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RESUMO

O cultivo in vitro de plantas € uma técnica que propicia sua producdo em larga
escala e isentas de micro-organismos, a qual, aliada ao uso de horménios vegetais
como citocininas e auxinas, pode ser utilizada para aperfeicoar o sistema produtivo
de plantas de bastdo do imperador [Etlingera elatior (Jack) R.M. Smith]. Contudo, as
plantas micropropagadas sdo muito sensiveis e a aclimatizacdo torna-se uma etapa
critica. Neste sentido, a utilizacdo de fungos micorrizicos arbusculares (FMA) é uma
alternativa para auxiliar a planta a sobreviver sob as condicbes adversas do
transplantio, promovendo melhor estabelecimento das plantas. Assim, o presente
trabalho teve como objetivo geral otimizar a micropropagagcdo e aclimatizacdo de
plantas de E. elatior e verificar a influéncia da inoculacdo com fungos micorrizicos
arbusculares no seu estabelecimento e producéo. Para isto, plantas de E. elatior
foram cultivadas in vitro em meio MS, suplementado ou ndo com reguladores de
crescimento, para testar qual a melhor dose e combinacdo de auxina e/ou citocinina
sobre o desenvolvimento de brotos. Em seguida, as plantas foram aclimatizadas em
casa de vegetacdo e submetidas a tratamentos de inoculagdo micorrizica, visando o
estabelecimento das mesmas para obtencdo de mudas para campo. Os resultados
mostraram efeito sinérgico de citocinina e auxina sobre o cultivo in vitro das plantas,
com destaque para a citocinina. A inoculacdo com FMA foi positiva para obtencéo de
maior desempenho das plantas tanto na etapa de aclimatizacdo como no
estabelecimento em campo, proporcionando maior biomassa e produgao de perfilhos
por touceira. Conclui-se, portanto, que o uso de reguladores de crescimento no
cultivo in vitro e de FMA na aclimatizacdo e estabelecimento em campo promovem
beneficios para obtencdo de plantas de E. elatior com maior desenvolvimento.

Palavras-chave: Bioinsumo, Micorriza arbuscular, Cultivo in vitro, Producdo vegetal,
Etlingera elatior, Planta tropical.



ABSTRACT

The in vitro growth of plants is a technique that provides its production on large scale
and without microorganisms, and allied to use of phytohormones as cytokinin and
auxin, which can be used to improve the production system of Etlingera elatior (Jack)
R.M. Smith. However, micropropagated plants are very sensitive and the
acclimatization becomes a critical step. In this sense, the use of arbuscular
mycorrhizal fungi (AMF) is an alternative to help plants to survive under adverse
conditions of transplanting, promoting better plant establishment. Thus, this study
aimed to optimize the micropropagation and acclimatization of plants of E. elatior and
the influence of inoculation with AMF in their establishment and production. Plants of
E. elatior were grown in vitro on MS medium, supplemented or not with growth
regulators, to test the best dose and combination of auxin and/or cytokinin on shoot
development. Next, the plants were acclimatized in greenhouse and submitted to
mycorrhizal inoculation treatments, aiming its establishment to obtain seedlings for
the field experiment. The results showed synergic effect of cytokine and auxin on the
in vitro cultivation, highlighting for cytokinin. AMF inoculation provides higher
development of plant either in acclimatization and field, promoting higher biomass
and production of tillers per plant. It was concluded that the use of growth stimulators
in vitro, and inoculation with AMF in the acclimatization and establishment in the field
provides benefits to obtain plants of E. elatior with better development.

Keywords: Bioinsumos, arbuscular mycorrhizal, in vitro growth, plant production,
Etlingera elatior, tropical plants.
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1. INTRODUCAO

As flores e plantas ornamentais de clima tropical apresentam potencial de
comercializacdo tendo em vista suas peculiaridades, como beleza diferenciada,
exosticidade, alta diversidade de formas e cores, dentre outras caracteristicas que
lhes imprime aceita¢gé&o no mercado (LOGES et al., 2005).

Entre estas plantas, destaca-se Etlingera elatior (Jack) R.M. Sm., uma
espécie pertencente a familia Zingiberaceae, conhecida como bastdo do imperador,
flor da redencdo e gengibre de tocha, entre outros. Esta espécie possui beleza
exuberante devido a sua folhagem e inflorescéncias em formato de roseta, bastante
cerosas e semelhantes a uma tocha (BRAINER; OLIVEIRA, 2007). Esta planta é
nativa do sudeste da Asia - Indonésia, Malasia e sul da Tailandia e mundialmente
cultivada nos tropicos (LIM, 2014).

Diversos estudos tém sido realizados com E. elatior devido as varias
aplicacbes desta planta ornamental, dentre os quais podem ser citados trabalhos
sobre: estabelecimento in vitro (COLOMBO et al., 2010; YUNUS et al., 2012, 2013),
aclimatizacdo utilizando substrato alternativo e diferentes volumes de recipientes
(ASSIS et al., 2009; SANTOS et al., 2013), cultivo sob diferentes espacamentos em
clima subtropical (UNEMOTO et al, 2012) e avaliacAo das propriedades
antioxidante, antibidtica (CHAN; LIM; OMAR, 2007; CHAN et al., 2009), fitoquimicas
e farmacoldgicas (ARYA; KUMAR; GAUTAM, 2014; CHAN; LIM; WONG, 2011).
Embora a producdo desta planta seja apta no Nordeste brasileiro, ainda ha caréncia
de trabalhos sobre métodos eficientes para propagacdo e producdo desta espécie
na regido semiarida.

De acordo com Lamas (2004), a producdo adequada de mudas depende da
qualidade das matrizes, as quais devem ser mantidas sobre rigoroso controle
fitossanitario, e das técnicas de propagacdo utilizadas. Dentre os métodos de
propagacédo, a cultura de tecidos possibilita a producdo de plantas em larga escala
com caracteristicas desejaveis. A utilizacdo da micropropagacao permite reducdo de
custos de producdo, a partir de praticas que geram micropropagulos e plantas com a
manutengdo da qualidade do produto. Desta maneira, fitohormonios séo utilizados,
visando o aprimoramento desta técnica, os quais, a exemplo do 6-benzilaminopurina
(BAP) e do acido indolacético (AlA), proporcionaram maior obtencdo de brotos de E.
elatior na fase de isolamento (COLOMBO et al., 2010).



Por outro lado, o cultivo in vitro propicia a producdo de plantas isentas de
micro-organismos, incluindo os benéficos ao desenvolvimento vegetal, como o0s
fungos micorrizicos arbusculares (FMA). Estes fungos, pertencentes ao filo
Glomeromycota, sdo biotréficos obrigatérios e formam simbiose com a maioria das
espécies vegetais, interacdo esta que envolve, particularmente, a transferéncia de
nutrientes entre os simbiontes, sendo esses essencialmente o C (da planta para o
fungo) e o P (do fungo para a planta) (SMITH; SMITH, 2012), contribuindo no
estabelecimento destas plantas, principalmente na fase de aclimatizacdo (OLIVEIRA
et al., 2011). Além disso, estes fungos sdo considerados componentes bioticos
primarios do solo e, portanto, quando negligenciados ou esquecidos pode-se reduzir
a eficiéncia do funcionamento do ecossistema (BERRUTI et al., 2016).

Neste sentido, a aplicagdo de FMA no cultivo de plantas ornamentais em
regides semiaridas, pode auxiliar na producdo da planta em condicbes de campo
(MEIR et al., 2010). Porém, para Koltai (2010), existem dificuldades e demandas a
serem enfrentadas no uso de FMA para a floricultura, o que requer adaptacdo do
uso deste simbionte a cada uma das espécies e cultivares, devido a diferenga no
material de propagacéao ou praticas utilizadas no crescimento da planta.

Desta forma, torna-se imprescindivel validar o uso de inoculantes de FMA em
plantas-alvo para a tomada de decisGes sobre a ado¢éo da técnica considerando a
relacdo custo-beneficio. Assim, estudos com plantas ornamentais em associacao
com FMA na regido semiarida do Brasil, especialmente o submédio Vale do Séao
Francisco, podem contribuir para a diversificacdo de culturas e para o crescimento
cientffico e econdmico da regido, fornecendo informacdes sobre o manejo e
producdo adequados destas plantas.

Assim, o objetivo do presente trabalho foi otimizar a micropropagacéo e
aclimatizacdo de E. elatior e verificar a influéncia da inoculagdo com FMA no seu

estabelecimento ex vitro.



2. FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1. BASTAO DO IMPERADOR

A familia Zingiberaceae € representada por espécies vegetais de clima
tropical e subtropical e seu centro de diversidade se encontra na regiao
biogeografica da Malasia, sendo constituida por 52 géneros e mais de 1.300
espécies (ENCYCLOPADIA BRITANNICA, 2015; SAKAI et al., 2013). No Brasil, 0
anico género nativo € Renealmia e foram introduzidos os géneros: Alpinia,
Burbidgea, Curcuma, Elletaria, Etlingera, Globba, Hedychium, Kaempferia e Zingiber
(SOUZA; LORENZI, 2008).

O género Etlingera se destaca pela beleza de suas espécies, sendo Etlingera
elatior uma das mais conhecidas. Segundo Wong (2008), para esta espécie, 0 nome
do género foi dado em homenagem ao botanico alemdo Andreas Ernst Etlinger e o
epiteto especifico &€ devido ao seu significado em latim: “mais alto”. Essa espécie é
nativa de paises do sudeste asiatico, como Malasia, Indonésia e Tailandia (LIM,
2014). Segundo Terao, Carvalho e Barroso (2005), esta € a espécie mais cultivada
do género, tendo como principais paises produtores: Filipinas, Tailandia, Jamaica,
Estados Unidos (Havai), Costa Rica e Equador. Ainda de acordo com esses autores,
na importacdo destacam-se Estados Unidos, Canada, Holanda, Alemanha,
Dinamarca, Bélgica, Franca e Japéo.

No Brasil, E. elatior possui alguns nomes populares, como rosa de porcelana,
bastdo do imperador, gengibre de tocha, flor da redencéo e flor de cera. Os registros
na literatura cientifica a respeito dessa planta com aplicacdo ornamental ainda séo
escassos, apesar do seu potencial para uso como produto da floricultura por
apresentar peculiaridades que a torna uma planta tipicamente ornamental. De
acordo com Lamas (2004), h4 quatro cultivares de maior importancia comercial no
Brasil, sendo elas: Red Torch (bracteas vermelhas), Pink Torch (bracteas rosadas),
Porcelana (bracteas rosadas) e Tulipa Negra (bracteas rubras). No pais, segundo
Loges et al. (2008), as principais regifes produtoras dessa planta sdo Norte e
Nordeste, com destaque para as areas de Zona da Mata e Litoral do Nordeste, nos
Estados da Bahia, Sergipe, Alagoas, Pernambuco, Paraiba, Rio Grande do Norte e

Ceara.



2.1.1. Aspectos Botanicos

Plantas do género Etlingera apresentam um padrdo de crescimento atipico,
os brotos florais crescem abaixo do solo, estando visiveis apenas estruturas
parecidas com pétalas (labelo), um colar de flores brilhantes de coloracdo vermelha
(ENCYCLOPADIA BRITANNICA, 2015). A espécie E. elatior, por sua vez, é
caracterizada por ser uma planta rizomatosa herbacea perene, com porte ereto,
podendo suas hastes vegetativas atingir até 6 m de altura e as florais, até 2 m, as
quais se desenvolvem separadamente. As folhagens apresentam coloracdo de
verde intenso a marrom-avermelhado (TERAO; CARVALHO; BARROSO, 2005;
WONG, 2008).

H& variacbes de tonalidades das cores de suas inflorescéncias, o que define o
nome das cultivares comerciais. Essa coloracdo varia entre vermelho escuro,
vermelho claro, rosa, rosa claro, além de uma variedade conhecida como Branco de
Sab4, devido a cor branca da inflorescéncia (LAMAS, 2004). Além disso, para a
mesma espécie podem ser observadas variacdes no padrdo fenotipico de cor e
formato da inflorescéncia (COSTA et al., 2014).

As flores verdadeiras surgem entre as bracteas, numa estrutura de pinha
(WONG, 2008), e os frutos sdo formados em conjunto, em uma estrutura chamada
infrutescéncia, a qual pode apresentar coloragéo esverdeada, amarelo-alaranjada ou
avermelhada e formato elipsoide, podendo o fruto ser as vezes subgloboso, com
cerca de 2,5 cm de diametro. As sementes sao produzidas em grande quantidade e
sao pequenas e pretas (LIM, 2014).

2.1.2. Usos e Propriedades

As espécies da familia Zingiberaceae possuem, de modo geral, diversas
aplicacbes, como na medicina, culinaria, ornamentacdo e paisagismo, além de ser
utiizada na higiene pessoal. Sdo utilizadas varias partes da planta: folhas, haste,
rizoma, brotagbes novas, flores e inflorescéncias, sementes e frutos para seus
diversos fins, principalmente nos paises asiaticos (CHAN; LIM; TAN, 2011; CHAN,;
LIM; WONG, 2011; LIM, 2014; MAIMULYANTI; PRIHADI, 2015).

Varios tipos de compostos fitoquimicos podem ser encontrados nas flores,
folhas, hastes e rizomas de bastdo do imperador, destacando-se as propriedades
antioxidante (ABDELWAHAB et al, 2010; MAIMULYANTI, PRIHADI, 2015);



antimicrobiana (CHAN; LIM; OMAR, 2007; CHAN; LIM; WONG, 2011; LACHUMY et
al., 2010); anticancerigena (HABSAH et al, 2005); inibicAo da tirosinase, uma
enzima fundamental na biossintese de melanina, podendo causar pigmentacao
excessiva da pele (CHAN et al, 2008; SILVERIO; CASTRO; MIRANDA, 2013); e
hepatoprotetiva (HALEAGRAHARA et al., 2010). Além disso, ha registros do uso de
parte da planta para limpeza de ferimentos e, juntamente com outras ervas
aromaticas, como coldnia pdés-banho por mulheres apds o parto (IBRAHIM; KHALID;
HUSSIN, 2007; LIM, 2014).

Os rizomas podem apresentar altos teores de ferro (67,10 mg/100 @),
comparado a outras espécies de Zingiberaceae (BRAHIM; KHALID; HUSSIN, 2007).
Além disso, as folhas e flores sdo também importantes produtos utilizados na
culindria com teores nutricionais consideraveis (CHAN; LIM; TAN, 2011; LIM, 2014),
e outras estruturas como brotacdes, botbes florais e frutos também sdo consumidos
pelos povos nativos do sudeste Asiatico como condimentos, em saladas, como
especiarias ou até mesmo cozidos (JEEVANI OSADEE WIJEKOON; KARIM; BHAT,
2011; SIRIRUGSA, 1999; TERAO; CARVALHO; BARROSO, 2005). De acordo com
Wong (2008), as inflorescéncias fechadas sdo um importante ingrediente para rojak
(salada de frutas e vegetais) e laksa (sopa), tipicos da Malasia e Singapura.

Apesar dos poucos estudos registrados na literatura a respeito da aplicagéao
do bastdo do imperador como planta ornamental, esta apresenta alto potencial para
a floricultura, a qual é propicia para cultivo em regides tropicais, podendo ser
comercializada como flor de corte e utilizada em decora¢gdes (CHAN; LIM; OMAR,
2007; LIM, 2014), além de ser uma excelente opcdo para o paisagismo (TERAO;
CARVALHO; BARROSO, 2005). O seu valor ornamental é evidenciado pela beleza
de suas inflorescéncias, as quais sao exoticas, assemelhando-se a uma tocha, e
exuberancia de sua folhagem, que se torna um elemento de decoracdo com
qualidade e beleza (WONG, 2008).

Para Wong (2008), o bastdo do imperador € imprescindivel na composicao de
um jardim tropical, podendo também ser utilizado em jardins ecologicos, sendo suas
flores atrativas para seu polinizador natural. Por outro lado, ainda ha entraves para o
setor produtivo e comercial de flores dessa planta com valor ornamental,
principalmente em relacdo as suas caracteristicas morfolégicas e tempo de vida, que

impossibilita a comercializacdo de flores abertas, sendo necessario antecipar o



ponto de corte e comercializar as flores ainda fechadas, em forma de botdes,
conhecidos como “casticais” (MARCSIK et al., 2003).

2.1.3. Propagacao

De acordo com Rodrigues (2007) os métodos de propagacdo de flores
tropicais sédo realizados por meio de touceiras, rizomas, sementes e cultura de
tecidos. O método tradicional de propagacédo de bastdo do imperador é por meio dos
rizomas, 0s quais devem ser tratados para evitar a proliferacédo de doencas (LOGES
et al., 2008; WONG, 2008).

As mudas de bastdo do imperador devem apresentar qualidade suficiente
para que apds o transplantio ndo seja necessario realizar substituicdo, considerando
que apos a implantacdo das mudas serdo emitidos os perfilhos, os quais irdo se
desenvolver e o cultivo ir4 se estabilizar, devendo-se, portanto, evitar o transplantio
(LOGES et al., 2008).

Portanto, o cultivo in vitro torna-se uma alternativa aos métodos
tradicionalmente utilizados, tendo em vista que permite a propagacdo de plantas
uniformes e em larga escala, mantendo o controle fitossanitario (FARIDAH et al.,
2011; YUNUS et al., 2012).

2.2. MICROPROPAGACAO

A reproducdo assexuada nos vegetais ocorre por meio da propagacao
vegetativa, com a qual a técnica de cultura de tecidos esta diretamente relacionada.
Esta técnica, também conhecida como micropropagacdo, se fundamenta no
principio da totipotencialidade das células, o qual implica na capacidade que estas
possuem de gerar uma nova planta e, mesmo maduras e diferenciadas, podem
retornar ao estado meristematico. A cultura de tecidos, portanto, € uma oportunidade
para se explorar esta capacidade celular, além de possibilitar o entendimento dos
fatores envolvidos na diferenciacdo de células e tecidos (BHOJWANI; RAZDAN,
1996).

As vantagens da utilizacdo da cultura de tecidos vegetais sdo: obtencao
rapida de material vegetal, plantas livres de patdgenos, conservacdo de

germoplasma e de plantas ameacadas de extincdo, manipulacdo genética e



producdo de metabdlitos secundarios; além de ser adequada para multiplicacdo de
clones com alto valor agregado (KAPOOR; SHARMA; BHATNAGAR, 2008; ROUT;
MOHAPATRA; JAIN, 2006). Assim, a utilizacdo da micropropagacéo em larga escala
para multiplicagdo de plantas permite reducdo de custos de produgdo, a partir de
praticas que geram micropropagulos e producédo de plantas mantendo a qualidade
do produto.

