Concentragoes do meio MS e auxinas no enraizamento in vitro de
bastao-do-imperador (Etlingera elatior)

Concentrations of the MS medium and auxins on in vitro rooting of the torch
ginger (Etlingera elatior)
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RESUMO
Etlingera elatior (Jack) R. M. Smith é uma planta ornamental tropical com excelente potencial de comercializagdo. A micropropagacdo
possibilita uma maior produgdo e uniformidade de mudas. Objetivou-se avaliar as concentragdes dos nutrientes que compdem o
meio de cultura MS combinado com trés auxinas no enraizamento e alongamento in vitro do bastdo-do-imperador cv. Porcelana.
Trés brotagdes foram inoculadas por frasco de vidro transparente. As culturas foram mantidas em sala de crescimento, a 24 + 1 °C,
intensidade luminosa préxima de 30 pmolm2s*, sob fotoperiodo de 12 horas de luz. O delineamento experimental foi o inteiramente
casualizado, em arranjo fatorial 4 x 3 + 1, considerando quatro concentragdes percentuais do meio (25; 50; 75 e 100%), trés auxinas
(AIA; AIB e ANA) na dose de 0,1 mg L™ e o controle que foi a auséncia do fitohormdnio, com cinco repetigbes, totalizando 15 brotagdes
por tratamento. As mudas apresentaram melhor alongamento e enraizamento quando cultivadas no meio MS contendo concentragées
entre 60 e 70%. O meio MS com aproximadamente 62,25% da concentragdo e sem adi¢do de regulador promove um maior nimero
de folhas. A adigdo de 0,1 mg L™ de AIA ao meio MS na faixa de concentragéo de 60 e 70% , promove maior altura, comprimento da
maior raiz, massas fresca e seca das partes aéreas das brotagdes desta cultura. O meio MS com 65,87% de concentragdo e 0,1 mg L' de
AIB promove o maior comprimento das raizes. Isso possibilita a redugdo dos custos de produgdo comercial das mudas desta espécie.

Termos para indexagdo: Micropropagagao; fitohormdnios; meio de cultura.

ABSTRACT

Etlingera elatior (Jack) R. M. Smith is a tropical ornamental plant with excellent marketing potential. Micropropagation promoters a higher
production and uniformity of seedlings. This study aimed to evaluate of different MS medium culture salt concentrations combined with
three auxins on in vitro torch ginger (Etlingera elatior) cv. Porcelain rooting and elongation. Three shoots were inoculated in each clear
glass vials. The cultures were maintained in a growth room with photoperiod of 12 hours light the experimental data were analyzed using
a completely randomized design in a factorial arrangement of 4x3+1, with four different percentage concentration (25, 50, 75 and 100%)
of MS culture medium and three auxins (IAA, IBA and NAA) at 0,1 mg and a control which was MS culture medium without auxin addition,
with five replicates, each treatment consisting of 15 shoots. The plantlets showed better elongation and rooting when grown in MS culture
medium containing concentrations between 60 and 70%. MS medium with approximately 62.25% concentration and without addition of
regulator promotes a larger number of leaves. The use of 0.1 mg L IAAin the concentration range of 60 and 70% promotes greater height,
the largest root length, fresh and dry weight of the aerial parts of the shoots of this culture. MS medium with 65.87% concentration and
0.1 mg L™ AIB promotes the highest root length. This enables to reduce costs of commercial production of this species.

Index terms: Micropropagation; phytohormones; culture medium.

