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RESUMO: Curcuma zedoaria Roscoe, planta pertencente a familia Zingiberaceae que se propaga
vegetativamente, tem sido utilizada amplamente por suas propriedades terapéuticas. O interesse na propagacao
em massa de plantas medicinais in vitro tem aumentado sensivelmente, pois 0os métodos convencionais de
propagacdo limitam o potencial de utilizacio destas plantas. Apices caulinares foram inoculados em meio de
cultura sélido contendo os sais basicos e vitaminas de Murashige & Skoog, suplementado com 2,0 mg L™ de
BAP e 30 g L" de sacarose. As culturas foram incubadas em sala de crescimento a temperatura de 25+2°C com
fotoperiodo de 16/8 horas de claro/escuro. Transferéncias e repicagens foram realizadas a cada 40 dias. Os
resultados das avaliacGes feitas permitiram determinar o nimero de plantas obtidas em cada repicagem e
estimar o nimero de plantas possiveis de serem obtidas apds qualquer ndmero de repicagens a partir de 120
dias da inoculagéo, com base na equagio matematica y = 8,74X - 21,19x + 23,47, onde y é o niimero de plantas
produzidas e x o nimero de repicagens a serem realizadas, a partir de um explante. O custo da muda
considerando-se a producéo de 200.000 mudas/ano foi de R$0,70.
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QUANTIFYING THE MICROPROPAGATION OF Curcuma zedoaria ROSCOE

ABSTRACT: Curcuma zedoaria Roscoe, a vegetatively propagated member of the Zingiberaceae family, has
been used extensively due to therapeutic properties. The interest of in vitro massal propagation of medicinal
plants has improved since the conventional methods of propagation limit the utilization potential of these plants.
Shoot meristems were inoculated on agar-solidified culture media containing the basic salts and vitamins of
Murashige & Skoog supplemented with 2.0 mg L™ BAP and 30 g L" sucrose. The cultures were incubated in a
growth room at 25+2°C and 16/8 hours photoperiod (light/dark). Transfers were carried out each 40 days. The
results obtained allowed the determination of the number of plants produced by each transfer. It was also
possible to estimate the number of plants to be produced at any number of transfers after 120 days from
inoculation, based on the following equation: y=8.74x" - 21.19x + 23.47, where y is the number of plants produced
and x is the number of transfers to be perfomed from each explant. The cost of C. zedoaria plants produced in vitro
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was US$0.38/plant when a production of 200,000 plants/year is considered.
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INTRODUGAO

Curcuma zedoaria Roscoe, pertencente a familia
Zingiberaceae, € planta herbacea aromatica provida de rizoma
rico em 6leo essencial (Guenther, 1952) o qual apresenta
propriedades terapéuticas atualmente exploradas
comercialmente. Esta planta é bastante conhecida na
medicina popular e tradicional, sendo utilizada como
expectorante, demulcente, diurético, rubefaciente, estimulante
do processo de digestéo, colagogo e no tratamento da gastrite
(Maeda, 1984; Miyake, 1986; Yasuda et al., 1988).
Atualmente, destaca-se também sua potencialidade como anti
inflamatdrio, gracas ao seu efeito anti-oxidante (Yoshioka et
al,, 1998), e no tratamento de cancer (Syu et al., 1998). Sua
propagacédo é feita vegetativamente através do plantio de
fragmentos de rizoma. Entretanto a dificuldade de armazena-
mento dos rizomas utilizados como “sementes”, 0s problemas
fitossanitarios (Yasuda et al., 1988), a dorméncia das gemas
ao longo de estagcdes com dias curtos e frios e 0 aumento

na demanda por matéria-prima para a producdo de medica-
mentos e corantes industriais obtidos & partir do rizoma desta
planta fazem com que a propagacao vegetativa convencional
para a multiplicacdo em larga escala seja ineficiente e néo
atenda a crescente demanda do mercado consumidor.