Existem varias estruturas vegetais possiveis de serem utilizadas como
material base para a micropropagacdo, cuja escolha € feita em funcdo de fatores
como disponibilidade de material, nivel de contaminacao, juvenilidade do tecido e
estacbes do ano. Assim, qualquer parte isolada da planta destinada a esse fim é
denominada explante, podendo ser, entre outras, fragmentos de raizes, hipocatilos,
epicotilos, cotilédones, flores, folhas, grdos de pélen, embrides, 6vulos, nés e gemas
axilares ou apicais (CID; TEIXEIRA, 2010).

O processo de cultivo in vitro segue as seguintes etapas: inicialmente é feita a
selecdo de explantes, desinfestacdo e cultivo em meio nutritivo com controle
fitossanitario; segue-se a fase de multiplicacdo dos propagulos por meio de
subcultivos em meio especifico para essa etapa. E, ap6s a multiplicacéo, as partes
aéreas produzidas sao transferidas para meio de enraizamento e posteriormente as
plantulas sdo transplantadas para substrato ou solo (GRATTAPAGLIA; MACHADO,
1998). Contudo, a ordem dessas etapas ndo precisa ser rigorosamente seguida,
além de ser possivel suprimir a fase de enraizamento, a depender do objetivo do
pesquisador ou da empresa.

A conducao do cultivo in vitro pode ser realizada de trés formas, em funcéo do
tipo de explante e sua posterior manipulacao: multiplicacdo através da proliferacéo
de gemas axilares, por meio da inducdo de gemas adventicias por organogénese
direta ou indireta (passando pela fase de calo), ou através de embriogénese
somatica (GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998). De acordo com Pati et al. (2006) a
técnica mais importante na micropropagacao é a proliferacdo meristematica, a partir
da qual se cultivam gemas apicais e segmentos nodais para regeneracdo de novos

tecidos.



2.2.1. Cultivo in vitro de Plantas Ornamentais

De acordo com Grattapaglia e Machado (1998), Morel (1960) foi o primeiro a
utilizar a propagacéo in vitro para fins comerciais, o qual multiplicou orquideas a
partir do cultivo de &pices caulinares e regeneracdo de protocormos. A
micropropagacao tem sido frequentemente empregada na producdo de mudas de
plantas ornamentais, das quais cerca de 160 géneros s&o mundialmente
propagados in vitro em laboratérios comerciais (ROUT; MOHAPATRA; JAIN, 2006).

Resultados satisfatorios mostrando a eficiéncia do método de propagacao in
vitro foram alcancados para diversas plantas de interesse ornamental, como
Anoectochilus roxburghii (ZHANG et al., 2015), Primulina dryas (PADMANABHAN et
al.,, 2015), Ipomoea sepiaria (CHERUVATHUR; ABRAHAM; THOMAS, 2015), Morus
alba (AROONPONG; CHANG, 2015), entre outras.

Diversos estudos também tém sido realizados com o intuito de se estabelecer
protocolos de producdo in vitro de mudas de plantas tropicais com diversos
objetivos, tendo em vista que os métodos tradicionais dificultam a propagacgéo
dessas plantas em larga escala e com qualidade comercial. Assim, a
micropropagacdo tem possibilitado a produgdo com alta e rapida taxa de reproducéo
e plantas com qualidade fitossanitaria, como € caso de espécies das familias
Zingiberaceae (FARIDAH et al, 2011), Orchidaceae (ZHANG et al., 2015),
Agavaceae (ASLAM; MUJIB; SHARMA, 2013), Agapanthaceae (BASKARAN; VAN
STADEN, 2013), Iridaceae (SWART et al., 2012), entre outras. Para Anthurium spp.,
por exemplo, o cultivo in vitro ja esta bem estabelecido (SILVA et al., 2015).

Para plantas dessa familia, o método convencional de propagacédo € via
rizoma, o qual tem causado baixa eficiéncia e proliferacdo de doencas, e diversos
estudos também tém demostrado a eficiéncia do cultivo in vitro de plantas dessa
familia, tais como Zingiber officinale (BAISHEY, 2014; SERAN, 2013), Zingiber
zerumbet (FARIDAH et al.,, 2011), Kaempferia galanga (PARIDA et al., 2010) e
Zingiber petiolatum (PRATHANTURARUG et al.,, 2004). Para bastdo do imperador
(Etlingera elatior) poucos estudos foram realizados, porém sdo evidentes o0s
beneficios da utilizacdo da micropropagacdo nesta espécie, a exemplo de
estabelecimento de protocolos para periodo de subcultivos (SANTOS et al., 2016) e

uso como ferramenta para propagacdo comercial e melhoramento genético (YUNUS



et al., 2012), além de conservacao e producdo em larga escala da espécie
(ABDELMAGEED etal., 2011; RESCAROLLI; ZAFFARI, 2009).

2.2.2. Hormonios/Reguladores de Crescimento Vegetais

Os hormoénios vegetais (HV), ou fitohormbénios, sdo “mensageiros quimicos”,
responsaveis por diversos processos fisiologicos nas plantas, como inducdo de
raizes e brotos, alongamento de entrends, producdo de biomassa, entre outros.
Assim, o0s principais tipos de horménios envolvidos na regulacdo do
desenvolvimento vegetal sdo: auxinas, giberelinas, citocininas, etileno, acido
abscisico e brassinosteréides (TAIZ; ZEIGER, 2009). Outras moléculas também
possuem efeito similar ao dos hormoénios vegetais, sdo o0s reguladores de
crescimento (RC), cuja diferenca basica é que o0s primeiros sao produzidos
naturalmente pelas plantas e os RC séo sintéticos (CID; TEIXEIRA, 2010).

A tilizacdo de HV ou RC tem viabilizado a otimizagdo da técnica de cultura
de tecido, tendo em vista suas funcbes nas plantas, os quais estdo entre os
principais fatores que podem influenciar o cultivo in vitro de plantas, a saber: meio de
cultivo, gendtipo, tipo de explante e iluminacdo (SILVA et al., 2015). Neste sentido,
estudos tém sido realizados no intuito de se estabelecer protocolos de producéo in
vitro de plantas a partir da suplementacdo dos meios de cultura com essas
substancias, sendo as auxinas e citocininas o grupo utiizado com maior frequéncia
na cultura de tecidos (CID; TEIXEIRA, 2010). De acordo com Taiz e Zeiger (2009),
estas duas substancias sao imprescindiveis para o desenvolvimento vegetal, cuja
auséncia na planta é letal, pois sdo necessérias para a viabilidade; ambas estédo
relacionadas com a regulacdo do ciclo vegetal e sdo fundamentais para a divisdo
celular, além de determinarem, respectivamente, a diferenciagdo em raiz e gemas
de tecidos vegetais cultivados.

Destacam-se como exemplos de auxinas: acido indol-3-acético (AlA), a mais
comum nos vegetais (TAIZ, ZEIGER, 2009), &acido 1-a-naftalenoacético - ANA),
acido 3-indolbutirico (AIB), 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) e é&cido 4-amino-3,5,6-
tricloro-picolinico (picloran). Sdo exemplos de citocininas naturais, a zeatina (ZEA) e
o isopentenil adenina (IPA), destacando-se como naturais a 6-benzilaminopurina
(BAP) e 6-furfurilaminopurina, conhecida como cinetina (CIN) (CID; TEIXEIRA,
2010).
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Esses dois tipos de fitohormbnios podem atuar juntos ou isoladamente na
producéo in vitro das plantas. Por exemplo, Zhang et al. (2015) constataram, em
meio MS (MURASHIGE e SKOOG, 1962), efeito sinérgico de auxina (0,5 mg/L de
ANA) e citocininas (3,0 mg/L BAP e 1,0 mg/L CIN) sobre a producéo e crescimento
de brotos de A. roxburghii, para a qual maiores médias no enraizamento puderam
ser obtidas com a combinagcdo das auxinas ANA (0,6 mg/L), ABB (0,3 mg/L) e
homogenato de banana (100 mg/L). Além disso, conforme observado por
Cheruvathur, Abraham e Thomas (2015), a combinagcdo de BAP (3,0 mg/L) e ANA
(0,5 mg/L) proporcionou maiores nimero de brotos e comprimento de brotos de I.
sepiaria. Por outro lado, a aplicacdo isolada de AIB (2,0 mg/L) teve efeito sobre o
enraizamento dessa espécie, com maior numero de raizes/broto; e o florescimento
otimo foi alcangado em meio MS suplementado com 3,0 mg/L de BAP, 0,5 mg/L de
ANA e 2,0 mg/L de ABA (acido abscisico).

Para plantas da familia Zingiberaceae, os trabalhos realizados com RC tém
produzido protocolos, evidenciando o efeito da utilizacdo isolada e sinérgica de
auxinas e citocininas sobre a producdo de brotos e enraizamento. E possivel
regenerar, em média de 3-5 brotos por explante de Z. officinale em meio MS
suplementado com 1,0 — 3,0 mg/L de BAP (IBRAHIM; KHALID; HUSSIN, 2007);
enquanto que para a formacéo de calos dessa espécie a aplicacdo de auxina (acido
acético 2.4diclorofenoxi — 2,4D) foi imprescindivel, cuja adicdo de 1,0 mg/L
associada a 0,5 m/L de BAP resultou em maior nimero, percentual e biomassa de
calos formados (EL-NABARAWY et al., 2015).

Trabalhos também tém sido realizados com E. elatior e os resultados
evidenciam o efeito significativo de auxinas e citocininas sobre as taxas de
multiplicagéo, crescimento e enraizamento de plantulas in vitro. Dentre estes,
Colombo et al. (2010) constataram que a melhor combinacdo de BAP e AIA para
obtenc&o de brotos dessa planta, na fase de isolamento, foi 4,95 mg/L e 0,87 mg/L,
respectivamente. Por outro lado, Yunus et al. (2012), estudando diferentes tipos de
citocininas na multiplicacdo de brotos dessa espécie, constataram que BAP foi a
mais responsiva, comparada com cinetina e 2-isopentenladenina (2-iP). Estes
autores recomendaram, ainda, o enraizamento de brotos dessa planta em meio livre
de RC, visto que as auxinas testadas (AIBB e ANA) ndo apresentaram efeito
significativo diferente do tratamento controle (sem RC) para esta etapa do cultivo in

vitro.
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2.2.3. Aclimatizacéo

Uma das etapas do processo de cultivo in vitro é a aclimatizacdo (ou
aclimatacao), sendo esta uma transicdo de uma condicdo em que a planta tem todos
0S recursos necessarios para 0 seu crescimento disponiveis, em ambiente
controlado, para um meio em que condicbes ambientais adversas passam a
influenciar o desenvolvimento da planta, preparando-a para um futuro cultivo em
campo de producdo. A aclimatizacéo, portanto, deve garantir a sobrevivéncia apos o
transplantio e qualidade das plantas (SILVA et al., 2015). Essas caracteristicas sao
essenciais para o0 sucesso da producdo em larga escala via micropropagacao
(ZHANG et al., 2015).

O substrato de cultivo nesta fase € um dos fatores que influencia o sucesso
da producédo das mudas. Yunus et al. (2012) observaram que plantas de E. elatior
apresentaram melhor performance na aclimatizacdo quanto a taxa de sobrevivéncia
e altura quando cultivadas em substrato a base de solo:areia: turfa de musgo (1:1:1),
0 que possibilitou também o desenvolvimento de plantas sem anomalias na sua
morfologia. Abdelmageed et al. (2011) também obtiveram resultados satisfatérios na
aclimatizacdo dessa espécie em substrato esterilizado & base de solo com turfa de
musgo, 0S quais observaram taxa de sobrevivéncia de 75% e desenvolvimento
normal das plantas.

Contudo, o cultivo in vitro de plantas propicia a producdo de plantas isentas
de micro-organismos, incluindo os benéficos ao desenvolvimento das plantas, a
exemplo dos fungos micorrizicos arbusculares (FMA). Estes fungos merecem
destaque por serem eficientes em aumentar o desenvolvimento das plantas, a
absorcédo de nutrientes, 0 sucesso ho estabelecimento em campo e a mitigacdo dos
estresses bidticos e abitticos (SMITH; READ, 2008).

Estudos recentes tém mostrado a ocorréncia generalizada de FMA em
espécies de plantas da familia Zingiberaceae (UMA et al., 2010) e que estes fungos
promovem maior altura e producdo de biomassa nestas plantas, podendo sua
utilizacdo substituir ou reduzir a aplicacdo de fertilizantes fosfatados durante a
producdo de mudas de Z. officinale (SILVA et al., 2008). Dessa forma, os FMA
podem ser utiizados na fase de aclimatacdo de plantas, visando garantir maior

sobrevivéncia e melhor desenvolvimento das plantulas micropropagadas.



12

2.3. FUNGOS MICORRIZICOS ARBUSCULARES

7

Uma das simbioses mais antigas e bem estabelecidas € a chamada
‘micorriza’. Este termo se refere a associacdo mutualista formada entre os fungos
micorrizicos e as raizes, em que o fungo passa a integrar o sistema radicular. A
micorriza do tipo arbuscular (MA) é formada por fungos do filo Glomeromycota
(SCHUBLER; SCHWARZOTT; WALKER, 2001) e constitui o tipo mais comum de
micorriza, 0s quais se associam a cerca de 90% das espécies de plantas terrestres e
apresentam ampla ocorréncia geografica, sendo mais comumente encontrados nos
trépicos (SMITH; READ, 2008). Neste sentido, afirma-se que a condicdo de planta
ndo micorrizada deve ser entendida como excecdo para a maioria das espécies
vegetais (SMITH; SMITH, 2012).

Os FMA sdao biotroficos obrigatorios e colonizam a planta por meio de suas
hifas que, apds se estenderem através das células do cortex radicular, ramificam-se
intensamente no interior destas células e formam uma estrutura tipica que define a
MA, o arbusculo (Figura 1), além de outras estruturas alocadas dentro ou entre
essas células que, juntas, determinam a efetividade da simbiose (SMITH; READ,
2008).

Figura 1 — Arbusculo formado por Glomus mosseae (= Funneliformis mosseae)
dentro de células do cortex radicular de Allium porrum.

DA g

FONTE: Smith e Read (2008).

A associagdo micorrizica estd baseada na transferéncia de nutrientes por
ambos os simbiontes, em que a planta fornece C orgéanico e o fungo, nutrientes do

solo, principalmente P, mas também K, Ca, Mg, Fe, Cu, Mn, Zn e N (KAPOOR,;
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SHARMA; BHATNAGAR, 2008; SMITH; SMITH, 2011a, 2011b). Assim, a formacé&o
dos arbusculos mostra a efetividade da colonizagdo radicular pelo fungo, visto que
sdo as estruturas responsaveis pela troca de nutrientes (SMITH; SMITH, 2011b).
Além disso, a simbiose MA pode ser considerada 0 componente mais
metabolicamente ativo do 6rgdo de absorcdo de plantas hospedeiras, as quais sao
fonte organica de nutrientes para o fungo e constituem um ambiente ecolégico de
protecdo (AZCON-AGUILAR; BAREA, 1997).

Portanto, os FMA desempenham um papel fundamental na nutricdo vegetal
por se estenderem atraves de suas hifas e explorarem o solo, podendo atingir
extensdes muito maiores do que as raizes das plantas associadas e aumentando,
portanto, a chance de estas adquirirem nutrientes e agua do solo (SMITH; SMITH,
2011b), o que pode ser observado através da maior eficiéncia na absorcdo de
nutrientes por raizes de plantas micorrizadas e no aumento da quantidade desses
nutrientes em sua biomassa. Através do micélio externo estes fungos absorvem
nutrientes iméveis do solo e os translocam rapidamente para as plantas, pois suas
hifas penetram locais da fracdo labil do solo que as raizes ndo alcancam (SMITH;
READ, 2008).

A absorcao de nutrientes pelas plantas pode se dar através do contato direto
das raizes com solo (via direta), ou através do micélio dos fungos micorrizicos (via
micorrizica). Assim, de forma geral, a Ultima via é mais eficiente devido a capacidade
de extensdo das hifas dos FMA pelo solo, as quais podem se estender até 40 vezes
mais do que a raiz (GIOVANNETTI et al., 2001). Esta via também & um sistema
altamente regulado e de transferéncia rapida, enquanto que a absorcao direta requer
o contato imediato da raiz com a fracdo do solo (SMITH; SMITH, 2011b).

Estes fungos desempenham papeis fundamentais no ecossistema,
associados com efeitos desde a estruturacdo e agregacao do solo a superacdo das
plantas a diversas condicdes de estresse; além de influenciarem indiretamente a
producdo e transporte de gases de efeito estufa no solo e reduzirem a emissao de
N20, um importante gas de efeito estufa, sugerindo também um papel como
mitigador de mudancas climaticas (BERRUTI et al., 2016). Estes fungos tém
beneficiado as plantas em diversos aspectos, como: tolerancia contra ataque de
patdgenos do solo (ANJOS et al, 2010; CAMPOS et al., 2013; MAIA; SILVEIRA;
CAVALCANTE, 2006) e deficiéncia hidrica (KIVLIN; EMERY; RUDGERS, 2013);

otimizacdo da eficiéncia do uso da agua na producdo vegetal (OMIROU,;
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IOANNIDES; EHALIOTIS, 2013); reducdo do efeito de salinizacdo do solo (YANO-
MELO; SAGGIN; MAIA, 2003; YANO-MELO; TRUFEM; MAIA, 2003); producdo de
mudas, aperfeicoando o0 desenvolvimento vegetal, principalmente apds o
transplantio (POUYU-ROJAS; SIQUEIRA, 2000); e melhoria da estrutura do solo
(RILLIG, 2004), beneficiando a qualidade edafica (CARAVACA et al., 2005) e a
diversidade vegetal (BEVER, 2003).

Segundo Smith; Smith (2011a), a pesquisa com FMA tem sido atualmente
aplicada com mais énfase nos ecossistemas naturais, e, no passado, as plantas de
interesse agrondémico ganharam maior atencdo; o que pode ser decorrente, de
acordo com os autores, do fato de ndo se considerar os FMA componentes integrais
do sistema radicular destas plantas, como o faz nas plantas nativas. Apesar disso,
os FMA sdo viaweis para serem utilizados como ferramenta biotecnoldgica,
principalmente em culturas que passam por fase de formacdo de mudas e
transplantio, como aquelas da horticultura em que as plantas s&o cultivadas em
viveiros, vasos ou cultura de tecidos (AZCON-AGUILAR; BAREA, 1997).