INTRODUCAO

A producdo de flores e plantas ornamentais vem
consolidando posi¢cdes cada vez mais relevantes no
agronegdécio nacional. Essa atividade, economicamente
crescente, destaca-se por agregar alto potencial de
expansao futura, representar uma das principais atividades
geradoras de ocupagdo, emprego e renda para micro e
pequenos produtores no Brasil, e incorporar parcelas do
trabalho feminino rural (Junqueira; Peetz, 2014).
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O mercado de flores e plantas ornamentais vem
manifestando grande interesse em espécies tropicais
representantes da familia Zingiberaceae, tanto para
a producdo de flores de corte quanto de mudas para
paisagismo. Além da area ornamental, espécies dessa
familia também apresentam produtos na area de
alimentos, condimentos, medicamentos, perfumes,
corantes, 6leos essenciais, estética, entre outros (Jaafar
et al., 2007; Yunus et al., 2012).
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Dentre as espécies tropicais cultivadas no
pais, Etlingera elatior (Jack) R. M. Smith, conhecida
como bastdo-do-imperador, destaca-se por seu porte
exuberante e formas exdticas de suas inflorescéncias
de cores variadas, bastante apreciado para uso em
paisagismo, produgao de flor de corte e em alguns paises,
é utilizado na medicina popular (Ribeiro et al., 2012).

Em bastdo do imperador, as mudas sdo obtidas
via propagacdo vegetativa, por divisdo de touceiras ou
seccionamento de rizomas (Lamas, 2002). Tais métodos
reduzem o nimero de mudas produzidas, além de
possibilitar a disseminagao de pragas e doengas, que
podem ser transmitidas entre plantios sucessivos. Sendo
assim, a cultura de tecidos tem sido sugerida como uma
alternativa para minimizar esse entrave.

O estabelecimento e a propagacdo in vitro de uma
espécie estdo submetidos aos mais diversos fatores. Entre
0s mais importantes citam-se os nutrientes minerais e
reguladores de crescimento que compdem o meio de
cultura que, em combinagdo com outros fatores, como o
estado fisico, proporcionam a propagacao efetiva de cada
espécie (Pereira; Fortes, 2003).

Na producdo in vitro de mudas de espécies que
sdo propagadas vegetativamente, recomenda-se o
desenvolvimento de meio de cultura apropriado para cada
espécie em questdo (Sridhar; Aswath, 2014). Este meio
de cultura deve conter compostos de forma balanceada
para favorecer a morfogénese e a producdo de mudas
vigorosas (Yildiz, 2012; Ahmadian et al., 2013).

A concentragdo salina é um importante fator,
tendo em vista que aquela geralmente utilizada do meio
de cultura MS é 100%, ndo sendo na maioria das vezes a
ideal nos protocolos de micropropagagao. Como relatado
por Islam, Kloppstech e Jacobsen (2004), a concentragdo
de 75% foi mais efetiva na indugdo de brotagdes in vitro
em curcuma, do que o tratamento com 100%. Sendo
assim, a concentrag¢do dos macro e micronutrientes deve
ser pesquisada visando a padronizacdo dos protocolos
tendo em vista que uma nutricdo inadequada pode
causar dificuldades no desenvolvimento das mudas in
vitro (Sridhar; Aswath, 2014).

No cultivo in vitro, protocolos com diversas
formulagBes e diferentes concentracdes e/ou
combinacdes de reguladores de crescimento tém sido

utilizados nos meios de cultura, visando adequa-los
as necessidades de cada espécie vegetal, entretanto,
para bastdo-do-imperador existem alguns registros
(Rescarolli; zaffari, 2009; Colombo et al., 2010;
Abdelmageed et al., 2011; Karim; Munir, 2011; Oliveira
et al., 2012; Yunus et al., 2012; Dias; Pasqual; Carvalho,
2013; Dias et al., 2014).

A terceira etapa da micropropagacdo consiste na
fase de alongamento onde as brotagdes sdo induzidas
ao enraizamento e crescimento. Para muitas espécies, a
rizogénese é promovida com auxilio de horménios e/ou
reguladores de crescimento. Dentre estes, as auxinas tém
se mostrado eficientes para a otimizagdao na formacao de
raizes adventicias, sendo o efeito maior de promover o
desenvolvimento das mesmas, através do crescimento
das células recém-formadas nos meristemas (Hartmann
et al., 2002).

Considerando a crescente importancia dessa
espécie e as vantagens das técnicas aplicadas ao cultivo
in vitro, torna-se necessaria a realizacdo de estudos
gue avaliem essas técnicas, na producdo de mudas de
bastdao-do-imperador cv. Porcelana com alta qualidade
fitossanitaria e genética, em larga escala.

