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Aclimatacéao de gengibre (Zingiber officinale Roscoe) e a relacdo com carboidratos
endbdgenos
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RESUMO: O objetivo deste trabalho foi determinar as variagdes dos teores de aglcares soliveis
totais e de reserva nas diferentes fases de desenvolvimento de mudas de gengibre. Foram avaliados
os parametros de sobrevivéncia, teores de agucares solGveis totais e de reserva na fase de
micropropagacéo, aclimatacéo e cultivo em campo. A sobrevivéncia das plantas no processo de
aclimatacdo aos 60 dias foi de 100%, enquanto que as plantas em condigBes de campo
apresentaram um indice de sobrevivéncia de 80% aos 60 dias de cultivo. Os teores médios de
amido, no primeiro ano de cultivo, foram superiores nas plantas micropropagadas, tanto nas
folhas (303,19+0,17 mgGlu gMF* mgGlu gMF*) quanto nas raizes (3341,59+1,24 mgGlu gMF?).
Foram observados altos teores médios de amido nos rizomas (164,91+2,4 mgGlu gMF?) e gemas
(190,88+0,25 mgGlu gMF?). Os teores médios de agUcares solUveis totais apresentaram um
decréscimo nas plantas in vitro com valores médios de 86,56+0,55 mgGlug MF* e 94,26+0,40
mgGlu gMF! para folhas e raizes, respectivamente. Obteve-se um aumento nesses valores nas
plantas aclimatadas em casa de vegetac¢éo, tanto nas folhas (168,22+0,77 mgGlu gMF?) quanto
nas raizes (189,68+0,70 mgGlu gMF1), sendo superadas pelos teores médios de folhas e raizes
das plantas cultivadas a campo, cujos valores foram 227,51+0,8 e 183,97+0,32 mgGlu gMF?,
respectivamente. No segundo ciclo de cultivo observou-se um aumento nos teores médios de
amido nos rizomas, gemas e raizes, com valores de 210,87+0,85 mgGlu gMF* , 203,45+0,91
mgGlu gMF* e 201 +0,69 mgGlu gMF* e um declinio nos teores médios nas folhas (41,55+0,88
mgGlu gMF*) com uma queda gradativa até os 240 dias de cultivo. Porém, em relagéo a quantidade
de acgucares sollveis totais as folhas apresentaram-se com teores médios altos no periodo inicial,
com um declinio ao longo do desenvolvimento em casa de vegetacéo. O oposto foi verificado para
asraizes (225,29+0,75 mgGlu gMF1), rizoma (250,08+0,93 mgGlu gMF*) e gemas (225,75+0,80
mgGlu gMF). Diante do alto indice de sobrevivéncia para as plantas aclimatadas e os teores
mais elevados de agUcares sollveis totais e de reserva nas primeiras fases de cultivo, recomenda-
se um periodo de aclimatagao para garantir maior sobrevivéncia das plantas e garantir que realizem
melhor alocacdo de reservas.

Palavras-chave: Zingiber officinale, micropropagacéao, aclimatacéo, acUcares totais, amido

ABSTRACT. Acclimation of ginger (Zingiber officinale Roscoe) and its relation to
endogenous carbohydrates. The aim of this work was to determine the variations in total soluble
sugar and starch levels during the different development stages of ginger seedlings. Survival
parameters, as well as total soluble sugar and starch levels, were evaluated during micropropagation,
acclimation and field cultivation phases. The survival of plants was 100% after 60 days of acclimation,
whereas under field conditions such value was 80% after the same period. In the first year of
cultivation, mean starch levels were higher in micropropagated plants, both in leaves (303.19 +
0.17 mgGlu gFM1) and in roots (3341.59 * 1.24 mg Glu gFM). High mean starch levels were
detected in rhizomes (164.91 + 2.4 mg Glu gFM?) and buds (190.88 + 0.25 mgGlu gMF?). The
mean levels of total soluble sugars were lower in plants in vitro: 86.56 £ 0.55 mgGlu gFM* and
94.26 + 0.40 mgGlu gFM* in leaves and roots, respectively. Higher values were obtained for plants
acclimatized in greenhouse, both in leaves (168.22 + 0.77 mgGlu gFM?) and roots (189.68 £ 0.70
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mgGlu gFM1); these values were inferior to those detected in leaves and roots of plants grown in
the field, which were 227.51 + 0.8 and 183.97 + 0.32 mgGlu gFM?, respectively. In the second
cultivation cycle, mean starch levels in rhizomes, buds and roots increased to 210.87 + 0.85
mgGlu gFM+, 203.45 £ 0.91 mgGlu gFM* and 201 + 0.69 mgGlu gFM%, respectively, whereas in
leaves these values progressively decreased (41.55 + 0.88 mgGlu gFM?) until 240 days of
cultivation. However, leaves presented high mean total soluble sugar levels in the initial period,
with a posterior decline over the development in greenhouse. The opposite was observed in roots
(225.29 + 0.75 mgGlu gFM1), rhizomes (250.08 + 0.93 mgGlu gFM*) and buds (225.75 + 0.80
mgGlu gFM1). Based on the high survival rate of acclimatized plants and the higher levels of total
soluble sugars and starch in early stages of cultivation, acclimation is recommended to assure

higher plant survival and reserve allocation.

