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RESUMO

O cultivo do gengibre (Zingiber officinalle), executado
principalmente nos estados do sul do Brasil, destaca-se por destinar
grande parte de sua producdo ao mercado exterior. Um grande
problema da cultura estd na producdo de mudas, que
convencionalmente acarreta problemas fitossanitarios. Este trabalho
objetivou o desenvolvimento inicial de um protocolo de
micropropagacdo de gengibre. Gemas rizomatosas com
aproximadamente 0,5cm® foram submersas em solugdes assépticas
de hipoclorito de sddio 3% (0, 5, 10 e 20 minutos) e de etanol 70%(0 e
2 minutos), inoculadas em meio de cultura MS e mantidas a 26+2°C,
fotoperiodo de 16 horas a 50 pmol m? s™ por 20 dias. Depois de
obtido e adotado 0 método asséptico, novas gemas rizomatosas foram
estabelecidas em meio de cultura MS, suplementados com BAP (0 e
1,0mg L™ e AIA (0 e 1,0 mg L™). A imers&o das gemas por 10 ou 20
minutos em solugéo de hipoclorito de sddio 3% associada a 2 minutos
em solucdo de &lcool 70% inibiu a contaminacdo por
microorganismos. As médias do nimero de brotos emitidos aos 30
dias de cultivo indicaram o tratamento 3 (1.0 mg L'de BAP) como
destaque, com 4,10 novos brotos. J& em relacdo ao tamanho das
brota¢Bes o destaque foi para o tratamento 1 (sem suplementacao de
fitorreguladores), com crescimento médio de 3,13 cm de altura.
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INTRODUCAO

A gama de espécies utilizadas para fins medicinais é
significativamente grande e a tendéncia é que aumente ainda
mais, ja que as pesquisas e estudos relacionados a este
assunto, crescem a cada dia nas instituicbes de ensino e
pesquisa, além de haver uma mobilizagdo mundial para que
se adote cada vez mais os medicamentos fitoterapicos.

No presente trabalho deu-se importancia ao estudo do
gengibre (Zingiber officinalle R.), uma planta originaria da Asia
Tropical e do Arquipélago Malaio que vem sendo cultivada
mundialmente como monocultura e no Brasil, principalmente
no Rio Grande do Sul, Parand e Santa Catarina, onde
aproximadamente 70% da producgdo destina-se a exportagédo
para os paises como a Holanda, Canada, Alemanha e Estados
Unidos.

Um dos grandes problemas da cultura esta relacionado a
producdo de mudas com qualidade genética e fitossanitaria.
Convencionalmente, os produtores propagam vegetativamente
0 gengibre, produzindo suas préprias mudas. Porém, esta
pratica acarreta varios problemas fitossanitarios, dentre eles a
disseminacéo de doengas a cada ciclo da cultura, o que pode
levar a destrui¢do total das plantagdes devido a disseminagéo

rapida, principalmente de fungos (Fusarium oxysporium,
Armillariella mellea e Sclerotium rolfsii), nematoéides
(Meloidogyne incognita e M. javanica) e bactérias (Ralstonia
solanacearum, Erwinia carotovora). Sendo assim, o presente
trabalho objetivou iniciar o desenvolvimento de um protocolo
de micropropagacgédo, através do estabelecimento in vitro de
gemas rizomatosas de Z. officinalle, possibilitando a producéo
massal de mudas de qualidade fitossanitaria e genética.

MATERIAIS E METODOS

Os ensaios experimentais foram realizados no Laboratério
de Biotecnologia Micropropagacdo Vegetal do Departamento
de Ciéncias Naturais da FURB.

Para os testes de assepsia, gemas rizomatosas de
gengibre foram coletadas, redu2|das ao um tamanho inicial
aproximado de 0,5-1,0 cm® e imersas em agua esterilizada.
Em bancada de trabalho e repetindo em cémara de fluxo
laminar, foram submetidas a diferentes combinagfes de
tempos de imersdo em solugbes assépticas de hipoclorito de
sédio 3% (0, 5, 10 e 20 minutos) e de etanol 70%(0 e 2
minutos), totalizando sete tratamentos. Apés o processo de
assepsia, as gemas foram inoculadas em meio de cultura MS
(MURASHIGE & SKOOG 1962) suplementado com sacarose
(30gL ) agar (7,0g L ) pH ajustado para 5,8 e as culturas
mantidas em sala de crescimento a 27+2°C, 16 horas de
fotoperiodo a 50 pmol m? s de intensidade luminosa por 20
dias. Neste periodo foram avaliados o percentual de gemas
ndo contaminadas e o percentual de contaminagdo
individualizado conforme o tipo de agente contaminante.

