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RESUMO

ARIMURA, Celia Tacaco, D. S., Universidade Federal de Vigosa, setembro de
2001. Micropropagacédo de gengibre (Zingiber officinale Roscoe) via
organogénese e embriogénese. Orientador. Fernando Luiz Finger.
Conselheiros: Jodo Batista Teixeira e Vicente Wagner Dias Casali.

O objetivo do trabalho foi avaliar o efeito de reguladores de
crescimento na multiplicacdo de gemas de gengibre; obter plantas via
embriogénese soméatica e comparar rizomas de mudas micropropagadas e de
propagacéo convencional. Avaliou-se o crescimento e desenvolvimento de
gemas de gengibre em niveis de KIN e BAP e observou-se que com 30 dias
de cultivo ndo houve efeito na multiplicacdo de gemas e no enraizamento. Aos
90 dias de cultivo, a melhor resposta de niumero de brotacfes foiem 6,2 e 3,5
nM de BAP e KIN, respectivamente. Mesmo na auséncia de citocinina, houve
formacao do sistema radicular. Em outro experimento, estudou-se a interacao de
niveis de ANA e BAP e a melhor combinacéo foi 1,34 niM de ANA e 2,22 nM de
BAP, pelo maior nimero de brotos e raizes e maiores pesos de matéria fresca e
seca. A embriogénese somatica foi realizada em 3 fases: inducéo de calos em
segmentos foliares, diferenciacéo de calos embriogénicos em embrides somaticos
e germinacao dos embribes somaticos. Os calos formados foram subcultivados a

cada 30 dias e os calos embriogénicos foram isolados e subcultivados para



multiplicacdo. No meio de cultura contendo maltose e no escuro, 100% dos
calos embriogénicos se diferenciaram em embrides somaticos. A melhor taxa de
germinacdo dos embrides foi em meio de cultura contendo metade da
concentracao dos sais do meio MS na presenca ou auséncia de carvao ativado.
Os rizomas formados por mudas micropropagadas foram comparados com
0s rizomas de propagacao convencional durante quatro ciclos de cultivo. No
primeiro ciclo os rizomas formados por mudas micropropagadas foram
menores e com maior niumero de gemas. Nos plantios subsequlientes estas
diferencas foram minimizadas, visto que, no terceiro e quarto cultivo ndo houve

diferenca significativa quanto ao nimero de gemas dos rizomas.



ABSTRACT

ARIMURA, Celia Tacaco, D. S., Universidade Federal de Vicosa, September,
2001. Micropropagation of ginger (Zingiber officinale Roscoe)
through organogenesis and embriogenesis. Adviser: Fernando Luiz
Finger. Committee Members: Jodo Batista Teixeira e Vicente Wagner Dias
Casali.

The objective of this study was to evaluate the influence of growth
regulators on the sprouting of buds of ginger, obtain plantlets via somatic
organogenesis and to compare some morphological characteristics in the
rhizomes obtained by conventional and in vitro propagation. Any possible
influence of KIN and BAP on buds growth and development was absent after
30 days on the media in both growth and rooting. At 90 days of growth the
plantlets in 6.2 or 3.5 nM BAP and KIN showed higher number of sprouts.
Even in the absence of kinetin there was formation of root system. In another
experiment, it was analyzed the interaction between levels of ANA and BAP,
and best combination was for 1.34 mM ANA and 2.22 nM BAP due to higher
number of sprouts and roots, and bigger accumulation o fresh and dry
weights. Somatic embryogenesis was done in three phases: induction of
callus in leaf segments, differentiation of embryogenic callus and germination
of such callus. The differentiated callus was sub-cultured at every 30 days
and the embriogenic callus were isolated and sub-cultured for multiplication.
In the growing media containing maltose and in the dark, 100% of the

embriogenic callus differentiated in somatic embryos. The best germination

Xi



rate was in the growing media containing half of the salt concentration for the
MS media in presence or absence of activated charcoal. The rhizomes from
micro propagation plants were compared with those propagated
conventionally throughout four growing seasons. In the first cycle the
matured rhizomes from micro propagated plantlets were smaller, but in a
higher number per plant. In the subsequent cycles these differences were
less accentuated, since in the third and fourth cycle of growth the was no

differences regarding the number of buds in the rhizomes.
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1- INTRODUCAO GERAL

1.1- UTILIZACOES DO GENGIBRE

O gengibre tem sido utilizado na Asia desde a antiguidade como
alimento condimentar. Foi um dos primeiros condimentos orientais
conhecidos na Europa e sua demanda atualmente ainda € grande. Os
rizomas secos, 0s quais sao fragmentados e descascados antes da secagem,
constituem o condimento que € muito estimado pelo aroma, sabor e pungéncia.
Nos paises ocidentais, os rizomas séo utilizados na preparacao de paes, bolos,
biscoitos, sopas e conservas. E constituinte freqiiente do “curry”, que é
largamente utilizado na culinaria chinesa. Os rizomas sdo também utilizados na
producdo de bebidas como cervejas, refrigerantes e vinhos (GUENTHER,
1975).

O odor caracteristico dos rizomas de gengibre é devido a presenca de
oleo volatil, também chamado 6leo essencial, que representa de 1 a 3% do peso
da matéria seca, localizado principalmente no tecido da epiderme. Este 6leo

essencial é formado pela mistura de componentes, que podem ser isolados



pela hidro-destilacao e sdo utilizados na industria de esséncias e perfumaria. Os
principios pungentes também presentes nos rizomas, ndo sao volateis e devem
ser extraidos por percolacdo com solventes adequados, cujo procedimento
produz a chamada oleorresina do gengibre. A oleorresina contém os principios
pungentes fendlicos do gengibre os quais representam 4,5-7,5% do peso
seco, e sdo utlizados como condimentos e fins medicinais (ZARATE e
YEOMAN, 1996; CORREA JUNIOR et al., 1994).

E utilizado como medicamento principalmente na india e no extremo
oriente. Os rizomas possuem algumas propriedades como estimulante
carminativo, antitlcera, anti-fungico, inibidor da biossintese de prostaglandina,
anti-rinoviral, inseticida e com atividade antioxidante (CHARLES et al., 2000;

MARTINS et al., 2000).

1.2- ESTRUTURA DA PLANTA

Erva perene e delgada, com 30-100 cm de altura, com rizomas
ramificados robustos que crescem horizontalmente proximos a superficie do
solo e contém brotacgdes foliares. Os rizomas séo grossos e rigidos, comprimidos
lateralmente, ramificam em forma palmada, aproximadamente com 1,5-2,5
cm de didmetro, com coloracéao interna palha, coberta com pequenas escamas
de insercéo circular, e com finas raizes fibrosas nas camadas superficiais do
solo (MARTINS et al., 2000).

As folhas das brotacdes anuais sao eretas, com aproximadamente 50 cm
de comprimento, 5 mm de didametro, formadas por longas bainhas foliares,

glabros com excecao de pélos curtos préximos a base de cada lamina foliar,



normalmente carregando 8-12 foliolos; Iamina fina, subséssil, linear-lanceolada,
verde mais escuro acima e mais clara abaixo, estreitando-se eventualmente
no apice fino, com base obtusa ou arredondada, ligula larga, estreita, glabra,
aproximadamente 5 mm de comprimento e levemente bilobada
(TOMLINSON, 1956).

As inflorescéncias sdo raramente vistas na maioria dos paises
produtores, surgindo diretamente dos rizomas aromaticos, com 15-25 cm de
comprimento, escapo delgado, com 10-20 cm de altura, acima da bainha
com ou sem a folha apical. A inflorescéncia é cilindrica, classificada como uma
espiga em forma de cone medindo 4-7 cm de comprimento por 1,5-2,5 cm

de didmetro (PILLAI et al., 1978).

1.3- PROPAGACAO

Em condi¢des normais ndo ha formacao de sementes, por isso a propagacao
sexuada do gengibre nao é utilizada. Problemas relacionados a formacao das
estruturas florais e defeitos durante a megasporogénese e microsporogénese
séo responsaveis pela auséncia de sementes nesta espécie (PILLAl etal., 1978;
PANDEY et al., 1997).

O gengibre é propagado vegetativamente por por¢cdes de rizomas
denominadas ‘“rizomas-sementes” usualmente com 25 a 5 cm de
comprimento, contendo no minimo uma gema viavel. Aproximadamente 840—

1700 kg de “gengibre semente” sdo necessarios no plantio de 1 hectare.



Os “rizomas-sementes” podem ser armazenados antes do plantio,
visando quebra de dorméncia das gemas (PILLAI e KUMAR, 1982).

Na cultura de tecidos tém-se importante instrumento de propagacéao de
plantas que traz como vantagens a limpeza clonal, a uniformidade das
plantas micropropagadas e supera problemas ocasionados pela dorméncia
das gemas. A cultura de tecidos do gengibre tem sido estudada visando os
seguintes propasitos: limpeza clonal (DE LANGE et al., 1987; SHARMA et al.,
1994), producéo de metabdlitos secundarios in vitro (SAKAMURA et al., 1986;
SAKAMURA e SUGA, 1989; ZARATE e YEOMAN, 1996) e micropropagacéao,
pela multibrotacdo de gemas (IKEDA e TANABE, 1989; BALACHANDRAN et
al., 1990; SHARMA e SINGH, 1995; ARIMURA et al., 2000), organogénese
(BABU et al., 1992; ROUT e DAS, 1997) e embriogénese soméatica (KACKAR

et al., 1993; BABU et al., 1996; FREITEZ e CASARES, 1997).

