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CAPITULO |

1 RESUMO GERAL

O bastdo do imperador (Etlingera elatior (Jack) R.M. Smith) é uma planta tropical herbacea,
rizomatosa e perene, que possui inflorescéncias belas e vistosas em diferentes tonalidades,
possuindo um grande apelo ornamental. A criagdo de novas cultivares de bastdo do imperador
necessita de cruzamentos intervarietais, pela formacao de frutos e sementes viaveis, os quais sao
raros nessa sp. Um outro problema consideravel para o seu cultivo esta na producdo de mudas,
que quando feita convencionalmente por divisdo de touceiras, acarreta elevados custos e
problemas fitossanitarios. Este trabalho objetivou avaliar a viabilidade dos graos de poélen de
inflorescéncias dos cultivares Red Torch, Pink Torch e Porcelana para a utilizagdo em futuros
cruzamentos intervarietais e avaliar o potencial micropropagativo do bastdo do imperador. A
viabilidade de graos de pdlen de inflorescéncias curtas, médias, e longas e em flores abertas e
fechadas foi medida, corando-se os graos com uma solu¢do de lugol e visualizado-os em
microscopio estereoscopico. Para o desenvolvimento de um protocolo para a micropropagacao
dessa espécie, testaram-se os efeitos da adicdo de 6-benzilaminopurina isolada em diferentes
concentragdes (1, 2 e 3 mg.L™") na germinagdo de embrides e micropropagacdo de explantes in
vitro, ou combinada com cinetina e acido naftaleno acético na multiplicagdo in vitro dos
explantes. A percentagem de graos de pdlen corados ficou acima de 99%, indicando que estes,
independente do tipo de flor, do comprimento da haste da inflorescéncia ¢ do cultivar,
apresentam alta viabilidade polinica. Plantas oriundas de sementes produziram a maior média no
nimero de brotos (7,86/més) em meio de cultura Murashige e Skoog (MS) enriquecido com 3
mg.L"' BAP. Na auséncia de fitorméonios os explantes apresentaram maior comprimento médio
das brotagdes, maior quantidade e comprimento das raizes. A aclimatagdo dos explantes em casa
de vegetacdo apresentou taxa de pegamento superior a 80%, e aos 60 dias estavam prontas para

serem transferidas para o campo.

Palavras-chave: cultura de tecidos, zingiberaceae, flores tropicais.
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2 GENERAL ABSTRACT

The Etlingera elatior is a tropical perennial and rhizomatous herbaceous plant that possesses
beautiful flowers with different colors and a great ornamental appeal. To produce new cultivars it
is necessary crossings between existing varieties which are rare for this species. Among the
difficulties found to grow Etingera elatior is the acquisition of quality seedlings with appropriate
sanitary standards to supply the demand of the producers. Another considerable problem is the
seedlings production that, usually made by bunch division, brings high costs and disease
problems. This work aimed to evaluate the viability of the pollen grains in flowers of the Red
Torch, Pink Torch and Porcelain cultivars to be used in a future breeding program to create new
commercial types of the Etlingera elatior, and developing a protocol for multiplication in vitro of
Etlingera elatior cv. Red Torch. Therefore, it was carried out an study to check the viability of
the pollen grains in open and closed flowers of small, medium and tall stick flowers. The pollen
grains were stained in a lugol solution and observed on a stereoscopic microscope. The
micropropagation potential was evaluated by testing the effects of 6-benzilaminopurine alone in
different concentrations (1, 2 e 3 mg.L™") the germination of zygotic embryos and the
micropropagation of the explants from in vitro germinated seeds, or combined to kinetin or
naphtalenacetic acid in the in vitro multiplication of the explants. The percentage of stained
pollen grains above 99%, showed that no effect of the cultivars, size of the sticks flowers or
aperture of the flowers was observed, indicating that pollen viability is not the cause of the low
fruit formation in this species. The largest number of sprouts (7,86) was obtained in a MS
medium culture enriched with 3 mg.L™' BAP. In the absence of hormones the explants showed
the highest sprouts length, roots number and length. The acclimatization of the explantes at a
glasshouse presented a satisfactory rate (>80%) of plant set, and after 60 days they were ready to

be transported to the field.

Index terms: tissue culture, Zingiberaceae, tropical flowers
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3 INTRODUCAO GERAL

A floricultura, em seu sentido amplo, abrange o cultivo de flores e plantas ornamentais
para os mais variados fins e formas de apresentacao, incluindo desde o cultivo de flores e folhas
para o corte até a producdo de sementes, bulbos e mudas arboéreas de grande porte destinadas a
recomposi¢cdo ambiental e paisagismo (COSTA & CAIXETA FILHO, 2002).

As plantas tropicais e exoticas constituem uma das maiores riquezas da nossa flora.
Exuberantes, coloridas, com formas inusitadas, elas sdo apreciadas nos mercados nacional e
internacional também por sua durabilidade e pela capacidade de, mesmo sozinhas, gerar
composig¢des surpreendentes (CASTRO, 2006).

O mercado mundial de flores e plantas ornamentais esta hoje em plena ascensao, no Brasil
e no mundo, por destacar-se como um agronegocio gerador de renda, fixador de mao-de-obra no
campo e adequado como cultura alternativa para pequenos produtores (LINS & COELHO, 2004).

Alguns paises desenvolvidos, apesar de apresentarem elevado consumo per capita,
possuem limitagdes para o cultivo de flores tropicais, devido as condi¢des climaticas
desfavoraveis ou limitacao territorial. Tais, fatores estimulam a produgdo destas flores no Brasil,
especialmente nas regides Norte e Nordeste (LOGES et al., 2005).

O Nordeste brasileiro possui notdérias vantagens comparativas para especializar-se, cada
vez mais, na produgdo de flores, tais como: proximidade dos mercados europeu e americano,
micro-climas privilegiados, grande disponibilidade de terra, dgua, energia e mao-de-obra. No
tocante as tecnologias agronomicas, o Nordeste possui ainda infra-estrutura rodoviaria e portuaria
e canais de distribuicdo, resultando em custo de producdo que possibilita a regido competir com
vantagens no mercado mundial (CASTRO et al., 2005; COSTA & CAIXETA FILHO, 2002).

O Estado de Alagoas, com sua vocacdo agricola apresenta grande potencial para a
floricultura tropical. Apesar do mercado alagoano de flores ter crescido nos ultimos anos, ainda
existem alguns entraves na produgdo: inexisténcia de um mercado atacadista; escoamento da
producdo; auséncia de uma pesquisa de mercado; falta de apoio de pesquisas nos assuntos
relativos a pragas e doencas, mudas qualificadas, inducdo floral entre outros
(http://www.sebrae.com.br).

No presente trabalho deu-se importancia ao estudo de Etlingera elatior (Jack) R.M.

Smith, denominada bastdo do imperador, que apresenta vistosas inflorescéncias de grande
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durabilidade e apelo comercial nas cores vermelha, branca, rosa entre outras. E uma planta
originaria da Malasia e vem sendo cultivada ha muitos anos principalmente na regido da Mata
umida do Nordeste, com destaque para os estados de Pernambuco e Alagoas que ja exportam
suas flores para outros paises e estados brasileiros (BEZERRA & LOGES, 2005).

Observagoes feitas por produtores em campo dao conta de uma baixissima produgdo de
frutos e sementes nessa espécie. Acredita-se que a inexisténcia de frutos nas inflorescéncias de
bastdo do imperador seja devido a inviabilidade dos graos de pdlen. O éxito em qualquer
programa de melhoramento vegetal e a criagdo de novas cultivares passa, necessariamente, pela
capacidade de se produzir cruzamentos entre plantas relacionadas e compativeis que originem
sementes com embrides vidveis para a formagdo de novas plantas. Em um mercado avido por
novos produtos como a floricultura, a descoberta de caminhos para destravar a criagdo de novas
cultivares ¢ tarefa 4ardua e inclui estudos minuciosos de biologia floral das espécies com
dificuldade de propagagdo sexuada como ¢ o caso de Etlingera elatior (TOMBOLATO, 2001).

As mudas de bastdo do imperador, normalmente, sdo obtidas vegetativamente, pelo
processo de divisdo de touceiras ou por seccionamento de rizomas (LAMAS, 2002).
Convencionalmente, os produtores propagam suas proprias mudas. Porém, esta pratica acarreta
varios problemas fitossanitarios, dentre eles a disseminagdo de agentes causais de doengas a cada
ciclo da cultura, que sdo transmitidas entre plantios sucessivos.

Para estes casos, onde existe um risco elevado de se multiplicar doengas por propagulos
contaminados, tem sido sugerida a utilizacdo da técnica de micropropagacdo de plantas. Esta
tecnologia tem sido comercialmente utilizada para se propagar de forma rapida uma determinada
planta ou gendtipo, que apresente caracteristicas agrondmicas desejaveis além de recuperar
plantas livres de pragas e doengas (WILLADINO & CAMARA, 2006). Além disso, outras
espécies da familia Zingiberaceae (a mesma do bastdo do imperador) t€ém sido beneficiadas com
a micropropagacao, permitindo a superacdo de barreiras genéticas a germinacao de sementes (HU
& FERREIRA, 1998; MELLO et al., 2000). Todavia, para a espécie Etlingera elatior ndo ha, na
literatura corrente, um protocolo estabelecido que permita a sua micropropaga¢do comercial.

Considerando a importancia desta espécie para os produtores de flores tropicais do estado
de Alagoas, este trabalho teve como objetivo geral estudar a viabilidade dos graos de pdélen em
inflorescéncias de trés cultivares de bastdo do Imperador (Red Torch, Pink Torch e Porcelana),

para contribuir em futuros programas de melhoramento, e o desenvolvimento de um protocolo de
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micropropagagdo de Etlingera elatior para a produ¢ao de mudas de alta qualidade genética e

livres de pragas e doengas.
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4 REVISAO DA LITERATURA

4.1 HISTORICO

Originarias da Malasia, muitas espécies do género Etlingera elatior (Jack) R.M. Smith
foram coletadas em Sabah, regido oeste daquele pais. Por conta de varios obstaculos como o
dificil acesso, intensidade das chuvas e hostilidade de grupos étnicos que eram conhecidos como
cacadores de cabegas, ndo foram realizadas muitas coletas botanicas na regido até 1930
(BEZERRA & LOGES, 2005).

O bastdo do imperador teve durante alguns anos uma taxonomia complicada e confusa,
recebendo algumas designagdes genéricas como: Alpinia, Phaeomonia, Nicolaia e Elattaria.
Mas, em 1980, Rosemary Margaret Smith do Royal Botanic Gardens of Edinburgh determinou
que esta planta pertence ao género Etlingera. Este género foi primeiramente descrito em 1792 por
Paul Dietrich Giseke. Desde entdo Axel Dalberg Poulsen do National Herbarium da Holanda, tem
estudado este género e cita que existem mais de 70 espécies e muitas delas, espalhadas da india

as Ilhas do Pacifico, ainda ndo estdo descritas (KILLERPLANTS, 2003).

4.2 CLASSIFICACAO BOTANICA E DESCRICAO

Etlingera elatior (Jack) R.M. Smith, denominada bastdo do imperador, flor da redengéo,
gengibre de tocha ou flor de cera, pertence a familia Zingiberaceae (LAMAS, 2002).

O género Etlingera inclui varias espécies, geralmente com inflorescéncias belas e vistosas
em diferentes tonalidades, variando do vermelho escuro ao branco, como na variedade Branca do
Sabah que ¢ quase totalmente branca. Ha outras espécies de formato diferenciado que se
assemelha a uma tulipa nas cores vermelha, indo até ao chocolate escuro (quase negro), cuja
folhagem ¢ diferenciada com uma coloracdo bronze, podendo chegar ao chocolate (LAMAS,
2005).

A espécie Etlingera elatior é uma planta herbacea, rizomatosa, ereta, entouceirada,
robusta, florifera e perene, que pode atingir de 3 a 6m de altura, cujas folhas estdo dispostas em

espiral (LAMAS, 2002), sendo as hastes foliares frondosas e sempre verdes (KILLERPLANTS,
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2003). Cultivada isoladamente, em grupos ou renques, sendo adaptada em locais umidos, e solos
férteis. Espécie muito sensivel ao frio, sendo indicada para os tropicos (LORENZI & SOUZA,
2001). Nas condicdes do Nordeste brasileiro sdo langadas inflorescéncias durante todo o ano,

embora o pico de floracdo ocorra nos meses mais quentes (LAMAS, 2002).