O presente trabalho teve como objetivo avaliar o
efeito das concentragGes dos nutrientes que compdem
o meio de cultura MS combinado com trés auxinas
na fase de enraizamento e alongamento de mudas
micropropagadas in vitro do bastdao-do-imperador
(Etlingera elatior) cv. Porcelana.

MATERIAL E METODOS

O trabalho foi realizado no Laboratdrio de Cultura
de Tecidos Vegetais da Embrapa Agroindustria Tropical
(CNPAT), em Fortaleza, Ceara.

Foram utilizados como explantes, brotagdes
multiplicadas durante quatro subcultivos sucessivos,
de 30 dias cada, em meio de cultura MS (Murashige;
Skoog, 1962) contendo 2,5 mgL?! de BAP (Dias et al.,
2013). As culturas foram inicialmente estabelecidas in
vitro, a partir da cultura de dpices caulinares de bastdo-
do-imperador [Etlingera elatior (Jack) R. M. Smith] cv.
Porcelana. As brotagbes, com aproximadamente 2,0 cm
de parte aérea e 2 folhas, foram inoculadas em frascos



de vidro transparente, com capacidade de 220 mL, em
camara de fluxo laminar, sob condi¢Ges assépticas.

No ensaio, avaliou-se o efeito de quatro
concentragdes percentuais de todos componentes do
meio de cultura MS suplementado com trés auxinas
diferentes: acido indolilacético (AlA), acido indolbutirico
(AIB) e acido naftalenoacético (ANA).

Em cada frasco foram distribuidos 30 mL de meio
de cultura MS, contendo 30 g/L de sacarose e 5,5 g/L de
agar, tendo pH ajustado para 5,8 antes da autoclavagem,
realizada a 121 °C, por 15 minutos. Foram inoculados trés
explantes por frasco. As culturas foram mantidas em sala
de crescimento com temperatura de 24 + 1 °C, fotoperiodo
de 12 horas de luz e intensidade luminosa de 30 pmol
m2s? durante 60 dias.

O delineamento experimental utilizado foi o
inteiramente casualizado, em arranjo fatorial 4 x3 + 1,
considerando quatro concentragdes percentuais do meio
(25; 50; 75 e 100%), trés auxinas (AlA; AlIB e ANA) na dose
de 0,1 mgL?*(Silva Junior et al., 2015) e o controle que
foi o meio de cultura MS na concentra¢dao normal sem a
adicdo de regulador de crescimento, em cinco repetigdes.
Cada unidade experimental foi constituida por um frasco
contendo trés explantes, totalizando 15 explantes por
tratamento.

As avaliacOes ocorreram aos 60 dias apds a
inoculagdo das culturas in vitro, registrando-se a altura
das brotagdes em (cm), que foi medida com uma régua,
da base da brotagdo até a inser¢do da folha mais nova;
numero de folhas e de raizes por brotagdo, comprimento
da maior raiz (cm); massas fresca e seca das partes aéreas
das brotac¢des obtidas por meio de balanga analitica de
precisdo. Para a massa seca, foram utilizados sacos de
papel, nos quais foram colocadas as brotagGes, que em
seguida foram mantidas em estufa, a temperatura de
60 °C por 72h. Os dados foram submetidos a andlise
de variancia e regressao, por meio do software SISVAR
(Ferreira, 2014).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A andlise de regressdo nao foi significativa para
os tratamentos controle e aqueles adicionados de 0,1
mgL? de ANA. Ja para aqueles suplementados com

0,1 mg L de AIA e AIB, em func¢do da concentragdo
do meio MS, foi obtido modelo polinomial quadratico,
para todas varidveis estudadas. Entre as auxinas, de
acordo com Sharma (2006), AIA e AIB sdo as geralmente
utilizadas para plantas herbaceas que sdo de facil
enraizamento, como o bastdo-do-imperador, enquanto
gue o ANA tem sido empregado especialmente em
espécies lenhosas, que sdo mais recalcitrantes a
formagdo de raizes.