Key words: Zingiber officinale, micropropagation, acclimation, total sugars, starch

INTRODUCAO

O gengibre (Zingiber officinale Roscoe)
pertence a familia Zingiberaceae e a importancia esta
nas propriedades terapéuticas. Tem sido empregado
héa milhares de anos na Asia para alivio de varias
enfermidades como artrites, reumatismo, dores
musculares, febre, gripe, célicas e bronquites (Dedov
et al., 2002).

O sistema de propagacao vegetativa
convencional do gengibre apresenta sérios problemas
relacionados a qualidade fitossanitéria, dentre eles
tem-se a disseminacéo de doencas a cada ciclo da
cultura em decorréncia de patégenos do solo, tendo
como conseqliéncia a destruicdo total das plantacdes
devido a disseminac¢do rapida, principalmente de
espécies de fungos como Fusarium oxyporium,
Armillariella mellea e Sclerotium rolfsii; espécies
nematéides como Meloidogyne incognita e M. Javanica
e ainda de bactérias; como por exemplo, Ralstonia
solanacearum e Erwinia sp. (Arimura, 2002).

A propagacdo do gengibre por meio do
sistema in vitro é apontada como técnica importante
na obtencdo de um grande nimero de mudas em
curto espaco de tempo e isentas de patégenos,
conferindo a estas, qualidade fitossanitaria (Mercier
& Kerbauy, 1997).

Exemplos destes protocolos podem ser
conferidos nos trabalhos de Samsudeen et al. (2000),
Khatun et al. (2003) e Debiasi et al. (2004), cujos autores
obtiveram éxito na obtencéo de alta taxa de regeneracao
de mudas de gengibre isenta de patégenos. Mais
recentemente Girardi et al. (2007) obtiveram a fomacao
de 4 brotos por explante, em trinta dias de cultivo in
vitro, enfatizando a importancia desta técnica.

O procedimento de aclimatag&o das plantas,
segundo Hoffmann (2002), consiste na adaptacao
das plantas as condi¢cdes ambientais apds remocao
das condi¢c@es in vitro, antes do transplante para o
local definitivo, método que por vezes acarreta baixo
indice de sobrevivéncia das mudas em detrimento de
baixa taxa fotossintética, deixando o vegetal nao
completamente autotréfico (Campostrini & Otoni, 1996).

Durante esta etapa o armazenamento de
carboidratos se torna necessario Ja que participam
de uma série de processos vitais, como
desenvolvimento de plantulas, diferenciacéo radicular
e foliar e senescéncia (Leon & Sheen, 2003). Além
de processos como o controle da formacao das raizes
e caule em grande numero de espécies (Wilson,
1998) e formacao de tubérculos como, por exemplo,
em Solanum tuberosum (Miller-Réber et al., 1992).
Os carboidratos também estdo envolvidos no
processo que antecedem a divisdo celular,
possivelmente servindo como fonte de energia para
as células, ou fornecer esqueletos de carbono para a
sintese de outros compostos necessarios para a
célula (Taiz & Zeiger, 2004).

Contudo, as reservas de carboidratos variam
gualitativa e quantitativamente dentro das espécies,
orgéos, tecidos e células, bem como ao longo do
dia, e nas diferentes estacfes anuais (Lewis, 1984).

Diante disso, este trabalho tem por objetivo
verificar a alocacao de fotoassimilados nas diferentes
partes das mudas de gengibre durante a multiplicacéo
in vitro, na fase de aclimatacdo e no campo, para
identificac&o do periodo de sua maior demanda, visto
gue teores de acUcares sollveis e de reserva podem
ser indicativos de qualidade das mudas, para melhorar
0 crescimento e desenvolvimento na aclimatagéo e
no campo.

MATERIAL E METODO

Cultivo in vitro

Para o estabelecimento das culturasin vitro,
utilizou-se gemas de rizoma de gengibre, submetidas
ao processo de assepsia que consistiu de imersao
por 20 minutos em solugcao comercial QBOA de
hipoclorito de sédio com 2,5% de cloro ativo, imerséo
por 2 minutos em solucéo alcodlica 70%, seguido de
trés lavagens sucessivas em agua estéril. As gemas
foram isoladas e inoculadas em tubos de ensaio
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contendo meio de cultura MS (Murashige & Skoog,
1962) suplementado com sacarose (30 g L) e 20
pmol Lt de BAP (6-benzilaminopurina), o pH ajustado
para 5,8 e semi-solidificado com Agar (7g L).

