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Producao de mudas de Etlingera elatior através da cultura de tecidos vegetais in vitro.
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INTRODUCAO

O uso de produtos naturais pelo ser humano remonta a idade antiga. Sabe-se que é
muito mais provavel encontrar atividade biolégica em plantas orientadas pelo seu uso na
medicina popular do que em plantas escolhidas ao acaso. Cerca de 75% dos compostos
puros nhaturais, empregados na industria farmacéutica, foram isoladas, seguindo
recomendacdes da medicina popular.(YUNES; CALIXTO, 2001). A espécie Etlingera elatior,
popularmente conhecida como Bastdo do Imperador, planta ornamental e medicinal, tem
sido indicada segundo a medicina popular para o tratamento de dores musculares e
reumatismo. Pertencente a familia Zingiberaceae, possui ampla dispersdo nos trépicos e
subtropicos de todo mundo, principalmente no sudeste da Asia (JOLY, 1998).

Um dos aspectos mais criticos na producao de plantas medicinais para a utilizacdo
terapéutica €, sem duavida, a quantidade e a qualidade da matéria-prima vegetal. Varios
fatores climéticos afetam diretamente a qualidade, a eficicia e a seguranga do produto final.
Para evitar tais problemas, e sobretudo, evitar o extrativismo descontrolado, as industrias
vém atuando no sentido de aumentar a quantidade e melhorar a qualidade dessa matéria-
prima através do cultivo de plantas medicinais em larga escala. Além de poder eliminar
variagcfes oriundas de fatores como o clima, nutrientes e luminosidade, a producdo massal
de plantas permite selecionar espécies com maior teor de principios ativos, controlar pragas,
ou ainda o que € fundamental, evitar a contamina¢do por metais pesados, inseticidas e
outros fatores que podem influenciar na eficacia, qualidade e seguranca clinica dos
medicamentos fitoterapicos (SIANI. 2003).

A producdo massal de plantas medicinais pode ser obtida através da
micropropagacao in vitro, método bastante eficiente quando se trata de producéo de mudas
em larga escala, fornecendo matéria-prima de alta qualidade genética e fitossanitaria, em
curto espaco de tempo. O presente trabalho objetivou avaliar a viabilidade do cultivo in vitro
de Etlingera elatior visando a producdo massal de mudas, como fonte de matéria-prima para
utilizacao terapéutica.

MATERIAL E METODOS

O estudo foi conduzido no laboratério de cultivo celular vegetal, no Centro de
Ciéncias Tecnoldgicas da Terra e do Mar, da Universidade do vale do Itajai. Os materiais
utilizados como explantes foram gemas laterais de Etilingera elatior provenientes de plantas
matrizes em boas condi¢fes fitossanitarias, mantidas a campo, no banco de germoplasma
da Empresa de Pesquisa Agropecudria e Extensdo Rural de Santa Catarina (Epagri) -
Estacdo Experimental de Itajali.