1.4- CULTIVO

E considerado como cultura pioneira. Na Jamaica e na Austrélia, o
cultivo é desenvolvido em pequenas propriedades, em areas de 0,2 a 4,0
hectares (GUENTHER, 1975). No Brasil, segundo os ultimos dados
disponiveis em 1996 no IBGE (2001) cerca de 86,1% da producéo brasileira de
gengibre foi obtida em areas inferiores a 50 hectares.

Na producéo de rizomas de bom formato, recomenda-se boa aracao antes
do plantio, pois em solos compactados os rizomas séao frequientemente mal-
formados. Na india e Jamaica, o plantio € normalmente realizado no més de

maio; na Australia no més de setembro e no Brasil, no estado de S&o Paulo, o



plantio é realizado no més de agosto e a colheita a partir de junho. O
espacamento normal é 23-30 x 15-23 cm, e 0s “rizomas-sementes” sao
plantados normalmente em sulcos com profundidade de 5 a 10 cm
(GUENTHER, 1975).

O cultivo do gengibre € intensivo tendo grandes beneficios pela aplicacéo
de esterco. Recomenda-se a aplicacao de 25-30 toneladas/hectare de esterco
de bovinos, 36 kg/hectare de N e P,Os e 80 kg/hectare de K,O aplicados
durante o crescimento. A primeira brotacao aparece aproximadamente apés 10
dias do plantio. Plantas invasoras devem ser controladas. A colheita é feita 9-
10 meses ap0s o plantio quando as folhas comecam a secar e o talo perde a
rigidez. Os rizomas séo colhidos antes da maturacdo completa quando forem
destinados a industria de conservas, pois se tornam mais fibrosos e mais
pungentes, sendo mais adequados, neste caso, a producédo do gengibre seco.
Os rizomas sao normalmente colhidos manualmente.

A produtividade é muito varidvel, mas, com o incremento das praticas
culturais, 20-30 toneladas/ha de rizomas frescos podem ser colhidos. Na
Jamaica, séo produzidos de 5-7,5 toneladas/ha de rizomas secos; na india de
7,5-10 toneladas/ha e na Australia em cultivo irrigado, 38 toneladas/ha de

rizomas fresco. O gengibre fresco rende de 20-30% do respectivo peso.

1.5- PRINCIPAIS DOENCAS

Existem diversas doencas na cultura do gengibre. A podriddo dos

rizomas foi reconhecida pela primeira vez em Queensland em 1930.

InvestigacOes posteriores em 1942 revelaram que o organismo causador era o



Fusarium oxyporium f. sp. zingiberi responsavel pelas maiores perdas de
producédo na cultura do gengibre (PEGG et al., 1974; PANDEY et al., 1997).

Quando os rizomas sao cultivados em solos recentemente utilizados
para fins agricolas, a Armillariella mellea as vezes aparece, causando a
podriddo dos rizomas. O ataque deste fungo causa o amarelecimento da
haste, muito similar ao sintoma de plantas infectadas com o Fusarium. O
fungo Sclerotium rolfsii também é agente causador de podridées em hastes e
rizomas. Este fungo é visivel na forma de algodéo branco na superficie dos
rizomas e forma eventualmente pequenos corpos chamados de esclerddios
que se assemelham a pequenas estruturas circulares de cor escura (PEGG
et al., 1974).

Manchas foliares causadas por Colletotrichum zingiberis e Phyllosticta
zingiberi tém sido documentadas na Asia, e Coniothyrium zingiberi nas
Filipinas. Pythium spp. causa podriddo mole nos rizomas, as principais
espécies sao o P. aphanidermatum, P. butleri,, P. gracile, P. myriotylum e P.
nigriotilum. As podriddes vermelha e negra, nas Filipinas, sdo causadas pelo
Nectriella zingiberi e Rosellinia zingiberi, respectivamente (PANDEY et al.,
1997).

A bactéria Ralstonia solanacearum é responsavel pela murcha bacteriana
no gengibre, havendo dois tipos, biotipo Ill e bidtipo IV. As duas doencas
causadas pelos dois bidtipos ndo podem ser distinguidas a campo pelos
sintomas foliares, mas a distincao é feita, freqientemente, pela observacao da
incidéncia e pela taxa de desenvolvimento (PEGG et al., 1974; BABU et al.,

1992).



A podriddo mole é causada pela bactéria Erwinia carotovora, que esta
presente em muitos solos. Esta infeccdo ndo causa grandes problemas no
campo, pois ocorre somente em solos alagados. Entretanto, tem sido
responsavel por sérias perdas no armazenamento do gengibre (PEGG et al.,
1974).

Os nematéides Meloidogyne javanica e M. incognita sdo importantes
pragas e causam grandes prejuizos a cultura, principalmente em regides de
primeiro cultivo. O melhor controle deve ser o plantio de rizomas livres de

nematoides em solos também sem contaminages (DE LANGE et al., 1987).

1.6- MELHORAMENTO

O gengibre é sempre propagado vegetativamente e o nimero de clones
de gengibre existentes séo limitados. Em cada centro de produc&o um tipo
distinto de gengibre € produzido, porém as diferencas fenotipicas entre cada
centro, podem ser devidas ao solo, clima e diferencas culturais, assim como o
método de preparacéo dos rizomas. Clones tém sido reconhecidos na india, os
quais variam no contetdo de fibra dos rizomas e na produtividade.

Os rizomas grandes, com coloracao brilhante, quebradicos, com bom
aroma e poucas fibras alcancam melhores precos e essas caracteristicas
podem ser selecionadas juntamente com alta producéo e resisténcia a doencas.
No entanto, poucos trabalhos de selecao tém sido realizados. As hibridacdes entre
espécies relacionadas ou mesmo entre clones tém sido pouco tentadas devido
ao dificil florescimento e porque a producdo de sementes raramente ocorre

(PANDEY et al., 1996; KACKAR et al., 1993).



Além da selecdo, outra alternativa seria a transformacao genética do
gengibre com a introducéo de genes de interesse. Visando principalmente a
introducdo de genes de resisténcia as doencas da cultura, que sao responsaveis por
grandes perdas, HOSOKI e SAGAWA (1977) estimaram que a producgao pode
triplicar somente com o controle das doencas Ralstonia solanacearum,

Fusarium oxysporum f. sp. zingiberi e Pythium.
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2- ARTIGOS CIENTIFICOS

2.1- DESENVOLVIMENTO in vitro DE GENGIBRE EM MEIO COM ANA E

BAP

RESUMO

O trabalho avaliou combinacdes de ANA (0,67; 1,34; 2,69 nM) e BAP
(2,22; 4,44, 8,88 nM) na multiplicagéo e desenvolvimento in vitro de plantulas de
gengibre. As caracteristicas avaliadas foram o nimero e o comprimento de
brotacBes e raizes e peso de matéria fresca e seca das plantulas. Pelos
resultados obtidos observou-se que a taxa de multiplicacao foi baixa, sendo
assim outros experimentos sao necessarios com combinac¢des de auxina e
citocinina, em niveis superiores aos do presente trabalho e com maior tempo

de cultivo.

Palavras-Chaves: Zingiber officinale, micropropagacéao, acido naftalenoacético

(ANA), 6-Benzilaminopurina (BAP).
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2.1.1- INTRODUCAO

O gengibre (Zingiber officinale Roscoe), especiaria apreciada pelas
suas caracteristicas medicinais, aromaticas e condimentares, é consumida em

diversas partes do mundo.

A micropropagacdao do gengibre tém sido proposta na multiplicacdo em
larga escala devido aos problemas ocasionados pela continua propagacéo
vegetativa dos rizomas, como disseminacao de infecgdes sistémicas, diminuicao do
volume do produto comercializavel e desuniformidade das plantas devido a
dorméncia das gemas (HOSOKI e SAGAWA, 1977; BALACHANDRAN et al.,
1990; IKEDA e TANABE, 1989; LANGE et al., 1987). E, portanto desejavel o
desenvolvimento de outro método de propagacéo, como alternativa a propagacao
vegetativa com rizomas. A micropropagacao tem sido util na producéo em condicées
estéreis de grande numero de plantas uniformes e geneticamente estaveis

(EVANS, 1990).

A propagacéo de gengibre in vitro foi descrita anteriormente via gemas
axilares (INDEN et al. 1988; ARIMURA et al., 2000), organogénese (ROUT e
DAS, 1997) e embriogénese somética (KACKAR et al., 1993). Os reguladores
de crescimento, auxina e citocinina, sdo normalmente adicionados ao meio de
cultura, promovendo crescimento e o desenvolvimento organizado no tecido

da planta (GASPAR et al., 1996).
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O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da interacdo da auxina, &cido
naftalenoacético (ANA) e da citocinina, benzilaminopurina (BAP) na

multiplicacéo e desenvolvimento de plantulas de gengibre in vitro.

