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Diferentes meios de cultura no crescimento
in vitro de sorvetao

RESUMO

Este trabalho teve, como objetivo, avaliar diferentes meios de cultura no crescimento in vitro de sorvetdo. Os
explantes foram inoculados em frascos de vidro contendo 50 mL de diferentes meios de cultura. Os meios de
cultura utilizados foram o MS suplementado com 3% de sacarose, Knudson suplementado com 2% de sacarose,
Knudson suplementado com vitamina, aminodcidos, mioinusitol e 2% de sacarose, Pierik suplementado com 2%
de sacarose, solugdo de Hoagland suplementado com 3% de sacarose e solugdo de Hoagland suplementado com
vitamina, amino&cidos, mioinusitol e 3% de sacarose. O delineamento inteiramente casualizado foi utilizado com
cinco repeti¢des e quatro plantas por parcela. Diferengas significativas foram observadas entre os meios de cultura
para nimero de folhas, comprimento de brotagdes, biomassa seca da parte aérea, nimero de raizes, comprimento
de raizes e biomassa seca do sistema radicular; no entanto, ndo houve diferenga significativa para o nimero de
brotagdes nos meios de cultura utilizados na micropropagacéo do sorvet&o. No cultivo in vitro de sorvetdo o meio
MS proporcionou maior crescimento dos explantes.

Palavras-chave: cultura de tecidos, nutrigdo mineral de plantas, Zingiber spectabile

Different culture medium in vitro growth
of beehive ginger

ABSTRACT

This study aimed to evaluate different culture medium in vitro growth of beehive ginger. The explants were cultured
in glass vials containing 50 mL of different culture media. The culture media used were MS supplemented with
3% sucrose, Knudson supplemented with 2% sucrose, supplemented with vitamin, Knudson supplemented with
amino mio-inositol and 2% sucrose, Pierik supplemented with 2% sucrose, Hoagland solution supplemented with
3% sucrose and Hoagland solution supplemented with vitamin, amino mio-inositol and 3% sucrose. A completely
randomized design was used with five replications and four plants per plot. Significant differences were observed
between the culture media for leaf number, shoot length, dry weights of shoot, root number, root length and dry
biomass of root system. However, there was no significant difference in the number of shoots in culture media used
in micropropagation of beehive ginger. In vitro cultivation of beehive ginger in MS medium provided the higher growth
of the explants.
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INTRODUGAO

A floricultura brasileira representa um setor altamente
competitivo e exigente na utilizagdo de tecnologias avancadas,
sobretudo quando se trata de exportacdo; abrange desde
o cultivo de plantas ornamentais, flores de corte, plantas
envasadas, floriferas ou ndo, até a producao de sementes, bulbos
e mudas de varias espécies, inclusive arboreas. A producdo
e o consumo de flores e plantas ornamentais no Brasil vém
acompanhando a tendéncia de expansdo do mercado mundial,
que vem crescendo a cada ano (Landgraf & Paiva, 2009). 70%
da produgdo de plantas ornamentais nos estados do Rio Grande
do Sul, Parana e Santa Catarina, sdo destinados a exportacdo
para outros paises, como a Holanda, Canada, Alemanha e
Estados Unidos (Debiasi et al., 2004).

O sorvetdo (Zingiber spectabile Griff) também conhecido
como gengibre ornamental, pertence a familia Zingiberaceae;
¢ uma espécie originaria da Malasia, com altura de 1,5 a 2,0 m,
possui hastes mais ou menos eretas semelhantes as da cana-de-
acucar. As folhas sao alongadas e aveludadas na face abaxial;
possui inflorescéncias terminais, em espiga com aspecto de
cerosidade, que, a medida em que se desenvolve, passa da
cor amarela para a vermelha. Protegidas por suas bracteas
elas contém pequenas flores brancas com o centro arroxeado
(Lorenzi, 2001).

Um dos grandes problemas da cultura esta relacionado a
produgdo de mudas com qualidade genética e fitossanitaria.
Convencionalmente, os produtores propagam, vegetativamente,
por rizomas, produzindo suas proprias mudas. Porém esta
pratica acarreta varios problemas fitossanitarios, dentre eles a
disseminagdo de doengas a cada ciclo da cultura, o que pode
levar a destruicdo total das plantagdes devido a disseminacdo
rapida, principalmente de fungos, nematdides e bactérias
(Debiasi et al., 2004).