Os materiais utilizados como fonte de explante foram gemas laterais retiradas em
forma de cubos com tamanho aproximado de 1 cm®. Apés seccionados, os explantes foram
imediatamente imersos em agua destilada e submetidos a pré-desinfestacdo em bancada.
As gemas laterais foram lavadas em agua corrente com detergente neutro e agua destilada
sob agitacéo, imersos em solugéo desinfestante contendo Benlate (1 g.L™") + Manzate (1,5
g.L™) + Sulfato de Estreptomicina (200 mg.L™), por 20 minutos, e posteriormente em CaClO
4% por 2 minutos. Ap6s a pré-desinfestacdo foram realizados cinco tratamentos de
desinfestacdo em camara de fluxo laminar com Etanol 70% e CaCIlO 5%: TAOL - um minuto
em Etanol 70% e 30 minutos em CaClO 5%; TAO2 - 2 minutos em Etanol 70% e 25 minutos
CaClO 5%; TAO3 - 3 minutos em Etanol 70% e 20 minutos em CaClO 5%; TA04 - 4 minutos
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em Etanol 70% e 15 minutos em CaClO 5% e TAO5 - 5 minutos em Etanol 70% e 10
minutos em CaClO 5%. Os explantes que apresentaram contaminacéo apos duas semanas
de cultivo, foram submetidos a nova desinfestagédo, com imersao por 15 segundos em etanol
70%, 5 minutos em NaClO1% e 10 minutos em CaClO 2% e posteriormente foram
inoculados em meio de cultura de MURASHIGE & SKOOG (1962) (MS) com 9 g.L™ de agar
e 30 g.L"! de sacarose, adicionado de 0,5 mg.L™ de BAP. Ap6s 100 dias de incubac&o, os
explantes estabelecidos assepticamente foram utilizados nos experimentos das fases
seguintes. Na fase de proliferacdo os explantes foram inoculados em meio sélido de
MURASHIGE & SKOOG (1962), na presenca da citocinina BAP (6-benzilaminopurina),
TPO1: MS + 0,5 mg.L™ BAP, TP02: MS + 1,0 mg.L™ BAP, TP03: MS + 2,0 mg.L"'BAP, TP04:
MS + 4,0 mg.L™" BAP, com trés repeti¢des por tratamento e um explante por parcela, durante
40 dias. Para o enraizamento, os propagulos foram submetidas a trés tratamentos em meio
MS com 50% da concentracdo salina, na presenca e na auséncia da auxina AIB (Acido Indol
Butirico), TEO1l: MS 50%; TE02: MS 50% + 0,5 AIB; TE03: MS 50% + 1,0 AIB, sendo 4
repeticbes por tratamento e 1 explante por parcela, durante 20 dias. As culturas foram
mantidas em sala de crescimento sob temperatura de 28 + 2°C, e fotoperiodo de 16 horas
com intensidade luminosa de 40 a 50 pmol.m?s™. Os dados obtidos nos diferentes ensaios
foram submetidos a analise de variancia e as médias foram comparadas pelo teste de Tukey
ao nivel de significancia de 5%.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O sucesso na obtencdo de explantes assépticos para o estabelecimento da cultura in
vitro depende da eficiéncia da combina¢édo dos agentes quimicos, das concentracbes e dos
tempos de exposicdo em relacdo ao nivel de contaminacdo dos tecidos. A exposicdo das
gemas laterais de Etlingera elatior aos tratamentos de desinfestacado resultou em niveis de
contaminacdo que variaram de 25,00 a 66,67% e de 10,00 a 75,00% para bactérias e
fungos, respectivamente (Tabelal). O aumento gradual do tempo de exposicdo dos
explantes ao Etanol 70% (1, 2, 3 e 4 minutos) combinado com a diminuicdo gradual do
tempo de exposicado ao CaClO 5% (30, 25, 20 e 15 minutos), apresentou uma tendéncia de
reducdo do nivel de contaminagdo por bactérias, e um aumento da contaminacdo por
fungos. Entretanto, a imersdo dos explantes em Etanol 70% por 5 minutos, e CaClO 5% por
10 minutos (TAO5) apresentou menor eficiéncia na eliminacdo de bactérias (60,00%) e um
aumento na eficiéncia do controle de fungos (20,00%).

Tabela 1. Porcentagem de contaminacéo e sobrevivéncia das gemas laterais de Etlingera
elatior submetidas a desinfestacdo, e inoculadas em meio Murashige & Skoog (1962) (MS),
adicionado de 0,5 mg.L™ Benzilaminopurina (BAP), apds 100 dias de cultivo in vitro.

Contaminacéo

Ndmero de Sobrevivéncia/
Tratamento observacgdes 7 .(%) Morte (%)
Bactéria Fungo
TAO1 - etanol 70% 1min + CaClO 5% 30 min 15 66,67 13,33 20,00/0,00
TAO2 - etanol 70% 2min + CaClO 5% 25 min 10 30,00 40,00 30,00/0,00
TAO3 - etanol 70% 3min + CaClO 5% 20 min 13 38,46 30,77 30,77/0,00
TAO4 - etanol 70% 4min + CaClO 5% 15 min 08 25,00 75,00 0,00/0,00