Nos testes de suplementacdo do meio de cultura MS com
reguladores de crescimento, gemas rizomatosas reduzidas ao
tamanho da 12 etapa Em seguida os explantes foram
reduzidos para 0,5 cm® e inoculadas em meios de cultura MS
com pH 5,8, suplementados com sacarose (30) agar (7,0 gL )
eAIA(Oel0mglL ) ou BAP (0 e 1, O mg L ) totallzando 3
tratamentos: T1l= MS, T2= MS+1 ,0mg L L de AIA+1,0 mg L Lde
BAP) e T3 (MS+1,0 mg L’ L de BAP).

As culturas foram mantidas nas mesmas condi¢des
descritas anteriormente, permanecendo por 30 dias, sendo
avaliados, aos 15 e 30 dias de cultivo, o nimero médio de
brotagGes induzidas, altura média das brotacdes induzidas, o
percentual total de contaminacdo, o0 percentual de
contaminacao individualizada conforme o tipo de agente
contaminante e o fenétipo das plantas micropropagadas. As
plantas micropropagadas foram ao final do periodo de cultivo
in vitro, aclimatadas em potes plasticos contendo casca de
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arroz carbonizado e areia (1:1), permanecendo em casa de
vegetagdo por um periodo de 60 dias com redugdo solar de
50% e recebendo irrigacdes diarias por nebulizacéo.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Em relacdo aos métodos diferenciais de assepsia
empregados, foram observadas respostas diferenciais das
gemas de gengibre estabelecidas in vitro, variando conforme o
tempo de imers&o nas solucdes assépticas de etanol a 70% e
hipoclorito de sodio a 3%.

Ap6s 20 dias de cultivo in vitro, pode-se notar a
superioridade da assepsia das gemas nos tratamentos 5 (10
minutos em hipoclorito de sédio 3% e 2 minutos em alcool
70%) e 7 (20 minutos em hipoclorito de s6dio 3% e 2 minutos
em alcool 70%) em relacdo aos demais. No que diz respeito
aos percentuais de gemas ndo contaminadas, os tratamentos
5 e 7 apresentaram 100% de gemas ndo contaminadas,
enquanto que o tratamento 1 (nenhuma imersdo em solucdes
assépticas) ocorreu o inverso, isto é, 100% de gemas
comprometidas pela presenca de agentes contaminantes
(Figura 1).

E constante a utilizagdo do hipoclorito de s6dio, nas mais
variadas concentragdes, como forma de assepsia. Em
processos de biotecnologia vegetal, as solu¢des de hipoclorito
de soOdio sdo amplamente empregadas nos processos
assépticos das fontes de explante para o estabelecimento
inicial in vitro de uma séria de espécies. SHARMA & SINGH
(1997) trabalharam com multiplicagdo massal in vitro de
gengibre, cultivar Himachal pradesh, visando a producdo de
mudas isentas de Fusarium oxysporum F., sp. zingiberi
utilizaram gemas rizomatosas com 0.5-1.0 cm submetidas a
assepsia em solugdo de HgCl, (0.1%) + 2 gotas de detergente
Tween-20 por 10-12 minutos e 3 lavagens em agua
esterilizada, obtiveram 60% de sucesso na eliminagdo de
agentes contaminantes no estabelecimento inicial. Atualmente
estes agentes descontaminantes ndo estdo mais sendo
utilizados devido a contaminagao provocada pelo mercirio ao
meio ambiente.

Muitos foram os agentes bioldgicos contaminantes
observados nesta etapa do trabalho, e mesmo ndo sendo
realizadas analises de identificacdo individuais, pode-se
observar a ocorréncia de varios tipos de fungos e bactérias
associados as gemas de gengibre inoculadas in vitro.