Desta forma, a cultura de tecidos tem sido utilizada para a
propagacdo clonal em massa de hibridos e espécies de plantas
ornamentais, possibilitando a obtengdo de plantas de alta
qualidade fitossanitaria, em curto periodo de tempo (Arditti &
Ernst, 1993).

A micropropagagao ou propagacdo in vitro ¢ utilizada no
Brasil ha pouco mais de 25 anos, com a finalidade de producdo
de mudas de alta qualidade genética e, consequentemente,
reduzir seu custo. Além disso, tem contribuido para impedir
a extin¢do de muitas espécies vegetais (Stancato et al., 2001).
Sua utilizacdo em ambito comercial ja ¢ uma realidade em
diversos paises do mundo, destacando-se Holanda, Franga,
Espanha, Japao e, mais recentemente, o Brasil.

O meio de cultura mais utilizado em cultura de tecidos
para a propagagdo de varias espécies vegetais, ¢ o MS
(Murashige & Skoog, 1962), embora sua concentracdo de
nutrientes tenha sido identificada como elevada, em especial
quanto ao fornecimento de nitrogénio e, neste sentido, muitas
modificagdes tém sido sugeridas objetivando-se maior
adaptacdo das culturas e reduc@o de custos.

Um dos fatores importantes para o sucesso do sistema
de micropropagagdo ¢ a conjugagdo de fatores nutritivos,
ambientais e enddgenos. No caso especifico dos fatores
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ambientais, procura-se estudar os componentes do meio de
cultura. Neste caso, diversas formula¢des de meios basicos
tém sido utilizadas (Villa et al., 2010). A composi¢do do meio
de cultura ¢ relevante para o desenvolvimento da planta,
geralmente constituido por macronutrientes, micronutrientes,
vitaminas, aminoacidos, sacarose ¢ agente gelificante.

Varios meios de cultura tém sido testados e o fator que
mais varia entre eles é a concentracao de sais minerais. Com
tantas possibilidades a escolha do meio mais adequado para
a micropropagagdo da espécie alvo se faz oportuna para a
obtencdo de um bom desenvolvimento da cultura em condigdes
de cultivo in vitro. Ante o exposto o presente trabalho objetivou
avaliar diferentes meios de cultura no crescimento in vitro de
sorvetdo (Zingiber spectabile Griff).

MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no laboratério de Cultura de
Tecidos da Universidade Federal de Lavras. Foram utilizadas
plantas de sorvetdo (Zingiber spectabile) estabelecidas in vitro
como doadoras de explantes basais, com visto a condug@o do
ensaio. Os explantes foram inoculados em frascos de vidro
contendo 50 mL de diferentes meio de cultura. Os meios de
cultura utilizados foram o MS (Murashige & Skoog, 1962)
suplementado com 3% de sacarose, Knudson suplementado
com 2% de sacarose, Knudson suplementado com vitamina,
aminoacidos, mio-inositol nas mesmas concentragdes do
MS e 2% de sacarose, Pierik suplementado com 2% de
sacarose, solucdo de Hoagland suplementado com 3% de
sacarose e solugdo de Hoagland suplementado com vitamina,
aminoacidos, mio-inositol nas mesmas concentragdes do MS e
3% de sacarose. Cada meio de cultivo constituiu um tratamento;
utilizou-se o delineamento inteiramente casualizado com cinco
repeti¢des e quatro plantas por parcela.

Para ambos os tratamentos o meio de cultura foi solidificado
com 0,6% de agar, o pH foi ajustado para 5,8+0,1 e, em
seguida, autoclavado a 120°C e 1 atm, durante 20 minutos;
apos a inoculag@o os frascos foram vedados com parafilme e
mantidos em sala de crescimento com temperatura de 25 + 2
°C, com fotoperiodo de 16 horas, sob intensidade luminosa de
42 W m?2,

Aos 60 dias as variaveis agronOmicas avaliadas nos
experimentos foram o numero de brotagdes, comprimento
(cm) (CB) e biomassa seca da parte aérea (mg) (BSPA),
namero de folhas (NF), nimero (NR), comprimento (cm)
(CR) e biomassa seca de raiz (mg) (BSSR). O comprimento
de brotacdes e o comprimento de raiz foram determinados com
o auxilio de uma régua. Para a altura, a medicao foi feita da
base da brotacdo até a gema apical; enquanto a determinacdo
da biomassa seca, as brota¢des e as raizes foram colocadas em
sacos de papel kraft e acondicionadas em estufa de circulagdo
forcada de ar, a 60°C, por 5 dias; ap6s este periodo o material
vegetal foi mensurado em balanga de precisao.