24. MICORRIZA ARBUSCULAR NA HORTICULTURA

Quando submetidas as condigcbes ambientais adversas durante a fase de
aclimatizacdo, plantas advindas de cultivo in vitro, as quais sdo mantidas sob
rigoroso controle ambiental (como intensidade luminosa, umidade, temperatura,
disponibilidade de nutrientes), podem nao ser capazes de suportar tais condic¢des e,
portanto, terem sua eficiéncia fotossintética afetada de tal modo a prejudicar o seu
desenvolvimento (KAPOOR; SHARMA; BHATNAGAR, 2008).

Dessa forma, estudos tém demonstrado o efeito do uso de FMA no
estabelecimento de plantas micropropagadas na horticultura, podendo haver
redugdo do impacto do transplantio, garantindo o sucesso do estabelecimento
dessas plantas. H4 décadas ja se conhecem os beneficios dos FMA na horticultura,
0s quais exercem influéncia sobre varias espécies de plantas de importancia
agricola; e estudos realizados sob condicbes controladas tém mostrado o
favorecimento desses fungos as plantas em varios aspectos do seu crescimento e
desenvolvimento (KOLTAI, 2010; ROUPHAEL et al., 2015).

Como revisado por Kapoor, Sharma e Bhatnagar (2008), a inoculagéo

micorrizica in vitro € fundamental para o0 desenvolvimento de plantas



15

micropropagadas, porém, apesar das vantagens, esse método apresenta alguns
entraves para o estabelecimento da simbiose e para a aplicagdo comercial do
indculo produzido via sistema de cultivo in vitro (ROUPHAEL et al., 2015). Por isso,
como alternativa, as plantas geralmente sdo inoculadas quando sao submetidas a
fase de cultivo ex vitro. Assim, é possivel associar duas ferramentas biotecnologicas
para obtencdo de plantas com alto valor agregado e garantindo uma producdo mais
sustentdvel na horticultura: a micropropagacdo e a simbiose micorrizica
(CAMPANELLI et al., 2014).

Os beneficios da inoculacdo micorrizica sobre o desempenho dessas plantas
na fase de aclimatizagcdo sao diversos, visto que os FMA estdo envolvidos em:
desenvolvimento de um sistema radicular superior; aumento na eficiéncia da
fotossintese, em que a simbiose permite maiores taxas fotossintéticas, estoque e
liberacdo de fotossintatos ao mesmo tempo, e hidrica; melhoria na absorcdo de
nutrientes; protecdo contra ataques de patégenos do solo; e mitigacdo de estresses
ambientais, como seca, metais pesados, salinidade, entre outros (BAREA, 2015;
KAPOOR; SHARMA; BHATNAGAR, 2008; ROUPHAEL et al., 2015; SMITH; READ,
2008).

Portanto, os FMA garantem maior tolerancia de plantas micropropagadas as
condicbes adversas enfrentadas durante a fase de aclimatizacdo. Além disso, a
inoculacdo das plantas antes do transplantio para o campo implica em diversas
vantagens para associacdo, principalmente na garantia de um contato imediato e
bem estabelecido entre fungo-hospedeiro tendo em vista que a presenca de raiz €
necessaria para que haja a colonizacao pelo fungo (KOLTAI, 2010).

Como as demandas na floricultura sdo baseadas em tendéncia, de acordo
com a preferéncia do consumidor, h4, a cada ano, uma gama de novas variedades e
produtos surgindo. Portanto, € necessario adaptar o uso de FMA para cada espécie
e culivares que sdo demandados, principalmente em virtude de seus diferentes
materiais de propagacdo e manejo das culturas; além da possibilidade de serem
observados diferentes efeitos dos FMA em cada espécie individualmente, o que
pode variar conforme caracteristica do fungo e/ou hospedeiro vegetal (KOLTAI,
2010; SMITH; SMITH, 2011b).

Neste sentido, apesar da interacdo fungo-planta hospedeira ndo ser
especifica, pode haver uma relacdo de preferéncia frente a uma diversidade

funcional observada na simbiose micorrizica, em que os FMA diferem na sua
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compatibilidade com o hospedeiro e eficiéncia em melhorar o crescimento e o
contetdo nutricional da planta (NOVAIS et al., 2014). Por exemplo, Campanelli et al.
(2014) observaram que Glomus viscosum (=Viscospora viscosa) apresentou maior
afinidade com plantas micropropagadas de alcachofra do que Glomus intraradices
(=Rhizoglomus intraradices), com o qual as plantas apresentaram maior
desempenho no estabelecimento ex vitro. De outro modo, Burleigh, Cavagnaro e
Jakobsen (2002) estudaram a diversidade funcional de sete espécies de FMA e
observaram que Medicago truncatula foi mais responsiva a micorrizacdo do que
Lycopersicon esculentum; além disso, também foi observada diferenca funcional
entre os fungos estudados na mesma planta, com destaque para G. intraradices e
Glomus claroideum (=Claroideoglomus claroideum). A diversidade funcional
observada por estes autores permitiu constatar que 0 genotipo da planta
desempenha papel fundamental na influéncia da efetividade do FMA sobre seu
hospedeiro, o que pode ocorrer tanto a nivel fisiolégico quanto molecular.

Segundo Smith, Grace e Smith (2009), a escolha do fungo a ser inoculado
esta relacionada a resposta do crescimento vegetal a micorrizagcdo. A combinacéo
de fungo-hospedeiro-substrato compativel é critério essencial nessa selecdo para a
maxima obtencdo dos beneficios oriundos da inoculagdo micorrizica (AZCON-
AGUILAR; BAREA, 1997; TRINDADE; LINS; MAIA, 2003). Assim, o tipo de substrato
utilizado pode modular o efeito do FMA sobre a resposta da planta a simbiose, como
observado em mudas micropropagadas de bananeira inoculadas com Gigaspora
margarita e cultivadas em diferentes tipos de substratos (TRINDADE; LINS; MAIA,
2003). Por outro lado, a dose do substrato utilizada pode contribuir para inibicdo do
estabelecimento da micorriza, o que foi constatado por Silva et al. (2006) na
aclimatizacao de Alpinia purpurata e Zingiber spectabile inoculadas com Gigaspora
albida, Claroideoglomus etunicatum e Acaulospora longula em substrato contendo
vermicomposto.

Na horticultura € comum a utilizacdo de substratos livres de micro-organismos
para propagacao e crescimento das plantas. Esses substratos usados em
substituicdo ao solo sédo livres também de micro-organismos benéficos como o0s
FMA, sendo necessaria a introducdo de inbculos desses fungos, visto que
apresentam efeito comprovado para espécies cultivadas, podendo assim contribuir
para o aperfeicoamento da producédo vegetal (ROUPHAEL et al., 2015). Além disso,

como o cultivo de plantas ornamentais geralmente é feito em vasos, apesar do custo
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elevado para sua producao, a aplicacdo de FMA é viavel e, o beneficio € garantido,
sendo, portanto, a sua utilizacdo sustentavel para a floricultura (KOLTAI, 2010).

O beneficio da inoculacio de FMA em plantas micropropagadas na
horticultura tem sido comprovado para diversos hospedeiros, como por exemplo:
Gerbera sp. (SIQUEIRA; FATIMA; BLANK, 1999), Gloriosa superba (YADAV;
AGGARWAL; SINGH, 2013), Cynara cardunculus (CAMPANELLI et al., 2014), Musa
spp. (KOFFI; DECLERCK, 2015; MWANGI et al., 2013; YANO-MELO et al., 1999),
trés cultivares de Paeonia (WEN et al, 2016), entre outras. Contudo, poucos
trabalhos relacionam o efeito desses fungos sobre o cultivo ex vitro de plantas da
familia Zingiberaceae apds micropropagadas, em que foram encontrados até o
momento apenas os trabalhos de Miachir et al. (2004) com Curcuma zedoaria, Silva
et al. (2006) com Alpinia purpurata e Zingiber spectabile, Santos et al. (2010) e Silva
et al. (2008) com Z. officinale e Oliveira et al. (2010) com Z. spectabile. E, ndo ha
registros de trabalhos com plantas micropropagadas de E. elatior inoculadas com
FMA.

Os FMA também podem ser utilizados no manejo da adubacdo das plantas,
promovendo aumento da disponibilidade de P e K (SUBHASHINI, 2016) e auxiliando
as plantas na absor¢do de macro e micronutrientes (BERRUTI et al., 2016). Além
disso, plantas micorrizadas podem acessar P com baixa disponibilidade no solo com
maior eficiéncia em relagdo aquelas sem micorriza (SMITH et al., 2011).

No entanto, o P em niveis elevados pode inibir a associagdo micorrizica
(BALZERGUE et al.,, 2013; SMITH; SMITH, 2011b). Estudos mais recentes tém
revelado que ha interacdo entre os nutrientes P e N na regulacdo da simbiose,
podendo haver efeito inibitério dessa associacdo mediante aplicacdo destes
nutrientes em niveis elevados (BONNEAU et al.,, 2013). Porém, a aplicacdo de P
com outros nutrientes pode reduzir o seu efeito inibitério, como observado por Nouri
et al. (2014) em plantas de Petunia hybrida inoculadas ou ndo com Rhizophagus
irregulares.

Neste sentido, confirma-se a importancia do uso dos FMA como ferramenta
biotecnolégica para producédo sustentavel de mudas com qualidade e potencial de
producdo em larga escala, visando a obtengdo de material vegetal que possa ser

recomendado para sua implantacdo e producdo em condicbes de campo.
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RESUMO

O bastdo do imperador (Etlingera elatior) é uma espécie de clima tropical
comumente propagada via rizomas, o que facilita a proliferacdo de doencas,
reduzindo assim a eficiéncia no seu cultivo. Assim, o cultivo in vitro pode ser uma
alternativa para a producao de mudas desta espécie. Objetivou-se, portanto, analisar
o efeito da acao isolada e/ou combinada de BAP e AIB sobre a multiplicacédo in vitro
e da composicdo do substrato sobre o estabelecimento na aclimatizacdo desta
espécie. Para isto, plantulas de E. elatior foram multiplicadas em meio de cultivo MS,
suplementado com diferentes concentracdes de BAP (0, 1,0, 2,0 e 4,0 mg/L) e AIB
(0, 0,5, 1,0 e 2,0 mg/L), em delineamento inteiramente casualizado (DIC) em arranjo
fatorial 4 x 4 (doses de BAP X doses de AIB), com cinco repeticdes. As plantas
foram aclimatizadas em substratos a base de areia:vermiculita (1:1 vi) e
areia:Plantmax® (2:1 viv), em DIC, com 10 repeticGes. Houve sinergismo da
citocinina (BAP) e auxina (AIB) adicionadas ao meio de cultivo e o BAP
isoladamente promoveu maior producdo de brotos e folhas. As plantas em
aclimatizacdo foram beneficiadas com o substrato a base de areia:vermiculita, no
qual foi constado 100% de sobrevivéncia. Concluiu-se, portanto, que a adicédo de 1,0
mg/L BAP ao meio de cultivo MS é suficiente para inducdo e multiplicacdo de brotos
e producdo de biomassa de E. elatior durante a micropropagacao. Além disso,
durante a aclimatizacdo pode ser recomendada a utilizacdo de substrato contendo
areia:vermiculita (1:1 v/v), o qual se mostrou mais favoravel para a sobrevivéncia e
enraizamento das plantas nesta fase.

Palavras-chave: Cultivo in vitro, Zingiberaceae, regulador de crescimento vegetal,
substrato.

3.1. Introducéo

A familia Zingiberaceae possui 52 géneros e cerca de 1300 espécies
descritas, destacando-se como uma das principais representantes de plantas
tropicais (GOMEZ-BETANCUR; BENJUMEA, 2014). Umas das espécies

pertencentes a esta familia é Etlingera elatior (Jack) R.M. Smith, nativa do sudeste
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da Asia, encontrada na Malasia, Indonésia e sul da Tailandia (LIM, 2014) e
conhecida no Brasil como Bastdo do Imperador, Gengibre de Tocha e Flor da
Redencéo.

Estudos tém mostrado a importancia desta espécie devido ao amplo espectro
de utlidades, principalmente como fonte de alimentos, condimentos, Oleos
essenciais, planta ornamental, além de possuir propriedades medicinais como
atividade antioxidante, antimicrobiana, entre outras propriedades farmacologicas
(ARYA; KUMAR; GAUTAM, 2014; CHAN; LIM; WONG, 2011; LIM, 2014).

Esta planta tem sido cultivada em diversas regides, sendo 0s principais
paises produtores: Filipinas, Tailandia, Jamaica, Estados Unidos (Havai), Costa Rica
e Equador (TERAO; CARVALHO; BARROSO, 2005). O Brasil, por sua vez,
apresenta condi¢cdes edafocliméticas favoraveis ao cultivo das plantas tropicais.

No entanto, a expansdo desse cultivo depende da disponibilidade de mudas
sadias e devido ao seu principal método de propagacdo vegetativa ser por rizomas
(TERAO; CARVALHO; BARROSO, 2005), a possibilidade de contaminacdo por
patdégenos € facilitada, servindo assim os rizomas como fonte de inéculo, em virtude
da sua susceptibilidade a agentes fitopatogénicos (LINS; COELHO, 2004). Dessa
forma, a micropropagacdo ou cultivo in vitro € uma ferramenta biotecnologica que
pode ser utilizada como método alternativo de propagacao vegetativa de E. elatior,
de forma a promover a obtencao rapida de material vegetal, visando a conservagcao
de germoplasma, producdo de plantas livres de patégenos, manipulacdo genética e
producdo de metabdlitos secundarios; além de ser adequada para multiplicacdo de
clones com alto valor agregado (ROUT; MOHAPATRA,; JAIN, 2006).

A cultura de tecidos tem sido aperfeicoada com a utilizacdo de fitohorménios,
que sao substancias bioquimicas responsaveis pela regulagdo do desenvolvimento
vegetal, sendo as auxinas e citocininas essenciais. Portanto, sua utilizacdo em
meios de cultivo in vitro é fundamental, visando principalmente suprir as deficiéncias
da producdo endogena de hormbnios no material isolado da planta matriz
(GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998).

Contudo, ainda h& lacunas no estudo da micropropagacdo de E. elatior,
sendo necessaria a ampliacdo dos conhecimentos a respeito do efeito de
fitohorménios sobre o seu desenvolvimento in vitro. Assim, estudos tém sido

realizados com esta espécie no sentido de se estabelecer protocolos de
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micropropagacgao utilizando hormonios vegetais e entender o efeito destas
substancias sobre o desenvolvimento in vitro das plantas.

A aplicacéo isolada de citocininas como 6-benzilaminopurina (BAP), cinetina
(CIN) e 2-isopenteniladenina (2 iP) foi testada para regeneracdo e producéo de
brotos, enquanto auxinas como acido 3-indolacético (AlA), acido indol-3-butirico
(AIB) e acido naftalenoacético (ANA) foram aplicadas isoladamente para a inducéo
de raizes (ABDELMAGEED et al., 2011; SANTOS et al., 2016; YUNUS et al., 2012).
Por outro lado, também tem sido constatado efeito sinérgico de citocininas e auxinas
sobre o desenvolvimento de brotos de E. elatior (COLOMBO et al., 2010) e de outras
espécies da mesma familia, como Zingiber zerumbet (FARIDAH et al., 2011), o que
ndo foi constatado para Zingiber officinale, que apresentou maior nUmero de brotos
quando foi adicionado apenas BAP ao meio de cultivo (ABBAS et al., 2011).

A aclimatizacdo é umas das etapas da micropropagacdo que consiste na
transicdo do cultivo da planta de uma condicdo em que esta possui todos os
recursos necessarios para o seu crescimento disponiveis, em ambiente controlado,
para um meio em que condi¢des ambientais adversas passam a influenciar o seu
desenvolvimento, preparando-a para um futuro cultivo em campo de producdo. A
aclimatizacdo, portanto, deve garantir a sobrevivéncia apdés o transplantio e a
qualidade das plantas (SILVA et al.,, 2015). Essas caracteristicas sdo essenciais
para 0 sucesso da producdo em larga escala via micropropagacdo (ZHANG et al.,
2015).

O substrato de cultivo nesta fase € um dos fatores que influencia o sucesso
da produgdo das mudas. Yunus et al. (2012) observaram que plantas de E. elatior
apresentaram melhor performance na aclimatizacdo quanto a taxa de sobrevivéncia
e altura quando cultivadas em substrato a base de solo:areia: turfa de musgo (1:1:1).
Abdelmageed et al. (2011) também obtiveram resultados satisfatérios na
aclimatizacdo dessa espécie em substrato esterilizado a base de solo com turfa de
musgo, 0S quais observaram taxa de sobrevivéncia de 75%.

Com base em estudos prévios, a hipétese do presente trabalho € que a
aplicacao conjunta de citocinina e auxina pode favorecer a producéo de clones de E.
elatior e que a composicdo do substrato pode influenciar a sobrevivéncia e o
desenvolvimento das plantas durante a fase de aclimatizacdo. Dessa forma, o

objetivo deste trabalho foi analisar o efeito da agéo isolada e/ou combinada de BAP
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e AIB sobre a multiplicacéo in vitro desta espécie e testar dois tipos de substrato, a

base areia:vermiculita e de areia:Plantmax®, durante a sua aclimatizacéao.

3.2. Material e Métodos
3.2.1. Obtencao de explantes

Inicialmente, plantas de Etlingera elatior (Jack) R.M. Smith cv. Red Torch
foram estabelecidas in vitro, multiplicadas em meio MS (MURASHIGE; SKOOG,
1962) suplementado com 3% (p/v) de sacarose e solidificado com 0,45% de agar e
2,0 mg/L de BAP para garantir culturas estoque. O material foi incubado a 25+2 °C,
com fotoperiodo de 16/8 h (luz/escuro) e intensidade luminosa em torno de 35 ymol
m2 s1. Os explantes foram obtidos a partir da excisdo de cerca de 1 cm da porcéo
basal entre o sistema radicular e o caule (Figura 1la), contendo meristemas
caulinares dos brotos previamente cultivados in vitro, os quais foram utilizados no

experimento de micropropagacao.

3.2.2. Preparo de meio e condi¢cBes de cultivo

O cultivo para a micropropagacao de E. elatior consistiu da utilizacdo do meio
de cultura MS suplementado com 3% (p/v) de sacarose, 0,45% de agar e diferentes
concentracdes de BAP (0, 1,0, 2,0 e 4,0 mg/L) e AIB (0, 0,5, 1,0 e 2,0 mg/L), com pH
ajustado para 5.8. O meio de cultura foi distribuido em tubos de ensaio (15 mL,
cada) antes de autoclavagem a 121 °C e 1,05 kgf/cm2 durante 20 min. Os explantes
foram inoculados nos meios de cultivo contendo ou ndo reguladores de crescimento
e cultivados a 252 °C, com fotoperiodo de 16/8 h (luz/escuro) e intensidade
luminosa em torno de 35 pmol m2 s'1. As culturas foram mantidas no mesmo meio

por um periodo de 60 dias (Figura 1).
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Figura 1 — Propagacdo in vitro de Etlingera elatior. a) explantes de 1 cm de
comprimento. b) inoculagdo de explante em meio MS suplementado ou ndo com
BAP e/ou AB. c - f) crescimento e multiplicacdo de explantes até 60 dias de
cultivo.