Pela Figura 1 observa-se a altura dos brotos de
bastao-do-imperador cv. Porcelana, aos 60 dias de cultivo
in vitro, submetidos aos reguladores AIA e AIB, dentro dos
niveis das concentragdes do meio MS. Os maiores valores
para essa varidvel, de acordo com os dados estimados,
foram de 4,73 e 5,24 cm, nos tratamentos contendo AIB
e AlA, nas concentragdes de 61,75 e 65, 73% do meio MS,
respectivamente.
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Figura 1 — Curva resposta para altura das brotagdes de
bastdo-do-imperador (Etlingera elatior) cv. Porcelana em
fungdo das auxinas e das concentra¢des do meio MS, aos
60 dias de cultivo in vitro.

Em meio de cultura MS, contendo 100% da
concentracgdo de sais, sdo citadas altura das brotacGes
de bastdo-do-imperador desde 2,56 cm (Rescaolli;
Zafarri, 2009), 2,93 cm (Oliveira et al., 2012); 3,20 cm
(Abdelmageid et al., 2011) até 7,43 cm (Silva Junior
et al., 2015). No presente estudo neste mesmo meio,
para a cv. Procelana, as brota¢des apresentaram em
média, 2,31 cm e 3,01 cm, na presenca de AIA e AlB,
respectivamente.



Resultados semelhantes foram observados por
Ferrari et al. (2016), os autores obtiveram o mesmo
modelo estatistico deste estudo, verificando aumento
da parte aérea de circuma até 64,81% da concentragdo
do meio MS. Esse mesmo comportamento foi observado
para a espécie estudada, na concentragao de 65,73%
do meio, na presenca de 0,1 mg L de AIA. Ferrari et al.
(2016) constataram ainda que nas concentracGes mais
altas, isto é 75% e 100%, ocorreu uma reducdo da altura
das partes aéreas em aproximadamente 2,50 cm. No
presente estudo, a reduc¢do do tamanho das mudas foi
de 2,23 cm, na maior concentra¢dao do meio MS testada.

Concentragdes extremas de sais do meio de cultura
podem influenciar negativamente no desenvolvimento da
planta, possivelmente pela variagdo de pressao osmadtica
da solugdo, que afeta a absorg¢do dos nutrientes (Haber
et al.,, 2005).

Para variavel nimero de folhas (Figura 2),
o modelo matematico que mais se ajustou para as
diferentes concentracdes do meio MS foi o polinomial
quadratico (Figura 2a), sendo que os valores dentro de
cada concentragao 25, 50, 75 e 100%, segundo dados
estimados, foram de 2,54, 2,94, 2,89 e 2,21 folhas,
respectivamente.

Corroborando com esses resultados, Ferrari et al.
(2016), avaliando a micropropagagdo de circuma, obteve
o mesmo modelo matematico do presente estudo para
essa variavel, constatando que a concentrac¢do de 64,24%
do meio MS gerou o maior nimero de folhas. Para a
espécie estudada, o valor maximo observado para essa
variavel foi de 3,1 folhas, no meio com 62,25%.

Na Figura 2b pode-se observar que a maior
guantidade de folhas emitidas por brotagao, 3,14,
ocorreu no tratamento controle, ou seja, sem adi¢do de
auxina. Ja em relagdo ao numero de folhas por brotagdo,
nos tratamentos contendo a concentragdo salina
normalmente usada do meio MS, foi de 2,2 cm. Valores
um pouco maiores foram registrados por Abdelmageed et
al. (2011) e Yunus et al. (2013), 3,00; 3,30 e 3,15 folhas por
brotacdo, no meio MS contendo 100% da concentragdo
salina.

Houve interagdo significativa entre os percentuais
do meio e tipo de auxinas para nimero e comprimento
de raizes emitido por explante. Para o nimero de raizes,

os melhores resultados foram estimados, 6,82 e 6,31
por brotacdo, para as concentracées do meio MS de
62,96 e 63,98%, para os tratamentos contendo AIA e AIB,
respectivamente (Figura 3).
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Figura 2 — Curva resposta para numero de folhas por
brotacdo de bastdo-do-imperador cv. Porcelana, em
relacdo a concentracdo do meio MS (A). Numero de
folhas emitidas por brotacdo em relacdo as diferentes
auxinas (B).