Os dados obtidos foram submetidos a andlise de variancia
pelo teste F (p <0,05) e as médias dos tratamentos comparadas
pelo teste de Scott-Knott (p < 0,05) enquanto nas variaveis
foram realizadas correlagdes de Pearson.
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ResuLTtADOS E DiscussAo

Observaram-se diferengas significativas entre os meios
de cultura para nimero de folhas, comprimento de brotagdes,
biomassa seca da parte aérea, nimero de raizes, comprimento
de raizes e biomassa seca do sistema radicular; no entanto, ndo
houve diferenca significativa para o nimero de brotagdes nos
meios de cultura utilizados na micropropagacao do sorvetao.

O meio de cultura MS propiciou o maior niimero de
folhas em comparagdo com os demais meios de cultura, que
nao diferenciaram entre si (Tabela 1). Este resultado pode ser
explicado pela maior concentragdo de nitrogénio (840,90 mg
L") presente no meio MS; este nutriente, juntamente com a
sacarose, ¢ o principal componente em quantidade no meio de
cultura, contribuindo de forma efetiva, tanto no metabolismo
celular como na regulagao do seu potencial osmdtico (Nagao
et al., 1994). Resultados semelhantes foram encontrados por
Pasqual et al. (2009) que, a partir da elevagdo na concentragao
de NH,NO, no meio de cultura MS, que obtiveram aumento no
numero de folhas de plantas de orquideas.

Tabela 1. Valores médios do numero de folhas (NF), comprimento de
brotagdes (CB) (cm) e biomassa seca da parte aérea (BSPA) (mg) de
plantas de sorvetdo micropropagadas em diferentes meios de cultura,
aos 60 dias de cultivo in vitro. UFLA, Lavras, 2010

Table 1. Mean values of leaf number (NF), shoot length (CB) (cm) and dry
biomass of shoot (BSPA) (mg) of beehive ginger plants micropropagated
in different culture media at 60 days in vitro cultivation. UFLA, Lavras,
2010

Meios de cultura NF CB BSPA
Murashige & Skoog 7a 3,76a 80,50 a
Knudson + vitam. + a.a. 4b 2,340 24,38 ¢
Knudson 4b 2,48b 30,00 ¢c
Pierik 5b 242b 30,76 ¢
Hoagland + sacarose 5b 2,82b 46,78 ¢
Hoagland + sacarose + vitam + a.a. 5b 3,08a 59,14 b

Médias seguidas da mesma letra nas colunas ndo diferem entre si pelo teste Scott Knott a 5% de
probabilidade de erro

Sato et al. (2001) verificaram, estudando a influéncia da
concentragdo de nitrato de amonio na micropropagagdo da
mandioca (Manihot esculenta) que o numero de folhas cresceu
com o aumento da concentragdo de NH,NO,, e na concentragdo
de 41,20 mM L de NH,", se obteve o maior nimero de folhas,
que equivale ao dobro da concentragdo de nitrato de amonio
utilizada no meio MS.

Em relagdo ao comprimento da parte aérea, os meios MS
e Hoagland acrescidos de sacarose, vitaminas ¢ aminoacidos,
apresentaram resultados superiores aos demais meios de
cultura; entretanto, ndo diferiram entre si (Tabela 1). Este
resultado sugere que a adigdo de compostos organicos pode
favorecer o desenvolvimento da parte aérea de plantas de
sorvetdo in vitro. A sacarose ¢ um componente significativo
no meio de cultura, servindo como fonte de carbono e energia
para as plantulas (Sorace et al., 2008).

O meio MS também proporcionou a maior biomassa
da parte area (80,5 mg), seguido do Hoagland acrescido de
sacarose, vitaminas e aminoacidos (59,14 mg); os demais
meios propiciaram os menores valores e nao diferiram entre
si (Tabela 1).

411

Em relag@o ao sistema radicular das plantas de sorvetdo in
vitro, 0 meio MS promoveu o maior nimero de raizes (12),
seguido do meio Hoagland acrescido de sacarose, vitaminas
e aminoacidos (8) e os demais meios apresentaram menores
numeros de raizes e ndo diferiram entre si (Tabela 2).