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado (DIC)
considerando esquema fatorial 4x4 (4 doses de BAP e 4 doses de AIB), totalizando
16 combinacdes, em cinco repeticdes, contendo um explante por repeticdo. Apos o
periodo de cultivo, foram avaliadas as seguintes variaveis: Altura (mm), nimero de

brotos (NB), de folhas (NF) e de raizes (NR) e comprimento da maior raiz (mm).

3.2.3. Aclimatizacdo com diferentes tipos de substrato

ApoOs o estabelecimento in vitro, foram selecionadas aleatoriamente plantulas
a serem aclimatizadas em casa de vegetacéo, as quais foram retiradas dos tubos de
ensaio, cujas raizes foram lavadas em agua corrente para remover 0 excesso do
meio de cultura. Foram entdo transplantadas para tubetes (125 mL) contendo dois
tipos de substrato diferentes, a saber: areiaivermiculita (A:V; 1.1 Vi) e
areia:Plantmax® (A:P; 2:1 viv). O experimento foi conduzido durante 60 dias em
DIC, com 10 repeticdes, contendo uma planta por repeticéo.

Os componentes dos substratos foram autoclavados a 121 °C e 1.05 kgf/cm?
durante 1 h e mantidos em repouso por cerca de 20 dias, antes de serem
misturados. Apds o transplantio para os tubetes as plantulas foram irrigadas



28

diariamente com agua destilada e, a partir do 15° dia de cultivo, uma vez por
semana, 0s tubetes contendo A:V foram suplementados com solugdo nutritiva
contendo sais MS com 50% de sua concentracdo. Aos 60 dias de cultivo as plantas
foram avaliadas quanto ao percentual de sobrevivéncia, altura, nimero de folhas,
biomassa fresca (BFA) e seca (BSA) da parte aérea e fresca radicular (BFR),
relacdo entre didametro menor (DME) e maior (DMA) da base da haste e relagédo
entre BFR e BFA (BFR/BFA).

3.2.4. Analise Estatistica

Os dados, exceto a taxa de sobrevivéncia na aclimatizacao, foram submetidos
aos testes de normalidade dos residuos de Shapiro-Wilk e de homocedasticidade de
Bartlett a 5% de significAncia. Apés estes, os dados de contagem do experimento de
cultivo in vitro (NB, NF e NR) foram transformados para V(x). Para as demais
variaveis, incluindo o experimento de aclimatizagdo, os dados ndo necessitaram de
transformacdo. Em seguida, os dados foram submetidos a andlise de variancia
(p<0,05), considerando o DIC em arranjo fatorial (4x4) para o experimento de cultivo
in vitro, para o qual foram ajustados modelos de regressédo polinomial, e DIC com
arranjo simples (um fator) para a fase de aclimatizacdo. Além disso, foram
calculados os coeficientes de correlacdo linear de Pearson para as variaveis
estudadas, a 5% de significancia.

Estas andlises foram realizadas com auxiio dos pacotes ExpDes.pt
(FERREIRA; NOGUEIRA; ALVES, 2013) e agricolae (MENDIBURU, 2015), a partir
do software R versdo 3.2.5 (R CORE TEAM, 2016); e os pontos criticos das curvas
de regressao, pelo uso do programa Winplot versdo 1.55 (PARRIS; JESUS, 2012).

3.3. Resultados
3.3.1. Efeito de diferentes concentracées de BAP e AIB na propagacéo in vitro de E.
elatior

Apos 60 dias em meio de cultivo MS, constatou-se efeito significativo da
interacdo entre as doses de BAP e AIB para todas as variaveis analisadas (Tabela
1). Dessa forma, as combinac¢des de auxina e citocinina testadas no presente estudo
foram capazes produzir efeitos sinérgicos sobre o crescimento e desenvolvimento de

explantes de E. elatior.
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Para a altura de brotos, foram constadas diferencas significativas na curva de
regressao para as concentragcfes de BAP em todas as doses de AIB, onde se
observou, de modo geral, decréscimo devido ao aumento das concentracdes de
ambos, em que a auxina foi a mais responsiva para esta variavel (Figura 2). Assim,
na auséncia de BAP, maiores valores de altura foram obtidos com o decréscimo da
concentragcdo de AIB. O tratamento controle (0,0 mg/L de BAP e AIB) promoveu
maior altura dos brotos apds 60 dias de cultivo (77,62 mm), quando comparado a
todos os tratamentos de combinacdo de BAP e AIB. Entretanto, com a adicao de
AIB, o tratamento que apresentou o maior valor médio foi 0,0 mg/L de BAP e 0,5
mg/L de AIB, cuja meédia foi igual a 64,96 mm, sendo este 0,16 vezes menor que 0
controle.

A andlise de regressdo mostrou curvas quadraticas com valores
descendentes, exceto para as combinacdes de BAP com 2,0 mg/L de AIB, cuja
analise de regressao permitiu a estimativa de ponto maximo com 1,07 mg/L de BAP,
0 que proporcionou altura estimada de 54,47 mm, sendo esta 30% menor do que a
observada no tratamento controle (77,62 mm). Porém, para as curvas decrescentes,
a analise dos pontos criticos permitiu estimar o menor valor de altura (22,61 mm)
para 1,0 mg/L de AIB combinado com 2,49 mg/L de BAP, seguido da combinacéo de
0,5 mg/L de AIB com 2,83 mg/L de BAP (32,27 mm) e de 0,0 mg/L de AIB com 3,37
mg/L de BAP (38,71 mm), representando esta, metade da maior média observada

para altura de brotos, no tratamento controle (Figura 2).

Figura 2 — Altura de brotos de explantes de E. elatior cultivados com diferentes

concentracdes de BAP e AIB, ap0s 60 dias de cultivo in vitro. *: modelo de
regressao significativo (p<0,05), ***: modelo de regresséao significativo (p<0,001),
****x modelo de regressao significativo (p<0,0001).

+00mg/LAIB Y=33674X%-22,7236X+77,0444 R*=100***

m05mg/LAIB Y=40380X*228166X+64,5027 R*=100"*

A10ma/lLAIB  Y=60965X-30,3899X+60,4862 R=0,82***
80.00 L ©2,0 mg/LAIB  Y=-1,8980X7+52,3072 R*=0,97*

72,00 -
64.00
56.00
48,00 -
40,00 -
32.00 -
24.00 -
16,00 -
8.00 -
0,00

Altura de brotos/explante (mm)

0.0 1,0 2.0 4.0
Concentragoes de BAP (mg/L)
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Ao contrario do observado para a altura, o tratamento controle ndo foi o que
proporcionou maior nimero de brotos. O efeito sinérgico de auxina e citocinina sobre
0 numero de brotos foi significativo apenas na auséncia e adicao de 2,0 mg/L de AIB
e o BAP foi o fitohormbnio que mais influenciou esta variavel, cuja maior média
observada (7,97 brotos/explante) foi obtida utilizando 1,0 mg/L na auséncia de AIB.
Além disso, conforme andlise dos pontos criticos das curvas de regressao, a
combinacdo de BAP e AIB mais favoravel a indugdo de brotacao foi observada com
valores maximos estimados obtidos com a auséncia de AIB (0,0 mg/L) e 1,83 mg/L
de BAP (7,13 brotos/explante), seguida do tratamento com 2,0 mg/L de IBA e 2,02
mg/L de BAP (6,35 brotos/explante) (Figura 3).

Figura 3 — Numero de brotos de explantes de E. elatior cultivados com diferentes
concentracdes de BAP e AIB, apés 60 dias de cultivo in vitro. NS: modelo de
regressao nao significativo, **: modelo de regressao significativo (p<0,01).

+00ma/LAIB Y=-0,0993X*+0,3642X+2 3355 R*=0,67**
m05mg/lLAIB NS
A10ma/LAIB NS
20 mg/L AIB Y=-0,0986X*+0,3978X+2,1211 R®=0,49**

Niamero de brotos/explante

0,0 1,0 2,0 4,0
Concentragoes de BAP (mg/L)

Constatou-se efeito significativo da aplicacdo de auxina e citocinina sobre o
nimero de folhas apenas para as doses 0,0 mg/L e 1,0 mg/L de AIB. A presenca de
AIB reduziu o nimero de folhas, enquanto que o BAP foi responsavel pelos maiores
valores obtidos para esta variavel, cuja maior média (12,05 folhas/explante) foi
obtida com 1,0 mg/L de BAP e 0,0 mg/L de AIB (Figura 4).

Conforme analise dos pontos criticos das curvas de regressdo, aumento
significativo do numero de folhas foi constatado com o aumento das doses de BAP,
cujo valor maximo estimado (9,80 folhas/explante) foi obtido em 0,8 mg/L de BAP e
0,0 mg/L de AIB, o qual é apenas 0,18 vezes menor do que o observado para o

tratamento com maior média (12,05 folhas/explante). Por outro lado, quando
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adicionado 1,0 mg/L de AIB, obteve-se ponto minimo de 4,62 folhas/explante para
2,41 mg/L de BAP.

Figura 4 — Numero de folhas de explantes de E. elatior cultivados com diferentes
concentracdes de BAP e AIB, ap6s 60 dias de cultivo in vitro. NS: modelo de
regressao nao significativo, *: modelo de regressao significativo (p<0,05), ****:
modelo de regresséao significativo (p<0,0001).

+00mag/LAIB Y=-0,0926X*+3,0712 R*=0,75*
m05mg/LAIB NS

A10mg/LAIB Y=0,1705X*-0,8229X+3,1451 R*=095**

13.00 e20mg/LAIB NS

11,70 -
10,40 -
9.10
7.80 -
6.50 —

520 '
|

3.90
2,60
1,30
0,00 -

0.0 1.0 2,0 4.0
Concentragoes de BAP (mg/L)

Niamero de folhas/explante

Quanto ao nimero de raizes, constatou-se reducdo e diferenca significativa
para a curva de regressdo em todos os tratamentos de combinacdo de BAP e AlB,
onde a auxina foi a principal responsavel pela indugcédo de raizes, contudo o aumento
de sua concentracdo ndo teve efeito positivo sobre esta varidvel. O tratamento com
0,5 mg/L de AIB e 0,0 mg/L de BAP foi responsavel pela obtencdo da maior média
observada com 8,2 raizes/explante, apesar de sua curva de regressao ter
apresentado comportamento descendente, confirmando que a presenca de
citocinina inibiu a indugdo do enraizamento dos brotos. Além disso, no tratamento
controle foi observado resultado semelhante, com média de 8,11 raizes/explante
(Figura 5).

De acordo com a analise de regressao, para 0,0 mg/L, 0,5 mg/L e 2,0 mg/L de
AIB foram obtidas curvas lineares descendentes, a medida em que se aumentou as
concentragcbes de BAP, cujos valores minimos estimados foram, respectivamente,
2,82, 2,10 e 1,61 raizes/explante. Por outro lado, com a adi¢cdo de 1,0 mg/L de AIB,
foi observada regressdo quadratica, cuja valor médio minimo estimado foi de 1,85

raizes/explante com 2,46 mg/L de BAP (Figura 5).



32

Figura 5 — Numero de raizes de explantes de E. elatior cultivados com diferentes
concentracdes de BAP e AIB, apds 60 dias de cultivo in vitro. ****: modelo de
regressao significativo (p<0,0001).

+0,0ma/lLAIB  Y=-0,2518X+2,6874 RE=0,90%**

m05ma/lLAIB  Y=-0,3288X+2,7656 RE=0,90+**

A1,0maLAIB  Y=0,2055X1,0112X+2,6053 Re=0,99**
1000 - ©2,0mg/LAIB  Y=-0,3869X+2,8128 RE=0,85%**
9.00 -
8.00
7.00
6,00 -
5.00 -
4,00 -
3.00 -
2,00 -
1,00 -
0.00

Niamero de raizs/explante

0.0 1.0 2,0 4.0
Concentragoes de BAP (mg/L)

De modo semelhante ao constatado para a inducdo de raizes, o comprimento
da maior raiz foi influenciado negativamente pela adicdo de BAP e AIB, e a auxina
foi o fitohormbnio que mais influenciou o alongamento radicular. Assim, o maior
comprimento de raiz foi observado no tratamento sem adicdo de fitohormonio, com
média observada de 138,01 mm/explante. Além disso, foi constatada diferenca
significativa nas curvas de regressdo para todos os tratamentos, exceto para
agueles com 1,0 mg/L de AIB, a partir das quais observou-se reducdo do
comprimento da maior raiz/explante com o aumento das doses de BAP e AIB (Figura
6).

Para as concentracdes 0,0 mg/L e 2,0 mg/L de AIB foi obtida regressao linear
negativa, com os valores de comprimento de raiz decrescendo com o0 aumento das
concentragcbes de BAP, enquanto que para 0,5 mg/L de AIB houve regressao
quadratica com ponto de minima observado em 4,0 mg/L de BAP e média de 18,4

mm/explante (Figura 6).
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Figura 6 - Comprimento da maior raiz de explantes de E. elatior cultivados com
diferentes concentracbes de BAP e AIB, apdés 60 dias de cultivo in vitro. NS:
modelo de regressdo nao significativo, ***: diferenca significativa (p<0,001), ****:
diferenca significativa (p<0,0001).

+0,0mg/LAIB Y=-251445X+136,1324 R*=0,99™**
m05mg/LAIB Y=42188X*-39,5056X+108,6580 R*=0,99**
A10mg/LAIB NS

140.00 4 o2 0mg/LAIB Y=-10,3489X+66,0216 R*=0,90***

Comprimento da maior raiz/explante

0,0 1,0 2.0 4.0
Concentragoes de BAP (mg/L)

Conforme teste de correlagdo linear de Pearson, constatou-se correlagéao
significativa positiva entre as variaveis estudadas, exceto entre a altura e o nimero
de brotos e entre este e o niumero de raizes. Porém, as correla¢des significativas
foram baixas, sendo maior do que 60% apenas entre as variaveis altura, nUmero de

raizes e comprimento da maior raiz (Tabela 2).

Tabela 2 — Coeficientes de correlagdo linear de Pearson entre as variaveis de
crescimento e desenvolvimento de explantes de E. elatior apés 60 dias de cultivo

in vitro.
Numero de Numero de Numero de Comprimento
brotos folhas raizes da maior raiz
Altura 0,19ns 0,44* 0,67* 0,63*
Numero de brotos 0,36* 0,21ns 0,32*
Numero de Folhas 0,37* 0,45*
Namero de raizes 0,62*

*: significativo a 5% probabilidade pelo teste t. ": ndo significativo a 5% de probabilidade.

3.3.2. Efeito de diferentes tipos substratos na fase de aclimatizacéo de E. elatior

A andlise de variancia indicou efeito significativo do tipo de substrato sobre a
altura (p=0,014) e as biomassas fresca (p=0,004) e seca (p=0,009) da parte aérea
de E. elatior na fase de aclimatizacéo (Tabela 3).

No presente estudo, apos 60 dias de cultivo, as plantulas aclimatizadas em

substrato a base de areiaivermiculita (A:V) apresentaram maior taxa de
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sobrevivéncia, comparadas ao substrato a base de areia:Plantmax® (A:P), com
sobrevivéncia de 100% e 40% das plantas, respectivamente (Tabela 4).

Apesar da baixa taxa de sobrevivéncia em substrato contendo A:P, constatou-
se maiores valores de altura e biomassa fresca e seca da parte aérea neste
substrato, diferindo estatisticamente daquele com A:V. Por outro lado, ndo houve
diferenca significativa entre os substratos testados para o numero de folhas, a
relacdo entre os diametros menor e maior da base da haste, a biomassa fresca da
raiz e sua relagdo com biomassa fresca da parte aérea (Tabela 4).

As variaveis que apresentaram correlacdo significativa, positiva, foram a
altura (ALT) e as biomassas da parte aérea (BFA, BSA) e radicular (BFR). Os
coeficientes acima de 70% foram observados nas correlagdes entre ALT e BSA,

entre as biomassas frescas e entre BSA e BFR (Tabela 5).

Tabela 5 — Coeficientes de correlacdo linear de Pearson entre as variaveis altura
(ALT), nimero de folhas (NF), relacdo entre diametro menor e maior da base da
haste (DME/DMA), biomassa fresca (BFA) e seca (BSA) da parte aérea e fresca
radicular (BFR) e relagdo entre BFR e BFA de plantulas de E. elatior apés 60
dias de cultivo em fase de aclimatizacao.

NF DME/DMA BFA BSA BFR BFR/BFA
ALT 0,05 -0,27"s 0,52* 0,88* 0,56* 0,32ns
NF -0,22ns 0,14ns 0,15"s 0,35"s 0,46"s
DME/DMA -0,03ms -0,33"s -0,21" -0,38"s
BFA 0,70* 0,87* 0,08"s
BSA 0,75* 0,39"s
BFR 0,56*

3.4. Discusséo
3.4.1. Efeito de diferentes concentracées de BAP e AIB na propagacao in vitro de E.
elatior

No presente estudo, BAP isoladamente e em combinagdo com AIB nao
apresentou efeito positivo sobre o crescimento de brotos e producdo e crescimento
de raizes de E. elatior, tendo estas varidveis apresentado alta correlacédo
significativa entre si (Tabela 2). Além disso, a auxina nao influenciou
significativamente o desenvolvimento destas variaveis.

De modo geral, apesar de auxinas serem comumente aplicadas para
crescimento de brotos e inducdo de enraizamento e citocininas para inducdo de

brotacdes e inibicdo da dominancia apical (CID; TEIXEIRA, 2010), para plantas da
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familia Zingiberaceae como Kaempferia galanga, Z. officinale e Z. petiolatum, esta
resposta na micropropagacdo podera depender da auxina utilizada bem como de
sua concentracdo, estando relacionada ou ndo com BAP. Neste sentido, maiores
médias de altura, numero de folhas e comprimento de raiz podem estar mais
relacionadas a aplicacdo isolada de BAP ou sua auséncia; e a maior inducdo de
brotacbes e de raizes pode ser encontrada, respectivamente, quando BAP esta
associado a uma auxina e isolado no meio de cultivo (ABBAS et al., 2011; PARIDA
et al., 2010; PRATHANTURARUG et al., 2004). No entanto, de acordo com Cid e
Teixeira (2010) as citocininas podem causar inibicdo da inducdo de raizes em
plantulas, o que foi observado no presente trabalho, com o aumento das doses de
BAP.