O tratamento de desinfestacdo de gemas contaminadas por bactérias, ap6s duas
semanas de cultivo in vitro, utilizando Etanol 70% por 15 segundos; NaClO 1% por 5
minutos e CaClO 2% por 10 minutos, também apresentou uma elevada taxa de
contaminacéao por bactérias (50,00%). Entretanto, apesar do maior tempo de exposicao dos
tecidos aos agentes quimicos, este tratamento apresentou a maior taxa de sobrevivéncia de
culturas assépticas. A exposicdo das gemas ao etanol 70% e aos compostos a base de
cloro, hipoclorito de sédio e de calcio, promoveu elevada contaminacdo dos explantes por
bactéria. Segundo GRATTAPAGLIA E MACHADO (1998) essas contaminacdes bacterianas
sdo enddgenas, e a destruicao destes microrganismos se torna dificil e sério problema nas
fases de multiplicacdo das culturas. Os percentuais de sobrevivéncia de explantes
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assépticos obtidos nos tratamentos TAO1, TAO2 e TAO3 apresentaram uma correlagédo
positiva com 0 aumento do tempo de exposi¢do ao etanol 70%. Entretanto, 0 aumento do
tempo de exposi¢cdo das gemas laterais de 3 para 4 e 5 minutos ao etanol 70% resultou em
diminuicdo da sobrevivéncia de explantes assépticos.

A inducdo de brotos na fase de proliferacdo é estimulada pela diminuicdo da
dominancia apical, que pode ser induzida por dano mecéanico na gema apical ou pelo
controle quimico com adi¢do de citocininas ao meio de cultura. Entretanto, o cultivo de
gemas laterais de E. elatior em meio MS adicionado de 0,5; 1,0; 2,0; e 4,0 mg.L'1 de BAP
ndo promoveu satisfatoriamente a inducdo de brotos (Tabela 2). Na maioria das plantas
superiores, o crescimento da gema apical inibe o crescimento das gemas laterais, enquanto
que a aplicagdo direta de citocininas estimula a divisdo celular e o crescimento dessas
gemas, suprimindo o efeito inibitério do &pice caulinar (TAIZ E ZEIGER, 2004).
Provavelmente, a ndo inducdo do desenvolvimento das gemas laterais na espécie E. elatior
se deve a alta dominancia apical dos propagulos, e/ou a ineficiéncia dos niveis de citocinina
presente no meio de cultura em alterar a relacdo auxinas/citocininas nos tecidos. A adicéo
de fitorreguladores em culturas vegetais in vitro tem o objetivo principal de suprir as
possiveis deficiéncias dos teores enddgenos de horménios nos explantes que se encontram
isolados das regides produtoras na planta-matriz (GEORGE, 1993). Entretanto, o tempo de
permanéncia de apenas 20 dias na presenca de citocinina pode néo ter sido suficiente para
a inducéo dos brotos. Segundo PERES (2002), a falta de acéo do regulador de crescimento
na morfogénese in vitro depende da sensibilidade e do metabolismo na célula, além do nivel
enddgeno de outros reguladores.

Tabela 2. Valores médios do crescimento e do nimero de raizes e brotos na fase de
proliferacdo de gemas laterais de Etlingera elatior, cultivadas em meio de cultura Murashige
& Skoog (1962) (MS) adicionado das diferentes concentracdes de Benzilaminopurina (BAP),
apés 20 dias de cultivo in vitro (N=3).
Crescimento dos

Tratamento Propagulos (cm) NUumero de Raizes NUumero de brotos
TPO1 - MS + 0,5 BAP mg.L™ 0,53 a 0,00 a 0,00 a
TPO2 -MS + 1,0 BAP mg.L'1 0,67 a 0,67 a 0,33 a
TP0O3 -MS + 2,0 BAP mg.L'l 0,40 a 0,33 a 0,33 a
TPO4 - MS + 3,0 BAP mg.L'1 0,60 a 0,00 a 0,33 a
Médias seguidas da mesma letra ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey

(p< 0,05).

A acdo da citocinina BAP sobre o crescimento dos propagulos, ndo promoveu um
efeito significativo mesmo com o aumento da concentracdo no meio de cultura. Apesar da
citocinina estimular o crescimento da parte aérea, a obtencdo de baixa resposta
morfogenética no niamero de brotos e no crescimento dos propagulos pode ser devido a
falta de agéo do regulador de crescimento, uma vez que 0s propagulos apresentaram alta
dominancia apical.

O efeito inibitério da citocinina na inducdo de raizes pode ser observado nos
tratamentos com maior concentragdo, 0 que corrobora com o0s resultados de que as
citocininas sao responsaveis pela inibicdo do crescimento e diviséo celular das raizes in vitro
(TAIZ E ZEIGER, 2004). Entretanto, apenas 0s explantes cultivados em meio MS adicionado
de 1,0 e 2,0 mg.L™" de BAP e que apresentaram brotacdo induziram a formacéo de raizes.
Este fato pode estar relacionado a producdo de auxina pela parte aérea da planta e dos
brotos, pois o transporte basipeto do Acido Indol Acético (AIA) é rapido e promove alteracio
no balanco end6geno auxina/citocinina.