O cultivo in vifro aparece como uma alternativa que
supera tais dificuldades e ja tem se mostrado uma op¢ao viavel
para outros membros da familia Zingiberaceae como Curcuma
domestica (Dekkers et al., 1991), Zingiber officinale (Vicent
et al., 1992) e Alpinia purpurata (llg & Faria, 1995). Estas
técnicas de cultivo in vitro apresentam grande eficiéncia
favorecendo a rdpida multiplicagédo e producéo de zingiberaceas
em quantidade e qualidade superiores aquelas obtidas através
de métodos convencionais (Tavares et al., 1992), contornando
problemas sérios como a dorméncia dos rizomas durante o
periodo do inverno e transmissdo de doencas comuns em
sistemas de propagacdo vegetativa . Além disto, tal técnica
vem se mostrando economicamente superior & producéo de
mudas convencionais, como no caso da banana, onde a muda
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produzida in vitro € cerca de 70% mais barata do que a muda
produzida em campo através da propagacdo vegetativa
convencional, segundo informac¢do de produtores agricolas
(Crocomo, 1999)".

Sendo C. zedoaria uma planta propagada
vegetativamente, esta propagacdo nem sempre é
acompanhada por variacbes genéticas como
normalmente ocorre nas plantas propagadas por
sementes. Neste contexto, uma outra vantagem do
cultivo in vitro é a possibilidade de se explorar variacbes
somaclonais que possam surgir em tais condi¢cdes para
o melhoramento da cultura (Silvarolla, 1992).

Tendo em vista a importéncia crescente da cultura
e as dificuldades envolvidas em seu processo de producéo
a campo, o objetivo do presente trabalho foi o de
desenvolver um método eficiente de micropropagacgéao
planejado e estruturado para ser empregado em escala
comercial de producéo de mudas de C. zedoaria.

MATERIAL E METODOS

Rizomas de C. zedoaria para extracdo de
explantes foram coletados ao acaso nos galpbes de
processamento de rizomas de produtores da regido de
Santo Amaro (SP). Depois de coletados, estes foram
lavados em agua corrente para remocéo de particulas de
solo e colocados para germinar em bandejas com
vermiculita autoclavada em casa de vegetacao.

Os brotos laterais formados foram destacados do
rizoma e lavados em &gua corrente. Apés limpeza
superficial para remocado de detritos, os brotos foram
mergulhados em solucéo comercial de hipoclorito de sédio
(Q-Boa) a 20% (v v*') por 5 minutos, seguindo-se da
remoc¢do das folhas mais externas e da extremidade
superior dos brotos. As partes basais dos brotos contendo
0 4pice foram entédo levadas para camara asséptica e
transferidas para solugao comercial de hipoclorito de sodio
(Q-Boa) a 20% (v v') + Tween a 0,1% (v V') e deixadas
sob agitacdo constante por 20 minutos. Em seguida
foram lavadas 3 vezes com agua destilada esterilizada.

Com o auxilio de lupa, pinca, bisturi e estilete, o
pice foi isolado e inoculado em meio de cultura contendo
0s sais bésicos e vitaminas de Murashige & Skoog (1962),
suplementado com 2,0 mg L* de BAP (benzilaminopurina)
e 30 g L* de sacarose, solidificado com 8,0 g L* de Agar
sendo o pH ajustado a 5.8 com 0,1 M KOH antes da
autoclavagem a 120°C por 30 minutos.

As culturas foram mantidas em sala de crescimento
a 25+2°C sob condicbes de fotoperiodo de 16/8 horas de claro/
escuro, providas por lampadas fluorescentes brancas (General
Electric-40W de 31 pmol m? s?).

Foram inoculados 15 &pices caulinares, cada
um constituindo uma repeticdo. Repicagens foram
realizadas a cada 40 dias, quando eram contados o
numero de brotos originados de cada explante. Foram
realizadas 5 repicagens, aos 120, 160, 200, 240 e 280
dias apds a inoculagdo, embora os explantes tenham
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sido transferidos para novo meio de cultura aos 40 e 80
dias ap6s a inoculag@o. Na Ultima repicagem (280 dias)
as plantas foram transferidas diretamente para o
substrato para serem aclimatizadas.