2.1.2- MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no Laboratorio de Teste de Progénies de
Hortalicas do Departamento de Fitotecnia da Universidade Federal de Vicosa.
As plantulas de gengibre in vitro foram obtidas de gemas de rizomas
(ARIMURA et al,, 2000). Os explantes iniciais consistiram de &pices
caulinares destas plantulas de gengibre in vitro, cultivadas em meio MS
(MURASHIGE e SKOOG, 1962), medindo de 4-6 mm de comprimento. Os
segmentos foram cultivados em meio MS suplementado com vitaminas
(tiamina, piridoxina, acido nicotinico e glicina), mio-inositol, 30 g/L de sacarose,
ANA (0,67; 1,34; 2,69 nM) e BAP (2,22; 4,44, 8,88 nM). O meio de cultura foi
gelificado com agar a 0,7%, pH 5,8, em frascos tipo Magenta® e autoclavados a
121°C por 20 minutos. Foram cultivados 4 explantes por frasco, sendo 3
frascos por tratamento, no delineamento inteiramente casualizado. Os
tratamentos foram as combinacdes de ANA e BAP (0,67 e 2,22; 0,67 e 4,44,
0,67e8,88;1,34e2,22;1,34e4,44; 1,34 € 8,88; 2,69 e 2,22; 2,69 e 4,44 e
2,69 e 8,88 nmM), respectivamente O experimento foi mantido em sala de
crescimento, com 14 horas de luz, irradiancia de 32,65 nmol.m?s® e
temperatura de 25°C. Avaliou-se, apés 30 dias, 0 nimero e comprimento de

brotacdes, numero e comprimento de raizes, assim como o peso de matéria
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fresca e seca das plantulas formadas. As médias foram comparadas pelo teste

de Tukey a 5% de probabilidade.

2.1.3- RESULTADOS E DISCUSSAO

As avaliagdes foram realizadas em todos os tratamentos ap6s 30 dias de
cultivo. Pela analise de variancia observou-se que houve efeito significativo de
tratamentos no comprimento médio de brota¢ces, nUumero médio de raizes, peso

de matéria fresca e seca a 1% de probabilidade pelo teste F (Tabela 1).

Tabela 1- Resumo da analise de variancia para numero médio de brotacdes,
comprimento médio de brotagcdes, numero meédio de raizes,
comprimento médio de raizes, peso médio de matéria fresca e seca
em funcédo de combinactes de ANA e BAP (0,67 € 2,22; 0,67 e 4,44,
0,67 e 8,88; 1,34 e 2,22; 1,34 e 4,44; 1,34 e 8,88; 2,69 e 2,22;
2,69 e 4,44 e 2,69 e 8,88 nM), respectivamente.

Fontes de Variacao Quadrado Médio
NUmero médio de brotacdes 0.92593 "*
Comprimento médio de brotacfes 1.88799 **
Numero médio de raizes 42.02316 **
Comprimento médio de raizes 0.93224 "*
Peso médio de matéria fresca 0.07833 **
Peso médio de matéria seca 0.00054 **

** Significativo a 1% de probabilidade pelo teste F.
™ N&o significativo a 5% de probabilidade pelo teste F.

Pelo teste Tukey a 5% de probabilidade, o maior comprimento médio
de brotacdes (2,81 cm) foi observado no tratamento com a combinagéo 0,67 niv

de ANA e 4,44 nM de BAP (Tabela 2), sem diferenca significativa com os
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demais tratamentos, exceto no tratamento com os niveis mais elevados de
ANA e BAP (2,69 e 8,88 nM, respectivamente) que apresentou 0 menor
comprimento médio de brota¢des (1,51 cm). INDEN et al. (1988) em cultivo in
vitro de gengibre obtiveram maior comprimento de brota¢gdes (1,42 cm) em
meio MS contendo combinacbes de ANA e BAP (2,69 e 22,2 nM,
respectivamente), utilizando niveis de BAP superiores aos do presente
trabalho, além do maior periodo de cultivo (60 dias). Comparando os
resultados observados neste experimento e no trabalho de INDEN et al.
(1988), niveis elevados de BAP causaram reducéo do crescimento das plantulas
de gengibre.

Tabela 2- Comprimento médio de brota¢des de gengibre in vitro apés 30 dias
cultivo, em meio de cultura com ANA e BAP.

ANA (V) 0,67 1,34 2,69
BAP (nM)

2,22 2,38 a 2,39a 2,55a
A A A

4,44 2,8la 1,90 b 2,59 a
A A A

8,88 2,18 ab 2,50 a 1,51 b
A A B

As médias representadas pela mesma letra minuscula (dentro de um nivel de BAP) e pela
mesma letra mailscula (dentro de um nivel de ANA) nédo diferem entre si pelo teste Tukey a
5% de probabilidade.

No presente experimento, as plantas brotaram e enraizaram no
mesmo meio de cultura ndo necessitando de transferéncia ao meio especifico

de enraizamento. PALAI et al. (1997) induziram a formacéo de brotos de
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gengibre em meio contendo BAP e &cido indolacético e o enraizamento foi

realizado com a individualizacéo das plantulas e transferéncia ao meio contendo

acido indolbutirico ou acido indolacético.

Com relagdo ao enraizamento, o maior nimero médio de raizes foi obtido

na combinagéo 2,22 nM de BAP com 2,69 nM de ANA (Tabela 3), ou seja, no

meio de cultura com maior nivel de ANA e menor nivel de BAP. O numero de

raizes foi crescente com niveis de ANA e decrescente com o aumento dos

niveis de BAP, o mesmo foi observado por BHAGYALAKSHMI e SINGH

(1988).

Tabela 3- Numero médio de raizes de plantulas gengibre in vitro apos 30 dias
cultivo, em meio de cultura com ANA e BAP.

ANA (V) 0,67 1,34 2,69
BAP (nM)

2,22 7,5a 9,17 a 9,58 a
A A A

4,44 5,83 a 5,58 a 8,17 a
A B A

8,88 4,58 a 5,92 a 4,75 a
A AB B

As médias representadas pela mesma letra mindscula (dentro de um nivel de BAP) e pela
mesma letra mailscula (dentro de um nivel de ANA) nédo diferem entre si pelo teste Tukey a

5% de probabilidade.
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Tabela 4- Peso médio de matéria fresca de plantulas de gengibre in vitro apos 30

dias cultivo, em meio de cultura com ANA e BAP.

ANA (M) 0,67 1,34 2,69
BAP (mM)
2,22 0,312 a 0,378 a 0,371 a
A A AB
4,44 0,440 a 0,184 b 0,409 a
A B A
8,88 0,321 a 0,339 a 0,240 a
A A B

As médias representadas pela mesma letra mindscula (dentro de um nivel de BAP) e pela
mesma letra mailscula (dentro de um nivel de ANA) néo diferem entre si pelo teste Tukey a

5% de probabilidade.

Tabela 5- Peso médio de matéria seca de plantulas de gengibre in vitro apos 30
dias cultivo, em meio de cultura com ANA e BAP.

ANA (M) 0,67 1,34 2,69
BAP (mM)
2,22 0,033 a 0,036 a 0,031 a
A A AB
4,44 0,038 a 0,019 b 0,039 a
A B A
8,88 0,030 a 0,032 a 0,022 a
A A B

As médias representadas pela mesma letra minUscula (dentro de um nivel de BAP) e pela
mesma letra mailscula (dentro de um nivel de ANA) néo diferem entre si pelo teste Tukey a

5% de probabilidade.
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O peso de matérias fresca e seca total das plantas néo diferiu
significativamente entre os tratamentos, exceto na combinagéo 1,34 nM de
ANA com 4,44 nM de BAP que apresentou menor peso de matéria fresca e
seca (Tabela 4 e 5, respectivamente).

A taxa de multiplicacéo foi baixa, sendo assim outros experimentos sao
necessarios com combinacdes de citocinina e auxina, em niveis superiores aos
niveis utilizados no presente trabalho e com maior tempo de cultivo das

plantulas, realizando-se subcultivos periodicamente.
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2.2- Efeito de BAP e CIN no cultivo in vitro de gengibre

2.2.1- INTRODUCAO

O gengibre (Zingiber officinale Roscoe) monocotiledénea perene, é
conhecida e cultivada mundialmente. No cultivo do gengibre os rizomas séo
0s produtos de interesse econdmico, dos quais se extraem 6leos essenciais e
oleorresinas utilizados na industria alimenticia, farmacéutica e de perfumaria. A
planta é propagada vegetativamente por fragmentos de rizomas,
denominados “rizoma-semente”, contendo 3 a 4 gemas. A propagacao
vegetativa pode ocasionar reducédo de producao e qualidade dos rizomas devido a
incidéncia de infec¢bes sistémicas como a podridao causada por fungos (Fusarium
oxysporum, Pythium aphanidermatum, P. butleri, P. gracile, P. myriotylum e
P. nigriotilum), nematdides (Meloidogyne spp.) e murcha bacteriana (Ralstonia
solanacearum), que sdo transmitidas por meio dos propagulos contaminados
(SHARMA e SINGH, 1995).

DOHROO (1989) relatou que aproximadamente 87% das infec¢cdes com
Fusarium oxysporum sao transmitidas por rizomas contaminados. HOSOKI e
SAGAWA (1977) estimaram que a producéo do gengibre poderia ser triplicada
apenas com o controle das infeccdes sistémicas. Na atual preocupacdo com a
gualidade de vida, busca-se principalmente o consumo de produtos mais
saudaveis, por isso as praticas de controle quimico estdo sendo reduzidas ou
evitadas. Isto poderia ocasionar depreciacdo na qualidade final dos rizomas,
devido a possiveis alteracdes ha composicdo dos compostos pungentes, além da

presenca de residuos toxicos nos rizomas.