A inducédo de raizes na fase in vitro ocorreu em todos os tratamentos. Entretanto, a
rizogénese ndo promoveu diferencas significativas no crescimento das propagulos, no
namero de brotos e no comprimento das raizes (Tabela 3). A presenca de brotacdes nesta
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fase pode ser devido ao efeito residual da citocinina da fase de multiplicagdo, sabendo-se
que o efeito da citocinina ndo se restringe a uma subcultura ou entdo devido a reducao da
dominancia apical, realizada mecanicamente, na fase anterior.

Tabela 3. Efeito de diferentes concentracbes de auxina (AIB) sobre o enraizamento de
propagulos de Etlingera elatior em meio de cultura Murashige & Skoog (1962) com 50% da
concentracdo salina, apés 22 dias de cultivo in vitro. (N=4)

Crescimento

Nimero Numero Comprimento

Tratamento dps de de das Raizes Morfolqg|a

Propagulos . das Raizes
Brotos Raizes (cm)
(cm)

TEO1 - MS 50% 2,25 a 000a 275ab 421 a Finas com
ramificacdes

TEO2 - MS 50% + 0,5 AIB mg.L™* 2,15 a 050a 4,00a 2,52 a Finas com
ramificacdes
TEO3 - MS 50% + 1,0 AIB mg.L™ 3,05a 1,25a 1,50 b 3,00 a Grossas sem

ramificacbes
Médias seguidas da mesma letra ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey (p<
0,05).

O cultivo dos propagulos de Etlingera elatior em meio MS com 50% dos sais,
adicionado de 0,5 mg.L de AIB induziu o maior numero de raizes, diferindo
significativamente do tratamento com o dobro da concentracdo de auxina. Varias espécies
enraizam na presenca de niveis muito baixos, ou mesmo, na auséncia de auxina no meio de
cultura (ANDERSON, 1984). No presente trabalho, os propagulos apresentaram resposta
morfogenética positiva na inducdo de raizes quando da utilizacdo de diluicdo na formulacéo
do meio e da adi¢do de baixas concentracdes de auxina. De acordo com GRATTAPAGLIA E
MACHADO (1998), mesmo na presenca de auxinas, altas concentracdes de sais tendem a
inibir as fases do enraizamento, particularmente a de crescimento das raizes, aonde as
diluicdes das formulacdes basicas dos meios de cultura tém possibilitado melhor
enraizamento.

As diferentes morfologias das raizes obtidas parecem estar relacionadas a
concentracdo de auxina (AIB) presente no meio de cultura. Os tratamentos que apresentam
baixa concentracdo (0,5 mg.L') ou auséncia de AIB induziram raizes finas com
ramificacdes. Entretanto, a adicdo de 1,0 mg.L™* de AIB ao meio de cultura promoveu a
inducdo de raizes grossas sem ramificacdes. ZIMMERMAN (1984) afirma que a melhor
concentracdo de auxina é a minima necessdria para proporcionar uma iniciacao radicular
satisfatdria desde que esta possibilite 0 maior crescimento e desenvolvimento das raizes
sem a formacdo de calo. No entanto, mesmo em menores concentracdes a presenca de
auxina durante todo o periodo de enraizamento pode tornar-se prejudicial ao
desenvolvimento das mesmas. Possivelmente, isto pode explicar a alteracdo morfologica
das raizes, de finas com ramificagcdes para grossas sem ramificagdes no presente trabalho.

CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos neste trabalho, verificou-se que é possivel o cultivo
in vitro de Etlingera elatior visando a producdao massal de mudas de alta qualidade genética
e fitossanitaria, como fonte de matéria-prima para utilizacdo terapéutica. Considerando-se
gue o processo de producao de mudas in vitro deve ser economicamente viavel, ha
necessidade de mais estudos visando aumentar a taxa de multiplicagcdo dos explantes, pois
a espécie apresenta elevada dominancia apical.

Palavras chave: Micropropagacéao; Planta medicinal; Bastdo do Imperador
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