Como agentes de contaminacdo, os fungos foram
observados em maior quantidade quando comparados a
ocorréncia de bactérias (Figura 2). Os fungos observados
foram principalmente dos tipos filamentosos (bolores),
surgindo em grande quantidade de esporos e alta diversidade
de espécies, provenientes tanto de contaminacdo enddgena
quanto exdgena. Geralmente cultivo in vitro de o6rgdos
subterrdneos, € comum a contaminacdo por fungos e
bactérias de origem enddgena. Estes resultados coincidem
com os relatados por SHARMA & SINGH (1997) que,
trabalhando com o estabelecimento in vitro de Gengibre,
cultivar Himachal pradesh, relataram a ocorréncia de agentes
contaminantes dos tipos fungos e bactérias, com maior
intensidade verificada para o primeiro e em grande variedade.

A suplementacéo do meio de cultura MS com reguladores
de crescimento, mostrou respostas diferenciais das gemas de
Gengibre estabelecidas in vitro, variando conforme o tipo,
concentracdo, combinagdo ou mesmo na auséncia destes
(figura 3). No que diz respeito ao nimero médio de brotacdes
emitidas aos 15 dias de cultivo, ndo foram observadas

diferencas estatisticas significativas entre os tratamentos
aplicados, porém o destaque ficou por conta do tratamento 1
(MS isento de suplementacdo com fitorreguladores), o qual
induziu uma média de 3,02 novos brotos a cada gema
inoculada.
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Figura 1 - indices percentuais totais de gemas rizomatosas de
Gengibre (Zingiber officinalle R.), isentas de
contaminacao, cultivados em meio de cultura MS
ap6s 20 dias in vitro, submetidas a diferentes
tratamentos assépticos: T1; T2 (5 minutos em
hipoclorito de sédio 3%); T3(5 minutos em
hipoclorito de sédio 3% + 2 minutos em etanol
70%); T4(10 minutos em hipoclorito de sédio 3%);
T5(10 minutos em hipoclorito de sédio 3% + 2
minutos em etanol 70%); T6(20 minutos em
hipoclorito de sédio 3%); T7(20 minutos em
hipoclorito de sédio 3% + 2 minutos em etanol
70%). (N=10)
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Figura 2 - Indices percentuais de contaminagdo, dos tipos
fungos e bactérias, em gemas de Gengibre
cultivadas em meio MS de cultura ap6s 20 dias
in vitro, submetidas a diferentes tratamentos
assépticos: T1; T2 (5 minutos em hipoclorito de
sodio 3%); T3(5 minutos em hipoclorito de sédio
3% + 2 minutos em etanol 70%); T4(10 minutos
em hipoclorito de soédio 3%); T5(10 minutos em
hipoclorito de sédio 3% + 2 minutos em etanol
70%); T6(20 minutos em hipoclorito de sédio
3%); T7(20 minutos em hipoclorito de sédio 3% +
2 minutos em etanol 70%). (N=10)

Referente ao tamanho médio das brotagdes, verificou-se
igualmente a ndo existéncia de diferenca estatistica
significativa entre os tratamentos aplicados e o destaque
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novamente para o tratamento 1 (MS isento de suplementacao
fitorreguladores), com tamanho médio de brotos de 1,60 cm
de altura. Aos 30 dias de cultivo os resultados referentes as
médias do nimero de brotagBes mostram que os tratamentos
nao diferiram estatisticamente entre si, porém o tratamento 3
(MS+1.0 mg L™ de BAP) se sobressaiu em relacdo aos
demais, com inducdo média de 4,10 novos brotos. Ja os
tratamentos 1 (MS isento de suplementagdo com
fitorreguladores) e 2 (MS+1.0 mg L™" de BAP+1.0 mg L de
AlA), apresentaram médias de 4,04 e 3,87 novos brotos
emitidos por gema inoculada, respectivamente, apés os 30
dias de cultivo in vitro (Figura 3).
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Figura 3 - Nimero médio (A) e comprimento médio (B) de
brotos de Gengibre (Zingibre officinalle) emitidos
por explantes iniciais referentes aos 15 e 30 dias
de cultivo in vitro nos diferentes tratamentos
(T1=MS, T2=MS+1,0mg L™ de AIA+1,0mg L™ de
BAP e T3=MS+1,0mg L’ de BAP). Médias
seguidas da mesma letra ndo diferem
estatisticamente entre si pelo teste Tukey 5%.
(N=10)