21



Visando minimizar este problema a alternativa seria a utilizacéo de 6rgaos
propagativos obtidos pela cultura de tecidos. A regeneracdo de plantas de
gengibre pela cultura de tecidos foi descrita em varias formas: pela cultura de
gemas axilares (INDEN et al., 1988), pela cultura de meristemas
(BHAGYALAKSHMI e SINGH, 1988), via organogénese (ROUT e DAS, 1997),
via embriogénese somatica (KACKAR et al., 1993) e via segmentos nodais
estiolados (ARIMURA et al., 2000), permitindo a limpeza clonal além de
proporcionar a obtencao de grande nimero de plantas idénticas (DE LANGE et
al., 1987).

O regulador de crescimento, citocinina, adicionado ao meio de cultura
na dose apropriada, tem a destacada funcéo de promover a formacao de brotacbes
adventicias (GEORGE, 1993). Com isso, a adicdo ao meio de cultura aumenta
a taxa de multiplicacéo das brotagfes, tornando o método de micropropagacao de
gemas mais eficiente. As citocininas comumente utilizadas na cultura in vitro
do gengibre sdo a Benzilaminopurina (IKEDA e TANABE, 1989;
BHAGYALAKSHMI e SINGH, 1988; LANGE et al., 1987; INDEN et al., 1988)
e a Cinetina (SHARMA et al, 1994; SHARMA e SINGH, 1995;
BHAGYALAKSHMI e SINGH, 1988).

Nos trabalhos de multiplicagdo in vitro acima citados, os autores
verificaram o efeito da citocinina durante um periodo de cultivo de quatro a
sete semanas, ndo realizando os subcultivos durante este periodo. O tempo
de cultivo dos explantes e as renovacdes peridédicas do meio de cultura séo
fatores que podem também influenciar a taxa de multiplicacdo das brotacdes, pois
alteram diretamente a concentracdo do regulador de crescimento e de

nutrientes no meio de cultura.
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O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito de niveis das citocininas
BAP (benzilaminopurina) e CIN (Cinetina) na multiplicacdo de gemas axilares

de gengibre cultivadas in vitro.

2.2.2- MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no Laboratério de Cultura de Tecidos Il da
Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia em Brasilia - DF. As plantulas de
gengibre in vitro foram obtidas de gemas de rizomas (ARIMURA et al.,
2000). Os explantes iniciais consistiram de apices caulinares destas plantulas
de gengibre in vitro, cultivadas em meio MS (MURASHIGE e SKOOG, 1962),
medindo de 4-6 mm de comprimento. Os explantes foram cultivados em
meio MS com 3% de sacarose, 0,2% de Phytagel (Sigma), pH 5,8,
suplementado com BAP ou CIN (0; 2,5; 5,0; 7,5 e 10,0 niM), em frascos tipo
Magenta® e autoclavados a 121°C por 20 minutos. Foram utilizadas 8 repeticdes
por tratamento, sendo 4 frascos contendo dois explantes cada. O
experimento foi mantido em sala de crescimento, com fotoperiodo de 14
horas e temperatura de 25 + 1°C. Avaliou-se aos 30, 60 e 90 dias o numero de
brotacfes e de raizes desenvolvidas. Na primeira e segunda avaliacdes, realizou-
se a transferéncia das brotacdes ao meio de cultura fresco contendo 0 mesmo
nivel de citocinina, sem a separacao das plantulas desenvolvidas. O experimento
foi arranjado em delineamento inteiramente casualizados e os dados

submetidos a andlise de regressao a 5% de probabilidade.
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2.2.3- RESULTADOS E DISCUSSAO

2.2.3.1- Numero de brotacdes:

O niimero médio de brotagdes aos 30, 60 e 90 dias nos meios com BAP e
CIN constam das Figuras 1 e 2, respectivamente, e o resultado da analise de
variancia do Quadro 1.

Na primeira avaliacdo aos 30 dias, o nUmero de brotacdes foi baixo e
praticamente constante em todos os meios, tanto com BAP como CIN. Pela
andlise de variancia verificou-se o efeito de BAP, a 1% de significancia. O nimero
médio de brotos nos tratamentos BAP e CIN foi 2,2 e 3,3 brotos/explante,
respectivamente. Provavelmente o periodo de 30 dias de cultivo foi
insuficiente na avaliag&o do efeito de BAP e CIN e concentrag&o de citocinina
quanto ao numero de brotos formados.

BHAGYALAKSHMI e SINGH (1988) cultivaram gemas de gengibre da
variedade Wynad local in vitro e verificaram que a cinetina, quando
adicionada em pequenas concentracdes (0,5 nM), ndo aumentava a taxa de
multiplicacdo das brotacdes quando comparadas ao controle, porém quando
utilizada em grandes concentracdes (2,0 nM) inibia a formacéo de brotagdes. No
presente experimento, mesmo com niveis bem acima dos utilizados por
BHAGYALAKSHMI e SINGH (1988), ndo foram observadas inibicbes na formacéo
de brota¢cBes nos explantes.

O efeito significativo dos meios com BAP causou aos 60 dias de
cultivo crescimento linear do nimero de brotacfes/explante com o aumento do
nivel de BAP (Figura 3). Os meios com CIN nédo causaram efeito significativo

no numero de brotacdes até os 60 dias de cultivo.
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Na ultima avaliacéo, aos 90 dias de cultivo, houve efeito significativo dos
meios com BAP, quanto ao numero de brotacdes/explante. Houve resposta
quadratica e a resposta maxima da taxa de multiplicacao das brotacdes, ou seja,

9,9 brotos/explante, foi com 6,2 nM de BAP (Figura 4).

2.2.3.2- Numero de raizes:

O numero médio de raizes observado aos 30, 60 e 90 dias nos meios
com BAP e CIN constam das Figuras 5 e 6, respectivamente, e o resultado
da analise de variancia no Quadro 1. Observa-se que 0 enraizamento ocorreu
em todos 0s meios, independente da presenca ou auséncia da citocinina.

O efeito significativo do BAP no enraizamento dos explantes foi
observado aos 30, 60 e 90 dias. Aos 30 dias houve resposta linear
decrescente do numero de raizes com o aumento da concentracao de BAP
havendo maior formacao de raizes na auséncia do BAP (Figura 7). Resultados
semelhantes foram encontrados por BHAGYALAKSHMI e SINGH (1988) em
cultivo de gemas axilares de gengibre em meio de cultura contendo 0,2 e 1,0
mg/L de BAP, onde obtiveram a formac&o média de 3,1 e 0,7 raizes/explante,
respectivamente.

Aos 60 dias houve aumento do niumero de raizes, principalmente entre
os niveis 5,0 e 7,5 nM de BAP. Na taxa de enraizamento aos 90 dias houve
resposta quadratica, atingindo o ponto maximo 24,3 raizes/explante, com 5,37
nM de BAP (Figura 8).

Nos meios com CIN houve efeito significativo somente aos 30 dias de
cultivo, sendo que o numero de raizes foi praticamente constante em todos os

niveis.
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Os resultados de enraizamento mostram que na multiplicagao in vitro de
gengibre, ndo seria necessario ao enraizamento a adicdo de regulador de
crescimento, pois mesmo na sua auséncia houve boa formagéo do sistema
radicular, comportamento semelhante foi observado por IKEDA e TANABE
(1989) que utilizaram BAP (0 a 44 nM) em combinacdo com ANA (acido
naftaleno acético) e nado verificaram efeito no enraizamento durante sete
semanas de cultivo.

O excesso de citocinina no meio de cultura pode ocasionar toxidez
aos explantes. Segundo GRATTAPAGLIA e MACHADO (1990), os sintomas
de toxidez de citocinina séo; excessivo entumescimento, falta de alongamento
das culturas, reducao nas dimensdes das folhas, encurtamento dos entrends,
engrossamento excessivo dos caules e vitrificacdo generalizada da cultura.
Neste experimento, ndo ocorreram estes sintomas de toxidez nos explantes
em nenhum dos meios, mesmo apoés os 90 dias de cultivo com subcultivos

mensais.

Quadro 1: Quadrados médios das variaveis niumero de brota¢des e nimero de
raizes de gengibre aos 30, 60 e 90 dias de cultivo em funcéo de niveis
de BAP e CIN (0; 2,5; 5,0; 7,5 e 10 niM)

Quadrado médio
NUmero de brotacdes Numero de raizes
BAP CIN BAP CIN
30 dias 0,2875 ** 1,4125 ns 31,8500** 1,9375**
60 dias 18,5375 + 4,2125 ns 111,3125** | 104,3125 ns
90 dias 11,7125 + 30,0250 + 127,8500 + | 45,0375 ns

** significativo a 1% de probabilidade; * significativo a 5% de probabilidade, + significativo a
10% de probabilidade e n.s. ndo significativo.
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Figura 1- Numero médio de brotacdes de gengibre micropropagados em funcéo de

niveis de BAP (mM) aos 30, 60 e 90 dias de cultivo.