4.3 INFLORESCENCIA

As inflorescéncias tém a aparéncia de uma tocha ou bastdo, por esta razao a denominagao
de gengibre de tocha ou bastdo do imperador. As inflorescéncias grandes sdo sustentadas por
hastes grossas, de cerca de 1,0-1,5 cm de didmetro, de forma conica-piramidal, com escamas
verdes e cerosas, com flores também vermelhas com labio amarelo ¢ bracteas de cores variadas
(LORENZI & SOUZA, 2001) (Figura 1 A, B e C). As flores individuais surgem entre as

escamas, acima das bracteas cerosas (Figura 1 D).

Figura 1. A - Inflorescéncia de bastdo do imperador, B — Corte longitudinal de uma
inflorescéncia; C — Inflorescéncia fechada e em processo de abertura; D — Flores protegidas pelas

€scamas.
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As flores sao zigomorfas ou bilaterais, envoltas por escamas (bracteas modificadas)
possuindo uma pétala diferenciada. O ovario € infero, tricarpelar ou trilocular, sendo que algumas

flores possuem ovario atrofiado. (SCHULTZ, 1968).

44 FRUTO

Os raros frutos do bastdo do imperador sdo, na verdade pseudofrutos, sincarpicos,
indeiscentes, provenientes de ovarios inferos. Os receptaculos tém grande desenvolvimento, mas
os pericarpos sao secos. Cada fruto possui varios 16culos dispostos em dois ou mais camadas

(VIDAL, 1995).

Figura 2. Frutos de bastdo do imperador cv. Red Torch.

4.5 GRAOS DE POLEN

O grao de polen, de uma forma geral, ¢ definido como micrésporo maduro produzido nas
anteras ou ainda, como a célula reprodutiva masculina que contém a metade do numero de
cromossomos da espécie, capaz de fertilizar a oosfera, dando origem ao zigoto. (BOREN &
VIEIRA, 2005). As anteras sdo expansoes dilatadas do estame, constituidas por duas tecas, cada
uma com dois sacos polinicos longitudinais ou microsporangios, onde sdo produzidos os graos de

pélen (MARCOS FILHO, 2005).
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O grdo de pdlen maduro encontra-se rodeado por uma fina camada de celulose, a intina, e
por fora desta hda uma outra camada, a exina, composta principalmente de esporopolenina,
substancia que confere grande resisténcia ao grao de pélen (BELTRATI, 1994).

Na superficie do grao de pdélen podem ocorrer areas delimitadas em que a exina encontra-
se delgada ou entdo ausente. Através dessas aberturas emerge o tubo polinico, no momento da
germinacdo (BELTRATI, 1994).

Os graos de polen contém proteinas, lipidios, aminoéacidos livres, vitaminas e pequenas
quantidades de auxinas e giberelinas; estes dois fitormonios estimulam o desenvolvimento das
paredes do ovario e a formacao do fruto. Em funcao de sua grande diversidade morfoldgica, os
graos de polen tém grande importancia para fins taxondmicos e investigagdes paleontoldgicas,
pois sdo encontrados em perfeitas condigdes de conservagdo nas diversas camadas geoldgicas,
devido a natureza das substancias da exina (MARCOS FILHO, 2005).

O estudo da viabilidade do grao de polen ¢ de primordial importancia em trabalhos de
melhoramento genético, podendo também ser utilizado para diagnosticar fatores envolvidos na
formacao de flores e embrides. A relagdo entre o polen e o estigma depende da viabilidade dos
graos, da receptividade estigmatica e das alteracdes genéticas entre as partes (BUENO &
CAVALCANTE, 2001).

A viabilidade dos graos de polen pode ser alterada com a variacdo da umidade e
temperatura do ambiente. Também varia de acordo com a espécie, a exemplo de algumas
gramineas que podem apresentar viabilidade de minutos ou horas, enquanto que graos de poélen
de outras espécies podem permanecer viaveis por varios anos se armazenados adequadamente
(BUENO & CAVALCANTE, 2001). Para estudo da viabilidade do grao de pélen em diversas
culturas tem sido utilizado o método de coloracdo com corantes, tais como lugol e solucdo de

Alexander.

4.6 ASPECTOS ECONOMICOS E DE CULTIVO

Devido a beleza de sua inflorescéncia, o bastdo do imperador tem sido comercializado
como flor de corte, com grande aceitagdo tanto no mercado nacional como internacional, e para

utilizacdo na ornamentagdo de jardins, pragas e bosques (CASTRO, 1998). As flores e brotos,
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também sdo comestiveis e fazem parte da culinéria de diversos paises asiaticos, onde sdo fatiados
finamente e somados a varios pratos, dando um sabor picante pungente, diferente do gengibre
comercial (LAMAS, 2005).

A demanda interna e externa pelo bastdo do imperador, como flor de corte, tem sido
crescente e a cada dia se sedimenta no mercado internacional em fun¢do do aumento da area de
producao nos paises da América Central e da América do Sul, proporcionando uma maior oferta
do produto e sua maior divulgagao (CASTRO, 1995).

O mercado mundial de flores vem apresentando crescimento desde a década de 90,
tornando-se um dos grandes segmentos econdmicos do agronegédcio. O comércio internacional de
plantas ornamentais alcanca um valor aproximado de trés bilhdes de dodlares anuais, dos quais,
considerdvel parcela se deve a comercializacdo de espécies de origem tropical (LOGES et al.,
2003).

Os principais mercados produtores estdo localizados nos seguintes paises: Filipinas,
Tailandia, Jamaica, Havai, Costa Rica e Equador, salientando que nos dois primeiros, o bastdo do
imperador ¢ também considerado hortaliga e usado na alimentagdo humana (LAMAS, 2002)

Os principais mercados importadores sao: América do Norte (Estados Unidos, Canada),
Europa (Holanda, Alemanha, Dinamarca, Bélgica, Franca) e Japao (LAMAS, 2002).

A floricultura tropical em Alagoas teve um crescimento da ordem de 520%, nos ultimos
10 anos e atualmente ¢ desenvolvida por 97 familias em 25 municipios, em uma area total de 156
hectares (CASTRO et al., 2005).

Conforme levantamento realizado em 2006 pelo SEBRAE-AL, cerca de 30% dos
produtores de Alagoas fazem parte de alguma cooperativa e 90% fazem parte de alguma
associagdo. Destes, apenas 53% comercializam por meio de associacdo. A AFLORAL
(Associagdo dos produtores de flores e plantas ornamentais e tropicais de Alagoas) ¢ a principal
entidade que agrega floricultores no Estado. Ela foi fundada em 1996 e atualmente conta com 40
associados e produz, anualmente, cerca de 90 mil hastes de flores (http://www.sebrae.com.br).

Em relacdo ao mercado externo, a AFLORAL remete cerca de 450 quilos/semana de
flores para Londres, e ja iniciou conversagdes para consolidar contratos de exportacdo para
Portugal, Holanda, Italia e Grécia (http://www.investimentosalagoas.al.gov.br).

A potencialidade natural da zona da mata alagoana para o cultivo de flores tropicais e o

apoio governamental, abre a perspectiva do crescimento dessa atividade no estado, oferecendo
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mais uma alternativa de agronegodcio na regido de tradicional monocultura de cana-de-actcar
(CASTRO et al., 2005).

Em Alagoas, as condigdes do clima permitem o cultivo durante todo o ano sem a
necessidade de investimentos em insumos muito onerosos, resultando em custos de produgdo que
possibilitam a regido competir, com vantagens no mercado mundial. Na zona da mata alagoana
os municipios que cultivam flores tropicais sdo de clima quente e umido, com precipitagao
pluvial anual variando de 1.600 a 1.800 mm. A umidade relativa varia de 70 a 95% e a
temperatura média anual ¢ de 24 °C. Estas condicdes favorecem a floricultura tropical permitindo
o cultivo durante o ano todo, utilizando-se a irrigagdo nos meses de menor precipitagdo
(CASTRO et al., 2005).

A qualidade das hastes florais depende diretamente dos tratos culturais recebidos em
campo e, sobretudo, da colheita e dos tratos recebidos pelas inflorescéncias na pds-colheita.
Recomenda-se que as inflorescéncias sejam colhidas nos horarios de temperaturas mais amenas ¢
o transporte do campo para o galpao de beneficiamento deve ser rapido, para evitar a
desidratacdo das hastes. Em seguida, as hastes sdo submetidas a lavagem em agua corrente e,
apos secar, embaladas (LOGES et al., 2005).

O bastao do imperador tem sido cultivado como flor de corte, mas ¢ explorado também no
paisagismo. As inflorescéncias sdo coOnicas, formadas em hastes que surgem diretamente dos
rizomas e podem atingir até 2 m de altura. As hastes vegetativas apresentam folhagens grandes e
vistosas, com coloragdo que varia de verde a marrom-avermelhada, com porte de 3 a 6 m de
altura (BEZERRA & LOGES, 2005).

O bastdo pode ser cultivado a sol pleno ou em areas pouco sombreadas. Contudo, sdo
plantas exigentes em temperatura elevada e constante para estimular o florescimento. Nessas
condigdes, as plantas crescem vigorosamente ¢ formam touceiras com muita rapidez. Depois do
plantio da muda, o bastdo do imperador ira florescer em cerca de um ano ¢ meio a dois anos
(LAMAS, 2002). A planta tem boa adaptagdo a solos imidos e ricos em matéria organica. O
espacamento de plantio entre as mudas deve ser no minimo de 2,50 m entre fileiras ¢ 1,50 m
entre plantas, uma vez que formam touceiras enormes tanto em altura como em extensdo

(LAMAS, 2005).
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A cultivar Porcelana tem se mostrado muito resistente ao manuseio € possui uma
longevidade na pos-colheita de quinze a dezoito dias, além de ter uma produtividade excepcional
(LAMAS, 2005).

No Nordeste do Brasil, sdo cultivadas comercialmente quatro variedades de bastdo do
imperador: uma de inflorescéncia com bracteas vermelhas (cultivar Red Torch); duas de bracteas
rosadas (cultivares Pink Torch e Porcelana); e uma de bracteas rubras, em formato de tulipa
(Tulipa Negra) (LAMAS, 2005).

A oferta do produto atualmente se da durante todo o ano, mas o pico de oferta ocorre entre
os meses de novembro a fevereiro. Sabe-se, no entanto que nao existe ainda, no Brasil, um
padrdo unico de comercializagdo para flores tropicais de corte tropical. Os padrdes adotados sdao
adaptagdes de outras espécies. Estudos tém sido realizados visando aprimorar e/ou adequar
técnicas de colheita e pos-colheita para a obtencdo de um produto mais uniforme e competitivo
no setor da floricultura (LAMAS, 2002).

Para descrigao do estagio de desenvolvimento das inflorescéncias de bastdo do imperador
foi desenvolvida por Loges et al. (2003) uma escala de notas, sendo: 1 — surgimento da haste
floral; 2 — transformagao em botdo (cheio); 3 — botdo abrindo; 4 — botdo semi-aberto; 5 — ponto
de corte; 6 — abertura total. Esta escala permite identificar o ponto de colheita do bastdo do
imperador.

O Instituto Brasileiro de Floricultura (IBRAFLOR), juntamente com produtores, vem
desenvolvendo um padrdo de qualidade especifico para flores tropicais, porém ainda nao
concluido. Na auséncia deste, alguns produtores realizam sua propria padronizagdo baseada no
ponto de abertura das inflorescéncias, comprimento e didmetro da haste, aspectos fitossanitarios,
turgidez, coloracdo, durabilidade das inflorescéncias e outras exigéncias de mercado. Para o
bastdo do imperador tem se adotado o seguinte padrao de qualidade: Tipo A: inflorescéncia em
botdo grande ou com bracteas semi-abertas, auséncia de manchas ou desidratagdo nas bracteas,
haste com didmetro acima de 1 cm; Tipo B: bracteas totalmente expandidas, sinais leves de danos

mecanicos, haste com diametro inferior a 1 cm (LOGES et al., 2005).
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4.7 PROPAGACAO DE BASTAO DO IMPERADOR

O bastdo do imperador pode ser multiplicado tanto por meio de sementes como por
divisdo de rizomas. Essa espécie tem uma bem-sucedida relagdo de troca com seus agentes
polinizadores (beija-flores, morcegos, passaros, insetos) e dispersores de sementes (LAMAS,
2002).

