA (0,5 mg.LY) obtiveram
plantas com altura média de 6,2cm. No entanto,
BASKARAN e JAYABALAN (2005)
observaram que a cinetina (Kin) 6-
furfurilamino-purina foi mais eficaz do que
BAP para o comprimento da parte aérea, pois
com a utilizagdo de KIN (1,0 mg.L?) levou ao
desenvolvimento de plantas com 4,10 cm de
altura, enquanto com a utilizagdo do BAP (1,0
mg.L?), o crescimento foi de 3,18 cm.

Quanto ao enraizamento (Tabela 3),
observa-se que as melhores taxas foram obtidas
em plantas cultivadas no meio MS0 e MS + 1,0
mg.L* de BAP (76,7%) seguido de MS + 3,0
mg.L*de BAP (66,7%) e o0 menor percentual foi
com a utilizacdo de MS + 2,0 mg.L* de BAP
(63,3%). Estes resultados confirmam as
informacOes prestadas por RIBEIRO et al
(2012) quando obteve um bom desempenho na
indugdo do sistema radicular em plantas de
Zingiber spectabile cultivadas in vitro, quando
comparou os resultados obtidos em MS (12%)
com outros meios de cultivo (Knudson +
vitaminas + aminoacidos (5%); Knudson (5%);
Pierik (6%) Hoagland + sacarose (6%);
Hoagland + sacarose + vitaminas +
aminoéacidos (10%).

O meio MS é conhecido por ser um meio
altamente  concentrado, tendo em sua
composicdo altas concentracdes de nitrogénio
(840,90 mg.L?), célcio (119,98 mg.L?),
manganés (1,08 mg.L?) e zinco (1,96 mg.L™).
Por essas atribuicGes este meio tem bom
desempenho na inducdo do sistema radicular de
plantas de sorvetdo cultivadas in vitro, pois
esses nutrientes sdo requeridos no processo de
formacdo de raizes.
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Tabela 3 - Efeitos de diferentes concentragdes de 6-
Benzilaminopurina (BAP) no enraizamento de
Zingiber specatabile Griff, apés 60 dias de cultivo in
vitro.

Tratamento Taxa de Comprimento

Enraizamento | Radicular (cm)
(%)

MSO0 76,72 1,56°

MS + 1,0 76,72 1,702

mg. Lt BAP

MS +2,0 63,3° 1,23¢

mg. Lt BAP

MS + 3,0 66,7° 1,53¢

mg. Lt BAP

Tabela 4 — AvaliacBes da altura (cm), comprimento
de raiz (cm), ndmero de folhas e taxa de
enraizamento (%), apos 60 dias de aclimatizacio em
casa de vegetacdo.

NUmero Altura | Comprimento | NUmero | Numero
Dias da de Raizes de Folhas de
Planta (cm) Raizes
(cm)
1 3,5 4,0 3,7 6,1
60 10,2 11,9 7,9 11,7
Incremento | 185,7 197,5 113,5 91,8
(%)

Observou-se que os resultados obtidos
nesse estudo, com a utilizagdo de embribes in
vitro, contrapdem-se aos resultados obtidos
com outros tipos de explantes. Sugere-se a
realizacdo de mais estudos quanto a utilizagdo
de diferentes tipos de explantes para inicio das
culturas in vitro de Zingiber spectabile Griff.

Apos 60 dias de aclimatizacdo, observou-
se 100% de sobrevivéncia das plantas de
Zingiber spectabile. Esse resultado assemelha-
se ao obtido por SILVA et al (2006),
trabalhando com essa mesma espécie utilizando
substrato com  vermicomposto, também
obtiveram 100% de sobrevivéncia das plantas
aclimatizadas. Quanto as outras variaveis
analisadas, a média de altura das plantas foi de
10,2cm, com 91,8% de enraizamento, cujas
raizes apresentaram, em média, 11,9cm e o
namero médio de folhas foi de 7,9 por planta
(Tabela 4). Tal desempenho pode estar
associado as caracteristicas desse substrato,
como a boa porosidade, pois é composto de
casca de pinus, turfa, e vermiculita acrescido de
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superfosfato simples e nitrato de potéssio, que
proporcionam condi¢cdes favoraveis para o
melhor desenvolvimento das mudas, além do
controle do ambiente interno em casa de
vegetacdo, pois segundo COSTA (2001), em
condicbes de casa de vegetacdo é possivel
proporcionar maior controle em relagdo a
temperatura, umidade relativa, radiagdo solar,
nivel de CO; sombreamento artificial e
nutricdo de plantas.

Quanto ao incremento obtido, ap6s 60
dias de aclimatizacdo, pode-se observar que as
varidveis  estudadas, ou seja, altura,
comprimento de raizes, nimero de folhas e a
taxa de enraizamento alcangaram percentuais
que variaram de 91,8 a 197,5% (Figura 1).

200
150
100

50
B INCREMENTO

(%)

(NO)

Comp- | E5iha
Raiz

Altura
da

Planta Enraiza

Figura 1 — Percentual de incremento das varidveis:
Altura, comprimento de raiz, nimero folhas e taxa de
enraizamento.

4. Concluséo

O meio de cultivo MS + 1,0 mg.L de
AG; foi 0 mais eficiente quanto & germinacao
dos embrides;

O efeio do BAP, nas concentraces
testadas, influenciou tanto na inducéo de brotos
quanto na altura e comprimento de raizes de
Zingiber spectabile;

O substrato Topstrato® foi eficiente na
aclimatizacdo das plantulas, proporcionando a
sobrevivéncia 100% das mudas.
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interesse durante a sua avaliacdo. Logo, a revista
Scientia Amazonia detém os direitos autorais,
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