29




Numero de brotagcdes/explante

0 2,5 5 7.5
Niveis de CIN

O30 DIAS
@60 DIAS
090 DIAS

Figura 2- Numero médio de brotacdes de gengibre micropropagados em funcéo de

niveis de CIN (mM) aos 30, 60 e 90 dias de cultivo.
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Figura 3- Estimativa do nimero médio de brotacdes em explantes de gengibre

cultivados por 60 dias em meio de cultura contendo niveis de BAP (rmM).
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Figura 4- Estimativa do nimero médio de brotacdes de explantes de gengibre

micropropagado em fungéo de niveis de BAP (nM) ap6s 90 dias de cultivo.
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Figura 5- NUmero médio de raizes de gengibre micropropagados por explante

em funcao de niveis de BAP (M) aos 30, 60 e 90 dias de cultivo.
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micropropagado em fungéo de niveis de BAP (nM) ap6s 30 dias de cultivo.
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2.3- EMBRIOGENESE SOMATICA E REGENERACAO DE PLANTAS DE

GENGIBRE

2.3.1- INTRODUCAO

O gengibre (Zingiber officinale Roscoe) apesar de ser planta tropical, é
cultivada e consumida em diferentes regides do mundo, devido & grande
versatilidade como alimento, especiaria, condimento e medicamento. No
Brasil ha condicdes climaticas favoraveis ao desenvolvimento desta cultura com
excelente potencial de exportacao e expansao das areas cultivadas, apesar de
92,7% da producéao se concentrar apenas nos Estados de Sao Paulo e Parana
(IBGE, 2001). Um dos maiores problemas no cultivo do gengibre é a obtencéo
de grande quantidade de “rizoma-semente” livre de doencgas, visto que sua
propagacao € exclusivamente vegetativa.

Pelas razbes expostas, a cultura de tecidos em gengibre tem sido
intensivamente estudada com 0s seguintes propésitos: limpeza clonal (DE
LANGE etal., 1987; SHARMA et al., 1994), producao de metabdlitos secundarios
(SAKAMURA et al., 1986; ZARATE e YEOMAN, 1996) e micropropagacao,
pela multibrotacdo de gemas (PALAI et al., 1997; SHARMA e SINGH, 1995),
por segmentos nodais estiolados (ARIMURA et al., 2000), pela organogénese
(ROUT e DAS, 1997; BABU et al., 1992) e via embriogénese somatica
(KACKAR et al., 1993; BABU et al., 1996; MALAMUG et al., 1991).

Além da obtencao de matrizes de propagacao em grande nimero, existe
também a necessidade de obtencao de novas cultivares resistentes as doencgas

gue causam grandes perdas na cultura. Dentre as técnicas biotecnoldgicas, a
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transformacéao genética seria a alternativa de grande potencial no melhoramento
genético do gengibre, permitindo assim a incorporagao de novas caracteristicas
em cultivares ja existentes. Mas isto s6 sera possivel com a utilizacdo de métodos
eficientes de selecao e regeneracéo de plantas por meio da cultura de tecidos ou
células ap6s a transferéncia do gene de interesse.

A regeneracao de plantas via embriogénese somatica € preferida em relacéo a
via organogénica, pois normalmente o embrido somatico surge de uma Unica
célula (VASIL, 1988) e, assim, a manipulacado genética pode ser realizada
diretamente em geracdes subsequentes.

A embriogénese somatica pode ocorrer de duas formas: embriogénese
somatica direta e indireta. A diferenca entre as duas formas de embriogénese é
que na primeira ocorre a formacgdo dos embrides sométicos diretamente do
explante e, na Segunda, ocorre a formacéo de calos que posteriormente se
diferenciam em embrides somaticos (GEORGE, 1993). Pode ocorrer a formacgéo
de dois tipos de calos embriogénicos na embriogénese somatica indireta: os
calos embriogénicos denominados Tipo I, que sdo compactos, organizados e
com coloracao branca, ou os calos embriogénicos Tipo Il, que séo calos friaveis,
uniformes, de coloracdo amarelada. A transformacéo dos calos do Tipo | em
calos do Tipo Il ou vice-versa pode ocorrer quando o periodo de subcultivo é
prolongado ou a composicado do meio € alterada (VASIL et al., 1984). Os calos
embriogénicos do Tipo Il mantém a habilidade de regenerar plantas a qualquer
momento, devido a sua natureza friavel, além disso, permitem o
estabelecimento de suspenséo celular e cultura de protoplasto e sao preferidos

em alguns tipos de manipulacao in vitro. O calo Tipo Il tende a se formar em
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menor freqiiéncia que o calo Tipo |, além de ser obtido em poucos genoétipos
(CARVALHO et al., 1997).

No presente trabalho foi desenvolvido o protocolo de regeneracéo de
plantas de gengibre via embriogénese somatica, caracterizando as fases de

inducéo e diferenciac@o de calos e germinacao dos embrides somaticos.

2.3.2- MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado no Laboratoério de Cultura de Tecidos Il da
EMBRAPA Recursos Genéticos e Biotecnologia, em Brasilia - DF. Os rizomas
de gengibre foram obtidos no Banco de Germoplasma de Hortalicas do
Departamento de Fitotecnia da Universidade Federal de Vigosa. Gemas
retiradas dos rizomas foram estabelecidas in vitro em meio MS
(MURASHIGE & SKOOG, 1962) de acordo com ARIMURA et al. (2000). As
plantas desenvolvidas foram subcultivadas a cada trinta dias e suas folhas

utilizadas como explante inicial na inducao de calos.

2.3.2.1- Fase de inducao de calos

Na inducéo de calos embriogénicos foram utilizados os explantes foliares
retirados do limbo e bainha (Figura 1), medindo aproximadamente 5 mm de
comprimento. Os explantes foram cultivados em meio MS, suplementado
com 3% de sacarose, 0,2% de Phytagel (Sigma) e niveis de 2,4-D, ANA e
Dicamba nas concentra¢des de 0,0; 2,5; 5,0; 7,5 e 10,0 nM, com 60 repeticoes

por tratamento, sendo seis placas de Petri com 10 explantes em cada placa.
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As placas de Petri foram mantidas na auséncia de luz, a temperatura de
26 + 1°C em camara de crescimento do tipo BOD. A cada quatro semanas, 0s
calos foram avaliados e os explantes foram subcultivados ho mesmo meio
de cultura, realizando-se também a selecao dos calos primarios e embriogénicos

Tipo | e Tipo II, que foram subcultivados separadamente.

2.3.2.2- Fase de diferenciacao dos calos embriogénicos

Com o objetivo de promover a diferenciacdo em embrides somaticos, 0s
calos embriogénicos foram transferidos ao meio MS suplementado com
concentracOes de sacarose ou maltose (3,0; 4,5 e 6,0%) e 0,2% de Phytagel,
em placas de Petri. Testou-se nesta fase o fotoperiodo de 16 horas
(irradiancia 32,65 mmol.m™?.s™) e a auséncia de luz, ambos em temperatura de
26 + 1°C, em camara de crescimento do tipo BOD. Foram utilizadas duas
placas por tratamento, com quatro agregados de calos embriogénicos por

placa, sendo, portanto, 8 repeticdes por tratamento.

2.3.2.3- Fase de germinacao dos embrifes somaticos e desenvolvimento das

plantulas

A germinacdo dos embrides somaticos foi realizada cultivando-se os
embrides nos meios: MS basico, MS com 50% da concentracdo dos sais, MS
bésico com 0,2% de carvéo ativado e MS com 50% da concentragédo dos sais
mais 0,2% de carvéao ativado. Todos os meios foram suplementados com 3%

de sacarose, 0,2% de Phytagel e o pH ajustado para 5,8. Os embrides foram
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colocados sobre o meio de cultura em MagentaO, mantidos em sala de
crescimento, com de 16 horas luz, irradiancia de 32,65 nmol.m?s® e
temperatura de 26 + 1°C. Foram utilizadas 6 Magentas por tratamento
contendo cinco agregados de embries somaticos em cada. Os embrides
germinados foram transferidos ao tubo de ensaio contendo meio MS,
suplementado com 3% de sacarose e 0,2% de Fitagel nas mesmas condi¢des

da fase de germinacéo.

2.3.3- RESULTADOS E DISCUSSAO

2.3.3.1- Fase de inducao de calos

N&o houve formacao de calos a partir do explante proveniente de limbo
foliar, em nenhum dos meios. Nos tecidos provenientes da bainha foliar,
inicialmente ocorreu entumescimento do explante em todos 0S meios,
seguido do calejamento nas regides do corte nos tratamentos com 2,4-D
(Figura 2) e nos demais meios ocorreu apenas a formacao de raizes (Tabela 1).
TEIXEIRA et al. (1993) também verificaram entumescimento dos embrifes
zigoticos imaturos de dendé apds uma semana de cultivo em meio de inducéo de
calos, que consistia do meio Y3 modificado, suplementado com 500 mM de
2,4-D e a formacao dos calos ocorreu nas regides vasculares do tecido.

Segundo SHYAMALA e SMITH (1990) em monocotiledéneas,
explantes que contém células meristematicas e imaturas desenvolvem calos que

expressam a totipotencialidade. Estas células podem estar presentes em
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tecidos como apices meristematicos, bases foliares jovens, inflorescéncia
imatura, embrides imaturos, tecidos nodais e anteras.

Em testes preliminares, a citocinina foi adicionada em combinag&o com
a auxina visando inducao de calos embriogénicos, entretanto nao foi observado
resultado promissor na presenca de citocinina. A sensibilidade do tecido ao
regulador de crescimento é provavelmente determinada pelo nivel endégeno
dos hormdnios presentes nas células. A razao pela qual a citocinina ndo é
necessaria na inducdo de calos em algumas monocotiledéneas, como no
presente experimento, é devido ao nivel endégeno suficiente de citocinina
presente no tecido (INOUE et al. 1979).