Os resultados foram analisados estatisticamente
e uma equacdo matemética foi determinada a qual
permite estimar o nimero de plantas possiveis de serem
obtidas apds qualquer nimero de repicagens (apés 120
dias da inoculac&o) a partir de um explante, viabilizando
o planejamento de producdo de mudas utilizando estas
técnicas em escala comercial.

O célculo dos custos envolvidos na producgéo de
mudas em cultura de tecidos de C. zedoaria envolveu a
taxa de multiplicac&o da planta in vitro e os custos da infra-
estrutura de um laboratério. Neste caso foi considerado a
estrutura necessaria para a producdo de 200 mil mudas
por ano e no maximo seis transferéncias para se evitar a
incidéncia de variagcdo somaclonal. Todos os custos foram
baseados nos dados de Oliveira (1998) e amortizados
segundo Anderson & Meagher (1977). Os juros aqui
utilizados para fins de céalculo foram de 15% ao ano e o
laboratorio estaria trabalhando na producéo de diferentes
tipos de mudas ao mesmo tempo para que a estrutura
nao permanecesse ociosa durante alguns periodos do ano.

Para a execucdo deste trabalho foi utilizado um
laborat6rio de micropropagac¢éo dividido em sala de
preparo de meio de cultura (35 m?), sala de
autoclavagem (16 m?), sala de repicagem (20 m?), sala
de crescimento (24 m?), almoxarifado (10 m? e escritorio
(15 m’) sendo o custo m” de R$250,00, amortizado em
20 anos. Também foram considerados um barracdo de
70m? com custo m? de R$70,00 e uma casa de
vegetacdo de 250 m? com custo m? de R$150,00, que
tiveram seus custos amortizados em 10 anos. Os
equipamentos de laboratdrio necessérios para atingir 0s
objetivos sdo: agitador orbital magnético (2), aparelhos
de ar condicionado 30.000 BTU (4), autoclave 70 L (2),
balancga de preciséo (1), balanga técnica (1), cAmara de
fluxo laminar horizontal (4), deionizador 10 L h™ (1),
destilador 10 L h* (1), exaustor (1), geladeira com freezer
(1), e pHmetro (1), sendo o valor de cada equipamento
avaliado segundo preco de mercado e amortizado em 5
anos. O custo de material permanente e semi-permanente
de consumo como mobiliario, lampadas, vidraria, material
plastico, bisturis e pincas, tiveram seus custos amortizados
em 2 anos. O custo do meio de cultura foi baseado no
preco FOB apresentado pela Sigma (1999) mais as taxas
alfandegérias e de transporte. A méo-de-obra necessaria
estimada foi de um supervisor, um preparador de meio,
dois auxiliares e quatro repicadores.

Com relagdo aos gastos com energia elétrica, foi
considerado que o consumo com salas de crescimento e
repicagem corresponde a aproximadamente 70% do
consumo total do laboratério. Outras dependéncias
consomem 0s outros 30%. Conforme recomendacgdo do
“Engineering Bulletin 0-285” (Sylvania, s.d.) para a
iluminacéo de casas de vegetagao e salas de crescimento,
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0 consumo é de 215 w m?. Para a manutencgio da
temperatura nas dependéncias do laboratério foram
considerados 4 aparelhos de ar condicionados ligados 2
a 2 alternadamente, os quais consomem 2.500 w h*. Os
gastos com agua foram calculados assumindo que a maior
parte do consumo (70%) esta relacionado a lavagem de
vidrarias e os outros 30% a irrigacdo e manutencédo das
instalacGes. Para a lavagem das vidrarias foi estimado o
consumo de 1,0 litro de &gua por vidro.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A micropropagacdo in vitro de C. zedoaria
utilizando inoculacéo de apices em meio MS suplementado
com 2,0 mg L* BAP é técnica economicamente viavel.

A TABELA 1 mostra os dados obtidos durante a
conducéo do experimento (320 dias) para as 10 repeticdes
(excluidas as perdas iniciais) utilizadas para os célculos.