Numero de folhas

Em relagcdo ao comprimento da maior raiz,
os valores observados foram de 7,22 e 7,29 cm nas
concentragdes sdo de 63,70 e 65,87% do meio para os
respectivos tratamentos AIA e AIB (Figura 4).

Oliveira et al. (2012) registraram o maior nimero
(4 raizes por brotagdo) e comprimento (2,0 cm) médios
de raizes, em mudas da cv. Red Torch cultivadas in vitro
no meio MS, contendo 100% da concentragao salina e
suplementado com 1,0 mg/L de BAP + 2,0 mg/L de ANA.
Entretanto no mesmo meio de cultura, sem a adicdo de



fitorreguladores, para o nimero de raizes séo mencionados
valores desde 1,00 (Abdelmageed et al., 2011), 5,45 (Silva
Junior et al., 2015), 6,83 (Rescarolli; Zaffari, 2009), 8,44
(Yunus et al., 2012) e para comprimento das raizes, desde
2,94 cm (Yunus et al., 2012), 3,00 cm (Abdelmageed et
al., 2011), 3,84 cm (Silva Junior et al., 2015) até 4,07 cm
(Rescarolli; Zaffari, 2009).
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Figura 3 — Curva resposta para numero de raizes por
brotagdo de bastdo-do-imperador (Etlingera elatior) cv.
Porcelana em fungdo das auxinas e das concentragGes do
meio MS, aos 60 dias de cultivo in vitro.
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Figura 4 — Curvas resposta para comprimento da maior
raiz de brotacdes de bastdo-do-imperador (Etlingera
elatior) cv. Porcelana em fungdo das auxinas AIA e AIB
em relagdo as concentragdes do meio MS, aos 60 dias de
cultivo in vitro.

Uma das explicagdes para o aumento do nimero
de raizes com a reducdo da concentracgdo salina do meio

MS pode estar associada a variagdo na quantidade de N,
pois 0 aumento da concentracdo deste nutriente favorece
o crescimento da parte aérea em detrimento das raizes
(Huimei et al., 2007).

Em E. coccinea, uma espécie nativa de bastdo da
ilha de Bornéu, os maiores valores tanto para o numero
(7,5) quanto comprimento (3,5 cm) das raizes foram
registrados no meio MS contendo 0,2 mg L* de AIB
(Jualang et al., 2015). Os autores também relatam que
no meio sem auxina, ndo houve o crescimento das raizes.
No presente estudo, o meio MS sem regulador nao foi
significativo.

No caso da curcuma, o maior comprimento da
raiz foi obtido na concentragdo de 48,59% do meio
MS, entretanto com o aumento para 100%, as mudas
apresentaram reducdo de tamanho de 2,0 cm (Ferrari et
al., 2016). Valores semelhantes foram registrados para o
bastdo-do-imperador, no meio contendo AIB, a redugdo
no comprimento das raizes foi de 2,3 cm.

No presente trabalho, a utilizacdo de ANA nao foi
significativa, enquanto que AIA e AIB proporcionaram
maior nimero e comprimento de raizes, respectivamente.
Os resultados estdo de acordo com os obtidos por
Kambaska e Santilata (2009) que relataram que o
enraizamento de Zingiber officinale (gengibre) dificilmente
é induzido em meio sem auxina.

Com relagao as auxinas, resultados similares foram
observados por Silva Junior et al. (2015), utilizando 100%
do meio MS o autor obteve a formagdo de 7,95 raizes,
com comprimento de 8,93 cm no tratamento desprovido
de ANA.