Na Figura 4 podemos observar os efeitos dos tratamentos
na padronizagdo morfogenética da resposta in vitro das gemas
rizomatosas de gengibre, onde podemos notar o efeito
marcante do tratamento isento de reguladores de crescimento.
ARIMURA et al. (2002) suplementaram o meio MS com 0,25
mg L™ de ANA+0,5 mg L™ de BAP e obtiveram média de 0,92
brotos como o melhor resultado no estabelecimento in vitro de
gemas de Gengibre. SHARMA & SINGH (1997), cultivaram
gemas de Gengibre, cultivar Himachal pradesh, em meio de
cultura MS suplementado com os fitorreguladores BAP ou KIN
(Cinetina)+AIA, AIB (Acido Inddl-Butirico) ou ANA (Acido
Naftaleno-Acético) e os resultados mostraram que a
suplementacao isolada do meio de cultura MS com 8 mg/L de
KIN induziu uma média de 4,3 novos brotos e a
suplementacdo combinada com 2 mg L™ de KIN+2 mg L™ de
AIB, induziu uma média de 7 brotos. Ainda HOSOKI &
SAGAWA (1977) conseguiram através da micropropagacéo do

gengibre, uma média proliferativa de 6 novos brotos por
explante inicial.

As taxas médias proliferativas obtidas neste trabalho
estdo muito proximas aquelas obtidas por BALACHANDRAN
et al. (1990), os quais trabalhando com gemas in vitro de
gengibre obtiveram média de 4 novos brotos por explante,
ap6s 4 semanas, utilizando o meio MS+ 3mg L™ de BAP.

A formagcdo de gemas laterais € um processo de
organogénese direta comandado pela dominéncia apical, na
presenca de um balanco AIA/Citocininas favoravel as
Citocininas (TAIZ & ZEIGER, 2004) e segundo DEBIASI
(2000), aspectos relacionados ao controle do desenvolvimento
destas gemas vem sendo amplamente estudados e relatados
nos (ltimos anos, enfatizando o efeito dos reguladores de
crescimento, da luz, da vascularizagdo e dos nutrientes. A
interacdo destes fatores pode ser um dos pontos para se
explicar as diferencas na capacidade de multiplicagdo e
desenvolvimento das gemas rizomatosas do gengibre neste
trabalho.

Figura 4 - Efeitos dos tratamentos (T1=MS, T2=MS+1,0 mq L*
de AIA+1,0 mg L™ de BAP e T3=MS+1,0 mg L™ de
BAP) aplicados sobre o padrdo comportamental
morfogenético de gemas rizomatosas de Zingiber
officinalle R. ap6s 30 dias de cultivo in vitro.

A altura média das brotacdes, aos 30 dias de cultivo in
vitro, mostrou diferenca estatistica significativa entre os
tratamentos aplicados, onde o destaque foi para o tratamento
1 (MS isento de suplementagdo com reguladores de
crescimento), induzindo um crescimento médio das brotacdes
de 3,13 cm de altura. DEBIASI (2000), depois de observacdes
realizadas na micropropagacdo da bananeira, relata que a
altura média das brotagcdes micropropagadas é inversamente
proporcional a taxa proliferativa, ou seja, quanto maior a altura
média, menor sera o numero médio de brotos formados. Esta
informagdo é confirmada neste trabalho, j& que as maiores
médias em altura dos novos brotos emitidos foram verificadas
no meio de cultura MS isento da suplementacdo com os
reguladores de crescimento, com menores taxas proliferativas.
Ja INDEN & ASAHIRA (1988), também trabalhando com o
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gengibre, obtiveram maior tamanho de brotos (1,42 cm) em
meio MS contendo combina¢Bes semelhantes de ANA e BAP.

Ja o tratamento 3 (MS+1.0 mg L de BAP) e o tratamento
2 (MS+1.0 mg L™ de BAP+1.0 mg L™ de AIA), apresentaram
alturas médias de 2,19 e 2,12 cm respectivamente para os
novos brotos emitidos, sendo significativamente menores que
0s tamanhos notados no tratamento 1 (MS isento de regulador
de crescimento). ARIMURA et al (2002) comprovou que a
utilizacdo combinada de 2,69 uM de ANA e 8,88 uM de BAP
na suplementagdo do meio de cultura MS, induziu igualmente
0s menores comprimentos de brotagdes de gengibre apés 60
dias de cultivo.