Nos tratamentos contendo ANA e Dicamba, foram realizados apenas
dois subcultivos e avaliacdes aos 30 e 60 dias de cultivo, devido a auséncia de
calos (Tabela 1). Resultados contrarios a esses foram obtidos por KACKAR et
al. (1993), que testaram auxinas em segmentos foliares jovens de gengibre
“Eruttupetta” e concluiram que, dentre as auxinas testadas, o meio contendo
2,7 M Dicamba foi o mais efetivo na inducdo e manutencdo de calos

embriogénicos de gengibre a partir de segmentos foliares.
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Tabela 1- Frequéncia da formagéo de calos e raizes em bainha foliar de gengibre
cultivado em meio MS, contendo niveis das auxinas (ANA,
Dicamba e 2,4-D), apés 60 dias de cultivo.

Auxina  Niveis (V) % explantes % explantes
com calos com raiz
ANA 0,0 0 0
2,5 0 20
5,0 0 15
7,5 0 20
10,0 0 45
Dicamba 0,0 0 0
2,5 0 0
5,0 0 5
7,5 0 5
10,0 0 10
2,4-D 0,0 0 0
2,5 100 60
5,0 100 0
7,5 100 15
10,0 85 5

Nos meios contendo 2,4-D iniciou-se aproximadamente apds 10 dias a
formacéao de calos denominados primarios, por serem calos friaveis, aquosos e
desuniformes (Figura 6). O cultivo destes calos primarios teve continuidade até
o aparecimento dos calos embriogénicos, aproximadamente apés 30 dias
(Figura 3), que foram selecionados e subcultivados separadamente (Figura
4). Quando estes calos primarios foram transferidos ao meio de cultura sem
auxina houve formacéo de raizes (Figura 5).

Os calos embriogénicos Tipo |, mostrados na Figura 11 em cultivo e na
Figura 8 em corte anatébmico, formaram-se em regides dos calos primarios
(Figura 10) em alguns explantes, os quais foram isolados e cultivados em
meio contendo ou ndo 2,4-D. Observou-se que em meio sem 2,4-D estes
calos germinaram e formaram plantas agregadas (Figuras 12 e 13). Os calos
embriogénicos Tipo | que foram subcultivados em meio contendo 2,4-D,

aproximadamente apo6s 20 dias formaram calos embriogénicos do Tipo Il
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(Figura 7). Os calos embriogénicos Tipo Il também surgiram em regides isoladas
dos calos primarios, aproximadamente apés 90 dias de cultivo.
Os calos embriogénicos Tipo Il foram mantidos em meio de multiplicagéo

contendo 2,4-D e foram subcultivados a cada 30 dias (Figura 14).

2.3.3.2- Fase de diferenciacéo dos calos embriogénicos

Na diferenciacdo dos calos embriogénicos em embrides somaticos,
inicialmente testaram-se niveis de citocininas (BAP, KIN, 2iP e ZEA) em meio
de cultivo MS na auséncia de auxina. Entretanto, nenhum resultado satisfatorio
foi obtido, havendo apenas a formacé&o de calos compactos, em alguns meios.
Resultados positivos com a presenca de citocinina no meio de cultura foram
obtidos por KACKAR et al. (1993) que diferenciaram calos embriogénicos de
gengibre em meio de cultura contendo 8,9 nM de Benziladenina. Da mesma
forma, BABU et al. (1996) diferenciaram calos embriogénicos obtidos de
ovarios de gengibre em embrides globular em meio contendo 10 mg/L de
Benziladenina e 0,2 mg/L de 2,4-D.

A diferenciac&o dos calos embriogénicos em embries somaticos iniciou-se
aproximadamente apo6s 15 dias de cultivo (Figura 15). Com a presenca de
sacarose no meio de cultura, a diferenciagdo dos calos embriogénicos em
embrides somaticos foi menor estando a maior parte dos embribes na fase
globular ou Fase I. Somente no meio de cultura contendo 6% de sacarose
na auséncia de luz, houve maior crescimento dos embriées sométicos e 71,4%
deles estavam no estagio de torpedo ou Fase Il. Houve a formacé&o de calos

Tipo | nos tratamentos 4,5 e 6,0% de sacarose na auséncia de luz (Tabela 2).
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Tabela 2- Frequéncia de diferenciacdo de calos embriogénicos de gengibre em
embribes somaticos nas fases e formacéo de calos compacto, na
presenca de niveis de sacarose em condi¢cfes de luz e escuro.

% Embrides % % %
Sacarose Condicdo somaticos Embrides  Embrides Calos
(%) Fase | Fase I Tipo |
3 Luz 25 100 - -
Escuro 50 100 - -
4,5 Luz 25 100 - -
Escuro 50 100 - 25
6,0 Luz 37,5 100 - -
Escuro 87,5 28,6 71,4 25

REIDIBOYM-TALLEUX et al. (1999) obtiveram melhores resultados
na diferenciac@o de embrides sométicos, quando utilizaram maltose no meio de
cultura em Prunus avium. Semelhantemente, HIGUCHI e MAEDA (1991),
adicionando sacarose ou manitol ao meio de cultura, estimularam a
regeneracao de embrides soméaticos em calos de arroz.

O estimulo de diferenciacdo dos embriées somaticos ocorreu devido ao
aumento da osmolaridade do meio de cultura ocasionada pela adicao destes
carboidratos. O mecanismo deste aumento na regeneracao néo € bem claro, mas
pode ser mediado pelo aumento no nivel endégeno de acido abscisico
(HIGUCHI e MAEDA, 1990). BRISIBE et al. (1994) adicionaram sorbitol ou
acido abscisico ao meio de cultura e ambos otimizaram a formacao de calos

embriogénicos e embribes somaticos em relacéo ao controle em cana-de-acucar.
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Nos tratamentos com maltose, na auséncia de luz, 100% dos calos
embriogénicos diferenciaram-se em embrides sométicos e aproximadamente
80% dos explantes regeneraram embrides somaticos na presenca de luz
(Tabela 3). Além disso, os embri6es somaticos formados durante o periodo de
cultivo em alguns meios com maltose ja estavam mais desenvolvidos em
relacdo aos meios com sacarose. A Figura 16 mostra os embrides somaticos na
Fase Il ou estagio torpedo e a Figura 9 o corte anatdmico do embrido somatico na

Fase lll, ou seja, de torpedo mais desenvolvido.

Tabela 3- Frequéncia de diferenciacdo de calos embriogénicos de gengibre em
embrides somatico nas fases, na presenca de concentracdes de maltose
em condi¢cdes de luz e escuro.

% % %

Maltose Condigcdo %Embribes Embrides  Embrides Embrides

(%) somaticos Fase | Fase I Fase Il
3 Luz 75 33,3 - 66,7
Escuro 100 - 100 -
4,5 Luz 75 33,3 66,7 -
Escuro 100 - 50 50
6,0 Luz 87,5 100 - -
Escuro 100 100 - -

CASTILLO et al. (1998) utilizaram a condi¢cédo de escuro na inducéo e
crescimento dos calos embriogénicos e fotoperiodo de 16 horas na regeneracao
dos embrides sométicos. Neste experimento a condi¢do de escuro foi melhor

tanto na fase de inducéo de calos como na diferenciacéo dos embrides somaticos.
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2.3.3.3- Fase de germinacédo dos embrides somaticos e desenvolvimento das

plantulas

A germinacdo dos embrides somaticos foi iniciada poucos dias apés a
transferéncia ao meio de germinacgéo. Pelo teste de Tukey verificou-se que o
namero médio de embries germinados diferiu estatisticamente, a 5% de
probabilidade, sendo nos tratamentos com o meio MS com 50% da

concentracdo dos sais maiores, em relacdo ao meio MS basico (Tabela 4).

Tabela 4- Nomero médio de embrides somaticos de gengibre germinados em
meios de cultura, aos 30 dias de cultivo.

Embrides

Tratamento germinados

MS com 50% da concentracdo dos sais mais 0,2% de 31 a

carvao ativado

MS com 50% da concentracao dos sais 28 a
MS basico 19 b
MS bésico com 0,2% de carvao ativado 12 ¢

As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si, pelo teste Tukey a 5% de
probabilidade.

Observou-se que o desenvolvimento dos embrides era desuniforme e
na mesma placa de Petri os embrides estavam em fases distintas (Figura 18).
Apbs 30 dias de cultivo dos embrides no meio de germinacéo, nas plantas
formadas havia bom desenvolvimento do sistema radicular assim como da

parte aérea e estas plantas foram entdo transferidas ao tubo de ensaio
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contendo meio MS basico visando crescimento, onde permaneceram sendo

posteriormente aclimatadas (Figura 17).
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Figuras 1- Limbo foliar de gengibre para indugédo de calos (escala 5 mm); 2-
Inicio da formacéao de calos primarios apés 15 dias de cultivo (escala 1 mm); 3-
Cultivo de calos primarios apds 30 dias e o aparecimento de uma sessao
embriogénica (escala 1 mm); 4- Cultivo de calos primarios aos 90 dias e 0
aparecimento de uma sesséo embriogénica (escala 1 mm); 5- Formacao de raizes
em calos primarios apds 30 dias de cultivo (escala 1 mm).
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Figura 6- Calos primarios de gengibre, ap6s 30 dias  Figura 7- Calos embriogénicos de gengibre,
de cultivo em meio de culturaparainducéo decalos.  apds 90 dias de cultivo em meio de cultura para
indiicio de calos.