O método de propagagdo por divisao de rizomas € o mais utilizado. Os rizomas sdo caules
especializados que crescem horizontalmente, tanto acima como abaixo da superficie do solo. Para
a propagagdo, recomenda-se uma por¢ao de rizoma medindo no minimo de 10 cm, constituida de
trés a cinco pseudocaules (cortados com 20 a 30 cm de comprimento), com gemas basais
associadas e livres de particulas de solo (LAMAS, 2002).

Antes de transplantar, os rizomas devem receber outros cuidados fitossanitarios, tais como
a aplicacao de inseticidas e fungicidas, que visam o controle de fungos, insetos e nematoides
(CASTRO, 2006).

Um método pratico para a propagacao consiste na colocacao do rizoma ja desinfestado em
sacos plasticos escuros, fechados e protegidos do sol, colocando-se papel umedecido no interior
da embalagem. Mantém-se por um periodo de duas a trés semanas, quando se inicia o
desenvolvimento das raizes. Quando estas ja se encontram bem expandidas, pode-se proceder o

plantio (CASTRO, 2006).

4.8 CULTURA DE TECIDOS

4.8.1 Historico

Segundo Gonzalez (1998) a cultura de tecidos ¢ um conjunto de técnicas que permitem o
cultivo de orgdos, tecidos, células e protoplastos em condi¢des assépticas, utilizando meios
nutritivos artificiais.

A cultura de tecidos de plantas pertence aos dominios da ciéncia da morfogénese. Esta
expressdo utilizada para designar a cultura in vitro de células, tecidos e 6rgdos de plantas. E uma

abordagem biotecnologica que permite o desenvolvimento de protocolos de laboratorio para
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regenerar plantas intactas e férteis e, desse modo, controlar o processo da morfogénese (GALLO
& CROCOMO, 1995).

A cultura de tecidos teve seu inicio no século XX, por volta de 1902, quando G.
Haberlandt iniciou experimentos, ao cultivar células isoladas de plantas, que segundo o principio
da totipoténcia celular, que ¢ a base tedrica sobre, as quais se sustentam todas as técnicas do
cultivo in vitro (GALLO & CROCOMO, 1995; GONZALEZ, 1998). No entanto, nenhum
sucesso foi obtido em seus experimentos, em virtude da falta de hormonios no meio de cultura,
compostos até entdo desconhecidos (TORRES et al., 1998). Provavelmente, ele ndo conhecia o
acido indol acético, descoberto por Salkowski, em 1885, o que poderia ter contribuido para um
ainda maior sucesso em seu pioneirismo. Entretanto, foi Haberlandt o primeiro botanico a
perceber a possibilidade de isolar essas células e, através de alteracdes na sua nutrigdo e nas
condig¢des ambientais, reconstituir as etapas de crescimento, desenvolvimento e diferenciagao que
ocorrem numa planta intacta (GALLO & CROCOMO, 1995).

Hannig em 1904, trabalhando com cruciferas foi quem cultivou, pela primeira vez
embrides imaturos in vitro. Ele observou a necessidade de suplementagdao do meio com sacarose
para germinacao dos embrides, bem como mostrou o efeito de diferentes fontes de nitrogénio
(TORRES et al., 1998).

A aplicagdo pratica da cultura de tecidos teve inicio quando Morel & Martin em 1952,
recuperaram plantas de D4lia livres de virus do mosaico, por meio da cultura de apices caulinares
(TORRES et al., 1998).

Murashige & Skoog (1962) observaram que, ao adicionar extrato de folhas de fumo ao
meio de cultura de calo, o crescimento deste tecido era de 4 a 5 vezes maior quando comparado
com o calo mantido em meio de White. Esse foi o ponto de partida para a elaboracdo do meio
MS, atualmente o mais utilizado em trabalhos de cultura de tecidos (TORRES et al., 1998).

A partir da década de 70, foram feitas inumeras outras descobertas, como: plantas livres
de viroses e virdides, microenxertia, hibridacdo somatica entre protoplastos e transformagao
genética de plantas (TORRES et al., 1998).

Com os avangos alcangados pela regeneracdo de plantas in vitro se desenvolveu toda uma
industria de micropropagacdo, que teve inicio nos paises desenvolvidos e atualmente vem se

expandindo pelo resto do mundo (GONZALEZ, 1998).
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4.8.2 Micropropagacéao de plantas

A propagagdo vegetativa in vitro é também denominada de micropropagagao, devido ao
tamanho dos propagulos utilizados (TORRES et al., 1998). Debergh & Read (1991), definiram a
micropropaga¢do de plantas como a propagacao fidedigna de um gendtipo selecionado usando
técnicas de cultivo in vitro. Gallo & Crocomo (1995), afirmam que a micropropagagdo € uma
cultura asséptica de meristemas e pontas apicais, gemas adventicias, axilares e laterais.

As técnicas de cultura de tecidos tém sido utilizadas em muitos paises para a obtencao de
material isento de doencas (GALLO & CROCOMO, 1995). Esta técnica vem prestando enorme
contribuicdo aos estudos de histologia, embriogénese, genética e melhoramento, bem como na
producdo de metabolitos secundarios e na obtencdo de plantas resistentes a fatores adversos do
ambiente e a pragas e doengas (TORRES et al., 1998).

Entre as inimeras vantagens da micropropagagao, destacam-se a manutengao do genotipo
e do fenotipo de hibridos, mutagdo ou variantes genéticas selecionadas, € o excelente estado
fitossanitario das plantas obtidas (TORRES & CALDAS, 1990). Além da grande importancia
pratica e potencial nas areas agricola, florestal, floricultura, horticultura, rapidez de produgao,
bem como na pesquisa basica. No cultivo de orquideas, por exemplo, leva-se cerca de dois anos
para a obten¢do de uma boa muda utilizando-se os métodos convencionais enquanto que, atraveés
do cultivo in vitro de meristemas, é possivel a producdo de centenas de mudas nesse mesmo
periodo de tempo (WILLADINO & CAMARA, 2006).

Segundo Hartmann et al. (1997), o sucesso da micropropagacdo esta inteiramente
relacionado com a divisdo das fases de desenvolvimento da cultura em estagios, sendo cada fase
representada por modificagdes no meio de cultura e controle das condigdes ambientais. Para a
maioria das espécies foram desenvolvidos quatro estdgios padrdes para o sistema de
micropropagacao: estabelecimento, multiplicacdo, formacgao de raizes e aclimatizagao.

Diversos explantes podem ser utilizados para iniciar a propagagdo in vitro de uma planta,
porém durante a escolha devem ser considerados aspectos relacionados com o nivel de
diferenciacdo dos tecidos e com a finalidade de micropropagacdo (GRATTAPAGLIA &
MACHADO, 1998).

A fase de multiplicagdo ¢ considerada a mais importante e longa no processo de

micropropaga¢do (GRATTAPAGLIA & MACHADO, 1998). De acordo com Pérez (1998), o
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objetivo da multiplicacdo ¢ a produgdo de um maior nimero possivel de propagulos a partir dos
explantes estabelecidos in vitro.

A etapa de enraizamento caracteriza-se pela formacdo de raizes adventicias nas partes
aéreas provenientes da multiplicagdo. O enraizamento ¢ uma etapa que pode ser realizada in vitro
ou in vivo. No primeiro sistema, as raizes sdo regeneradas em condi¢des assépticas e a planta
obtida ¢ posteriormente transplantada para o substrato. No segundo sistema, as partes aéreas sao
manipuladas como microestacas e todo o processo de enraizamento se dd no substrato
(GRATTAPAGLIA & MACHADO, 1998).

A aclimatiza¢do ¢ considerada a tltima fase do processo de propagagdo in vitro. As
plantas serdo transferidas da condi¢do in vitro para a condigdo in vivo em estufa ou casa de
vegetacao. Essa passagem ¢ critica e representa, em alguns casos, um fator limitante do processo
de micropropagacdo, uma vez que esta fase envolve a mudanga das plantas de uma condig@o
heterotrofica, na qual necessita de um suprimento de energia (sacarose no meio), para um estado
autotrofico, no qual precisa realizar fotossintese para sobreviver (GRATTAPAGLIA &
MACHADO, 1998; HARTMANN et al., 1997).

O manejo adequado que promova a adaptacdo das plantas jovens ¢ de extrema
importancia para garantir uma percentagem minima de perda durante a fase de aclimatizagdo. As
instalagdes utilizadas para tal processo devem controlar a umidade relativa e a luminosidade
(PENALVER et al., 1998).

Os objetivos da utilizagdo do cultivo in vitro de tecidos vegetais sdo numerosos e
diferentes: As principais possibilidades de aplicagdo de tais cultivos sdo: a) estudos basicos da
fisiologia, genética, bioquimica e ciéncias afins; b) obten¢do de plantas livres de virus e outros
patdgenos; c¢) conservacdo e intercdmbio de germoplasma; d) bioconversdo e producdo de
compostos uteis; e) propagacdo de plantas e f) aumento da variabilidade genética (FERREIRA,
2001).

4.8.3 Micropropagacao de bastdo do imperador

Recentemente, diversas técnicas de biotecnologia tém sido utilizadas em trabalhos de

melhoramento com flores tropicais, podendo-se destacar a micropropagagdo in Vitro e o resgate
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de embrides em espécies da familia Heliconiaceae e Zingiberiaceae (RODRIGUES, 2005;
TORRES et al., 2005). Ainda ndo se conhecem trabalhos relacionados a micropropagagdo de

Etlingera elatior na literatura corrente indexada.

4.8.4 Reguladores de crescimento

De acordo com Hinojosa (2000), denomina-se regulador de crescimento uma substancia
sintética que compartilha com os hormdnios a maioria de suas caracteristicas. Sao normalmente
adicionados ao meio de cultura para promover e regular o crescimento das plantas in vitro
(GEORGE, 1993). A composicdo e concentragdo de hormodnios no meio sdo fatores
determinantes no padrdo de desenvolvimento da maioria dos sistemas de cultura de tecidos
(CALDAS et al., 1998).

A adi¢do de fitorreguladores tem o objetivo principal de suprir as possiveis deficiéncias
dos teores endogenos de hormoOnios nos explantes que se encontram isolados das regides
produtoras na planta. Simultaneamente, estas substancias estimulam nos explantes certas
respostas como alongamento ou multiplicacio da parte aérea (GRATTAPAGLIA &
MACHADO, 1998).

As auxinas e as citocininas sdo as classes de reguladores de crescimento mais utilizadas
na cultura de tecidos. A formacgdo de raiz, parte aérea e calo em cultura de tecidos ¢ regulada pela
disponibilidade e intera¢do dessas duas classes de reguladores (CALDAS et al., 1998).

As auxinas e as citocininas interagem, direcionando a diferenciacdo celular e
morfogénese. Os trabalhos de Skoog & Miller, na década de 1950, demonstraram que, em calos
de fumo, a formacgao de parte aérea podia ser induzida utilizando niveis relativamente baixos de
auxinas e um nivel alto de citocinina no meio de crescimento. Desde entdo, essa interacdo tem
sido usada no controle da diferenciagdo celular e da organogénese em tecidos e 6rgaos de cultura
(GALLO & CROCOMO, 1995).

Na etapa de indugdo de calos e de raizes, as auxinas, basicamente, promovem a divisdo
celular. Assim, para induzir calos podem ser usados: 2,4-D, ANA, TDZ. Este ultimo nao deixa de
ter sua particularidade, porque também pode ter um efeito N® — citocinina, isto &, induzir

brotagdes. Para indugdo de raizes de plantas in vitro, ANA e AIB podem ser usados (HINOJOSA,
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2000), sendo AIB, considerado a melhor auxina para indugdo de raizes in vitro (CALDAS et al.,
1998).

Os reguladores auxinicos desempenham papel importante na produgdo agricola. Eles
interferem na biossintese, metabolismo e transloca¢ao dos hormonios, ou podem suplementar ou
substituir as auxinas quando os niveis fisiologicos estao baixos (HINOJOSA, 2000).

As citocininas promovem a expansdo e divisdo celular, induzem a formagao de calos,
aumentam o numero de ramos em plantas ornamentais, controlam o alastramento de doengas na
folha, tém acdo contra oxidagdo dos &cidos graxos insaturados na molécula, entre outros
beneficios (BARRUETO et al., 1997).