Apoés a estimacao dos pontos criticos, constatou-se maior altura com a menor
dose de BAP (1,07 mg/L) quando em combinacdo com a maior dose de AIB (2,00
mg/L). Isso significa que com adi¢cdo de BAP so foi possivel obter altura maior do
gue a observada com sua auséncia quando combinadas estas doses de BAP e AIB.
Além disso, semelhantemente aos resultados encontrados, Rescarolli e Zaffari
(2009) verificaram que aos 45 dias de cultivo a adicdo de BAP ao meio de cultivo
ndo promoveu efeito significativo sobre o crescimento de plantas de E. elatior,
micropropagadas através de rizomas. Estudos anteriores reportaram retardo na
altura de Z. petiolatum com a aplicacdo de varias concentracbes de BAP
isoladamente (0,5 — 8,0 mg/L) e em combinacdo com 0,1 mg/L de é&cido 1-
naftalenoacético — ANA (PRATHANTURARUG et al., 2004). Além disto, a adicéo
isolada de AIB (1,0 — 3,0 mg/L) reduziu significativamente o comprimento de raiz de
E. elatior em relacdo ao tratamento sem este fitohorménio (YUNUS et al., 2012).

No presente estudo, BAP exerceu influéncia sobre a producédo de novos
brotos e folhas, tendo maior eficiéncia sobre estas variaveis quando aplicado
isoladamente ao meio MS, cujas maiores médias foram observadas com 1,0 mg/L de
BAP. O efeito desta citocinina aplicada isoladamente ao meio MS sobre a formacao
de novos brotos de E. elatior foi comprovado por Santos et al. (2016), que
estudaram a adicdo de 0 a 2,5 mg/L, em que observaram aos 60 dias de cultivo
efeito linear crescente sobre a taxa de multiplicagcdo de brotos. O BAP tem sido
eficiente no aumento da inducédo de brotos e folhas de E. elatior, sendo o nUmero de
brotos superior ao tratamento controle para doses acima de 4,0 mg/L
(ABDELMAGEED et al., 2011; YUNUS et al., 2012). Este fato foi observado em Z.
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officinale para ambas as varidveis quando adicionado BAP a partir de 1,5 mg/L,
destacando-se a dose 4,5 mg/L, a qual promoveu as maiores médias (ABBAS et al.,
2011).

Na auséncia de citocinina e auxina para multiplicacdo in vitro de E. elatior, os
valores encontrados no presente estudo sdo muito superiores aqueles observados
em estudos prévios para 0 mesmo tratamento. Enquanto nas condi¢des
experimentais foram encontradas médias de altura de brotos/explante de até 77,62
mm; ndmero de brotos/explante igual a 5,20; 8,71 folhas/explante; 8,11
raizes/explante; e raizes com até 138,01 mm de comprimento no tratamento sem
fitohormbnio, Abdelmageed et al. (2011) constataram altura de 32,00 mm/explante,
além de 1,3 brotos e 1,0 raizexplante e raizes com até 30 mm de comprimento
lexplante. Salienta-se, ainda, que apos 12 semanas de cultivo, Yunus et al. (2012)
observaram que a auséncia de fitohorménio resultava em valores maximos de altura
de brotos de 12,30 mm/explante, 2,58 brotos e 1,47 folhas/explante e, apds 8
semanas de cultivo para enraizamento, as raizes atingiram até 29,4 mm de
comprimento/explante.

E notavel, portanto, a influéncia da adic&o de citocinina sobre a maior inducdo
de brotacdo e producdo de folhas, pela diminuicho da dominancia apical e da
senescéncia foliar (CID; TEIXEIRA, 2010), sugerindo-se a adi¢do de 1,0 mg/L de
BAP ao meio de cultivo, com auséncia de AIB. Colombo et al. (2010) constataram
gue na fase de isolamento e estabelecimento de E. elatior em meio MS, aos 150
dias de cultivo, a auséncia de citocinina ndo promoveu formacdo de novos brotos,
tendo sido necessaria a adi¢do isolada de BAP ou em combinag¢éo com &cido indol-
3-aceético (AlA) ou ANA para a inducdo de brotacdes, em que a combinacéo de 4,95
mg/L de BAP e 2,63 mg/L de AIA promoveu maior nimero de brotos nesta fase. Por
outro lado, na fase de multiplicacdo, aos 90 dias de cultivo, estes autores nao
observaram diferenca estatistica entre os tratamentos com e sem adicdo de BAP
e/ou ANA.

3.4.2. Efeito de diferentes tipos substratos na fase de aclimatizacéo de E. elatior

A fase de aclimatagdo permitiu verificar que a taxa de sobrevivéncia de
plantas de E. elatior pode ser modulada pelo substrato utilizado. Para Yunus et al.
(2012) o substrato ideal para obtencdo da maior taxa de sobrevivéncia (93,33+6.67)

na aclimatizacdo desta espécie € composto por areia:solo:turffa de musgo (1:1:1),
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quando comparado a areia, solo ou turfa de musgo isoladamente. Por outro lado, a
resposta pode depender da espécie vegetal estudada, pois Abbas et al. (2011)
observaram reducdo da taxa de sobrevivéncia de plantas de Z. officinale quando
combinado areia e vermiculita com turfa de musgo (1:1:1) (60% de sobrevivéncia),
comparado aquelas do substrato com apenas turfa de musgo (100%). Além disso,
Oliveira et al. (2013) constataram 100% de sobrevivéncia de plantas de Vanilla
planifolia aclimatizadas com substrato a base de Plantmax®.

No presente estudo, enquanto A:V possibilitou maior sobrevivéncia das
plantas, A:P contribuiu para maior desenvolvimento das mesmas, porém reduziu
para menos da metade a taxa de sobrevivéncia. Possivelmente, a composicao
quimica do substrato exerceu influéncia sobre o crescimento e a biomassa vegetal,
por outro lado, ndo foi observada diferenca significativa para a maioria das variaveis
observadas, destacando-se a biomassa radicular e sua relacdo com a da parte
aérea.

Constata-se, portanto, o potencial do substrato A:P para ser utilizado na
aclimatizacdo de E. elatior devido aos beneficios observados sobre o
desenvolvimento das plantas durante esta fase, além de eliminar a necessidade de
aplicacdo de solugdo nutritiva. Contudo, no presente estudo a concentracdo do
Plantmax® no substrato foi de 33% (A:P, 2:1, viv), o que possivelmente exerceu
efeito tdxico sobre as plantas, portanto é recomendada a reducdo dessa
concentracdo para obtencdo de resultados satisfatérios. Pois, em estudo posterior,
para as mesmas condicdes experimentais do presente trabalho, a utilizacdo de
substrato contendo apenas 17% de Plantmax®, a base de
areia:vermiculita:Plantmax® (A:V:P, 2:2:1; vivlv), possibilitou resultados satisfatérios,
com maior taxa de sobrevivéncia das plantas de E. elatior (dados ndo publicados).

Por outro lado, conforme resultados do presente estudo, tendo em vista que a
taxa de sobrevivéncia e o enraizamento das plantas é elemento fundamental para
selecdo de um substrato a curto periodo, como a aclimatizacdo (CHANDRA et al.,
2010; HAZARIKA, 2003), sugere-se a utilizacdo do substrato A:V para plantas de E.
elatior nesta fase. Este substrato possibilita ambiente adequado para o
desenvolvimento do sistema radicular, como aeracéo, boa drenagem e retencao de
umidade; o qual, suplementado com solucdo nutritiva, supre as necessidades

nutricionais da planta.
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3.5. Conclusdes

No presente estudo foi demonstrado que durante a micropropagacéo a
suplementacdo do meio de cultivo MS com 1,0 mg/L de BAP ¢é suficiente para induzir
a multiplicacdo de brotos e a producdo de biomassa de E. elatior e que ndo ha
necessidade de adicdo de auxina para enraizamento dessas plantas. Nas condi¢des
do presente estudo, recomenda-se o0 uso de substrato a base de areia e vermiculita
(1:1, viv) para o sucesso durante a fase de aclimatizacdo. Salienta-se que a
utilizacdo de Plantmax® na concentracdo de 33% nao é viavel, sugerindo-se diluicdo
deste substrado visando possibilitar, além de mudas mais vigorosas, melhor

desenvolvimento do sistema radicular.
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Tabela 1 — Resultados da andlise de variancia para os fatores AIB, BAP e sua intera¢do sobre o crescimento e desenvolvimento in
vitro de E. elatior apds 60 dias de cultivo.

Altura de brotos NUumero de brotos* Numero de folhas* NUumero de raizes* Compriment_o da maior
Fatores raiz
Gl F p-valor Gl F p-valor Gl F p-valor Gl F p-valor Gl F p-valor
AlB 3 16,798 <0,001 3 5,118 0,003 3 3,699 0,016 3 4,130 0,01 3 111,30 <0,001
BAP 3 55,533 <0,001 3 5,89 0,001 3 6,917 <0,001 3 54,523 <0,001 3 165,46 <0,001
AIB x BAP 9 7,276 <0,001 9 2,214 0,032 9 5,878 <0,001 9 3,386 0,002 9 18,14 <0,001
Residuo 64 64 64 64 64
CV{©% - - 15,13 12,54 11,54 15,09 15,73
* Dados transformados para (x).

Tabela 3 — Resultados da analise de variancia para o fator substrato sobre o crescimento e desenvolvimento de plantas
micropropagadas de E. elatior apos 60 dias de cultivo em fase de aclimatizagéo.

Diametro . . . Biomassa fresca
Altura Numero de folhas menor/maior da Biomassa fresca Biomassa seca Biomassa fresca da raiz/parte
da parte aérea da parte aérea da raiz ]’
Fatores base da haste P P aérea

Gl F p-valor Gl F p-valor Gl F p-valor Gl F p-valor Gl F p-valor Gl F p-valor Gl F p-valor

Substrato 1 8,026 0014 1 0545 0474 1 0003 098 1 12,163 0,004 1 9,502 0,009 1 3,878 0071 1 0,383 0,547
Residuo 13 13 13 13 13 13 13

CV (%) e (L — IR — 7 — 0 — 26,91 27,31 17,52

Tabela 4 — Efeito de substratos a base de Areia:Plantmax® (A:P) e Areia:Vermiculita (A:V) sobre o crescimento e desenvolvimento
de plantas micropropagadas de E. elatior ap6s 60 dias de cultivo em fase de aclimatizacao.

Diametro Bi Bi Biomassa
oA Nimero de menor/maior lomassa lomassa Biomassa fresca da
Substrato  Sobrevivéncia Altura fresca da parte seca da parte . ;
folhas da base da . . fresca da raiz raiz/parte
aérea aérea !
haste aérea
) — (cm) -~ (mm/mm) — (@) — —(Q) — — () - — (glg) -
AP 40 18,32+2,08 a 6,96+1,23 a 1,1940,15 a 2,44+0,34 a 1,15+0,26 a 0,26+0,04 a 0,11+0,01 a
AV 100 14,10+2,96 b 6,60+0,70 a 1,18+0,30 a 1,70+0,41 b 0,75+0,27 b 0,20+0,07 a 0,12+0,02 a

Médias (£D.P.) seguidas pela mesma letra na coluna nédo diferem estatisticamente pelo teste F ao nivel de significancia de 5%.
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RESUMO

by

O cultivo in vitro de plantas de Etlingera elatior € uma alternativa a propagacao
convencional, viabilizando a obtencdo de plantas livres de patdgenos e em larga
escala. A inoculacdo das plantas com fungos micorrizicos arbusculares (FMA) pode
ser fundamental para garantir maior sobrevivéncia e desenvolvimento destas sob
condi¢des ex vitro. O estudo verificou o efeito da inoculagdo de fungos micorrizicos
arbusculares em plantas micropropagadas de E. elatior visando o seu
estabelecimento na fase de aclimatizacdo. Para isto, as plantas foram aclimatizadas
em casa de vegetacdo durante 60 dias, as quais foram inoculadas ou ndo com
Claroideoglomus etunicatum e/ou Gigaspora albida. O efeito dos FMA sobre a
sobrevivéncia das plantas p6de ser constatado a partir de 30 dias apés a inoculacao;
e aos 60 dias foi observado aumento de até 50% de sobrevivéncia, em relacdo as
ndo micorrizadas. Além disso, a inoculagdo micorrizica também proporcionou maior
performance no desenvolvimento das plantas, em relacdo aquelas ndo inoculadas,
sendo possivel observar efeito diferenciado das espécies de FMA estudadas (C.
etunicatum e G. albida). Conclui-se que durante a aclimatizacdo plantas de E. elatior
apresentam respostas distintas as diferentes espécies de FMA utilizadas, cujo
desenvolvimento foi maior na presenca de G. albida, indicando a importancia da
selecdo de isolados mais efetivos para 0 sucesso da técnica.

Palavras-chave: FMA, horticultura ornamental, cultivo ex vitro.

4.1. Introducao

Originaria do sudeste asiatico, Etlingera elatior (Jack) R. M. é uma planta

b 7

tropical pertencente a familia Zingiberaceae, a qual é composta por diversas
espécies com aplicacbes na horticultura, destacando-se seu uso na culinaria,

medicina, ornamentacdo e paisagismo. Esta planta é convencionalmente propagada
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por meio de rizomas, o que dificulta a sua producdo em quantidade e qualidade
comercial, devido a facilidade de proliferagdo de doencas por meio dessa técnica
(Loges et al., 2008; Wong, 2008). O cultivo in vitro torna-se uma alternativa a este
método, permitindo a propagacdo de plantas com controle fitossanitario e em larga
escala (Faridah et al., 2011; Yunus et al., 2012).

Uma das etapas do cultivo in vitro € a fase de aclimatizagdo, que consiste em
uma transicdo em que a planta passa de uma condicdo heterotréfica (in vitro) para
autotrofica (ex vitro), na qual os processos fisioldgicos cruciais para a sua
sobrevivéncia devem ser otimizados. Nessa fase, em virtude do rigoroso controle
ambiental de plantas sob cultivo in vitro pode haver, como resultado, incapacidade
das mesmas de superar as condi¢cdes adversas proporcionadas pelo cultivo ex vitro,
0 que pode afetar sua eficiéncia fotossintética, reduzir defesa contra patbgenos e
prejudicar o desenvolvimento adequado do sistema radicular e de conducdo de
seiva (Kapoor et al., 2008).

Dessa forma, os fungos micorrizicos arbusculares (FMA) podem consistir em
uma ferramenta fundamental a ser utilizada nesta fase, visto que estes
proporcionam diversos beneficios as plantas com as quais se associam, como
protecdo contra estresses bidticos e abidticos, além de promoverem maior
desenvolvimento vegetal (Smith e Read, 2008). Esses fungos sé&o biotroficos
obrigatérios e a simbiose envolve basicamente a troca de nutrientes, em que a
planta fornece carbono (C) através dos produtos da fotossintese e o fungo transfere
nutrientes do solo, principalmente fésforo (P), para a planta (S. E. Smith e Smith,
2011).

Apesar de ndo haver especificidade, pode haver diferencas de resposta da
planta & micorrizacdo quando inoculada com diferentes fungos, mostrando variagdo
na compatibilidade fungo-planta e na eficiéncia em promover o crescimento vegetal
(Novais et al., 2014). Esta variacdo na compatibilidade foi constatada por Burleigh et
al. (2002), que observaram que Glomus mossae aumentou o conteudo de P e
crescimento da planta associada, enquanto que Gigaspora rosea obteve este efeito
contrario. Da mesma forma, outros estudos mostraram resposta distinta quanto ao
crescimento e estabelecimento ex vitro de plantas inoculadas com diferentes
espécies de FMA (Campanelli et al., 2014; Oliveira et al., 2011). Assim, a escolha do
fungo a ser inoculado estd relacionada a resposta do crescimento vegetal a

micorrizagdo (Smith et al., 2009), e a combinacdo de fungo-hospedeiro-substrato
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compativeis € critério essencial nessa selecdo para maxima obtencdo de beneficios
oriundos da inoculagcdo micorrizica (Azcon-Aguilar e Barea, 1997).

Ha décadas ja se conhecem os beneficios proporcionados pelos FMA na
horticultura, os quais exercem influéncia sobre varias espécies de plantas de
importancia ornamental. Estudos realizados sob condicbes controladas tém
mostrado o favorecimento desses fungos as plantas em varios aspectos do seu
crescimento e desenvolvimento (Koltai, 2010). Neste sentido, a inoculacdo com FMA
visando o estabelecimento ex vitro de plantas na horticultura tem sido amplamente
recomendada, pois garantem maior tolerancia de plantas micropropagadas as
condicbes adversas enfrentadas durante esta fase (Azcén-Aguilar e Barea, 1997;
Kapoor et al., 2008).

Estudo anterior demonstrou ocorréncia generalizada de FMA em plantas da
familia Zingiberaceae (Uma et al., 2010), podendo o efeito desses fungos sobre o
cultivo ex vitro dessas plantas ser modulado pelas condi¢cdes do estudo. Silva et al.,
(2006), por exemplo, verificaram que o uso de substratos com alta fertilidade (i. e.
vermicomposto) reduz a acdo dos FMA no crescimento de Alpinia purpurata e
Zingiber spectabile. Por outro lado, a utilizacdo de substrato constituido de pé de
coco proporcionou beneficios a micorrizacdo das plantas Z. spectabile inoculadas
(Oliveira et al., 2010). A utilizacdo destes fungos também pode ser uma alternativa a
aplicacao de P durante a fase de aclimatizacdo, como observado para o crescimento
de Z. officinale cultivado em substrato a base de solo e areia (Santos et al., 2010;
Silva et al., 2008).

Portanto, os FMA s&o uma ferramenta biotecnoldgica viavel, principalmente
para culturas que passam por fase de mudas, como aquelas da horticultura em que
as plantas séo cultivadas em viveiros, vasos ou in vitro (Azcon-Aguilar e Barea,
1997). Além disso, € possivel associar duas ferramentas biotecnolégicas para
obtencdo de plantas com alto valor agregado e garantindo uma produgdo mais
sustentavel na horticultura: a micropropagacdo e a simbiose micorrizica (Campanelli
et al., 2014).

A hipétese a ser testada neste trabalho é de que a selecdo de espécies de
FMA é primordial para que plantas de E. elatior possam ser beneficiadas pela
inoculacdo micorrizica no seu desenvolvimento. Dessa forma, objetivou-se verificar o
efeito da inoculacdo de duas espécies de FMA (Claroideoglomus etunicatum e

Gigaspora albida) sobre o estabelecimento ex vitro de plantas micropropagadas de
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E. elatior afim de sugerir a utilizacdo desses fungos na fase de aclimatizacdo dessa

planta.