Figura 8- Corte anatémico de calos compactos de
gengibre .

Figura 9- Corte anatdmico de embrido somatico de
gengibre, obtido apds 30 dias de cultivo em meio de
diferenciacdo de embrides sométicos.
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Figura 10- Cultivo de calos priméarios de gengibre apos 90 dias em meio para indugéo
de calos e 0 aparecimento de sessdo embriogénica (Escala 5 mm); 11- Formagdo de
calos compactos a partir de calos primarios, apos 30 dias de cultivo em meio para
inducdo de calos (Escala 5 mm); 12- Regeneracdo de plantas de gengibre a partir de
calos compactos apo6s 30 dias de cultivo em meio de cultura sem auxina (Escala 5 mm);
13- Desenvolvimento de plantas de gengibre obtido de calos compactos apos 15 dias de
cultivo em meio de cultura sem auxina (Escala 10 mm).
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Figura 14- Cultivo de calos embriogénicos de
gengibre para multiplicacdo em meio de cultura
contendo auxina apds 30 dias de cultivo (Escala 5

mm).

Figura 16- Diferenciagdo de calos embriogénicos
de gengibre ap6s 30 dias de cultivo em meio de

cultura contendo maltose (Escala 10 mm).
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Figura 15- Diferenciagdo de calos embriogénicos
de gengibre (Fase globular) apds 15 dias em meio
de cultura contendo maltose (Escala5 mm).

Figura 17- Plantulas de gengibre
obtidas pela  embriogénese
somética apds 30 dias de cultivo
em meio MS basico (Escala 10
mm).



Figura 18- Fases de desenvolvimento de embriGes somaticos de gengibre,
cultivados em meio M S contendo maltose, ap6s 30 dias de cultivo (Escala5 mm).
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2.4- COMPARACAO DE RIZOMAS DE GENGIBRE ORIGINADOS DA

PROPAGACAO CONVENCIONAL E DE MUDAS MICROPROPAGADAS

2.4.1- INTRODUCAO

O gengibre (Zingiber officinale Roscoe) monocotiledénea herbéacea,
perene, pertencente a familia Zingiberaceae, compreende 47 géneros e 1400
espécies. E muito apreciado e consumido em diversos paises, devido as
caracteristicas medicinais, condimentares e aroméaticas dos rizomas.

A propagacdo é realizada vegetativamente, por fragmentos de rizomas,
normalmente obtidos da colheita anterior. Essa forma de propagacéao acarreta
reducdo do volume comercial, uma vez que parte dos rizomas colhida
permanece na propriedade destinados ao plantio seguinte (SHARMA e
SINGH, 1995). Além disso, o cultivo repetido desses rizomas no mesmo solo,
pode causar a reducédo da producéo face ao empobrecimento do solo e ao
ataque de pragas e doencgas, que sao passadas pelo solo ou pelos rizomas de
propagacdo contaminados pelos fungos: Fusarium oxysporum Sch. f. sp.
zingiberi (HOSOKI e SAGAWA, 1977), Pythium (BHAGYALAKSHMI e
SINGH, 1988), Armillariella mellea e Sclerotium rolfsii (PEGG et al., 1974);
pela bactéria Ralstonia solanacearum (HOSOKI e SAGAWA, 1977), por
nematoéides: Meloidogyne incognita e M. javanica (LANGE et al., 1987) e por
virus CMV - Cucumber mosaic virus (SAKAMURA e SUGA, 1989).

A micropropagacdo desta cultura tem o proposito de superar 0s

problemas ocasionados pela propagacéo via rizomas, propiciando a limpeza

clonal, além da obtencéo de grande numero de plantas. Dentre as formas de
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obtencéo de plantas pela cultura de tecidos em gengibre descritas por diversos
autores, destacam-se: desenvolvimento de plantas por meio de gemas
axilares ou apices caulinares (PILLAlI e KUMAR, 1982; IKEDA e TANABE,
1989; BHAGYALAKSHMI e SINGH, 1988), inducdo de brotacdes adventicias
diretamente de explantes (LANGE et al., 1987; BALACHANDRAN et al.,
1990; PALAI et al., 1997), inducao de brotos por meio de segmentos nodais
estiolados (ARIMURA et al., 2000) e a inducédo de calos de explantes e
regeneracao de brotos adventicios dos calos (MALAMUG et al., 1991; BABU et
al., 1992; KACKAR et al., 1993; BABU et al., 1996; ROUT e DAS, 1997,
FREITEZ e CASARES, 1997). Entretanto, pouco se sabe sobre o
desenvolvimento no campo das plantas micropropagadas e dos respectivos
rizomas obtidos nas geracdes subsequentes, em relacéo aos rizomas do método
convencional de propagagao.

BHAGYALAKSHMI et al. (1994) compararam rizomas de gengibre
propagados convencionalmente e por mudas micropropagadas; nas plantas
micropropagadas a producao foi menor com 8 meses de ciclo, entretanto com
10 meses nao houve diferenca significativa em relacéo ao método convencional.
SMITH e HAMILL (1996) também avaliaram os rizomas de gengibre obtidos
pelos dois métodos de propagacédo durante duas geracdes, observando que na
primeira geracéo a producao de rizomas foi menor nas plantas micropropagadas
em relacdo a propagacao pelos rizomas e na segunda geracao nao houve diferenca na
producédo. PANDEY et al. (1997) avaliaram o efeito do fotoperiodo na dorméncia
e formacdo de rizomas de gengibre em rizomas comerciais, plantas
micropropagadas e rizomas de plantas micropropagadas em diferentes

condicBes fotoperioddicas; a maior producado de rizomas frescos, foi obtida no
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fotoperiodo de 12 horas e a producéo de rizomas para fins propagativos foi
melhor no fotoperiodo de 10 horas, assim como em condi¢cfes naturais.

O objetivo do presente trabalho foi comparar morfologicamente
rizomas do método de propagacdo convencional (rizomas-semente) com

agueles de mudas provenientes da cultura de tecidos.

2.4.2- MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos na Horta Nova do Departamento
de Fitotecnia da Universidade Federal de Vigcosa nos anos de 1997, 1998,
1999 e 2000. Foi avaliadas a producéao e qualidade dos rizomas produzidos por
mudas micropropagadas e pela propagacédo convencional e nos cultivos
subsequentes utilizando-se na propagacéo os rizomas originados de mudas
micropropagadas e pelo método convencional, durante quatro ciclos. As
mudas de gengibre foram produzidas via cultura de tecidos, por meio de
segmentos nodais estiolados (ARIMURA et al., 2000) e aclimatadas em casa
de vegetacgéo por 30 dias sob nebulizag&o intermitente enquanto que os rizomas-
sementes foram obtidos do Banco de Germoplasma de Hortalicas do
Departamento de Fitotecnia. O plantio foi realizado em sulcos, em solo
previamente preparado e adubado. Os sulcos com profundidade de 20 cm
foram espacados de 40 cm tendo 10 metros de comprimento, sendo quatro
sulcos por método de propagacdo. As mudas micropropagadas, apés o periodo
de aclimatacéo, foram plantadas nos sulcos espacgadas de 30 cm. Os “rizomas-
sementes” foram plantados no mesmo espacamento. Durante a permanéncia

das plantas no campo quantificou-se visualmente, o pegamento, o
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crescimento, o numero e dimensdo das folhas. A colheita nas plantas de
propagacédo convencional (PC) e de micropropagacao (PM) foi realizada quando
a parte aérea das plantas estava parcialmente seca e com os talos se
destacando facilmente. Os rizomas foram lavados em &gua corrente e apos a
secagem em local sombreado durante 7 dias, de cada método de propagacao
20 rizomas foram pesados (matéria fresca) e suas gemas foram contadas.
Nos rizomas levados a estufa, a 60°C por 3 dias, foi obtido o peso de matéria
seca.

Os rizomas restantes foram armazenados em galpdo sombreado, e
utilizados no ano seguinte na propagacéo. Nos anos subsequentes foram
realizados os mesmos procedimentos de plantio e avaliacéo.

Os experimentos foram arranjados em delineamento inteiramente
casualizado, os dados foram submetidos a analise de variancia e as médias de
peso de matéria fresca e seca e o nimero médio de gemas dos rizomas apés
cada colheita, foram comparadas pelo teste F, a 5% de probabilidade. A
analise da composicao mineral foi realizada no Laboratério de Nutricao Mineral de
Plantas do Departamento de Fitotecnia, utilizando-se dois rizomas de cada
método de propagacao. Os rizomas foram secos, moidos e submetidos as andlises

dos seguintes nutrientes: N, P, Ca, K, Mg, S, Mn, B, Fe, Zn e Cu.

2.4.3- RESULTADOS E DISCUSSAO

O pegamento das mudas micropropagadas no campo foi 100%.