As citocininas t€ém o seu nome derivado da propriedade de promover a divisao celular.
Sao usadas assiduamente em todas as modalidades da cultura de tecidos: organogénese,
protoplastos, suspensdo celular e embriogénese somatica (CID, 2000).

Segundo Caldas et al. (1998), o BAP induz a formagao de grandes niimeros de brotos ¢
alta taxa de multiplicacdo, enquanto Cinetina e 2ip (isopenteniladenina) permitem apenas o
crescimento normal sem brotagdes multiplas.

Cid (2000), afirma que as citocininas sdo fundamentais na etapa de regeneracdo dos calos
ou na multibrotacdo de gemas axilares ou apicais de plantas lenhosas ou herbaceas. O mesmo
autor enfatiza que no campo da biotecnologia, isto ¢, na area de comercializagdo de plantas in
vitro, transformadas ou ndo, as citocininas sdo um componente essencial nos protocolos de

regeneragao.

4.8.5 Cultura de embrides

A terminologia ‘Cultura de embrido’ tem sido empregada para descrever os processos de
crescimento ¢ desenvolvimento do embrido zigdtico in vitro, independente da idade, tamanho e
estadio de desenvolvimento em que o embrido foi excisado, com o objetivo de se obter uma
planta viavel (HU & FERREIRA, 1998; GUERRA & NODARI, 2006).

O embrido ¢ uma estrutura totipotente. Esta caracteristica reflete a capacidade de

regeneragdo de um organismo a partir de uma célula, tendo todas as informagdes necessarias para
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crescer ¢ dar origem a uma planta adulta de modo que a embriogénese pode ser visualizada ou
encarada como uma preparacdo para o futuro sucesso da germinacao (MARCOS FILHO, 2005).

Embrides zigdticos ou de sementes sdo frequentemente usados vantajosamente como
explantes em cultura de tecidos, por exemplo, para iniciar a cultura de calo. Em cultura de
embrides, entretanto, os embrides sdo retirados das sementes e sdo individualmente isolados e
"germinados" in vitro desenvolvendo inicialmente uma planta por explante. A cultura de
embrides isolados pode ajudar na produgdo rapida de plantulas de sementes que apresentam
dorméncia embriondria, embrido imaturo ou mesmo que possuam restricdo tegumentar ou
inibidores de crescimento no tegumento (GUERRA & NODARI, 2006)

Alguns fatores afetam o sucesso da cultura de embrides, dentre eles estdo: o Genotipo,
que em algumas espécies o embrido cresce facilmente enquanto que em outras ¢ muito dificil (ha
também diferengas entre cultivares de uma espécie); Estadio de desenvolvimento do embrido no
isolamento, que ¢ muito dificil desenvolver embrido muito pequeno in vitro; Condig¢do de
crescimento da planta-mae, cultivar a planta-mde em condi¢des controladas resulta em um
melhor desenvolvimento do endosperma, portanto melhora o crescimento do embrido isolado;
Composicao do meio, embrides imaturos requerem uma composicao mais critica do que embrides
maduros. Em ambos (maduro e imaturo) os macro e microelementos sao importantes (GUERRA

& NODARI, 2006).
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RESUMO

O bastdo do imperador (Etlingera elatior) ¢ uma planta tropical herbacea, rizomatosa e perene,
que possui inflorescéncias belas e vistosas em diferentes tonalidades, possuindo um grande apelo
ornamental. Este trabalho objetivou avaliar a viabilidade dos graos de pdlen de inflorescéncias
das cultivares Red Torch, Pink Torch e Porcelana para a utilizacdo em futuros cruzamentos
intervarietais e criagdo de novos tipos comerciais de bastdo do imperador, pois acredita-se que a
inexisténcia de frutos nestas inflorescéncias seja devida a inviabilidade dos graos de polen. Para
tanto, foram estudadas os graos de polen de inflorescéncias curtas, médias e longas e em flores
abertas e fechadas. O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado, em
esquema fatorial 3x3x2 com 6 repeti¢des. Os graos de pdlen foram corados com uma solugdo de
lugol e em seguida visualizados e contados utilizando-se um microscopio estereoscopico. Nao
houve diferengas significativas entre as variedades, posi¢des das hastes ou estagio de abertura das
flores em relacdo ao ntimero de graos viaveis. A percentagem graos corados ficou acima de 99%,
indicando que os graos de polen de bastdo do imperador, independente do tipo de flor, do

comprimento da haste da inflorescéncia e do cultivar, apresentam uma alta viabilidade polinica.

Palavras-chave: flor tropical, bastao do imperador, melhoramento.
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ABSTRACT

The Etlingera elatior is a perennial herbaceous tropical plant that possesses beautiful flowers
with different colors and a great ornamental appeal. This work aimed to evaluate the viability of
the pollen grains in flowers of the cultivars Red Torch, Pink Torch and Porcelain to be used in a
future breeding program to create new commercial types of the Etlingera elatior. It is common to
believe that the inexistence of fruits and seeds in their flowers is due to the non viability of the
pollen grains. Therefore, it was carried out an study to check the viability of the pollen grains in
open and closed flowers of small, medium and tall sticks. The experimental design was entirely
randomized, in factorial outline (3x3x2) with 6 replicates. The pollen grains were stained in a
lugol solution and observed and counted on a stereoscopic microscope. The results showed no
significant differences among the varieties, size of the sticks or aperture of the flowers in relation
to the number of viable pollen grains. The percentage of red-stained grains was greater than 99%,
indicating that the pollen grains of the Etlingera elatior, independent of the flower type, size of

the stick and cultivated variety, show high pollinic viability.

Index terms: fruit set, tropical flower, breeding
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INTRODUCAO

Alagoas ¢ um dos estados brasileiros que vém se destacando no cultivo de flores tropicais
de corte. As flores tropicais apresentam caracteristicas favordveis a comercializacdo por sua
beleza, exotismo, diversidade de cores e formas, resisténcia ao transporte, durabilidade pds-
colheita, sendo apontadas como um grande potencial estratégico de crescimento no mercado
internacional (LAMAS, 2005).

A qualidade das flores de corte, quanto aos aspectos de durabilidade, coloragao, tamanho,
turgidez, entre outros, esta relacionada com o processo de produgao, incluindo a obtengdo das
mudas, até a etapa final da comercializagdo. Por isso, flores com boa qualidade,
conseqiientemente, sdo resultados de mao-de-obra capacitada e do manejo correto tanto no
cultivo como na colheita e nos tratamentos pos-colheita (LOGES et al., 2005).

O éxito em qualquer programa de melhoramento vegetal ¢ a criagdo de novas cultivares
passa, necessariamente, pela capacidade de se produzir cruzamentos entre plantas relacionadas e
compativeis que originem sementes com embrides vidveis para a formagao de novas plantas. Em
um mercado avido por novos produtos, como a floricultura, a descoberta de caminhos para
destravar a criagdo de novas cultivares ¢ tarefa ardua e inclui estudos minuciosos de biologia
floral das espécies com dificuldade de propagagdo sexuada como ¢ o caso de Etlingera elatior
(TOMBOLATO, 2001).

Observagdes feitas por produtores em campo apontam para uma baixissima producao de
frutos e sementes nessa espécie. Acredita-se que a escassez de frutos em bastdo do imperador seja
devido a inviabilidade dos graos de polen. Este trabalho se propos a estudar a viabilidade dos
graos de polen em inflorescéncias de trés cultivares de bastdo do Imperador (Red Torch, Pink

Torch e Porcelana) para contribuir em futuros programas de melhoramento da espécie.
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METODOLOGIA

O experimento foi conduzido no Laboratorio de Biotecnologia Vegetal (BIOVEG) do
Centro de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal de Alagoas — CECA/UFAL, em Rio Largo
Estado de Alagoas.

Inflorescéncias de bastao do imperador (Etlingera elatior) das cultivares Red Torch, Pink
Torch e Porcelana, provenientes da Chéacara Nina Flor, localizada no municipio de Rio Largo
Estado de Alagoas, foram coletadas, selecionadas e classificadas de acordo com o seu
comprimento. Assim, hastes que apresentavam comprimento inferior a 0,8 m foram consideradas
curtas entre 0,8 € 1 m, médias e acima de 1 m, longas.

As inflorescéncias escolhidas apresentavam as bracteas externas e algumas flores da base
abertas, ou seja, no estagio de desenvolvimento > 6 (inflorescéncia com abertura total) conforme
classificacao de Loges et al. (2005). Em seguida, as inflorescéncias foram colocadas em bandejas
contendo um pouco de agua e cobertas com sacolas plasticas para evitar a desidratacdo das
inflorescéncias.

Para cada comprimento de haste das trés cultivares foram colhidas 2 inflorescéncias. De
cada inflorescéncia foram retiradas aleatoriamente 3 flores abertas e 3 flores fechadas (botdes),
totalizando 6 flores abertas e 6 flores fechadas.

Utilizou-se o delineamento experimental inteiramente casualizado em esquema fatorial
3x3x2, num total 18 tratamentos, com 6 repetigoes.

As flores selecionadas foram cortadas longitudinalmente para expor as anteras, de onde
foram extraidos os graos de polen, com o auxilio de uma espatula, os quais foram colocados
sobre uma lamina, com auxilio de um pincel, e em seguida corados em solugdo de lugol (iodo 1g
+ iodeto de potassio 1g + dgua destilada 100 mL).

A avaliagdo da viabilidade foi realizada pela contagem dos graos de polen corados ou nio,
em microscopio estereoscopico, em dois campos de observagdo. Os dados obtidos foram
submetidos ao teste de % (qui quadrado) para avaliar a hipotese de que a viabilidade dos grios de

polen € a mesma em todos os tratamentos.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

A andlise de viabilidade polinica pelo teste de coloragdo baseia-se no fato de que se o
nucleo do grao de polen possui integridade protoplasmatica e, portanto, todo o seu conteudo
preservado, ele reage com o corante (lugol) apresentando cor marrom. Por outro lado, o grao de
pélen ndo viavel, no qual ndo ha protoplasma integro, ndo reage com o lugol e, portanto, nao
cora, permitindo assim uma correlacdo entre coloracgao e viabilidade (SCOTT et al., 2002).

Na Figura 1 estdo apresentados dois campos de observacdo, onde no campo A todos os

graos de polen estdo corados (marrons), e, portanto viaveis, € no B apenas um grao de pdlen ndo

foi corado, sendo considerado nao viavel.

Pélen ndo corado

Figura 1. Graos de polen de bastdo do imperador corados (viaveis) e ndo corados (ndo viaveis)

por lugol.

A viabilidade de graos de polen nos cultivares de bastdo do imperador estudadas podem
ser observadas na Tabela 1. Houve diferencas significativas do nimero de graos corados ¢ nao
corados entre os cultivares, sendo que dos 56.837 graos de podlen analisados, 34, 91%, 28,02%,

37,06% foram respectivamente das cultivares Red Torch, Pink Torch e Porcelana.
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Tabela 1. Numeros de grios de polen corados e ndo corados nas cultivares Red Torch, Pink

Torch e Porcelana de bastao do imperador.

Cultivares Numero de gréos de pdlen Total X

Corados N&o Corados
Red Torch  19.716 (99,35%) 128 (0,65%) 19.844 (34,91%) 19,20760
Pink Torch  15.777 (99,05%) 151 (0,95%) 15.928 (28,02%)
Porcelana 20.943 (99,42%) 122 (0,58%) 21.065 (37,06%)
Total 56.436 (99,29%) 401 (0,71%) 56.837 (100%)

O comprimento da haste ndo influenciou significativamente no nimero de graos de polen
corados e nao corados. O numero de graos de polen corados nas trés alturas de haste foi superior
a 99% (Tabela 2). Do total de graos de polens analisados, 31,83% foram das inflorescéncias de
hastes curtas, 36,32% das inflorescéncias de hastes médias e 31,84% das inflorescéncias de

hastes longas.

Tabela 2. Numeros de griaos de polen corados e ndo corados em relagdo a altura da haste da

inflorescéncia de bastdo do imperador.