A diferenca observada nas avaliagdes realizadas entre os
intervalos de 15 e 30 dias de cultivo in vitro, demonstrou o
aumento expressivo no alongamento das plantas,
principalmente no tratamento 1 (MS isento de regulador de
crescimento), ficando evidente que ndo existe, para esta
espécie, nenhum fator de efeito direto do BAP e AlA, aplicado
de forma exdgena, em estimular o crescimento das brotacdes
e sim na indugdo destas. Dessa forma, a adi¢cdo de BAP (1,0
mg L'l) ao meio de cultura MS (tratamento 3), proporcionou
aumento na taxa proliferativa, porém com altura reduzida.
Estes resultados ndo sdo semelhantes para todas as espécies
cultivadas in vitro, j& que existem relatos contrariando este
padrdo. BIASE (1993) e PINTO et al. (1994) trabalharam com
a multiplicacdo in vitro de abacateiro e de Kielmeyera
coriacea, respectivamente, e encontraram brotos maiores em
meios de cultura suplementados com reguladores de
crescimento, do que em meios isentos destes reguladores.

As avaliagBes realizadas neste trabalho, referentes as
possiveis alteragdes fenotipicas das plantas micropropagadas
de gengibre, demonstraram a ndo ocorréncia de qualquer tipo
de anormalidade mediante a aplicagdo da metodologia
descrita. A utilizagdo no presente trabalho de gemas
rizomatosas como explante inicial, a suPIementaqéo do meio
de cultura MS com apenas 1,0 mg L~ de BAP e AIA, e a
realizagdo de apenas um subcultivo, talvez tenham sido os
motivos que explicam a ndo ocorréncia de variantes
somaclonais, ja que existem conceitos e referéncias que
relatam estas possibilidades. Para SMITH (1988) e ZAFFARI
et al. (1995), as alteracdes genéticas induzidas na
micropropagacdo seriam influenciadas pelo tipo do explante,
pela composicdo do meio de cultura, pelo nimero de
subcultivos e pelo nivel organizacional do tecido.

D'AMATO (1978) levanta a hipétese de que as células
meristematicas seriam as Unicas a manter a estabilidade
genética em um vegetal. Segundo DEBIASI (2000), o emprego
de meristemas apicais e laterais proporciona indices
relativamente baixos de variacdo somaclonal e atribui-se ao
balanco endégeno de auxina e citocinina um dos principais
fatores responséaveis pela determinagéo do tipo de gema que
ird se originar. Segundo ORELLANA et al. (1991), o emprego
de concentracdes de citocininas na faixa de 2,0 a 5,0 mg L™
também minimiza o aparecimento de plantas mutantes
produzidas in vitro e PINTO et al. (1994) trabalhando com
segmentos nodais de Kielmeyera coriacea cultivados em meio
de cultura MS suplementado com concentra¢des acima de 8,0
mg L de BAP, observaram a formacdo de brotacGes
anormais. ISRAELI et al. (1991) relatam que o emprego de até
seis subcultivos para a micropropagacéo da bananeira, resulta
em taxas percentuais de variantes somaclonais que nao
ultrapassam os 5%.

Outro ponto a se destacar neste trabalho diz respeito ao
rapido  desenvolvimento  morfogenético das gemas
rizomatosas de gengibre cultivadas in vitro. O estabelecimento

de uma planta completa se deu em média com
aproximadamente 10 dias de cultivo para formacao de folhas e
raizes. Este comportamento demonstra que o gengibre é uma
espécie que possui alto poder regenerativo e também
proliferativo quando cultivado in vitro.