4.2. Material e métodos

4.2.1. Micropropagacao

Plantas de E. elatior, previamente estabelecidas in vitro no Laboratério de
Biotecnologia da Embrapa Semiarido (Petrolina, PE, Brasil) foram subcultivadas em
meio semissolido MS (Murashige e Skoog, 1962) suplementado com 3% (p/v) de
sacarose e 2,0 mg/L de BAP (6-benzilaminopurina), com 0,45% de &gar e pH
ajustado para 5,8. O meio de cultura foi previamente autoclavado a 121 °C e 1 atm
durante 20 minutos. Os subcultivos foram realizados a partir da inoculacdo de
explantes com cerca de 1 cm, retirados da porcdo basal entre o sistema radicular e o
caule contendo meristemas caulinares dos brotos; e as culturas foram mantidas em
sala de crescimento a 25+2 °C, com fotoperiodo de 16/8 h (luz/escuro) e intensidade

luminosa em torno de 35 pymol m2s™.

4.2.2. Aclimatizacdo e Delineamento experimental

Plantulas micropropagadas, com raizes e folhas desenvolvidas, foram
previamente selecionadas com base na altura e aclimatizadas durante 60 dias em
casa de vegetagdo (Fig. 1), com média de temperatura de 30,5+3 °C e de umidade
relativa do ar de 57+9%. As raizes foram lavadas para retirar 0 excesso de meio de
cultura e transplantadas para vasos de polietileno (11,5 cm de altura x 13,5 cm de
diametro maior x 9 cm de diametro menor), contendo substrato a base de
areia:vermiculita (1:1 viv), o qual foi previamente esterilizado a 121 °C e 1 atm
durante uma hora.

No momento do transplantio, foi realizada a inoculagdo com espécies de FMA
(Claroideoglomus etunicatum e/ou Gigaspora albida), via solo-in6culo (contendo
glomerosporos, fragmentos de raizes colonizadas e hifas de FMA), depositado
diretamente sobre as raizes, padronizando-se 1.500 propagulos infectivos/cm3 em
cada vaso. Visando equilibrar a microbiota do substrato, todas as plantas foram
suplementadas com 2 mL de um filtrado (isento de FMA) preparado a partir do
peneiramento da diluicdo dos dois inéculos (1.500 propagulos infectivos/cm? de cada

indbculo em 100 mL de agua destilada) em peneira de 45 um. A irrigacao foi feita com
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agua destilada, e, uma vez por semana, foi substituida por 40 mL de solucao
nutritiva preparada com sais MS com 50% de sua concentracao padréo.

O experimento foi conduzido em DIC, contendo 4 tratamentos de inoculagcéao
(NI — n&o inoculado; Ga - inoculado com G. albida; Ce — inoculado com C.
etunicatum; e MIX — inoculado com a mistura de Ga e Ce), com 10 repeticdes (uma

planta por repeti¢céo).

4.2.3. In6culo micorrizico

Os in6culos de FMA, C. etunicatum [URM FMA 03] e G. albida [URM FMA 11],
foram provindos do banco de in6culos da Universidade Federal de Pernambuco
(Recife/PE). Foram multiplicados em casa de vegetacdo no periodo de setembro a
dezembro de 2014, utilizando-se o substrato a base de solo esterilizado: areia (1:1,
viv) e 0 milho (Zea mays L.) como planta multiplicadora. Os in6culos C. etunicatum e
G. albida apresentavam, respectivamente, 50,3 glomerosporos g*! de solo e 140
propagulos cm3 de substrato e 8,8 glomerosporos g! de solo e 170 propagulos cm
de substrato. Os glomerosporos foram extraidos do substrato pela técnica de
peneiramento Umido (Gerdemann e Nicolson, 1963) e centrifugacdo em agua e
sacarose (Jenkins, 1964; modificado com 50% de sacarose), e posteriormente
guantificados em placa canaletada com o auxiio do estereomicroscépio. A
quantificacdo do numero mais provavel (NMP) de propagulos infectivos de FMA
(propagulos cm de substrato) foi feita pela técnica de Feldmann e Idczak (1994), a
partir de diluicdes do in6culo em tubetes com capacidade aproximada de 250 mL de
substrato, as quais foram realizadas na ordem de 0, 1/10, 1/100 e 1/1000, em cinco
repeticbes, com areia lavada esterilizada, utilizando-se o milho como planta
hospedeira, cujas raizes foram clarificadas e coradas pela técnica de Phillips e
Hayman (1970), apos 30 dias, para analise da presenca de colonizacdo micorrizica,

cujos dados foram confrontados com a tabela de Cochran (1950).

4.2.4. Medidas de crescimento da planta

Durante os 60 dias de aclimatizacdo, para cada tratamento, as plantas foram
avaliadas, quinzenalmente, quanto ao percentual de sobrevivéncia. Ao final do
experimento, foram avaliados: incremento de altura, nUmero de folhas, area foliar,
biomassa fresca e seca da parte aérea, biomassa fresca da raiz, estimativa do

comprimento total da raiz. Para o percentual de sobrevivéncia foram consideradas



47

10 repeticBes, enquanto que para as demais variaveis foram consideradas apenas
cinco repetigoes.

O incremento de altura foi determinado a partir da diferenca entre a altura final
(aos 60 dias) e inicial (transplantio). A éarea foliar foi medida com auxiio do
equipamento Cl-202 LASER AREA METER (CID Bio-Science). Enquanto que para a
determinacdo da biomassa seca, a parte aérea foi mantida em estufa de circulacédo
de ar forcada a 60 °C até atingir peso constante.

Para o comprimento total da raiz de cada repeticdo foram utilizadas as mesmas
amostras processadas e avaliadas para a determinacdo do percentual de
colonizacdo micorrizica (Giovannetti e Mosse, 1980; Phillips e Hayman, 1970). ApGs
avaliacdo, o comprimento total da raiz foi estimado conforme equacédo 1 (Newman,
1966):

_ mNA
- 2H
Em que R é o comprimento total da raiz (cm), considerando uma amostra de

(1)

cerca de 0,5 g de raiz;, N € o nimero de interse¢Bes entre a raiz e as linhas de

grade; A € a area do quadrante (cm?); e H é o perimetro do quadrante (cm).

4.2.5. Medidas da micorriza

Foram avaliados o nimero de glomerosporos e percentual de colonizacdo
micorrizica, além da resposta de crescimento da planta a micorrizacdo. A extracao
dos glomerosporos foi realizada a partir de 100 g de substrato fresco pela técnica do
peneiramento Umido (Gerdemann e Nicolson, 1963) e centrifugacdo em agua e
sacarose (Jenkins, 1964; modificado com 50% de sacarose), procedendo-se com a
guantificacdo em placa canaletada, com auxilio de estereomicroscopio.

Para a avaliacdo da colonizacao radicular por FMA, as raizes foram lavadas
em agua corrente, secas a temperatura ambiente (cerca de 28 °C) por
aproximadamente uma hora, a partir das quais retirou-se uma amostra de 0,5 g. O
processamento foi seguido por diafanizacdo em KOH (10%) durante 24 horas e
clarificacdo em H202 (10%) + KOH (10%) (1:1 v/v) durante 15 minutos, depois as
raizes foram acidificadas com HCI (1%) por cinco minutos e coradas com azul de
trypan (0,05%) em lactoglicerol por periodo overnight (Phillips e Hayman, 1970).
Apbés o processamento as raizes foram levadas ao estereomicroscopio para

quantificacdo do percentual de colonizacdo micorrizica pela técnica da interseccao
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de quadrantes, com observacdo de todos os intersectos (Giovannetti e Mosse,
1980).

A partir da biomassa fresca total (raiz e parte aérea), foi calculada a resposta
de crescimento da planta a micorrizacdo (RCM), conforme equacao 2 (Hetrick et al.,
1992):

_100x(I — NI)
=N @

Em que, | e NI representam a biomassa da planta com e sem FMA,

RCM

respectivamente.

4.2.6. Analise estatistica

Os dados, exceto para as variaveis RCM e percentual de sobrevivéncia, foram
submetidos aos testes de normalidade de Shapiro-Wilk e de homogeneidade das
variancias de Bartlett a 5% de significancia. Em seguida, quando os dados se
apresentaram normais e com variancias homogéneas, foram submetidos a ANOVA
(p<0.05) e ao teste de comparacdo mdltipla de médias de Tukey (p<0.05), com
auxiio do pacote ExpDes.pt (Ferreira et al, 2013). Quando, mesmo apos
transformacdo dos dados, ndo houve normalidade nem homogeneidade das
variancias, foi realizado o teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis a 5% de
probabilidade, utilizando o pacote dunn.test (Dinno, 2016). Foram, também,
calculados os coeficientes de correlacdo linear de Pearson entre as variaveis
analisadas ao final do experimento, a partir do pacote agricolae (Mendiburu, 2015).
As andlises foram realizadas com auxiio do software R versdo 3.2.1 (R CORE
TEAM, 2015).

4 3. Resultados

As plantas de Etlingera elatior foram beneficiadas pela inoculagdo micorrizica,
as quais apresentaram desenvolvimento adequado, estando prontas para serem
transplantadas para condi¢des de campo.

Quando inoculadas com FMA, comparadas as plantas ndo inoculadas,
apresentaram maior percentual de sobrevivéncia (Figura 1). Plantas micorrizadas
tiveram reducdo na sobrevivéncia entre o 30° e 45° dia de aclimatizagéo,

estabilizando os valores a partir deste periodo; ao contrario, plantas nao
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micorrizadas (NI) sofreram redugdo na sobrevivéncia ao longo dos 60 dias de
duracdo do experimento. Neste periodo, houve sobrevivéncia de apenas 40% das
plantas ndo inoculadas, enquanto que aquelas com G. albida (Ga) apresentaram
maior percentual (90%), seguidas daquelas inoculadas com C. etunicatum (Ce; 80%)
e ambos os fungos (MIX; 80%) (Figura 1). Ou seja, plantas micorrizadas
aumentaram em, pelo menos, 50% a sobrevivéncia das plantas em relacdo as nao

inoculadas.

~~4--NI —@—Ce --4~Ga —@=MX
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Figura 1. Percentual de sobrevivéncia de plantas de Etlingera elatior apos 15, 30, 45
e 60 dias de aclimatizacdo sem micorriza (NI) ou inoculatas com Claroideoglomus

etunicatum (Ce), Gigaspora albida (Ga) ou ambos (MIX).

Apb6s 60 dias de aclimatizacdo, constatou-se correlacdo linear significativa
positiva entre as variaveis relacionadas ao crescimento vegetativo de E. elatior
(incremento de altura, nimero de folhas, area foliar, biomassa fresca aérea e
radicular e seca aérea e comprimento total de raiz), contudo ndo houve correlacéo
significativa entre o incremento de altura e o nimero de folhas. Da mesma forma, o
comprimento total de raiz ndo se correlacionou com o nimero de folhas e a
biomassa fresca da raiz. Além disso, as variaveis que dizem respeito a associacao
micorrizica (percentual de colonizacdo e numero de glomerosporos) estiveram
positivamente correlacionadas, porém apenas entre si (Tabela 1).

De modo geral, as plantas inoculadas com G. albida (Ga) apresentaram maior
desenvolvimento, comparadas aos demais tratamentos (Tabela 2). Enquanto plantas
micorrizadas por Ga apresentaram maior média de area foliar (102,13+9,20 cm?) e

biomassa fresca aérea (4,57+0,79 g), ndo houve diferenga na altura e biomassa
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fresca radicular e seca aérea entre Ga e o0 tratamento sem inoculacdo (NI).
Entretanto, para o nimero de folhas e comprimento total de raiz ndo foi constado
efeito significativo da inoculacdo com FMA.

Por outro lado, em geral, a inoculagdo com Ce e o MIX de ambas as espécies
de FMA ndo promoveu desenvolvimento de E. elator na aclimatizacdo (Tabela 2).
Neste sentido, constatou-se resposta positiva de crescimento da planta a
micorrizacdo (RCM) apenas no tratamento com G. albida (265,64%), oposto ao que
foi observado para C. etunicatum (-60,59%) e o MIX (-58,6%).

Todas as plantas que receberam inoculacdo micorrizica foram colonizadas e
aquelas do tratamento NI ndo formaram associagcdo com FMA, mostrando que a
inoculacdo foi efetiva e que ndo houve contaminacdo. Houve maior colonizacéo
micorrizica nas plantas submetidas aos tratamentos Ga e MIX, enquanto que o
nimero de glomerosporos diferiu apenas entre estes tratamentos. Constatou-se que
enquanto Ga e MIX colonizaram 38,39+8,38% e 4350+11,74% da raiz,
respectivamente, a colonizacédo radicular por Ce foi de apenas 6,51+0,18% (Tabela
2).



Tabela 1

Correlacdo de Pearson entre incremento de altura (IH), nimero de folhas (NF), area foliar (AF), biomassa fresca (BFA) e seca
(BSA) da parte aérea, biomassa fresca da raiz (BFR), comprimento total da raiz (CTR), colonizacdo micorrizica (CM) e nimero de
glomerosporos (NG) ap6s 60 dias de aclimatizacdo de plantas de Etlingera elatior inoculatas ou ndo com Claroideoglomus

etunicatum (Ce), Gigaspora albida (Ga) ou ambos (MIX).

NF AF BFA BSA BFR CTR CM NG

H 0,25"s 0,71* 0,80* 0,67* 0,79* 0,73* 0,39ns 0,11ns
NF 0,56* 0,49* 0,50* 0,65* 0,09ns -0,07n -0,23ns
AF 0,91* 0,68* 0,81* 0,52* 0,07ns 0,00ns
BFA 0,68* 0,84* 0,56* 0,30m 0,22ns
BSA 0,63* 0,57* 0,20m -0,15"s
BFR 0,40ns 0,15 -0,06"s
CTR 0,25 0,12ns
CM 0,48*

*: significativo a 5% de probabilidade pelo teste T. "S: ndo significativo a 5% de probabilidade.
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Tabela 2
Efeito da inoculacdo ou ndo (NI) com Claroideoglomus etunicatum (Ce), Gigaspora albida (Ga) ou ambos (MIX) sobre o

crescimento de Etlingera elatior e a simbiose micorrizica ap6s 60 dias de aclimatizacéo.

Trammento "GICNETY M oihas | Areafoliar  Biomassafresca  POTIRE GO orsica  glomerosporos
el (111) ISR --(cm? ---  --Aérea (g)-- -Raiz (g)-- --Aérea(g)- - (mm) ----- - (%) - (100 g'! substrato)

NI 13,73+4,53 ab 5,27+0,27 a 80,44+10,90 b 2,99+0,51 b  1,2840,20 a 0,33%#0,09 a 353,16+39,30 a  0,00+0,00 0,00+0,00
Ce 6,40+1,23 ¢ 4,00+0,29 a 38,45+12,16 ¢ 1,09+0,27 ¢ 0,59+0,24 b 0,17+0,06 b 291,71+50,75 a 6,51+0,18 b 20,31+1,14 ab
Ga 19,02+0,95 a 5,20+0,19 a 102,13+9,20 a 4,57+0,79 a 1,58+0,24 a 0,36+0,09 a 394,79+67,24 a 38,3918,38 a 25,95+4,03 a
MIX 12,84+4,02 b 3,80+0,21 a 41,36%9,91 ¢ 1,75+#0,56 ¢  0,79+0,21 b 0,25+0,09 ab 351,99+60,62 a 43,50+11,74 a 15,72+6,72b

p-valor <0,001 0,08 <0,001 <0,001 <0,001 0,008 0,066 <0,001 0,014

CV (%) 24,06 23,03 16,16 21,72 21,13 29,12 15,95 30,4 22,13

Médias (+D.P.) seguidas pelamesma letra, na coluna, ndo diferem estatisticamente entre os tratamentos de inoculagéo micorrizica de acordo com o teste de Tukeya 5% de

probabilidade.
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4 4. Discussao

O percentual de sobrevivéncia observada das plantas inoculadas com G. albida
(90%) e C. etunicatum (80%) foi superior ao observado para aquelas nao inoculadas
(40%). Esta resposta, porém, pode variar de acordo com a espécie vegetal, pois enquanto
Alpinia purpurata apresentou apenas 50% de sobrevivéncia quando inoculada com G.
albida, 25% com C. etunicatum e 87,5% na auséncia de FMA, para Zingiber spectabile
essa taxa foi de 100% nos tratamentos com G. allbida e na auséncia de FMA e de 85%
com C. etunicatum, ambas aclimatizadas em solo, o qual apresentava fertilidade elevada,
com até 209 mg dm= de P e 92,5 g Kg! de matéria organica (Silva et al., 2006). Da
mesma forma, ndo houve efeito da inoculacdo micorrizica sobre a taxa de sobrevivéncia
de T. ananassae, em que G. albida teve menor percentual (80%), comparado ao
tratamento controle sem FMA e com C. etunicatum (ambos com 100%), conforme
observado por Oliveira et al. (2011).

A maior sobrevivéncia de E. elatior quando inoculada com FMA, especialmente com
G. albida (Ga), pode ter sido resultado dos beneficios promovidos pela simbiose. Em
helicbnia, apesar da alta taxa de colonizacdo por Gigaspora margarita (55,95%), nao foi
observado efeito significativo da inoculagdo micorrizica, incluindo outros FMA, como
Glomus clarum (= Rhizoglomus clarus) e Glomus etunicatum (= Claroideoglomus
etunicatum), sobre o crescimento dessa planta em fase de aclimatizacdo (Sato et al,,
1999). Por outro lado, em Z. officinale foram observados maiores valores de medidas de
crescimento quando inoculada com FMA, comparada ao tratamento sem micorriza
(Santos et al., 2010).

Os resultados mostraram de forma clara a influéncia da inoculagdo com FMA sobre
0 sucesso da aclimatizacdo de E. elatior, com destaque para o in6culo de G. albida, cujo
efeito pode ser garantido ja aos 45 dias apds a inoculacdo. Oliveira et al. (2011) também
constataram beneficios da inoculacdo micorrizica sobre plantas aclimatizadas de
Tapeinochilos ananassae com maior evidéncia a partir dos 45 dias apés a inoculacdo. De
modo geral, para espécies de FMA das familias Glomeraceae e Gigasporaceae, esse
tempo é suficiente para que ocorra colonizacéo efetiva na raiz da planta hospedeira (Hart
and Reader, 2002). Entretanto, constatou-se que o percentual de colonizacdo no sistema
radicular das plantas inoculadas por Ga (38,39%) foi quase seis vezes maior do que o
encontrado em Ce (6,51%), porém nao diferiu estatisticamente do MIX (43,50+11,74).
Sugere-se, portanto, que os valores similares de colonizagdo micorrizica (CM) de Ga e o

MIX pode indicar maior atividade associativa de Ga. Assim, os FMA podem apresentar
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diferenca funcional quanto a promoc¢ao do crescimento vegetal e a taxa de colonizacéo
radicular mostrando haver compatibilidade diferenciada entre o fungo e a planta através
da resposta da planta a inoculacdo (Novais et al., 2014).