Altura da hAaSt? da NUmero de gréos de pdlen Total %2
inflorescéncia
Corados Nao-Corados
Baixa 17960 (99,26%) 133(0,74%) 18093(31,83%) 2,185970
Média 20491 (99,25%) 154 (0,75%) 20645 (36,32%)
Alta 17985 (99,37%) 114(0,63%) 18099 (31,84%)
Total 56.436 (99,29%) 401 (0,71%) 56.837 (100%)

Foram analisados 30.726 graos de pdlen em flores abertas ¢ 26.111 em botdes (flores
fechadas), ou seja, 54,06% e 45,94% , respectivamente. Verificou-se que ndo houve diferenca
significativa no niumero de graos corados e ndo corados entre as flores abertas ou fechadas

(Tabela 3).
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Tabela 3. Numeros de grios de polen corados e ndo corados em flores e botdes de bastdo do

imperador.
Tipo de flor Numero de gréos de polen Total 12
Corados N&o-Corados
Flor 30501 (99,27%) 225 (0,73%) 30726 (54,06%) 0,6832896
Botdo 25935 (99,33%) 176 (0,67%) 26111 (45,94%)
Total 56.436 (99,29%) 401 (0,71%) 56.837 (100%)

Do total de 56.837 graos de polen, 99,29% foram viaveis (corados) e 0,71%, ndo viaveis
(ndo corados). Os resultados obtidos neste trabalho indicam que os graos de polen de bastdo do
imperador, independente do tipo de flor, do comprimento da haste floral e da cultivar, apresentam
alta viabilidade polinica.

Identificar as razdes da baixa producdo de frutos e sementes de algumas plantas
ornamentais tem sido também motivo de pesquisas de outros autores tais como, Souza et al.
(2003), Belo et al. (2003) e Fonseca et al. (2003), que utilizando o mesmo método detectaram
altos indices de viabilidade polinica (acima de 90%) para Heliconia psittacorum, Passiflora

suberosa e Passiflora morifolia, respectivamente.
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CONCLUSOES

Em funcao destes resultados pode-se concluir que o baixo indice de formagdo de frutos de
bastdo do imperador ndo estd relacionado a viabilidade polinica. Outros fatores podem estar
envolvidos na formacao desses frutos, tais como, a capacidade do grao de polen em emitir o tubo
polinico, a receptividade estigmatica e o desenvolvimento do ovario. Serdo necessarios ainda

novos estudos para se definir as causas do problema e criar estratégias para contorna-lo.
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RESUMO

Etlingera elatior (Jack) R.M. Smith (Zingiberaceae) € uma planta tropical florifera herbacea,
rizomatosa, ereta, entouceirada, robusta, e perene. Seu cultivo tem sido crescente nos ultimos
anos no Brasil juntamente com outras flores tropicais. Dentre as dificuldades encontradas para o
crescimento dessa atividade destaca-se aquisi¢do de mudas com qualidade fitossanitaria adequada
para suprir a demanda dos produtores. Com o objetivo de desenvolver um protocolo para
multiplicagdo in vitro de Etlingera elatior (Jack) R.M. Smith, testou-se os efeitos da adi¢do da
citocinina 6-benzilaminopurina (BAP) em meio de cultura de Murashige e Skoog na germinagao
de embrides e micropropagagdo dos explantes in vitro. Foram ainda estudados os efeitos da
adicao das citocininas 6-benzilaminopurina e cinetina e da auxina acido naftaleno acético na
multiplicagdo in vitro dos explantes. As plantulas individualizadas com cerca de 2 cm foram
cultivadas no meio de cultura basico descrito por Murashige ¢ Skoog (MS), enriquecido com 30
gL de sacarose e 1 mg.L"' BAP (Benzilaminopurina) mais um dos seguintes tratamentos: 1) 1
mg.L"" ANA (Acido naftalenoacético); 2) 2 mg.L" ANA 3)1 mg.L"' CIN (Cinetina); 4) 2 mg.L"
CIN. Os resultados mostraram que houve maior percentagem de formagdo de calos (30 %) em
embrides excisados quando postos em meio de cultura com 2 mg.L™" de BAP. Apés 90 dias de
cultivo, o maior nimero médio de brotos (4,4) foi obtido com 1 mg.L"' BAP+2 mg.L' CIN ¢ a
maior altura média dos brotos foi obtida na concentragio de 1 mg.L”' BAP+2 mg.L"' ANA. O
maior niimero e comprimento médio das raizes foram obtidos com 1 mg.L"' BAP+2 mgL™
ANA. Durante a aclimatagdo das plantulas em casa de vegetacdo obteve-se uma taxa de
pegamento superior a 80%, as quais estavam prontas para serem transferidas para o campo aos 60
dias.

Palavras-chave: cultura de tecidos, Zingiberaceae, propagagao.
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ABSTRACT

Etlingera elatior (Jack) R.M. Smith (Zingiberaceae) is a tropical flowering herbaceous plant, that
possesses rhizomatous stems and has an erect, vigorous, bunchy and perennial growth habit. This
crop has been growing in the last few years in Brazil together with other tropical flowers. Among
the difficulties found to grow Etingera elatior is the acquisition of quality seedlings with
appropriate sanitary standards to supply the demand of the producers. With the objective of
developing a protocol for multiplication in vitro of Etlingera elatior , there were tested the effects
of the citokinin 6-benzilaminopurine (BAP) in the germination of zygotic embryos and the
micropropagation of their explants. There were also studied the effects of the citokinins 6-
benzilaminopurine and kinetin (KIN) and the auxin naphtalenacetic acid (NAA) in the in vitro
multiplication of the explants. In vitro plants with about 2 cm long were cultivated in a basic
Murashige and Skoog medium culture, enriched with 30 g.L"' of sucrose and 1 mg.L™' BAP plus
one of the following treatments: 1) 1 mg.L™" ANA ; 2) 2 mg.L" NAA 3) 1 mg.L"' KIN; 4) 2
mg.L" KIN. The results showed that there was a considerable percentage of calluses formation
(30%) in excised embryos when placed to germinate in a medium culture with 2 mg.L™' of BAP.
After 90 days of cultivation, the highest number of sprouts produced on the explants (4,4) was
obtained in a medium with 1 mg.L"' BAP + 2 mg.L"' KIN and the highest mean height of the
sprouts was obtained in 1 mg.L"' BAP + 2 mg.L"' NAA. The largest number and mean length of
the roots were achieved with 1 mg.L”' BAP + 2 mg.L"! NAA. The acclimatization rate of the
explants in a glasshouse was superior to 80%, and the seedlings were ready to be transferred to

the field after 60 days.

Index terms: tissue culture, Zingiberaceae, tropical flower.
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INTRODUCAO

O mercado mundial de flores vem apresentando crescimento significativo a partir da
década de 90, tornando-se um segmento econdmico de grande importancia no agronegdcio global
com um valor aproximado de trés bilhdes de dolares anuais dos quais consideravel parcela se
deve a comercializagdo de espécies de origem tropical (LOGES et al., 2003).

No Brasil, a producao de flores tropicais tem crescido significativamente, especialmente
na regido Nordeste. Nesta regido, pequenos e médios produtores possuem vantagens competitivas
devido as condi¢cdes ambientais ideais para o cultivo das mais belas espécies (RODRIGUES,
2005).

Em Alagoas, as espécies de flores tropicais cultivadas pertencem principalmente as
familias Musaceae, Heliconiaceae ¢ Zingiberaceac (CHAGAS, 2000; CASTRO, 1995). Entre as
Zingiberaceae, destaca-se a espécie Etlingera elatior (Jack) R.M. Smith, denominada “bastdo do
imperador”, com os tipos vermelho, rosa ¢ porcelana. (CHAGAS, 2000).

Devido a sua beleza e a durabilidade na pds-colheita, o bastdo do imperador tem sido
comercializado como flor de corte, com grande aceitagdo tanto no mercado nacional como
internacional, sendo utilizada também em arranjos paisagisticos de jardins, pracas e bosques
(CASTRO, 1998).

Recentemente, diversas técnicas de biotecnologia tém sido utilizadas em trabalhos de
melhoramento e clonagem de espécies de flores tropicais, podendo-se destacar a cultura de
tecidos com suas técnicas de micropropagacdo e resgate de embrides de sementes em
cruzamentos entre espécies incompativeis (DUVAL, 2004; RODRIGUES, 2005; TORRES et al.,
2005). Todavia, até o presente momento, ndo foram descritos trabalhos enfocando experiéncias
em cultura de tecidos com a espécie Etlingera elatior.

As mudas de bastdo do imperador sdo obtidas vegetativamente pelo processo de divisao
de touceiras ou por seccionamento de rizomas (LAMAS, 2002). Tais métodos de propagagao
além de restringirem o nimero de mudas disponiveis para novos produtores podem ocasionar a
disseminagdo de pragas e doengas, levando ao acumulo de agentes patogénicos que sao
transmitidos entre plantios sucessivos. Para resolver esse problema, tem sido sugerida a utilizagao
da técnica de cultura de meristemas e outros tecidos das plantas, entre os quais estdo os embrides

zigoticos obtidos de sementes antes ou apds a sua maturagdo. Esta técnica tem mostrado ser uma
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forma rapida de multiplicar uma determinada espécie autdgama com caracteristicas agronomicas
desejaveis, recuperando plantas livres de pragas e doencgas e ja tem se mostrado uma opgao viavel
para algumas espécies da familia Zingiberaceae (MELLO et al., 2000; WILLADINO &
CAMARA, 2006).

O objetivo desse trabalho foi desenvolver um protocolo de regeneragdao de plantas de
Etlingera elatior cv. Red Torch, através do cultivo de embrides maduros e avaliar a multiplicagdo
e enraizamento in Vvitro dos explantes sob diferentes concentragdes das citocininas 6-
benzilaminopurina e cinetina e da auxina acido naftaleno acético como opgao para utilizagdo em

sistemas de propagagao massal, visando a produ¢ao de plantas livres de pragas e doengas.
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METODOLOGIA

O trabalho foi conduzido no Laboratorio de Biotecnologia Vegetal do Centro de Ciéncias
Agrarias da Universidade Federal de Alagoas, em Rio Largo Estado de Alagoas.

Obtencdo das sementes: Frutos maduros de Etlingera elatior cv. Red Torch,
provenientes de plantio comercial na Fazenda Monteiro no municipio de Messias, Alagoas, foram
mergulhados em solugdo de hipoclorito de sodio a 0,2% por 30 minutos e em seguida lavados
com agua corrente por 1 minuto.

As sementes foram retiradas dos frutos e despolpadas em uma peneira, sob agua
corrente, até a retirada total da mucilagem, e levadas para a camara de fluxo laminar onde se
realizou a desinfestacdo de acordo com a seguinte seqiiéncia: 1) Imersdo em 1L de agua destilada
com 3 gotas de detergente comum por 10 minutos; 2) Imersdo por 10 minutos em fungicida
tiofanato metilico (Cercobim 700 PM) a 2 g.L™'; 3) Imersédo por 1 minuto em &lcool 70% (v/v); 4)
Imersdo por 30 minutos em solug@o de hipoclorito de sodio a 0,6%, juntamente com 2 gotas do
detergente Tween 80. Ao final de cada etapa, as sementes receberam trés enxagiies em agua
estéril.

Germinagdo de embrides zigoticos isolados: Sementes de Etlingera elatior cv. Red
Torch foram utilizadas para extragao dos embrides, com auxilio de microscopio estereoscopico,
pincas e bisturis, os quais foram introduzidos em tubos-de-ensaio contendo 10 mL de meio de
cultura MS (Murashige e Skoog, 1962) acrescido de 30 mgL"' de sacarose, ¢ diferentes
concentragdes de BAP (0; 1; 2 ¢ 3 mg.L™"), com pH ajustado para 5,8 e gelificado com 2,5 g.L™!
de “Phytagel” (Gelrite), previamente autoclavado por 20 minutos, a 121°C.

Os embrides foram cultivados sob condigdes de escuro por 15 dias e apods este tempo
foram mantidos em sala de crescimento, sob intensidade luminosa de cerca de 50 umol.m™.s™,
proveniente de lampadas frias. O fotoperiodo utilizado de 16 horas e a temperatura foi ajustada
para 25+ 2°C.

Ap6s 60 dias de cultivo, os embrides isolados que germinaram e se desenvolveram foram
transferidos para o mesmo meio de cultura MS sem reguladores de crescimento, € mantidos sob

as mesmas condic¢des anteriores da sala de crescimento.
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O experimento foi organizado em delineamento experimental inteiramente casualizado,
com 5 repeticdes e 4 embrides por parcela. A cada 15 dias, durante 60 dias, avaliou-se a
percentagem de germinacao de embrides € a presenga de calos.