Baseado nos relatos de SHARMA & SINGH (1997), os
quais eliminaram com sucesso o Fusarium oxysporum F. sp.
Zingiberi através do estabelecimento da micropropagacao do
gengibre, cultivar Himachal pradesh, e também DE LANG et
al. (1987) que eliminaram nematodides através da produgéo de
mudas de gengibre via micropropagagdo, tentativamente
pode-se afirmar que com a metodologia utilizada neste
trabalho possivelmente resultard na producdo de mudas
isentas de qualquer tipo de agente patogénico, principalmente
dagueles que comumente se encontram nas mudas
convencionalmente produzidas (fungos, nematdides e
bactérias). Outra possibilidade que se pode levantar, baseado
em SHARMA & SINGH (1997), os quais descrevem que a taxa
proliferativa média do gengibre, cultivar Himachal pradesh se
manteve por 28 meses, € que este potencial também seja
refletido no material vegetal trabalhado neste experimento. Se
assim ocorrer, supde-se que, mantendo a taxa proliferativa
média de 4,10 novos brotos a cada 30 dias de cultivo em meio
de cultura MS+1.0 mg L™ de BAP (tratamento 3), atingir-se-a,
ao final de 1 ano, cerca de 5.500.000 mudas micropropagadas
de gengibre.

Em relagdo a aclimatacdo das mudas micropropagadas
de gengibre, observamos que a metodologia proposta foi
eficiente nesta etapa da protocolagdo, uma vez que o indice
percentual de perda na aclimatacéo n&o ultrapassou os 5%.

Tratando-se de relatos in vitro com o gengibre, podemos
encontrar respaldos comparativos para este trabalho em
BHAGYALAKSHMI & SINGH (1988), WANG (1989),
BALACHANDRAN et al. (1990) e MALAMUG et al. (1991), que
trabalharam com a organogénese, BABU et al. (1992) e
KACKAR et al. (1993) com a embriogénese somatica,
DEKKERS et al. (1991) descrevendo metodologias de
conservacdo de germoplasma, SHARMA et al. (1994) com a
producdo de microbrotos encapsulados/sementes sintéticas e
SHARMA & SINGH (1997) relatando a producdo de
microrizomas.

CONCLUSOES

O estabelecimento de um protocolo de producdo massal
de mudas de gengibre com alta qualidade genética e
fitossanitaria através de métodos biotecnolégicos de
micropropagacao vegetal é totalmente viavel e possivel;

A imerséo de gemas rizomatosas de gengibre em solucao
de hipoclorito de sédio a 3% por 10 minutos e de etanol a 70%
por 2 minutos, repetindo esta operacdo em bancada de
trabalho e em camara de fluxo laminar, proporciona um
percentual de 100% na eliminagdo de agentes contaminantes
in vitro;

A utilizagdo do meio de cultura MS isento da
suplementacdo com reguladores de crescimento, proporciona
uma otima condicéo para o estabelecimento inicial de gemas
rizomatosas de gengibre quando cultivadas in vitro.

A aclimatacdo de gengibre em substrato de casca de
arroz carbonizada e areia (1:1), sob reducéo solar de 50%, por
um periodo de 60 dias, proporciona 6tima condi¢cdo de pré-
estabelecimento a campo das mudas micropropagadas.
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ABSTRACT

Cultivation of ginger (Zingiber officinalle) grown mainly in the
states of southen Brazil, is distinguished for destining a big portion of
its production to the exterior market. The major problem of the culture
is the production of plantlets due to pathological problems. The
objective of this work was to develop an initial protocol for
micropropagation of ginger. Buds from the rhizomes with
approximately 0,5 cm?® were submerged in aseptic solutions of sodium
hypoclorite 3%(0, 5, 10 and 20 minutes) and ethanol 70%(0 and 2
minutes) and inoculated in MS median and kept at 26+2°C,
photoperiod of 16 hours, 50 pumol m? s™ for 20 days. After obtaining
and adopting the aseptic method, new roots buds had been
established in the same MS medium and supplemented with BAP (0
and 1,0 mg L™ and IAA (0 and 1,0 mg L™). The immersion of rhizome
buds for 10 or 20 minutes in solution of sodium hypoclorite 3%
combined with the 2 minutes in alcohol solution 70% did not show
contamination by microorganisms. The highest average number of
sprouts emitted after 30 days of culture was obtained supplementing
the media with 1.0 mg.L"of BAP producing 4.10 new sprouts. In
relation to the size of the sprouts, media out with growth regulators,
produced an average growth of 3.13 cm of height.

Key words: Micropropagagation; Zingiber officinalle, production
of plants, roots buds.
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