Tabela 2. Valores médios de numero de raizes (NR), comprimento de raizes
(CR) (cm) e biomassa seca do sistema radicular (BSSR) (mg) de plantas
de sorvetdo micropropagadas em diferentes meios de cultura, aos 60
dias de cultivo in vitro. UFLA, Lavras, 2010

Table 2. Mean values of root number (NR), root length (CR) (cm) and
dry root biomass (BSSR) (mg) of beehive ginger plants micropropagated
in different culture media at 60 days in vitro cultivation. UFLA, Lavras,
2010

Meios de cultura NR CR BSSR
Murashige & Skoog 12a 32b 931a
Knudson + vitam. + a.a. 5¢ 26b 1,02b
Knudson 5¢ 1,86 b 1,65b
Pierik 6¢c 2,28b 1,83b
Hoagland + sacarose 6¢ 6,46 a 10,68 a
Hoagland + sacarose + vitam. + a.a. 8b 5,96 a 12,98 a

Médias seguidas da mesma letra nas colunas n&o diferem entre si pelo teste Scott Knott a 5% de
probabilidade de erro

No entanto, o meio Hoagland, acrescido ou nao de sacarose,
vitaminas e aminoacidos, proporcionou comprimento de
raizes maiores a todos os outros meios que ndo diferiram
entre si (Tabela 2). Este resultado demonstra que os sais
e os reguladores vegetais presentes nos meios de cultura
influenciam no processo de enraizamento adventicio in vitro
(Souza & Pereira, 2007).

Os maiores valores de biomassa seca do sistema radicular
foram obtidos com os meios MS e Hoagland acrescidos ou ndo
de sacarose, vitaminas ¢ aminoacidos; todos os outros meios
apresentaram menores valores de biomassa e semelhantes
entre si (Tabela 2).

O meio MS ¢ conhecido por ser um meio altamente
concentrado tendo, em sua composicao, altas concentracdes de
nitrogénio (840,90 mg L), calcio (119,98 mg L), manganés
(1,08 mg L") e zinco (1,96 mg L") (Tabela 3). Por essas
atribuigdes este meio teve bom desempenho na indugdo do
sistema radicular de plantas de sorvetdao cultivadas in vitro,
pois esses nutrientes sdo requeridos no processo de formacao
de raizes.

Tabela 3. Concentracdo dos nutrientes (mg L") nos meios de cultura
utilizados na micropropacéo de plantas de sorvetao

Table 3. Nutrient concentrations (mg L) in the culture media used in
micropropagation of beehive ginger plant

Nutrientes MS Knudson Pierik Hoagland
N 840,90 162,90 420,32 210,00
P 38,72 56,94 19,35 31,00
K 782,65 71,70 391,96 234,60
Ca 119,98 162,87 48,18 160,30
Mg 36,50 24,60 18,25 48,60
S 55,53 159,55 30,67 64,00
Fe 5,59 5,59 5,59 5,00
B 1,08 0,24 1,08 0,51
Mn 5,59 3,69 4,16 0,79
Zn 1,96 16 1,96 0,05
Cu 0,01 0,01 0,01 0,02
Mo 0,09 0,01 0,09 0,01
cl 212,25 - 85,24 -
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Tabela 4. Coeficientes das Correlagdes de Pearson para nimero de raizes (NR), nimero de folhas (NF), comprimento de raizes (CR), comprimento da
parte aérea (CPA), biomassa seca do sistema radicular (BSSR) e biomassa seca da parte aérea (BSPA) de plantas de sorvetdo micropropagadas em

diferentes meios de cultura

Table 4. Coefficients of Pearson correlations for number of roots (NR), number of leaves (NF), length of roots (CR), shoot length(CPA), root biomass(BSSR)
and dry biomass of shoots (BSPA) of beehive ginger plants micropropagated in different culture media

Meios d It Variaveis
elos de cultura BSSR x BSPA NR x NF NR x CPA CR x CPA
Murashige & Skoog 0,4166™ 0,9481" 0,0355 20,1517
Knudson + vit. + a.a. 0,6883* 0.7875* 0,943 0,5898"
Knudson 0,7987* 0,55091s -0,1056" 0,339
Pierik 0,1454ns 0,6447* -0,4293s 0,83621s
Hoagland + sacarose 0,8924* 0,1513ns -0,8178* 0,9937*
Hoagland + sac. + vit. + a.a. 0.9652* 0,8205* 0,9069* 0.7148"

"ndo significativo e * significativo a 5% de probabilidade

A importancia do nitrogénio estd relacionada com a
sintese de proteinas, aminoacidos e acidos nucléicos; tem
papel importante na produgdo de triptofano, precursor natural
do AIA e de substancias de reserva. O zinco e o manganés
influenciam o nivel de auxinas endogenas; o calcio ¢ necessario
para o crescimento e desenvolvimento das raizes visto que
a interrupcdo no seu suprimento resulta imediatamente na
nao formagdo dos primoérdios de raizes e, se ja formadas, na
reducdo do crescimento e consequente morte (Blazich, 1988).