No presente estudo, as plantas inoculadas com Ga apresentaram melhoria quanto a
altura, area foliar e biomassa fresca da parte aérea, observando-se RCM positiva com
esta espécie de FMA. Por outro lado, ndo foi observado efeito positivo da inoculacdo com
Ce, indicando possivelmente pouca compatibilidade, e nem sinergismo das duas espécies
de FMA sobre essas variaveis. Ao contrario, parece ter ocorrido competicdo entre 0s
isolados, ou apenas efeito de Ga, pois no tratamento com o MIX também se constatou
RCM negativa, evidenciando variabilidade funcional também do ponto de vista das
espécies de FMA estudadas, as quais apresentaram efeitos diferentes quanto a altura e a
biomassa da parte aérea e da raiz, destacando Ga em relacédo a Ce. Assim, apesar de em
alguns casos plantas inoculadas com varias espécies de FMA simultaneamente
apresentarem maior desenvolvimento durante a aclimatizacdo, em relacdo aquelas
inoculadas com espécies isoladas, como observado por Moreira et al. (2015) em substrato
com baixo nivel de P (<40 mg Kgl), nosso estudo ndo recomenda a inoculacdo
simultdanea de Ce e Ga para aclimatizacao de plantas de E. elatior, tendo em vista a baixa
resposta destas plantas quando inoculadas com o MIX.

Neste sentido, Ga demonstrou ser mais cooperativo do que os demais tratamentos,
considerando que a simbiose pode ser modulada pelos simbiontes participantes. O
conceito de FMA mais e menos cooperativos esta relacionado ao fato de que em algumas
combinacdes fungo x planta ocorre maior suprimento de C para a espécie de fungo que
proporciona maiores beneficios ao hospedeiro, enquanto este fungo aumenta sua oferta
de P para a planta a medida que esta lhe fornece mais C (Kiers et al., 2011), mas isso
ndo significa que o fungo menos cooperativo ndo € compativel com o mesmo hospedeiro,
0 que pode ser evidenciado por alta taxa de colonizacdo deste fungo (Sato et al., 1999).
Além disso, € possivel constatar que a estabilidade do mutualismo se da por ambas as
partes, ndo estando apenas um dos simbiontes no controle da simbiose.

Assim, a resposta de crescimento de plantas micorrizadas pode ser altamente
positiva, neutra ou negativa, o que pode ser influenciado por fatores tanto da planta
guanto do fungo, juntos ou separadamente (F. A. Smith and Smith, 2011; S. E. Smith and
Smith, 2011). Além disso, respostas do crescimento de plantas micorrizadas podem estar
relacionadas ao fungo inoculado e, tanto ao custo de C para a planta manter a simbiose,
como ao balanco diferenciado na absor¢cdo de nutrientes via direta (raizes) e indireta
(micélio externo), como revisado por Smith et al. (2009) e S. E. Smith and Smith (2011),
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podendo a colonizacdo radicular pela espécie de fungo menos cooperativa resultar em
alto custo de C para a planta (Kiers et al., 2011).

Outro aspecto que deve ser levado em consideracdo é que membros da familia
Gigasporaceae possuem maior capacidade de produzir biomassa micelial a partir de uma
Unica hifa, sem a necessidade de interceptacdo de novas hifas, e de produzir essa
biomassa em maior quantidade no ambiente do substrato (extrarradicular), facilitando a
absorcédo de nutrientes pela via micorrizica. No entanto, espécies da familia Glomeraceae
produzem seu micélio por meio da interceptacdo com outras hifas (Voets et al., 2006), e
geram sua maior biomassa dentro da raiz (Hart and Reader, 2002). Porém é necessaria a
qguantificacdo da biomassa fungica total, incluindo a extrarradicular, para melhor
entendimento do custo de C fornecido pela planta, pois, apesar de no presente estudo Ce
ter colonizado apenas 6,51% da raiz, a planta apresentou baixa responsividade a
micorrizagdo, mostrando que nem sempre uma baixa colonizacdo radicular implica em
maior demanda de C para o fungo.

Outros estudos também mostraram a eficiéncia do uso de FMA na aclimatizacao,
com obtencdo de maiores taxas de sobrevivéncia e crescimento, garantindo o
estabelecimento ex vitro de outras plantas da horticultura, como em Gerbera sp. (Sato et
al.,, 1999), Curcuma zedoaria (Miachir et al., 2004), Gloriosa superba (Yadav et al., 2013),
Cynara cardunculus (Campanelli et al., 2014), Musa spp. (Kavoo-Mwangi et al., 2013;
Koffi and Declerck, 2015; Yano-Melo et al., 1999) e trés cultivares de Paeonia (Wen et al.,
2016), entre outras. Isto confirma a importancia do uso dos FMA como ferramenta
biotecnologica para producdo sustentavel de mudas com qualidade e potencial de
producdo em larga escala, visando a obtencdo de material vegetal que possa ser

recomendado para sua implantagdo no campo.

45. Conclusodes

O presente estudo fornece respostas para o entendimento da diversidade funcional
de FMA, constatando-se que plantas de E. elatior micropropagadas podem responder de
forma distinta a inoculagdo com C. etunicatum e G. albida. Recomenda-se, portanto, que
essa planta seja inoculada com G. albida para seu estabelecimento ex vitro, dado o
potencial desse fungo em favorecer o estabelecimento e crescimento vegetal na fase de

aclimatizacao.
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RESUMO

A espécie Etlingera elatior, conhecida como bastdo do imperador, pertence a familia
Zingiberaceae e possui caracteristicas peculiares, como folhagem intensa e
inflorescéncia cerosa, semelhante a uma tocha. Esta planta € propagada
tradicionalmente por meio de rizomas, o que facilita a proliferacdo de doengas, mas
a cultura de tecidos e os fungos micorrizicos arbusculares podem ser utilizados
como ferramenta biotecnolégica para a producdo e cultivo em larga escala desta
planta. Assim, o objetivo do presente estudo foi verificar o efeito da inoculagcéo
micorrizica associada a adubagdo com NPK sobre o estabelecimento de plantas
micropropagadas de Etlingera elatior em condi¢cdes de campo. Para isto, realizou-se
experimento em delineamento em blocos casualizados em arranjo fatorial 2 x 2 (com
e sem adubacdo X com e sem micorriza), com quatro blocos, contendo duas
repeticbes por bloco, totalizando 32 parcelas. Apdés micropropagadas, as plantas
foram aclimatizadas com e sem micorriza, conforme tratamentos de inoculagao, e
apos 80 dias foram transplantadas para o campo, onde houve ou ndo adubacédo. Os
resultados mostraram que houve efeito isolado dos tratamentos de inoculagéo
micorrizica e de adubacdo e que, de modo geral, a adubacdo promoveu maior
desenvolvimento das plantas. A inoculacdo micorrizica também beneficiou as
plantas, com aumento da biomassa fresca, da éarea foliar e da quantidade de
perfilhos por touceira das plantas. Conclui-se que a adubacdo NPK e inoculagéo
com G. albida favorecem o desenvolvimento e estabelecimento de plantas de E.
elatior em condic6es de campo.

Palavras-chave: micorriza arbuscular, desenvolvimento em campo, adubacéo,
cultivo ex vitro.

5.1. Introducéo
O bastdo do imperador [Etlingera elatior (Jack) R.M. Sm.] € uma planta de

clima tropical pertencente a familia Zingiberaceae e conhecida como bastdo do
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imperador, flor da redencdo e gengibre de tocha, entre outros. Apresenta
caracteristicas peculiares, sendo reconhecida pela sua folhagem e inflorescéncias
com formato de roseta, as quais sdo bastante cerosas e semelhantes a uma tocha
(BRAINER; OLIVEIRA, 2007). Esta planta é originaria do sudeste da Asia -
Indonésia, Malasia e sul da Tailandia e mundialmente cultivada nos tropicos (LIM,
2014).

As espécies da familia Zingiberaceae s&o utilizadas na medicina, culinaria,
ornamentacdo e paisagismo. Sao utilizadas véarias partes da planta: folhas, haste,
rizoma, brotacdes novas, flores e inflorescéncias, sementes e frutos para seus
diversos fins, principalmente nos paises asiaticos (CHAN; LIM; TAN, 2011; CHAN;
LIM; WONG, 2011; LIM, 2014; MAIMULYANTI; PRIHADI, 2015).

Porém, estas plantas sdo propagadas vegetativamente por meio de rizomas,
0 que pode acarretar em proliferacdo de doencas (LOGES et al, 2008; WONG,
2008). Neste sentido, a micropropagacdo é uma técnica com diversas vantagens
para estas plantas (NAIR, 2013), proporcionando sua multiplicacdo, com maior
controle fitossanitario e em larga escala (FARIDAH etal., 2011; YUNUS et al., 2012).

Além disso, a interacdo desta ferramenta biotecnolégica com
microorganismos que beneficiam o desenvolvimento das plantas, como os fungos
micorrizicos arbusculares (FMA), por exemplo, pode proporcionar a realizacdo de
uma agricultura sustentavel. Neste contexto, os FMA sdo considerados
componentes bidticos ativos do solo e, portanto, devem ser utilizados visando o
aumento da eficiéncia do funcionamento do ecossistema (BAREA, 2015; BERRUTI
et al., 2016).

Estes fungos séo bitréficos obrigatdrios e realizam associacdo com cerca de
90% das espécies vegetais terrestres, havendo troca de nutrientes entre o0s
simbiontes, principalmente carbono (C), da planta para o fungo, e fosforo (P), do
fungo para a planta (SMITH; SMITH, 2011). As hifas dos FMA se estendem no solo
a distancia maiores do que as raizes, até 40 vezes mais, e sdo mais finas do que
estas, aumentando a capacidade de absorcdo de nutrientes das plantas,
beneficiando, portanto, o seu desenvolvimento (GIOVANNETTI et al., 2001; SMITH,;
READ, 2008). De acordo com Azcon-Aguilar e Barea (1997), a utilizacdo destes
fungos torna-se uma importante ferramenta biotecnolégica, principalmente em
culturas que passam por fase de mudas, como aquelas da horticultura em que as

plantas séo cultivadas em viveiros, vasos ou cultura de tecidos.
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A utilizacdo combinada de FMA e fertilizante quimico ao solo pode contribuir
para o0 aumento da disponibilidade de P e potassio (K) (SUBHASHINI, 2016), além
do suprimento de macro e micronutrientes para as plantas (BERRUTI et al., 2016).
Assim, a fim de se estabelecer uma producdo segura, estavel e ambientalmente
sustentavel na horticultura, os FMA tém sido aplicados e desempenhado papel
fundamental como bioestimulantes, produzindo efeitos como biofertilizantes,
bioprotetores e biorreguladores (ROUPHAEL et al., 2015).

No entanto, a alta disponibilidade de P pode inibir a associacdo micorrizica
(BALZERGUE et al.,, 2013; SMITH; SMITH, 2011). Neste sentido, estudos tém
revelado que ha interacdo entre os nutrientes P e nitrogénio (N) na regulacdo da
simbiose, podendo haver efeito inibitério da simbiose mediante aplicacdo destes
nutrientes em niveis elevados (BONNEAU et al., 2013). Por outro lado, as plantas
podem ser beneficiadas pela inoculacdo com FMA quando cultivadas com adicédo de
nutrientes ao substrato, em que a aplicagdo de P com outros nutrientes pode reduzir
seu efeito inibitério, como observado por Nouri et al. (2014) em plantas de Petunia
hybrida inoculadas ou ndo com Rhizophagus irregulares.

O objetivo do presente trabalho foi verificar o efeito da inoculacdo micorrizica
associada a adubacdo com NPK sobre o estabelecimento de plantas

micropropagadas de Etlingera elatior em condi¢cées de campo.

5.2. Material e Métodos
5.2.1. Local de estudo e delineamento experimental

O estudo foi realizado em viveiro localizado no Campo Experimental da
Caatinga da Embrapa Semiarido, em Petrolina (Pernambuco, Brasil), na regidao do
submeédio Vale do S&o Francisco (9°04'17,48” S; 40°19°03,14” O). O viveiro possuia
cobertura com sombrite (50%) e o0 solo era um Typic Haplustults, conforme
classificagdo de Soil Survery Staff (2010). Amostras do solo foram previamente
coletadas, antes da implantacdo do experimento e da adubacédo, apresentando as
seguintes caracteristicas fisicas: com 76,9 dag Kg'! de areia; 21,5 dag Kg! de silte;
e 1,6 dag Kg! de argila; e quimicas: pH= 7,0; condutividade elétrica= 0,30 dS m-1;
P= 23,99 mg dm3; K= 0,43 cmolc dm3; Ca= 3,8 cmolc dm3; Mg= 1,2 cmolc dm3; Na=
0,04 cmolc dm3; Al= 0,00 cmolc dm3; T= 5,47 cmolc dm3; V= 100%; matéria
organica= 17,7 g Kg*.
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O experimento foi conduzido em delineamento em blocos casualizados (DBC)
em arranjo fatorial com dois tratamentos de adubacéo (com e sem adubacgéo) e dois
tratamentos de inoculagdo micorrizica (com e sem micorriza), com quatro blocos,
contendo duas repeticbes por bloco, totalizando 32 parcelas. Os blocos foram
separados por plantas de bordadura, bem como as extremidades da area

experimental.

5.2.2. Adubacao e conducéo do experimento

A partir da andlise quimica do solo da area experimental, durante o
experimento todas as adubacdes NPK foram adaptadas da recomendacao
agrondbmica para banana irrigada, conforme 22 Aproximacao (CAVALCANTI, 2008),
aplicando-se apenas 50% da quantidade de N, P20s e K20 do indicado para esta
cultura, exceto para a quantidade de esterco, para o qual foi aplicado cerca de 17%
(divido em duas aplicacdes, uma no plantio e outra, 30 dias apds o plantio — DAP).
ApoOs abertura das covas (20 x 20 x 20 cm), sete dias antes do plantio das mudas foi
realizada a adubacdo de fundacdo (somente nas parcelas dos tratamentos de
adubacéo), aplicando-se 2,5 L coval de esterco e 30 g coval de P20s na forma de
superfosfato simples (SS). A partir do 60° DAP foi aplicado por touceira apenas N e
K20, na forma de sulfato de amonio e cloreto de potassio, respectivamente, tendo
sido estas aplicacdes distribuidas a cada 30 dias. Em virtude da observacédo de
sintomas de deficiéncia de célcio (Ca) (baseado em FRAZAO et al., 2013), a partir
dos 120 dias de cultivo a quantidade de adubo adicionado por touceira foi reduzida
de 50% do recomendado para banana irrigada para 33,33% e, além disso,
exclusivamente aos 120 DAP foi aplicado juntamente com as fontes de N e K a
mesma quantidade de Ca que fora adicionada com o SS (constituido de cerca de
10% de Ca) no plantio, visando reduzir os sintomas apresentados. Todas as
adubacdes foram realizadas até os 210 DAP e o experimento foi retirado aos 240
DAP.

As plantas foram espacadas entre si e entre linhas em 1,5 m x 1,0 m,
respectivamente. Foi utilizado o método de irrigacdo localizada e instalado o sistema
de microaspersdo, com microaspersores estaticos (70 L/h) de 360° de angulo de
rega inseridos na linha lateral de irrigacdo, a 2 m acima do solo. O sistema foi
instalado ao longo das linhas de cultivo, mantendo-se um microaspersor entre

plantas.
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5.2.3. Preparo das mudas

Plantas de bastdo do imperador (E. elatior) cv. Red Torch foram cultivadas in
vitro, em meio MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962), a partir de explantes de cerca de
1 cm da porcao basal entre o sistema radicular e o caule contendo meristemas
caulinares de brotos previamente cultivados in vitro. O meio MS foi suplementado
com 3% (p/v) de sacarose e solidificado com 0,45% de agar e 2,0 mg L'! de BAP. O
material foi incubado a 252 °C, com fotoperiodo de 16/8 h (luz/escuro) e
intensidade luminosa em torno de 35 pymol m=2 s,

ApoOs a multiplicacdo in vitro, plantulas com padrdo de altura semelhante
foram selecionadas aleatoriamente para serem aclimatizadas em casa de
vegetacdo. As raizes foram lavadas em agua corrente para remover 0 excesso do
meio de cultura e as plantulas foram transplantadas para vasos de polietileno (11,5
cm de altura x 13,5 cm de diametro maior x 9 cm de didmetro menor) preenchidos
com 600 mL de substrato a base de areia:vermiculita (1:1 viv), o qual foi
previamente esterilizado a 121 °C e 1 atm durante uma hora. No momento do
transplantio, foi realizada a inoculacdo com a espécie de FMA Gigaspora albida, na
forma de solo-in6culo (contendo glomerosporos, fragmentos de raizes colonizadas e
hifas de FMA), depositado diretamente sobre as raizes, padronizando-se 1.500
propagulos infectivos cm3, nos respectivos vasos dos tratamentos de inoculacédo
micorrizica.

Visando equilibrar a microbiota do substrato, todas as plantas foram
suplementadas com 2,0 mL de um filtrado (isento de FMA) preparado a partir do
peneiramento, em peneira de 45 um, da diluicdo do in6culo (1.500 propagulos
infectivos cm do in6culo em 100 mL de Agua destilada). A irrigacdo foi feita com
adgua destilada, e, uma vez por semana, foi substituida por 40 mL de solugédo
nutritiva preparada com sais MS com 50% de sua concentracao padrao.