A contagem dos brotos iniciou-se 120 dias ap6s
a inoculacéo dos apices caulinares no meio de cultura
(primeira repicagem). Isto se deve ao fato de que apenas
brotacBes iguais ou maiores que 0,5cm foram contadas.
Apds 40 dias podia-se perceber a hipertrofia do explante
e o inicio da diferenciacdo das gemas que ficou mais
evidente apds 80 dias. Porém nesta fase nenhum dos
brotos havia atingido um tamanho superior a 0,5 cm nédo
sendo portanto considerados nos céalculos para a
determinacdo da equacgdo. Depois de diferenciadas as
gemas apresentavam rapido crescimento e desen-
volvimento da parte aérea e do sistema radicular.

Aos 280 dias, todas as plantas maiores que 4,0
cm obtidas in vitro foram avaliadas e transferidas para
bandejas contendo areia autoclavada para a aclimatagdo
em casa de vegetagdo. Estas plantas apresentavam
sistema radicular bem desenvolvido e puderam ser aclimati-
zadas com sucesso (avaliacdo feita aos 320 dias), sendo
as perdas nesta fase nunca superiores a 5% quando uma

TABELAL1 - Quantificagdo do nimero de mudas (brotos/api-
ce inoculado) obtido nas repicagens realizadas
(120, 160, 200, 240 e 280 dias) durante a
micropropagacéo in vitro de C. zedoaria.

Repicagens

Total de plantas

0 1 2 3 4 aclimatizadas

Repeticéo 120 160 200 240 280 320 Dias
1 1 8 16 24 56 091 86
2 1 13 25 45 76 71 67
3 1 14 26 64 141 273 259
4 1 15 22 40 76 193 183
5 1 5 14 30 48 68 65
6 1 5 6 23 41 70 67
7 1 5 11 22 35 57 54
8 1 9 15 33 46 85 81
9 1 9 36 66 132 281 267
10 1 8 25 47 88 193 183
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cobertura plastica era mantida sobre as bandejas para
assegurar alta umidade relativa do ambiente por 20 dias. Taxas
de sobrevivéncia de 95% se comparam aquelas mais elevadas
obtidas por Dekkers et al. (1991) com gengibre.

As perdas obtidas no momento da inoculacdo
foram de 33%, sendo estas constituidas parte por
contaminacdo por fungos e parte por falhas no
isolamento do meristema apical que se oxidava e ndo
se desenvolvia. Assim, uma maior destreza no
isolamento dos apices e a adocdo de uma assepsia
superficial mais efetiva, com emprego de uma maior
concentracdo do agente esterilizante, maior periodo de
tratamento ou utilizacdo de outro composto
desinfestante para o procedimento (Tavares et al., 1992)
podem reduzir para niveis mais baixos as perdas aqui
ocorridas. Nesta fase inicial de introdugcdo do material
in vitro foi onde ocorreram as maiores perdas de todo o
processo, sendo que perdas durante o cultivo in vitro
podem ser consideradas inexistentes.

As plantas originadas da micropropagac¢éo se
desenvolveram bem em casa de vegetacdo, alcancaram
tamanho normal e produziram rizomas que foram utilizados
como “sementes” e germinaram dando origem a plantas
normais nos segundo e terceiro ciclos (segundo e terceiro
anos) de cultivo ex vitro. Estes resultados reafirmam a
viabilidade do método empregado.

Segundo analise estatistica dos dados, a equacéo
matematica que representa a producgao de plantas de C.
zedoaria pela técnica de micropropagacao in vitro pode ser
representada por y = 8,74x° - 21,19x + 23,47, onde y
representa a produ¢do em nimero de plantas e x 0 nimero
de repicagens necessarias para a producdo de y plantas
a partir de um explante. E importante ressaltar que nimero
de repicagens superior a seis ndo é recomendado para se
evitar a incidéncia de variacdo somaclonal, ou seja,
mudancas nas caracteristicas do material produzido devido
ao longo cultivo in vitro.