O aspecto das plantas in vitro de sorvetdo em diferentes
meios de cultura pode ser observado na Figura 1.

Figura 1. Plantas de sorvetdo micropropagadas em diferentes meios
de cultura aos 60 dias de cultivo in vitro. (1) Meio MS, (2) Knudson,
(3) Knudson + vitamina + aminoacidos, (4) Pierik, (5) Hoagland e (6)
Hoagland + vitamina + aminoacidos. UFLA, Lavras, 2010

Figure 1. Beehive ginger plant micropropagated in different culture media at
60 days in vitro cultivation. (1) MS medium, (2) Knudson, (3) + Knudson
+ vitamin + amino acids, (4) Pierik, (5) Hoagland and (6) Hoagland +
vitamin + amino acids. UFLA, Lavras, 2010

O meio de cultura Knudson ¢ considerado por muitos
pesquisadores, um meio de baixas concentragdes de nutrientes,
sobretudo no que se refere a micronutrientes. Observa-se
que a auséncia de compostos organicos, como as vitaminas,
aminoacidos e mio-inositol, prejudicaram o desenvolvimento
da planta, tanto a parte aérea como o sistema radicular, porém
a suplementacao desses compostos no meio ndo incrementou o
desenvolvimento da planta, mostrando que o baixo crescimento
da planta esté relacionado aos fatores nutricionais do meio de
cultura de Knudson (Figura 1 e Tabelas 1 e 2).

No meio MS observou-se correlacdo positiva entre
o numero de raizes e o nuimero de folhas indicando que,
quanto maior o numero de raizes maior também o niimero
de folhas; este resultado ¢ importante visto que referido
meio foi o0 que proporcionou maior numero de raizes e, desta
forma, o transplantio de mudas pode ser favorecido com uma
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sobrevivéncia maior (Tabela 4). Entre a biomassa seca de
raiz e a biomassa seca da parte aérea, comprimento de raiz e
comprimento da parte aérea, ndo foram observadas correlagdes
significativas nesse meio em virtude, provavelmente, de
ter proporcionado maior numero de raizes com menores
comprimentos, aptas a absorverem nutrientes do meio e
promover melhor desenvolvimento da parte aérea.

Foram observadas correlagdes positivas (Tabela 4) entre a
biomassa seca de raiz e a biomassa seca da parte aérea, numero
de raizes e numero de folhas, numero de raizes e comprimento
da parte aérea e entre comprimento de raiz ¢ comprimento da
parte aérea, no meio Hoagland acrescido de sacarose, vitamina
e aminodcidos, indicando que o crescimento do sistema
radicular favorece o crescimento da parte aérea pela maior
aérea explorada no meio, absorvendo nutrientes e compostos
organicos nas plantas micropropagadas de sorvetao.

Entre comprimento de raiz e comprimento da parte aérea
foram observadas correlagdes positivas no meio Hoagland
acrescido ou ndo de sacarose, vitaminas e aminoacidos,
demostrando que o maior comprimento de raizes foi importante
na absor¢do dos nutrientes e dos compostos organicos ja que
o numero de raizes nesses meios foi inferior ao do meio MS.

Os meios Knudson e Hoagland, ambos acrescidos com
vitamina e aminoacidos e o meio Pierik demonstraram
correlagdes positivas entre o nlimero de raizes ¢ o niimero
de folhas, sinalizando que o niumero de raizes ¢ uma variavel
importante para o desenvolvimento das plantas de sorvetio in
vitro (Tabela 4).

Correlagdes positivas entre biomassa seca do sistema
radicular e biomassa seca da parte aérea foram verificadas nos
meios de cultura Knudson ¢ Hoagland, acrescidos ou ndo de
vitaminas ¢ aminoacidos, indicando que maior acumulo de
matéria seca na raiz favoreceu o maior acimulo de matéria seca
na parte aérea pela maior absor¢do dos nutrientes presentes
nesses meios (Tabela 4).

CoNcLUSAO

No cultivo in vitro de sorvetdo o meio MS proporcionou
maior crescimento dos explantes.
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