Germinagédo de sementes in vitro: Sementes de Etlingera elatior cv. Red Torch foram
postas para germinar em papel de filtro umedecido dentro de placas de Petri esterilizadas em
autoclave. Este ensaio foi constituido de 10 placas cada uma contendo 10 sementes. Apos 60 dias
avaliou-se a porcentagem de germinagao das sementes.

As sementes germinadas nas placas foram transferidas para frascos contendo 30 mL do
meio de cultura MS, utilizado anteriormente para os embrides, enriquecido com 3 mg.L™"' de
BAP. A cada periodo de 30 dias, os explantes eram repicados até a obtengdo de uma quantidade
suficiente para o inicio do experimento de multiplicacao.

Experimento de multiplicacdo: As plantulas individualizadas com cerca de 2 cm, foram
cultivadas no meio de cultura MS, enriquecido com 30 g.L" de sacarose ¢ 1 mg.L"' BAP
(Benzilaminopurina) mais um dos seguintes tratamentos: 1) 1 mgL' ANA (Acido
naftalenoacético); 2) 2 mg.L"' ANA 3) 1 mg.L"' CIN (Cinetina); 4) 2 mg.L™' CIN.

As avaliagdes foram feitas quinzenalmente por 90 dias, contando-se o numero de brotos e
de raizes/explantes e medindo-se o comprimento dos mesmos. As varidveis comprimento de
brotos e de raiz foram medidas com ajuda de uma régua. O meio de cultura foi renovado a cada
30 dias.

Os experimentos foram conduzidos em delineamento experimental inteiramente
casualizado com 4 tratamentos e 5 repeti¢des, sendo cada parcela representada por cinco vidros
com uma planta cada. Utilizou-se frascos de vidro (250ml) contendo cerca de 30 mL de meio. Os
dados foram submetidos a analise de varidncia e as médias dos tratamentos foram comparadas
pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. Foi utilizado o programa estatistico SISVAR-Sistema
de analise de variancia para dados balanceados.

Todas as fases do presente estudo, com excegao dos primeiros 15 dias da fase escura dos
embrides isolados, foram conduzidas em camara de crescimento sob intensidade luminosa de
cerca de 50 pmol.m™.s™, proveniente de lampadas frias Philips TDL. O fotoperiodo utilizado
del6 horas e a temperatura foi ajustada para 25+ 2°C.

Para a aclimatizagao do material, foram selecionadas microplantas, com cerca de 3 cm,

enraizadas in vitro, as quais tiveram suas raizes lavadas em agua corrente para a completa
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remog¢do do meio de cultura aderido. Em seguida foram plantadas em copos descartaveis com
capacidade para 200 mL, contendo uma mistura de pd de fibra de coco + terra de encosta + torta
de filtro nas propor¢des de 1:2:1. Os copos com as plantas foram mantidos em bandejas
envolvidas com sacolas plasticas durante 15 dias para formar uma camara umida. Apds esse
periodo, os copos com as plantulas foram levados para um telado com 70% de sombreamento e
irrigados diariamente por microaspersdo. Apds 30 dias da retirada das plantas dos frascos,

avaliou-se a porcentagem de plantas vivas e a altura das plantas.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Germinacdo de embrides zigoticos isolados: O inicio da germina¢do dos embrides
ocorreu aos 15 dias para os tratamentos com até 2 mg.L"' de BAP. O tempo necessério para a
germinacdo maxima dos embrides foi de 30 dias, ndo havendo embrides germinados apos esse
periodo em todos os tratamentos. Apds 15 dias de inoculagéo in vitro dos embrides, observou-se
a formagdo de um calo esbranqui¢ado de consisténcia esponjosa ao longo do eixo de todos
embrides que germinaram. A presenca dos calos nos embrides parece estar associada ao
crescimento dos mesmos uma vez que os embrides que ndo germinaram nao apresentaram
nenhum tipo de resposta morfogénica ou qualquer tipo de calo na superficie.

Duval (2004), cultivando embrides de Heliconia rostrata em meio basico de MS observou
que a auséncia de reguladores de crescimento juntamente com a adicdo de sacarose foram
fundamentais para a germinacao dos embrides. Contrariamente, nesse trabalho, a adicdo de BAP
até a concentragio de 2 mg.L" em meio com 3% de sacarose, favoreceu a germinagdo dos
embrides de Etlingera elatior em relagdo a testemunha sem BAP. Todavia, o aumento da
concentragdo de BAP para 3 mg.L” no mesmo meio basico desfavoreceu a germinagdo dos

embrides (Figura 1).
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Figura 1: Efeito das concentragdes (0,1,2 ¢ 3 mg.L ') de BAP, na formacio de calos isolados de

Etlingera elatior cv. Red Torch, aos 60 dias de cultivo in vitro.
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A baixa porcentagem de germinagdo dos embrides pode ser devido ao estagio de
maturagdo da semente que no caso de Etlingera elatior carece de maiores estudos. De acordo
com Hu & Ferreira (1998), quanto mais jovens os embrides, mais dificil é o cultivo in vitro,
devido ao seu pequeno tamanho e danos durante a excisdo e, mais complexos sao suas exigéncias
nutricionais. Rhagavan (1980) descreve que embrides em fase inicial de desenvolvimento sdao
heterotroficos e, muitas vezes, as condigoes ideais de nutri¢do sdo desconhecidas.

Aos 45 dias apds a inoculagdo dos embrides isolados observou-se distintamente o
crescimento da raiz e da parte aérea nos tratamentos com até 2 mg.L™' de BAP (Figura 2 A, B, C).
No meio suplementado com 3 mgL"' de BAP (Figura 2 D) houve crescimento da massa
esponjosa esbranquicada (calos) até os 60 dias, apds este periodo iniciou-se o escurecimento €
posteriormente morte do calo e do embrido, o que ndo ocorreu com os demais tratamentos que
embora tenham produzido diferentes quantidades da massa calosa ndo levaram os embrides a
morte.

A resposta de tecidos vegetais a producdo de calos pode ocorrer de diversas maneiras,
sendo estimulada ou ndo pela presenca de reguladores de crescimento como auxinas e citocininas
(GEORGE, 1993). Nesse caso, o simples fato dos embrides retornarem o crescimento do eixo
embrionario estimulou também a formagao de calos independentemente do meio ter ou ndo a
presenca de BAP. E possivel que o isolamento de embrides tenha desencadeado um descontrole
morfogenético do crescimento na superficie do eixo embrionario no contato com o meio rico em
nutrientes sem prejuizo para o crescimento dos meristemas da parte aérea e da raiz. A
osmolaridade do meio também influencia o desenvolvimento de embrides isolados e, € possivel

que, neste caso, a mesma necessitasse de ajustes (HU & FERREIRA, 1998).
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Figura 2. Embrides em desenvolvimento com estrutura calosa esbranquigada, parte aérea e raiz,

provenientes de meio MS, suplementado com 0 mg.L™' (A), 1 mg.L"' (B), 2 mg.L" (C) ¢ 3 mg.L"
D).

Germinagdo de sementes in vitro: A introdugdo in vitro das sementes de Etlingera
elatior, em placas de Petri, proporcionou a obtencdo de explantes viaveis. A taxa de germinagao
das sementes foi de apenas 8%, aos 60 dias apds a introdug@o. Essa taxa foi significativamente
menor do que aquelas obtidas com embrides retirados das sementes e postos para germinar em
meio de cultura MS, com e sem BAP, que atingiram até 30% em 2 mg.L"' de BAP. Esse fato
pode estar relacionado a possibilidade das sementes apresentarem dorméncia fisica, pois quando
maduras, elas possuem um tegumento bastante duro e impermeéavel. Outra possibilidade seria a
presenca, ainda nao confirmada, de inibidores de germinacao nos tecidos que revestem o embrido
da semente conforme constatado em varias espécies (HU & FERREIRA, 1998).

Experimento de multiplicacdo: Os tratamentos apresentaram diferencas significativas
em resposta as diferentes concentragdes de reguladores de crescimento testadas. O maior nimero
de brotacdes (4,4) foi obtido quando se adicionou 1 mg.L™' de BAP + 2 mg.L" de CIN no meio
(Tabela 1).



OLIVEIRA, J.F. 2007. Propagagio in vitro de Etlingera elatior (Jack) R.M. Smith: Viabilidade ... 47

Tabela 1: Efeito da adigdo de reguladores de crescimento no nimero e comprimento médio das
brotagdes (cm) e na taxa de multiplicagdo de Etlingera elatior cv. Red Torch, aos 90 dias de

cultivo in vitro.

Tratamentos NUmero das Comprimento das Taxa de
brotacdes brotacGes (cm) multiplicacdo*
1 mg/L BAP + Img.L" ANA 36¢ 2,51a 8,12
1 mg/L BAP + 2mg.L"' ANA 3,8 be 2,60 a 7,84
1 mg/L BAP + 1mg.L"' CIN 4,1 ab 2,32b 9,36
1 mg/L BAP + 2mg.L"' CIN 44 a 2,31b 10,04
CV (%) 17,03 10,79

Médias seguidas de mesma letra nas colunas ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de

Tukey (5%). *Numero final de explantes produzidos/niimero de explantes introduzidos.

Trabalhos publicados, sobre a micropropagagdo de plantas da familia Zingiberaceae
mostram que o meio de cultura MS, tem sido o mais utilizado para a multiplicagdo in vitro. A
associacdo de reguladores de crescimento tem sido também utilizada como estratégia para o
crescimento e multiplicagdo. Por exemplo, Loc et al. (2005), utilizando varias combinagdes de
reguladores de crescimento na multiplicagdo de Curcuma zedoaria Roscoe, obtiveram o melhor
numero médio de brotacdes/més (5,6) ao utilizar o meio de cultura MS acrescido de 3 mg.L™" de
BAP associado a 0,5 mg.L™' de IBA. Borthakur et al. (1999), utilizando o meio de cultura MS
suplementado com 3 mg.L" de CIN para a multiplicagio in vitro de Alpinia galanga obtiveram
um numero médio de 7,1 brotos/més. No entanto quando utilizaram 4 mg.L"' de CIN + 0,5 mg.L’
" de ANA houve uma redugdo no niimero médio de brotos/més para 5.

De acordo com Sharma & Singer (1997), gemas de Zingiber officinalle cultivadas em
meio de cultura MS suplementado com os reguladores de crescimento BAP, CIN, ANA e IBA,
mostraram que a suplementagdo isolada do meio de cultura com 8 mg.L™' de CIN induziu uma
média de 4,3 novos brotos/més e a suplementagio combinada com 2 mg.L" de CIN + 2 mg.L" de
ANA, induziu uma média de 7 brotos/més. A média de brotos/més superior a 4 mostra que 0s
resultados obtidos nesse trabalho se aproximam dos valores obtidos em outras espécies mais

estudadas da mesma familia.
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O comprimento médio das brotagdes foi maior nos tratamentos combinados com a
citocinina (BAP) e auxina (ANA). Portanto, a suplementagio do meio MS com 1 mg.L™' BAP
associado a 2 mg.L™' de ANA proporcionou maior comprimento médio das brotagdes (2,6 cm)
(Tabela 1).

Hu & Wang (1986), relatam que a auxina na multiplicagdo parece anular o efeito
inibitorio que as citocininas t€ém sobre o alongamento das culturas. Foi verificado, por exemplo,
que nos meios de multiplicacdo de diversos clones de Eucalyptus, contendo citocinina, as partes
aéreas se alongaram com a adi¢cdo de AIA ou AIB. Com o mesmo objetivo, uma auxina pode ser
utilizada para estimular o enraizamento do explante inicial e a manutengdo de um caule tnico
com dominancia apical num sistema onde novos segmentos nodais sejam desejados como forma
de multiplicacdo (GRATTAPAGLIA & MACHADO, 1998).

Na figura 3A observa-se o nimero médio das brotacdes em trés épocas diferentes de
cultivo in vitro (30, 60 e 90 dias), mostrando diferencgas estatisticas significativas entre as épocas
em todos os tratamentos. Porém, apos 90 dias de cultivo obteve-se a maior proliferagdo de
brotos/explantes para todos os tratamentos utilizados.