A Figura 1 mostra a dispersdo dos dados
apresentados na TABELA 1 e a linha que representa a
evolucdo do ndimero de plantas obtidas no decorrer do
experimento. Na equacéo matematica obtida, o valor x =
1 corresponde a primeira repicagem na qual foi possivel
contar o nimero de brotos (apés 120 dias) e valores de x
= 2, 3, 4... correspondem as outras transferéncias
realizadas em intervalos de 40 dias.

numero de plantulas
0
o

1 2 3 4 5

repicagens

Figura 1 - Quantificacéo da micropropagacéo de C. zedoaria (plan-
tas/apice inoculado) em meio MS + 2,0 g L'* BAP, com a
realizagdo de transferéncias periédicas a cada 40 dias.
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TABELA 2 - Quantificagdo dos custos de producdo de mudas

de C. zedoaria por micropropagacéo in vitro.

Componente Custo total Tempo de amortizagédo Custo amortizado/ano
R$ anos R$ ano
Laboratério (120n7) 30.000,00 20 4.471,00
Barracdo (70m?) 4.900,00 10 912,00
Casa-de-vegetagdo (250m?) 37.500,00 10 6.978,00
Equipamentos 33.560,00 5 9.367,00
Material permanente e semi-permanente 21.500,00 2 12.373,00
Meio de cultura 31.500,00 -- 31.500,00
Mao-de-obra 64.800,00 -- 64.800,00
Agua* 217,00 -- 217,00
Eletricidade* 14.151,00 -- 14.151,00
TOTAL 140.359,00

*sdo componentes de custo que dependem de como os laboratérios manipulam e da regido considerada.

Os resultados obtidos no presente trabalho
indicam que a cada repicagem ou 40 dias de cultura, o
naimero de plantas obtidas praticamente dobrava, um nivel
semelhante ao obtido em Alpinia purpurata (Tavares et al.,
1992; Chang & Criley, 1993) e em Curcuma amada e
Curcuma domestica (Dekkers et al., 1991), porém
inferior ao obtido em Zingiber officinale (Bhagyalakshmi
& Singh, 1988), em Kaempferia galanga (Vicent et al.,
1992) e em Alpinia purpurata (lllg & Faria, 1995), todas
membros da familia Zingiberaceae.

A manutencdo destas plantas com baixo
crescimento vegetativo in vitro foi obtida cultivando-se as
plantas em meio de cultura sélido contendo metade da
concentracéo dos sais basicos e vitaminas de Murashige
& Skoog (1962), suplementado com 30 g L* de sacarose.
Estas culturas foram mantidas sob as mesmas condi¢Ges
de temperatura e fotoperiodo descritas para a
micropropagacao. As transferéncias eram realizadas
periodicamente a cada 60 dias e sob estas condi¢bes, as
plantas foram mantidas por 2 anos sendo que a cada
transferéncia era realizada a eliminacéo de todas as raizes
e das folhas mais velhas. Este procedimento visa
estabelecer protocolo de micropropagacéo ajustado a
varigveis demandas de mudas.

O calculo dos custos envolvidos na producgéo
comercial de mudas de C. zedoaria, baseados nos dados
de Oliveira (1998) e Anderson & Meagher (1977) (TABELA
2) mostra que o preco da muda produzida in vitro é cerca
de R$0,70 a muda. A qualidade das mudas produzidas in
vitro, considerando a homogeneidade e caracteristicas
fitossanitarias, é superior aquela das mudas produzidas de
modo convencional. Além disto, é possivel obter
guantidades que atendam de modo satisfatorio a demanda
do mercado.

CONCLUSOES

A producdo controlada e programada de mudas
de Curcuma zedoaria Roacoe in vitro é viavel utilizando
cultura de 4pices caulinares. A quantificacao da
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produtividade e dos custos do protocolo de
micropropagacao permitiram o estabelecimento de
equacdo matematica que possibilita a programacdo no
procedimento e o custo das mudas obtidas que foi de
R$0,70 por muda. Programagao do processo que permite
ajustar-se a demanda, homogeneidade e qualidade
fitossanitaria das mudas obtidas sdo os destaques dos
resultados alcangados neste trabalho.
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