Ao final de 80 dias de aclimatizacdo as plantas foram transplantadas para o
viveiro com 42+7,2% de colonizacdo micorrizica, onde foram cultivadas durante 240
dias. No momento do transplantio as plantas micorrizadas e as ndo micorrizadas
apresentavam, em média, altura de 35,73t4,31 cm e 31,23+2,13 cm,

respectivamente.
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5.2.4. In6culo de FMA

Foi utilizado o in6culo de FMA G. albida [URM FMA 11], provindo do banco de
indculos da Universidade Federal de Pernambuco (Recife/PE). Nesta instituicdo, o
indculo foi multiplicado em casa de vegetacdo no periodo de setembro a dezembro
de 2014, utilizando-se o substrato a base de solo esterilizado: areia (1:1, viv) e 0
milho (Zea mays L.) como planta multiplicadora; e apresentava 8,8 glomerosporos g
1 de solo e 170 propagulos cm-3 de substrato. Os glomerosporos foram extraidos do
substrato pela técnica de peneiramento Umido (GERDEMANN; NICOLSON, 1963) e
centrifugacdo em agua e sacarose (JENKINS, 1964; modificado com 50% de
sacarose), e posteriormente quantificados em plana canaletada com o auxilio do
estereomicroscoépio. A quantificacdo do nimero mais provavel (NMP) de propagulos
infectivos de FMA (propagulos cm-3 de substrato) foi feita pela técnica de Feldmann
e Idczak (1994), a partir de diluicbes do in6culo em tubetes com capacidade
aproximada de 250 mL de substrato, as quais foram realizadas na ordem de 0, 1/10,
1/100 e 1/1000, em cinco repeticdes, com areia lavada esterilizada, utilizando-se o
milho como planta teste, cujas raizes foram clarificadas e coradas pela técnica de
Phillips e Hayman (1970), apdés 30 dias, para analise da presenca de colonizacéo

micorrizica, cujos dados foram confrontados com a tabela de Cochran (1950).

5.2.5. Variaveis analisadas

Ao final do experimento as plantas foram avaliadas quanto a altura, area de
ocupacao da touceira, taxa de ocupacdo da parcela, biomassa fresca da parte
aérea, area foliar, nimero de perfilhos, indices de clorofila a, b e total e percentual
de colonizacdo micorrizica.

A altura foi medida com auxiio de trena de 3 m. A area de ocupacédo da
touceira (AOT; equacao 1) e a taxa de ocupacao da parcela (TOP; equacéo 2) foram

determinadas conforme Costa et al. (2006).

AOT = L,xL, (1)

AOT
- 2
TOP P x100 (2)
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Em que: Lt e Li correspondem as distancias entre touceiras na linha e entre
linhas, respectivamente; e AP é a area da parcela (1,5 mx 1,0 m).

A biomassa fresca da parte aérea (folhas e pseudocaule) foi determinada,
com auxilio de balanca digital, a partir do corte da touceira ao nivel do solo, para a
qual ndo foram considerados os perfilhos que ainda ndo apresentavam, pelo menos,
uma folha completamente expandida. Ja& a contagem do numero de perfilhos foi
realizada considerando todas as brotacdes visiveis na touceira. Para a estimacéao da
area foliar foi utilizado o equipamento LI-COR 3100 AREA METER e para os indices
de clorofila, medidor eletrénico de teor de clorofila clorofiLOG CFL1030 (Falker®).

Para o percentual de colonizacdo micorrizica as raizes foram lavadas em
agua corrente de torneira, secas a temperatura ambiente (cerca de 28 °C) por
aproximadamente uma hora, a partir das quais retirou-se uma amostra de 0,5 g. O
processamento foi seguido por diafanizacdo em KOH (10%) durante 24 horas e
clarificacdo em H202 (10%) + KOH (10%) (1:1 v/v) durante 5 minutos, depois as
raizes coradas com azul de trypan (0,05%) em lactoglicerol por periodo de quatro
horas (PHILLIPS; HAYMAN, 1970 modificado). Apés o processamento, as raizes
foram levadas ao estereomicroscépio para quantificacdo do percentual de
colonizagdo micorrizica pela técnica da interseccdo de quadrantes, em que foram
observadas 100 intersec¢bes (GIOVANNETTI; MOSSE, 1980).

Além disso, foi calculado o incremento (%) da biomassa fresca da parte
aérea, da area foliar e do nimero de perfilhos por touceira resultante da adubagéo
ou da inoculagdo com FMA, a partir da equacao 3 (WEBER et al., 2004), em que: Tc
€ a média do tratamento com Adubacdo ou Micorriza e Ts € a média do tratamento

sem Adubacao ou Micorriza.

1(%) = [(TCT S>x100] 3)

N

5.2.6. Analise estatistica

Os dados foram submetidos aos testes de normalidade dos residuos de
Shapiro-Wilk e de homocedasticidade de Bartlett a 5% de significancia. Apds estes,
os dados de numero de perfilhos e percentual de colonizacdo micorrizica foram
transformados, respectivamente, para V(x) e log(x). Para as demais variaveis os

dados ndo necessitaram de transformagdo. Em seguida, foi realizada analise de
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variancia (p<0,05), considerando o DBC em arranjo fatorial, seguida de teste de
Tukey para comparacdo mdltipla das médias com diferenca significativa entre os
tratamentos. Além disso, foram calculados os coeficientes de correlacédo linear de
Pearson para as variaveis estudadas, a 5% de significancia.

Estas andlises foram realizadas com auxilio dos pacotes ExpDes.pt
(FERREIRA; NOGUEIRA; ALVES, 2013) e agricolae (MENDIBURU, 2015),
utilizando o software R versdo 3.2.5 (R CORE TEAM, 2016).

5.3. Resultados e Discusséao

A partir da andlise de variancia dos dados foi constatado efeito isolado dos
tratamentos de adubacdo e micorriza sobre o estabelecimento e producdo de
plantas de E. elatior em campo (Tabela 1).

Com excecdo da area de ocupacao da touceira, da taxa de ocupacao da
parcela e do percentual de colonizagdo micorrizica, a adubagdo influenciou
positivamente o desenvolvimento das plantas no campo (Tabela 1). Efeito da
inoculagdo com G. albida sobre o crescimento de E. elatior foi significativamente
superior na biomassa fresca da parte aérea, area foliar e nimero de perfilhos
(Tabela 1). Quando as plantas foram adubadas, o incremento sobre a biomassa
fresca da parte aérea, a area foliar e o numero de perfilhos por touceira foi,
respectivamente, 110,78%, 95,77% e 82,10%, em relacdo as ndo adubadas. Por
outro lado, quando micorrizadas, este incremento foi de 22,75%, 14,78% e 15,30%,
respectivamente.

O incremento devido a micorriza sobre o crescimento das plantas pode ser
favorecido com o aumento dos niveis de P ao solo (FROSI et al., 2016). No presente
estudo ndo foi constatado efeito de interagdo entre os fatores e a adubagéo
aumentou o crescimento das plantas mais do que a inoculacdo micorrizica.

Para plantas de tabaco o efeito da inoculagdo com FMA (Glomus intraradices)
sobre a biomassa seca da planta, em relagdo ao tratamento controle (sem adicdo de
FMA e fertilizante), foi observado somente quando esta foi realizada conjuntamente
com adubacdo NPK, observando-se aumento da disponibilidade de P e K ao solo
(SUBHASHINI, 2016). Porém, no presente estudo, o efeito foi isolado, sendo,
portanto, recomendada a utilizacdo de FMA como alternativa a adubacéo, visando
principalmente a reducdo de custos e da dependéncia da utilizacdo de agroquimicos

para execucdo de uma agricultura sustentavel, porém este potencial dos FMA nao
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tem sido completamente aproveitado pelos agricultores (BERRUTI et al, 2016).
Além disso, é possivel realizar o uso combinado de FMA e adubacao quimica, tendo
em vista os beneficios destes fatores sobre o crescimento e desenvolvimento das
plantas em condigbes de campo e o0 uso mais eficiente da fertilizacdo do solo (CELY
et al., 2016).

Assim como nao houve efeito dos tratamentos sobre o percentual de
colonizacdo micorrizica, esta varidvel ndo apresentou nenhuma correlacao
significativa com as demais (Tabela 2). Além disso, foi constatada correlacao linear
positiva significativa de 79% a 92% entre as variaveis que tiveram efeito da
adubacdo e micorriza (biomassa fresca, area foliar e numero de perfilhos). No
presente estudo, G. albida previamente inoculado ndo apresentou capacidade de
competicdo superior aos FMA autéctones para colonizar as raizes, o que foi
constatado independente da adicao de fertilizante. Por outro lado, Nouri et al. (2014)
observaram que pode haver influéncia da adicdo de nutrientes sobre a colonizagéo
micorrizica de Petunia hybrida com o FMA Rhizophagus irregulares. Estes autores
constataram que o P e o N foram os elementos que influenciaram a associagao
micorrizica, podendo estes promover efeitos negativos sobre a simbiose, enquanto
ndo houve efeito do Mg, Ca e Fe. Os autores observaram, ainda, que a caréncia de
nutrientes pode desencadear um sinal devido a micorrica que neutraliza o efeito
inibitorio de altas concentracfes do P.

Nos tratamentos sem FMA as plantas tiveram cerca de 50% de colonizagéo,
mostrando haver uma comunidade de FMA ativa no solo, capaz de colonizar o
sistema radicular das plantas a uma taxa semelhante daquelas previamente
colonizadas (cerca de 45%). Enfatiza-se, ainda, que a concentracao de P no solo do
presente estudo (23,99 mg dm3) ndo inibiu a associacdo micorrizica pelos FMA
nativos e nem reduziu aquela apresentada pelas plantas quando foram
transplantadas para o campo (42+7,2%), da mesma forma como observado em
estudo com soja e algodao, em solo com disponibilidade moderada de P (12 a 17
mg dm-3) (CELY et al., 2016).
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Tabela 1 — Efeito dos fatores Adubacdo, Micorriza e sua interacdo sobre o estabelecimento e desenvolvimento de plantas
micropropagadas de E. elatior apos 240 dias de cultivo em campo.

Biomassa

Altura of:\L%a;géeo 01(—:?1);?13;0 fres;zeda Area foliar NU(rjneerO Clorofila a Clorofila b Clorofila Total ri?é?)?r'izz?gjg
da touceira da parcela gérea perfilhos*
Tratamento -m-- - m?2-- - % - - Kg -- -—--—-Ccm?2 ---- -—-% --—--
Adubacéo
Adubado 2,75 a 0,73 a 48,53 a 7,04 a 85.102,0 a 27,88 a 40,03 a 19,70 a 59,63 a 44,19 a
N&o Adubado 2,48 b 0,80 a 53,50 a 3,34 b 43.470,8 b 15,31 b 38,87 b 16,23 b 54,97 b 51,00 a
Micorriza
Micorrizado 2,62 A 0,75 A 49,99 A 572 A 68.710,6 A 23,13 A 39,49 A 17,57 A 57,06 A 44,63 A
N&o Micorrizado 2,61 A 0,78 A 52,04 A 4,66 B 59.862,2 B 20,06 B 39,41 A 18,36 A 57,54 A 50,56 A
Eator Nivel de significancia?®
Adubacéo <0,001 ns ns <0,001 <0,001 <0,001 0,034 0,009 0,012 ns
Micorriza ns ns ns 0,021 0,009 0,033 ns ns ns ns
Adubacédo x Micorriza ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns
CV (%) 6,35 16,85 16,85 23,32 13,07 8,41 3,72 19,20 8,53 9,72

Médias observadas seguidas da mesma letra mindscula e mailscula na coluna nao diferem estatisticamente entre os tratamentos de Adubacgéo e Micorriza,
respectivamente, pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

*Dados transformados para V(x)

**Dados transformados para log(x)

ans: nao significativo ao nivel de significancia de 0,05.
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Tabela 2 — Coeficientes de correlacdo linear de Pearson entre as variaveis altura (ALT), area de ocupacdo da touceira (AOT),
biomassa fresca da parte aérea (BFA), area foliar (AF), nimero de perfilhos (NP), indices de clorofila a (Cla), b (Clv) e total (Clt)
e percentual de colonizacdo micorrizica (CM) apés 240 dias de cultivo de E. elatior em campo.

AOT TOP BFA AF NP Cla Clo Clt CM
ALT -0,59* -0,59* 0,78* 0,77* 0,56* 0,32ns 0,37ms 0,36"s 0,17ns
AOT 1,00 -0,41* -0,34"s -0,32m -0,13ms -0,12ns -0,10ms -0,05"s
TOP -0,41* -0,34ns -0,32"s -0,13ms -0,12ns -0,10ns -0,05"s
BFA 0,92* 0,79* 0,37* 0,44* 0,42* 0,197
AF 0,86* 0,36* 0,43* 0,42* 0,05"s
NP 0,26" 0,39* 0,36* -0,09ns
Cla 0,90* 0,95* -0,09ns
Clo 0,98* -0,07"s
Clr -0,09ns

*: significativo a 5% de probabilidade pelo teste T. ": ndo significativo a 5% de probabilidade.
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5.4. Conclusdes

Plantas de Etlingera elatior cultivadas in vitro podem ser estabelecidas em campo
com sucesso tanto quando pré-inoculadas com Gigaspora albida como quando adubadas
com NPK, ndo havendo sinergismo benéfico ao desenvolvimento da planta na utilizacdo
de ambos os fatores. Além disso, mesmo competindo com os FMA autéctones, G. albida
pode aumentar o desempenho de E. elatior quanto a biomassa fresca da parte aérea,

area foliar e a producédo de perfilhos.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

Em virtude das diversas aplicacfes que plantas de Bastdo do Imperador (Etlingera
elatior) apresentam é evidente a importancia de estudos que visem o seu estabelecimento
e producdo. Assim, a cultura de tecidos vegetais exibe clara funcdo como alternativa para
a propagacao de plantas, principalmente as tropicais, dadas as limitagdes do método
convencional de propagacdo. Uma vez observado o papel fundamental que os fungos
micorrizicos arbusculares (FMA) desempenham na producéo vegetal, este trabalho possui
relevancia e se apresenta como inovador, visto que € o primeiro registro da utilizacédo
desses fungos sobre o cultivo ex vitro de E. elatior. Foi possivel comprovar que estas
plantas precisam ser inoculadas com FMA na fase de aclimatizacdo, os quais beneficiam
estas plantas no crescimento em campo, auxiliando sua obtengcdo em maior escala e com

maior desempenho no seu estabelecimento visando a produ¢cdo em campo.
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ANEXO 1

Artigo: Micropropagacdo e aclimatizacdo de plantulas de Etlingera elatior (Jack) R.M.

Smith: uso de diferentes fitohormbnios e substratos

Figura 1 - Explante de 1 cm, com Figura 2 — Inoculacdo de explantes de E.
meristema caulinar de brotos de E. elatior elatior em meio de cultivo MS
cultivados in vitro. suplementando ou ndo com BAP e/ou AIB.

Figura 3 — Micrcopropagacao de E. elatior Figura 4 - Aclimatizacdo de plantulas

em meio de cultura MS suplementando ou micropropagadas de E. elatior em

ndo com BAP e/ou AIB. substrato a base de areia:Plantmax® (2:1,
vlv; a esquerda) e areia:vermiculita (1:1,
viv; A direita).
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ANEXO 2

Artigo: Aclimatizacdo de Plantas Micropropagadas de Etlingera elatior (Jack) R. M.

Inoculadas com Fungos Micorrizicos Arbusculares

Figura 5 — Transplantio de plantulas micropropagadas de E. elatior para substrato a

base de areia:vermiculita (1:1, v/v) submetidas ou ndo a inoculagdo C. etunicatum e/ou
G. albida.

Figura 6 — Aclimatizacao de plantulas de E. elatior em casa de vegetacao 15 dias ap6s
inoculagdo com C. etunicatum e/ou G. albida.
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Figura 7 — Aclimatizacao de plantulas de E. elatior em casa de vegetacao 30 dias ap0s
inoculagcdo com C. etunicatum e/ou G. albida.

SIan,
Figura 8 — Acllmatlzagao de plantulas de E. elatior em casa de vegetagao 45 dlas apos
inoculacdo com C. etunicatum e/ou G. albida.

Figura 9 — Aclimatizacéo de plantulas de E. elatior em casa de vegetacao 60 dias apds
inoculagdo com C. etunicatum e/ou G. albida.
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Figura 12 — Plantas de E. elatior inoculadas com G. albida (Ga), ap6s 60 de cultivo em
casa de vegetacao.

Figura 13 — Plantas de E. elatior inoculadas com C. etunicatum e G. albida (Ga), ap6s
60 de cultivo em casa de vegetacao.
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ANEXO 3

Artigo: Estabelecimento em campo de plantas de bastdo do imperador [Etlingera elatior

(Jack) R.M. Smith] inoculadas com fungos micorrizicos arbusculares

|

Figura 14 — Plantas micropropagadas de E. elatior apds 80 dias de aclimatizacdo em
casa de vegetacdao, inoculadas ou ndo com G. albida.

Figura 15 — Abertura de covas (20 x 20 x 20 cm) para cultivo de plantas
micropropagadas de E. elatior em viveiro (50% de sombreamento).
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Legenda:
: Plantas de bordadura Tratamentos:

: Plantas do tratamento 1 (T1)  T1: Controle — ndo adubado (NA) e ndo micorrizado (NM)
: Plantas do tratamento 2 (T2)  T2: Adubado (A) + NM
: Plantas do tratamento 3 (T3)  T3: NA + Micorrizado (M)
: Plantas do tratamento 4 (T4) T4 A+M
[_]: Bloco
W : pilares do viveiro

Figura 16 — Croqui experimental para cultivo em campo de plantas micropropagadas
de E. elatior submetidas ou ndo a tratamentos de adubacdo NPK e/ou inoculacdo com
G. albida.
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Legenda:

| : Linha secundaria do sistema de irrigacéo (13,0 m)

| . Linha lateral do sistema de irrigacéo (13,5 m)

e . Microaspersor (1 micro por planta, inserido entre plantas, a cada 1,5 m)
Plantas

¥ . Pilares do viveiro
Area (til do sistema de irrigagdo (13,0 m x 13,5 m)

Figura 17 — Croqui do sistema de irrigacdo para cultivo em campo de plantas
micropropagadas de E. elatior submetidas ou ndo a tratamentos de adubacdo NPK
e/ou inoculacdo com G. albida.
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Figura 18 — Mudas micropropagadas de E. Figura 19— Microaspersor estatico (70
elatior previamente inoculadas ou ndo com L/h) de 360° de angulo de rega, inserido
G. albida transplantadas para viveiro, ap0s na linha lateral de irrigacdo, a 2 m acima
80 de cultivo em casa de vegetacao. do solo.

Figura 20 - Irrigacdo de plantas de E. elatior cultivadas em viveiro.
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Figura 21 — Plantas de E. elatior previamente inoculadas ou ndo com G. albida e/ou
adubadas ou ndo com NPK apds 240 dias de cultivo em viveiro.
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Figura 22 — Analise de teor de clorofila em plantas de E. elatior apos 240 dias de
cultivo em viveiro.

Figura 23 — Andlise de area foliar de plantas de E. elatior apés 240 dias de cultivo em
viveiro.