O comprimento médio das brotagdes ao longo do tempo observado, nao mostrou
diferencas estatisticas entre as épocas (30, 60 e 90 dias) indicando que, o aumento do numero
médio das brotagdes, nos explantes, manteve o comprimento médio dos mesmos constante nas

diferentes épocas (Figura 3B).
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Figura 3: Numero médio (A) e comprimento médio (B) das brota¢des de Etlingera elatior cv.
Red Torch emitidos por explantes iniciais aos 30, 60 e 90 dias de cultivo in vitro nos diferentes
tratamentos. Médias seguidas da mesma letra ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey

(5%).

O numero médio das raizes aumentou significativamente nos tratamentos combinados
com citocinina (BAP) e auxina (ANA), sendo o tratamento que mais favoreceu ao enraizamento
com 1 mg.L"' BAP +2 mg.L"' ANA apresentando média de 4 raizes/explante (Figura 4). A maior

quantidade de raizes nos explantes surge de uma combinagdo equilibrada de auxinas e



OLIVEIRA, J.F. 2007. Propagagio in vitro de Etlingera elatior (Jack) R.M. Smith: Viabilidade ... 50

citocininas, principalmente quando prevalece o efeito estimulante das primeiras (CALDAS et al.,
1998; GEORGE, 1993)

Tem sido demonstrado que um aspecto importante no enraizamento in vitro é a
composi¢cao dos meios de multiplicagdo prévia a que foram submetidos os explantes (ASSIS &
TEIXEIRA, 1998). Explantes oriundos de meios de multiplicagdo com mais citocininas, em geral
necessitam de um balango de reguladores que favoreca mais as auxinas do que as citocininas

(GRATTAPAGLIA & MACHADO, 1998).
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Figura 4: Efeito da adi¢ao de fitorreguladores no nimero médio das raizes de Etlingera elatior

cv. Red Torch, ao longo de 90 dias de cultivo in vitro.

O comprimento médio das raizes também foi favorecido pelo mesmo tratamento que
favoreceu o seu numero (1 mg.L™' BAP + 2 mg.L"' ANA) apresentando o dobro do comprimento
médio dos explantes dos outros tratamentos apds 90 dias de cultivo (Figura 5). Borthakur et al.,
(1999), trabalhando com a micropropagag¢do Alpinia galanga, espécie de Zingiberaceae,
suplementou o meio de cultura MS com diversas combinagdes ou isolados dos reguladores de
crescimento BAP, ANA e CIN, e verificou um maior comprimento das raizes (4,5 cm) ao utilizar

o meio isolado de 3 mg.L" de CIN.
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Figura 5: Efeito da adigdo de fitorreguladores no comprimento médio das raizes (cm) de

Etlingera elatior cv. Red Torch, ao longo de 90 dias de cultivo in vitro.

A maior taxa de multiplicagdo in vitro observada nesse trabalho, de 10,04 brotos apos 90
dias, pode ser considerada um bom avanco para a micropropagacdo dessa espécie, sendo
compativel com resultados obtidos com outras plantas da mesma familia (Zingiberaceae) ou
familias relacionadas (Heliconiaceae, Musaceae, Costaceae).

A aclimatizacdo das microplantas apds 30 dias em telado apresentaram uma taxa de
pegamento de 82%, sendo que, apos 60 dias, as mudas sobreviventes apresentavam-se
desenvolvidas o bastante (cerca de 20 cm de comprimento) com sistema radicular abundante para

serem transferidas para o campo.
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CONCLUSOES

1. E possivel estabelecer plantas in vitro com a utilizagio de embrides isolados de
sementes, de Etlingera elatior cv Red Torch cultivados em meio de cultura na presenca de até 2

mg.L" de BAP;

2. A germinacdo de embrides isolados € superior a germinagdo de sementes, sendo

recomendada para iniciar culturas in vitro de Etlingera elatior cv. Red Torch;

3. A utilizagdo do meio de cultura MS enriquecido com 1 mg.L' BAP + 2 mg.L"' CIN,
proporciona alta taxa de multiplicagdo na espécie Etlingera elatior cv. Red Torch, cultivada in

vitro;

4. O maior numero e comprimento médio de raizes, em plantulas de Etlingera elatior cv.
Red Torch cultivadas in vitro sdo obtidos com o meio MS suplementado com 1 mg.L"' BAP+2

mg/L" ANA;
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RESUMO

O bastdo do imperador (Etlingera elatior) é uma flor tropical que vem sendo cultivada no
Nordeste principalmente nos estados de Pernambuco e Alagoas, que exportam para outros paises
e estados brasileiros. Um grande problema para o seu cultivo esta na produ¢ao de mudas, que,
feita convencionalmente por divisdo de touceiras, acarreta elevados custos e problemas
fitossanitarios. Este trabalho teve por objetivo avaliar o potencial multiplicativo in vitro e a
aclimatagdo do bastdo do imperador. O material vegetal utilizado para realizacdo dos
experimentos foram plantulas de Etlingera elatior cv. Red Torch, oriundas de sementes
germinadas in vitro. As plantulas individualizadas, com cerca de 2 ¢cm, foram cultivadas no meio
de cultura MS basico, enriquecido com 30 g.L”' de sacarose ¢ 0, 1, 2 ¢ 3 mgL" de 6-
benzilaminopurina (BAP). Os resultados mostraram que plantas produziram em média o maior
namero de brotos (7,86) em meio de cultura com 3 mg.L"' BAP. Na auséncia do regulador de
crescimento os explantes apresentaram maior comprimento médio das brota¢des, maior numero e
comprimento das raizes. Durante a aclimatacdo das plantulas em casa de vegetacdo obteve-se
uma taxa de pegamento superior a 80%, as quais estavam prontas para serem transferidas para o

campo aos 60 dias.

Palavras-chave: bastdo do imperador, reguladores de crescimento, aclimatacao.
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ABSTRACT

Etlingera elatior is a tropical flower plant that has been cultivated in Northeast Brazil in the
states of Pernambuco and Alagoas, that exports to other countries and Brazilian states. A
considerable problem for this activity is the seedlings production that, made as a rule by bunch
division, increase the production costs and can disseminate disease problems. This work had the
objective to evaluate the in vitro multiplication potential and the acclimatization of the
micropropagated Etlingera elatior cv. Red Torch. The started plant material used for the
experiments was plants of Etlingera elatior cv. Red Torch, originated from in vitro germinated
seeds. The plants with about 2 cm were placed on a basic Murashige and Skoog (MS) medium
enriched with 30 g.L"' of sucrose and 0, 1, 2 or 3 mg.L" of 6-benzilaminopurine (BAP). The
results showed that the explants produced the highest number of sprouts (7,86) when placed on a
MS medium culture enriched with 3 mg. L' BAP. In the absence of the BAP the explants
presented the highest length of the sprouts, and the highest number and length of the roots. The
acclimatization rate of the explants in a glasshouse was superior to 80%, and the seedlings were
ready to be transferred to the field after 60 days.

Index terms: tropical flower, citocinin, propagation.
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INTRODUCAO

Etlingera elatior (Jack) R.M. Smith, ¢ uma flor tropical pertencente a familia
Zingiberaceae conhecida por bastdo do imperador (LAMAS, 2002). O género Etlingera inclui
varias espécies, geralmente com inflorescéncias belas e vistosas em diferentes tonalidades
(LAMAS, 2005).

Virias espécies da familia Zingiberaceae utilizadas principalmente como medicamentos e
temperos ja foram propagadas in vitro, tais como, Curcuma zedoaria Roscoe (MELLO et al.,
2000; LOC et al., 2005), Alpinia galanga Willd (BORTHAKUR et al., 1999), Kaempferia
galanga (SHIRIN et al., 2000); Zingiber officinale (DEBIASI et al., 2004; ROUT et al., 2001).
Todavia, estudos para micropropagacao de Etlingera elatior ainda ndo sdo conhecidos na
literatura.

Um dos grandes problemas das flores tropicais, inclusive do bastdo do imperador, estd
relacionado com a produgdo de mudas, usualmente feita através da propagacdo vegetativa por
rizomas que sdo estruturas subterraneas (LAMAS, 2002). Convencionalmente, os produtores
propagam suas proprias mudas ou as adquirem de outros produtores com pouco ou nenhum
cuidado em relagdo a sanidade do material vegetal. Esta pratica tem acarretado a disseminacao de
algumas pragas e doengas importantes que, a cada ciclo da cultura, sao transmitidas entre plantios
sucessivos.

A micropropagagdo tem sido uma ferramenta importante para propagar com seguranga
varias espécies vegetais, inclusive flores tropicais (MELLO et al., 2000). Através do isolamento
de meristemas, embrides, apices caulinares e outras estruturas pode-se multiplicar plantas com
risco muito menor de se estar também multiplicando patoégenos tais como, nematoides, fungos,
bactérias, virus etc (ROGALSKI et al., 2003). Para se ter maior seguran¢a na multiplicacdo do
material livre de patdgenos, pode-se associar a micropropagacao ao tratamento inicial do explante
com técnicas do tipo tratamento térmico, imersdo em fungicida, antibidtico, exposi¢do a luz
ultravioleta, etc. (GRATTAPAGLIA & MACHADO, 1998).

A aclimatagdo € um passo importante na sobrevivéncia das plantas micropropagadas.
Durante o crescimento in vitro, as plantas se desenvolvem em condi¢des heterotroficas e
relativamente controladas, incluindo ambientes fechados, sem trocas gasosas, com elevada

umidade do ar, baixa intensidade luminosa, € o uso de agucares do meio como uma fonte de
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carbono e energia (SCIUTTI & MORINI, 1993; POSPISILOVA et al., 1999). A selegdo de um
substrato satisfatorio para aclimatacdo pode ser decisiva para o rapido retorno das plantas
micropropagadas a condi¢do autotrofica e ao crescimento vigoroso (HOFFMANN et al., 2001;
SILVA et al., 2003).

Este trabalho teve por objetivo avaliar o efeito da adi¢do de diferentes concentracdes de 6-
benzilaminopurina (BAP) ao meio de cultura, na multiplicagdo in vitro de Etlingera elatior (Jack)

R.M. Smith e avaliar a aclimatacdo das plantulas.
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METODOLOGIA

O trabalho foi conduzido no Laboratorio de Biotecnologia Vegetal do Centro de Ciéncias
Agrarias da Universidade Federal de Alagoas, em Rio Largo estado de Alagoas.

Obtencdo dos explantes: Frutos maduros de Etlingera elatior var. Red Torch,
provenientes plantio comercial na Fazenda Monteiro no municipio de Messias, Alagoas, foram
mergulhados em solugdo de hipoclorito de sodio a 0,2% por 30 minutos e em seguida lavados
com agua corrente por 1 minuto.

As sementes foram retiradas dos frutos e despolpadas em uma peneira sob agua corrente
até a retirada total da mucilagem e levadas para a cdmara de fluxo laminar onde se realizou a
desinfestacdo de acordo com a seguinte seqliéncia: 1) lavagem em 1L de dgua destilada com 3
gotas de detergente comum por 10 minutos; 2) lavagem por 10 minutos em fungicida tiofanato
metilico (Cercobim 700 PM) a 2 g L™'; 3) lavagem por 1 minuto em 4lcool 70% (v/v); 4) lavagem
por 30 minutos em solucdo de hipoclorito de sodio a 0,6%, juntamente com 2 gotas do detergente
Tween 80. Ao final de cada etapa, as sementes receberam trés enxagiies em agua estéril.

As sementes foram postas para germinar em papel de filtro umedecido dentro de placas
de Petri esterilizadas em autoclave. As sementes germinadas nas placas foram transferidas para
frascos contendo 30 mL do meio de cultura basico de MS enriquecido com 3 mg.L™" de BAP. A
cada periodo de 30 dias, os explantes eram repicados até a obten¢do de uma quantidade suficiente
para o inicio do experimento de multiplicacao.

Experimento de multiplicacdo: Os explantes obtidos na fase anterior foram submetidos
a um experimento de multiplicacdo em meio de cultura basico de MS enriquecido com 0; 1;2 ¢ 3
mg.L" de BAP e repicados a cada 30 dias.

A cada 15 dias, durante 90 dias, avaliou-se o numero de brotagdes emitidas por explante
e o comprimento dessas brotagdes, por serem indicativos da potencialidade de multiplicagao.
Foram ainda avaliados o nimero € o comprimento das raizes por explante, por serem fatores
importantes na aclimatacdo dos explantes.