Desde o inicio, o desenvolvimento das plantas pelo método de propagacao

convencional “rizoma-semente” foi melhor. Nas mudas micropropagadas
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havia maior niumero de folhas que eram mais curtas (Figura 1), ao contrario
das plantas desenvolvidas por rizomas com folhas mais alongadas, porém,
em menor namero (Figura 2). O mesmo foi relatado por SMITH e HAMILL
(1996), que analisaram o desenvolvimento no campo de plantas
micropropagadas e plantas obtidas pelo método convencional de propagacao,
observando que foram maiores o comprimento das folhas (111,3 cm e 84,9
cm, respectivamente) e a area foliar (900,9 cm?®broto e 536,7 cm?/broto,
respectivamente) nas plantas de propagac¢éo convencional.

Em trabalhos anteriores de aclimatac&o de plantas de gengibre obtidas
de cultura de tecidos, BABU et al. (1992) relataram que nas plantulas
produzidas in vitro e transplantadas ao substrato (solo: areia) a sobrevivéncia,
ou estabelecimento das plantas, foi maior que 80% nos tratamentos onde a
alta umidade foi mantida nas primeiras duas semanas apos a transferéncia ao
substrato. BHAGYALAKSHMI e SINGH (1988) obtiveram 90% de
sobrevivéncia de plantas oriundas da cultura de tecidos em condic¢des de casa
de vegetacéao, quando transplantadas a vasos contendo quantidades iguais da
mistura solo, esterco vegetal e areia. Todavia, nos dois trabalhos acima os
autores nao avaliaram o desenvolvimento posterior das mudas no campo.

Neste trabalho, observou-se na primeira colheita que os rizomas
gerados na micropropagacao formaram muitas raizes grossas (Figura 3), o
mesmo néao foi observado nos rizomas originados da propagacao convencional

(Figura 4).
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2.4.3.1- PESO DA MATERIA FRESCA E SECA

No primeiro ciclo de cultivo, a producéo de rizomas foi maior no método
de propagacao convencional, com diferenca significativa a 5% de probabilidade
em relacéo a micropropagacéo (Tabela 1). Resultados semelhantes foram obtidos
por BHAGYALAKSHMI et al. (1994), justificando que esta diferenca na
producédo, deveu-se a maior reserva no rizoma convencional, pois has mudas
micropropagadas ndo havia reservas iniciais; deveu-se também ao choque das
mudas na fase de aclimatacéo, ficando desta forma desfavorecidas.

No segundo ciclo de cultivo, ou seja, no cultivo dos rizomas colhidos
no primeiro ciclo, a producdo dos rizomas néo foi significativa; o mesmo foi
detectado por SMITH e HAMILL (1996), que observaram diferenca
significativa na produgéo de rizomas somente no primeiro ciclo de cultivo. No
entanto, visualmente os rizomas de rizomas de mudas micropropagadas
eram bem distintos, principalmente pelo grande nimero de gemas.

No terceiro e quarto ciclo de cultivo a producao foi maior nos rizomas
originados da propagacao convencional; entretanto a partir do terceiro cultivo
os rizomas formados de propagacdo convencional foram morfologicamente
idénticos aos rizomas das mudas micropropagadas. As Figuras 5 e 6 mostram
0s rizomas obtidos na quarta colheita de Micropropagacao (PM) e Propagacéao

Convencional (PC), respectivamente.
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Tabela 1- Peso por planta de matéria fresca (gramas) de rizomas de gengibre
obtidos de propagacéo convencional e de micropropagacao durante 4
ciclos de cultivo

TIPO DE . CICLOS DE CULTIVO
PROPAGAGAO 1997 1998 1999 2000
Prop. Convencional 756.5 a 419.34 a 37487 a 849.83 a
Micropropagacao 260.25 b 455.83 a 200.32 b 625.36 b

As médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste F a 5% de
probabilidade.

Tabela 2- Peso por planta de matéria seca (gramas) de rizomas de gengibre
obtidos de propagacé&o convencional e de micropropagacao durante
guatro ciclos de cultivo

TIPO DE _ CICLOS DE CULTIVO
PROPAGACAQO 1997 1998 1999 2000
Prop. Convencional 139,9 a 146.29 a 281.36 a 163.23 a
Micropropagacao 69,3 b 164.13 a 7497 b 1135 b

As médias seguidas pela mesma letra na coluna nao diferem entre si pelo teste F a 5% de
probabilidade.

2.4.3.2- NUMERO DE GEMAS

O nuamero médio de gemas nos dois primeiros ciclos foi
significativamente maior nos rizomas de mudas micropropagadas nao
havendo diferenca nos demais ciclos (Tabela 3). Os rizomas da
micropropagacao formaram numero excessivo de gemas nos dois primeiros
anos (Figura 3), e esta alta relacdo gemas/grama de matéria, indica que os
rizomas de PM seriam mais indicados ao plantio visando o consumo fresco,
assim como na forma de picles a partir das brotacfes, por constituirem-se
basicamente de tecidos muito tenros.

PANDEY et al. (1997) também observaram que a produc¢éo de rizomas e
o conteldo de fibras em plantas micropropagadas foram significativamente

menores que nas plantas propagadas convencionalmente.
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A relacdo peso de matéria fresca/nimero de gemas foi calculada nos
rizomas de micropropagacao e propagacao covencional (1° ano) e em rizomas
de geracdes subsequentes de PM e PC (Tabela 4). Esta relacéo é mais importante
gue o peso de matéria fresca total dos “rizomas-sementes”, por indicar melhor
0 aproveitamento na propagacao. Quanto menor a relacdo peso de matéria
fresca/numero de gemas, maior serd a area plantada, considerando o mesmo

peso de rizomas, reduzindo o custo do “rizoma-semente” e no transporte.

Tabela 3- NUmero de gemas em rizomas de gengibre/planta, obtidos de
propagagao convencional e de micropropagacéao, durante 4 ciclos de

cultivo
TIPO DE _ CICLOS DE CULTIVO
PROPAGAGAO 1997 1998 1999 2000
Prop. convencional 45,3 a 34.8 a 39.8 a 60.55 a
Micropropagacao 729 b 55.15 b 31.1 a 64.95 a

As médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste F a 5% de
probabilidade.

Tabela 4- Relacdo peso de matéria fresca/nimero de gemas de rizomas de
gengibre obtidos de propagacéao convencional e de micropropagacao,
durante quatro ciclos de cultivo.

TIPO DE _ CICLOS DE CULTIVO
PROPAGAGAO 1997 1998 1999 2000
Prop. convencional 16,7 12,0 9,4 14,0
Micropropagacao 3,6 8,2 6,4 9,6

2.4.3.3- COMPOSICAO MINERAL

Pelos resultados (Tabela 5), observou-se que houve grande variacao
somente na quantidade dos micronutrientes entre os métodos de propagacao.
No primeiro ciclo houve grande diferenca nos niveis dos elementos Fe e B,

sendo praticamente 10 e 5 vezes maior nos rizomas de PM,
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respectivamente, e nos demais elementos havia pequenas variagdes. No
terceiro ciclo de cultivo nos niveis dos micronutrientes Mn, B e Fe os valores
estavam bem acima que os rizomas obtidos via PM e no quarto cultivo
somente 0 micronutriente B era seis vezes maior na PC em relacdo aos
rizomas da PM. RESENDE et al. (1999) avaliaram o acumulo de matéria seca
e a absorcao de nutrientes por plantas de alho provenientes de cultura de
tecidos, e observaram que nos macronutrientes Ca, K e S e os
micronutrientes Fe e Mn ocorreram as maiores diferencas de extracéo entre

plantas provenientes de cultura de tecidos e propagac¢ao convencional.

Tabela 5- Composi¢cao mineral dos rizomas de gengibre obtidos na propagacao
convencional (PC) e na micropropagacéo (PM)

Mineral 1997 1998 1999 2000
PC) (PM) (PC) (PM) (PC) (PM) (PC) (PM)

NH, (%) 093 106 1,02 1,04 0,95 1,16 0,51 0,71
NOs; (%) 0,02 0,01 0,04 0,003 0,03 0,01 0,03 0,02
P (%) 0,23 0,25 0,15 0,29 0,31 0,39 0,15 0,13
K (%) 369 369 355 314 5,83 4,62 3,93 3,83
S (%) 0,10 0,22 0,09 0,09 0,11 0,13 0,06 0,07
Mg (%) 0,23 0,26 0,26 0,27 0,23 0,29 0,20 0,27
Ca() 0,19 0,18 0,212 0,19 0,25 0,27 0,18 0,18
Mn (ppm) 7,89 11,10 4,94 7,21 557 25,68 9,23 8,15
B({pm) 021 1,16 049 058 0,14 056 0,34 0,06
Fe (ppm) 5,47 57,71 66,01 91,61 1959 72,72 19,64 25,30
Cu(ppm) 086 099 089 1,15 0,86 1,18 0,63 0,52
Zn(ppm) 149 215 1,75 3,32 1,73 3,30 0,73 0,67

Os resultados revelaram que mudas de gengibre produzidas pela
micropropagacao podem ser utilizadas na propagacdo, desde que sejam
plantadas por trés geracdes de multiplicacdo em condi¢des de rigoroso controle de

pragas e doencas.
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Figura 2- Planta de gengibre obtida pela propagacéo
convencional apos 50 dias de cultivo (Escala’s cm).
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Figura 3- Rizoma de gengibre obtido no primeiro cultivo de muda micropropagada
(Escala 25 mm).
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Figura 4- Rizoma de gengibre obtido no primeiro cultivo pela propagacéo
convencional (Escala25 mm).
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Figura 6- Rizoma obtido no quarto cultivo pela propagacdo convenciona (Escala 25
mm).
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