Em algumas espécies da familia Zingiberaceae,
o AIB foi o indutor de raiz mais efetivo comparado com
outras auxinas (Giri; Tamta, 2011; Asha et al., 2012; Bimal;
Rani; Priyadarshini, 2014). Em contraste, a adigdo de AIA
no meio favoreceu a formagdo de raizes em Etlingera
elatior (Abdelmageed et al., 2011), j3 o ANA, para
Zingiber officinale (Abbas et al., 2011), Curcuma aromatica
(Sharmin et al., 2013) e Hedychium coronarium (Verma;
Bansal, 2014).

A diferenga em resposta a indugdo de raizes pode
ser explicado pelas interagGes complexas entre os niveis
enddgenos e exégenos de hormdnios durante o cultivo
in vitro (Ditengou et al., 2008).



Vale ressaltar que neste trabalho, os melhores
valores para o comprimento da maior raiz foram atingidos
no meio de cultura contendo um pouco a mais que
a metade da concentragdo salina e com a adigdo do
regulador AIB (Figura 4).

Ferrarietal. (2016) relatam que altas concentragdes
salinas podem promover danos severos para o sistema
radicular. Isto parece ébvio umavez que a raiz é responsavel
pela absorgdo dos ions (macro e micronutrientes) em
guantidades ideais (Khenifi; Boudjeniba; Kameli, 2011).
0O mesmo se aplica para o cultivo in vitro. Ferrari et al.
(2016) constataram que o aumento da concentragdo
salina do meio MS comprometeu o nimero de brotos e
folhas, em circuma.

Para as massas fresca (Figura 5) e seca (Figura
6) das partes aéreas das brotagdes, observa-se que
houve interagdo significativa entre os percentuais do
meio e as auxinas seguindo o modelo matematico
polinomial quadratico e que as melhores respostas
para essas varidveis foram obtidas no meio com
62 e 60% da concentragdao combinados com o
regulador AIA, promovendo um peso de 1,40 e 0,07g,
respectivamente. Os valores obtidos nessas variaveis
para o regulador AIB foram de 0,99 e 0,06g nos
percentuais de 55 e 52% da concentragdo do meio
MS, respectivamente.
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Figura 5— Curva resposta para massa fresca da parte aérea
das brotagGes do bastdo-do-imperador (Etlingera elatior)
cv. Porcelana em fungdo das concentragdes do meio MS
aos 60 dias de cultivo in vitro.
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Figura 6 — Curva resposta para massa seca da parte aérea
das brotagGes do bastdo-do-imperador (Etlingera elatior)

cv. Porcelana em fungdo das concentragdes do meio MS
aos 60 dias de cultivo in vitro.

Ferrari et al. (2016) observaram comportamento
linear crescente para massa seca da parte aérea de
curcuma e relatam que quanto maior a concentragdo do
meio de cultura maior os ganhos para essa caracteristica.
E importante ressaltar que o meio MS possui alta
concentragdo de sais e nutrientes em sua composicao,
comparado a outros meios de cultura, necessitando
muitas vezes de modificagdes para suprir as necessidades
ideais de cada espécie (Santos-Serejo et al., 2006).

Foi constatado comportamento polinomial
crescente até a concentragao de 60 a 70% do meio MS e
apos esse intervalo, houve um decréscimo na regressao
em todas as varidveis avaliadas neste modelo estatistico,
evidenciando que a espécie utilizada responde bem a
concentragGes menores dos nutrientes que compde o
meio MS.

CONCLUSOES

A concentragdo de sais do meio de cultura MS
deve variar de 60 a 70% para a reduc¢do dos custos de
produgdo comercial de na fase de alongamento das mudas
micropropagadas de bastdo-do-imperador cv. Porcelana.

O meio de cultura MS com aproximadamente
62,25% da concentragdo e sem adicdo de regulador
promove um maior niumero de folhas por brotagao.



Aadig¢do da auxina AlIA na dose de 0,1mgL ! ao meio
dentro da faixa de 60 a 70% da concentragdo promove
maior altura dos brotos, nimero de raizes, massas fresca
e seca das partes aéreas das brotacGes desta espécie.

O meio MS com 65,87% de concentragdo e 0,1 mg L*
de AIB promoveu o maior comprimento das raizes.
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