O experimento foi conduzido em delineamento experimental inteiramente casualizado
com 4 tratamentos e 5 repeti¢cdes, sendo cada repeticao representada por cinco frascos contendo
um unico explante. Os resultados foram submetidos a analise de varidncias e as médias dos

tratamentos foram comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. Foi utilizado o
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programa estatistico SISVAR-Sistema de andlise de variancia para dados balanceados. Todas as
fases do presente estudo, foram conduzidas em camara de crescimento sob intensidade luminosa
de cerca de 50 pmol.m™.s™', proveniente de lampadas frias Philips TDL. O fotoperiodo utilizado
de 16 horas e a temperatura foi ajustada para 25+ 2°C.

Para a aclimatacdo do material, foram selecionadas 80 microplantas com cerca de 3 cm
enraizadas in vitro, independente do tratamento utilizado, as quais tiveram suas raizes lavadas em
agua corrente para a completa remocao do meio de cultura aderido, sendo, em seguida, plantadas
em copos descartaveis com capacidade para 200 mL, contendo uma mistura de p6 de fibra de
coco + terra de encosta + torta de filtro nas proporgdes de 1:2:1. Os copos com as plantas foram
mantidos em bandejas envolvidas com sacolas plasticas durante 15 dias para formar uma camara
umida. Apos esse periodo, os copos com as plantulas foram levados para um telado com 70% de
sombreamento ¢ irrigados diariamente por microaspersdao. Apos 30 dias da retirada das plantas

dos frascos, foram avaliadas a porcentagem de plantas vivas e a altura das plantas.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Ap6s 90 dias de cultivo in vitro foram observadas diferengas significativas no numero de
brotagdes dos explantes na presenca das diferentes concentragdes de BAP testadas, observando-
se elevadas taxas de produgcdo mensal de brotos. No entanto, a adi¢do da concentracdo mais
elevada de BAP (3 mg.L") determinou uma maior producio de brotos (Tabela 1).

Os resultados mostraram que a espécie Etlingera elatior cv. Red Torch possui um elevado
potencial para multiplicagdo in vitro, maior do que outras espécies da mesma familia
Zingiberaceae, tais como Curcuma spp. e Zingiber officinale, que apresentaram média de 4
novos brotos por explante, em meio de cultura MS + 3 mg.L"' de BAP (BALACHANDRAN et
al., 1990).

Borthakur et al. (1999) ao suplementarem o meio de cultura MS com 2 mg.L'1 de BAP
obtiveram uma média de 3,3 brotos/explante na micropropagacdo de Alpinia galanga. Debiasi et
al. (2004), ao utilizar o meio de cultura MS sem reguladores de crescimento e com 1 mg.L™" de
BAP em Zingiber officinalle, obtiveram média de 4,1 e 4,2 novos brotos, respectivamente.
Miachir et al. (2004) trabalhando com Curcuma zedoria obtiveram de multiplicagdo média in
vitro de 2,3 novos brotos/més, apds 30 dias de cultivo, utilizando 2 mg.L'1 de BAP em meio de
cultura MS.

O papel estimulante das citocininas na divisdo celular em sistemas de cultura de tecidos €
bastante conhecido (TAIZ & ZEIGER, 2004). O BAP tem se destacado entre as citocininas pela
sua eficiéncia em induzir a formagdo de grande nimero de brotos e eclevadas taxas de
multiplicacdo em varias espécies de plantas e por isso tem sido mais utilizado em trabalhos de
multiplicagdo in vitro do que outras citocininas (CALDAS et al., 1998; GRATTAPAGLIA &
MACHADO, 1998).
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Tabela 1: Efeito do BAP, no nimero ¢ comprimento médio das brotagdes (cm) e na taxa de

multiplicagdo de Etlingera elatior cv. Red torch, aos 90 dias de cultivo in vitro.

Concentracdes de  Numero médio Comprimento médio Taxa de
BAP (mg.L™) das brotacdes das brotacgdes (cm) multiplicacao*
0 428 ¢ 293 a 9,08
1 5,60 b 2,32b 14,6
2 5,72b 2,17 be 14,88
3 7,86 a 1,97 ¢ 20,2
CV (%) 17,28 13,28

Médias seguidas de mesma letra nas colunas ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey

(5%).* Numero final de explantes produzidos/niimero de explantes introduzidos.

O comprimento médio das brotagdes produzidos por Etlingera elatior foi
significativamente superior nas concentragdes mais baixas de BAP (Tabela 1). Observou-se que a
medida que se aumentou a concentragdo de BAP no meio de cultivo, houve redugdo no
comprimento médio dos brotos (Figura 1). Debiasi et al. (2004), também obtiveram maior
comprimento de brotagdes, ao cultivar Zingiber officinalle em meio de cultura MS desprovido de
reguladores de crescimento. Esse fato tem sido relacionado diretamente a conhecida capacidade
das citocininas em promoverem muitas brotagdes na parte aérea em detrimento do alongamento.
Lemos et al. (2001), cultivando clones de banana cv. Terra (Musa), observaram que o
comprimento médio do pseudocaule dos explantes cultivados no meio de cultura sem reguladores
de crescimento foi maior do que o daqueles explantes cultivados em meio com BAP.

Debiasi et al. (2004), depois de observagdes realizadas na micropropagacdo de Zingiber
officinalle, relatam que o comprimento médio das brotagdes micropropagadas ¢ inversamente
proporcional a taxa proliferativa, ou seja, quanto maior a altura média, menor serd o nimero
médio de brotos formados. Esta informag¢do ¢ confirmada neste trabalho, ja que as maiores
médias em altura, dos novos brotos emitidos, foram verificadas no meio de cultura MS

desprovido de reguladores de crescimento, com menores taxas proliferativas.
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Figura 1: Efeito de diferentes concentragdes de BAP no comprimento médio das brotagdes (cm)

de Etlingera elatior cv. Red Torch aos 90 dias de cultivo.

A taxa das brotagdes mostrou diferencas estatisticas significativas entre as épocas (30, 60
e 90 dias) para os tratamentos que continham BAP (Figura 2A), mostrando que a adi¢do desse
regulador de crescimento ao meio nas concentragdes utilizadas estimulou, de fato,I o
aparecimento de novas brotacdes.

Essa taxa praticamente duplicou a cada 30 dias, principalmente nos tratamentos com BAP
entre 60 e 90 dias, chegando a apresentar cerca de 20 brotos por explante ao final de 90 dias no
tratamento com 3 mg.L" de BAP (Figura 2A). No tratamento desprovido de BAP o niimero
aumentou a cada més, mas a taxa de multiplicagdo dos brotos permaneceu constante (Figura 2B).
Debiasi et al. (2004) trabalhando com Zingiber oficinalle observou que a taxa de brotagdo néo
apresentou diferengas estatisticas entre as épocas (15 ¢ 30 dias) de cultivo in vitro entre os
tratamentos.

O comprimento médio das brotacdes variou significativamente entre os tratamentos,
principalmente entre os extremos sem BAP ¢ 3 mg.L"' de BAP, mas nio entre as épocas dentro
de cada tratamento (Figura 2B). Todavia, a reducdo média no comprimento de cerca de 1 cm
entre os brotos que mais alongaram (2,93 cm) e os que menos alongaram (1,97 cm) nao

prejudicou a viabilidade dos menores como potencial multiplicativo para os explantes.
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Figura 2: Nimero médio (A) e comprimento médio (B) das brotacdes de Etlingera elatior cv.
Red Torch emitidos por explantes iniciais aos 30, 60 e 90 dias de cultivo in vitro nos diferentes
tratamentos. Médias seguidas da mesma letra dentro dos tratamentos ndo diferem estatisticamente

pelo teste de Tukey (5%).

A produgdo de raizes nos explantes seguiu os padrdes esperados para a maioria das
espécies cultivadas in vitro. Explantes em meio de cultura MS desprovido de reguladores de
crescimento mostraram-se capazes de produzir o maior namero (4,75) e comprimento médio das
raizes (3,14cm) em relacdo aos meios com diferentes concentracdes de BAP (Figuras 3 e 4).
Resultados semelhantes no numero de raizes podem ser observados em trabalho realizado por
Borthakur et al. (1999) para Alpinia galanga (3,1 raizes por explante). Os resultados aqui obtidos

confirmam o efeito indutor de brotagdes da citocinina (BAP) e inibidor do alongamento de brotos
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e de raizes em um numero significativo de espécies (COSTA et al., 2006; CANTAGALLO et al.,

2005).

N° médio de raizes

y =-1,281x + 4,489
R? = 0,9632

1,0 2,0 3,0
Concentracdes de BAP (mg/L)

Figura 3: Efeito de diferentes concentragdes de BAP no nimero médio das raizes de Etlingera

elatior cv. Red Torch, aos 90 dias de cultivo.

Comprimento médio das raizes

y = -0,683x + 3,182
R? = 0,9868

1,0 2,0 3,0
Concentracdes de BAP (mg/L)

Figura 4: Efeito de diferentes concentragdes de BAP no comprimento médio das raizes (cm) de

Etlingera elatior cv. Red Torch, aos 90 dias de cultivo.
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As microplantas retiradas dos frascos de cultura com cerca de 3 cm de comprimento e
levadas para a aclimatacdo em casa de vegetagdo apresentaram indice de pegamento e adaptagdo
superior a 80%. Apods 30 dias de cultivo ex vitro as plantas mostravam comprimento médio de
8,64 cm e ap6s 60 dias as plantas dobraram de tamanho e estavam prontas para serem transferidas

para o campo.
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CONCLUSOES

A taxa de multiplicagdo obtida nesse trabalho, foi suficientemente elevada para viabilizar

uma producdo em larga escala de mudas micropropagadas de Etlingera elatior cv. Red Torch.

A aclimatagdo das plantas micropropagadas de Etlingera elatior cv. Red Torch é um
procedimento relativamente simples, com elevado indice de pegamento, o que contribui para o

estabelecimento de uma rotina de micropropagagao nessa espécie.
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CONSIDERACOES FINAIS

Os métodos de cultura de tecidos vegetais utilizados neste estudo possibilitaram a
obtengdo de um protocolo para a micropropagagdo de bastdo do imperador (Etlingera elatior
R.M. Smith). Este protocolo permite a producdo de mudas in vitro, em larga escala, livres de
pragas e doengas. Diante dos resultados obtidos, ha necessidade de mais estudos sobre a
germinagdo e o desenvolvimento de embrides a serem utilizados como explantes, visto que houve
uma baixa porcentagem de germinagao das sementes e dos embrides introduzidos.

A dificuldade de obtencao de frutos e sementes viaveis das variedades desta espécie ¢ um
fator limitante para a micropropagacao, pois sO foi possivel a introdugdo de sementes da cultivar
Red Torch, sendo necessarios estudos relacionados a biologia floral, uma vez que verificou-se
uma baixissima produ¢do de frutos principalmente nas cultivares Pink Torch e Porcelana e ainda
a ndo germinacao das sementes. Sendo descartada a hipdtese da inviabilidade dos graos de pdlen,
¢ possivel que a baixa produgdo de frutos nessa espécie seja fungdo do atrofiamento do ovario da
maioria das flores ou da incompatibilidade fisioldgica entre as cultivares, o que poderia levar a
nao germinagdo do grao de podlen sobre a superficie do estigma, ou isso somente acontecer sob
condi¢des muito particulares.

Assim, o inicio de um programa de melhoramento e o estabelecimento de cruzamentos
intervarietais terd que esperar por novos estudos que identifiquem com precisdo as causas dessa
incompatibilidade natural. Todavia, o potencial econdmico da espécie ¢ enorme face ao grande
desenvolvimento da floricultura tropical no Nordeste, sobretudo em Alagoas.

Com o protocolo de micropropagacao dessa espécie descrito nesse trabalho, o tempo entre
o surgimento de uma nova cultivar e o seu efetivo cultivo em escala comercial podera ser
significativamente reduzido. Considerando a taxa de multiplicagdo obtida, estima-se que mais de
50 mil mudas podem ser obtidas anualmente a partir de cada explante introduzido. Além disso, a
garantia de que tais mudas serdo livres de pragas e doengas dardo maior longevidade, dinamismo,

qualidade e rentabilidade aos plantios e, consequentemente, aos produtores.