As culturas foram mantidas em ambiente
apresentando temperatura de 27+2°C, fotoperiodo de
16 horas de luz a uma intensidade luminosa de 50
mm-2s?t. ApOs 30 dias de cultivo in vitro foram
transferidas para vidros de 350 mL contendo a mesma
formulacdo de meio de cultura anterior e mantidas
sob as mesmas condi¢cfes descritas anteriormente.
Aos 30 dias de cultivo as mudas que apresentavam
uma altura média de 3,5 cm foram utilizadas na
aclimatacao e algumas foram colhidas amostras para
quantificacdo dos carboidratos.

Aclimatacdo em casa de vegetacéo

Para a aclimatacdo 200 plantas obtidas do
cultivo in vitro foram transferidas para casa de
vegetacgédo e colocadas em copos plasticos (200 mL)
contendo substrato constituido por casca de arroz
carbonizado + plantmax® + areia na propor¢cédo de
(1:1:1), previamente esterilizado em autoclave, durante
1 hora a 121°C. As condi¢des ambientais de cultivo
em casa de veaetacdo foram: umidade relativa do ar

20 min Hipoclorito de sédio g
com 2,5% de cloro ativo o
A 2 min Alcool (70%)
MS + BAP{200uMol L)
Sacarose (30g L")
Agar (Tg L")
B
Casca de arroz carbonizada +
areia + Plantmax (1:1:1)
30 dias 60 dias
—ly —p
c D

Gemas assepsia:

de reducado da incidéncia solar com utilizacao de
sombrites por um periodo de 30 dias. Nesta etapa,
aos 60 dias de cultivo foi feita a segunda coleta para
guantificacao de carboidratos.

Aclimatacdo em casa de vegetacao (22 Ano
de cultivo)

Ap6s 60 dias de cultivo em casa de
vegetacdo, 100 plantas foram transferidas para vaso,
tamanho nimero 1 contendo 0 mesmo substrato, ja
citado, por um periodo de 240 dias.

Aclimatacdo em campo

Um total de 100 mudas foi transferido para
condicdes de campo para comparacao de indices de
sobrevivéncia, altura, nUmero de brotos e teores de
acUcares e amido entre as condigbes de campo e casa
de vegetacdo. As condicbes de campo consistiram
formacéo de mulchdes com 10 cm de altura previamente
adubados com 100 Kg ha' (NPK 11-7-35). Nasamostras
das mudas mantidas em casa de vegetacdo e em
condi¢cdes de campo, apds 60 dias de cultivo, também
foram quantificados os teores de carboidratos.

O fluxograma completo do material e
métodos, com todas as fases de cultivo, € mostrado

FIGURA 1 (A-E). Etapas do estabelecimento do cultivo in vitro, aclimatacédo e cultivo a campo, sendo que . Em A-
estabelecimento in vitro; B e C- fase de multiplicacéo, alongamento e enraizamento; D- transferéncia para condicdes de
casa de vegetacao; E- transferéncia das mudas para vasos tamanho 1, onde foram mantidas por 240 dias; F- transferéncia
das mudas para condi¢des de campo; e G- representacdo da disposicdo das mudas em condi¢ces de campo.
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Extracdo e quantificacdo dos teores de
amido e acUcares sollveis totais

AcUcares Solaveis Totais (AST)

Para a extracao e quantificacdo dos AST foi
utilizado o método descrito por Vaz et al. (1998), no
qual foram tomadas amostras do material mantido in
vitro e nos diferentes processos de aclimatacéo (12 e
2° ano de cultivo), que correspondem as etapas C,
D, E e Fda Figura 1. Cerca de 1 g de massa fresca,
foram maceradas em graal com pistilo e, em seguida,
submetidas a uma extracdo tripla por fervura em
etanol 80% durante 5 minutos.

Os extratos foram centrifugados a 3200 g,
a 20°C, por 10 minutos e filtrados em microfibra de
vidro. Da combinacéo dos trés extratos alcodlicos
obteve-se uma porcao correspondente a fracéo de
acucares sollveis, sendo o volume ajustado com
solucao alcodlica, de acordo com metodologia
proposta por Pollock & Jones (1979). Na quantificacao
colorimétrica dosAST a 490 nm, utilizou-se o método
fenol-sulfarico descrito por Dubois et al. (1956).

Determinacdo de amido

A cada residuo solido das extractes de
acucares totais, adicionou-se 2 mL de agua destilada
gelada e 2,6 mL de &cido perclérico (52%), mantidos
por 15 minutos em banho de gelo e agitados
ocasionalmente com bastéo de vidro. Em seguida,
adicionou-se mais 4 mL de 4gua deionizada, agitou-se
e centrifugou-se posteriormente em 3.200 g, por 15
minutos, conforme proposto por McCready et al. (1950).

O residuo solido foi submetido a mais duas
extracdes com 1 mL de agua e 1,3 mL de acido
perclérico (52%). O volume final das 3 extracdes foi
fitrado em microfibra de vidro e deferido para 10 mL.
Na determinacado colorimétrica de amido a 490 nm,
utilizou-se o método fenol-sulfarico descrito por Dubois
et al. (1956).

RESULTADO E DISCUSSAO

Cultivo in vitro

No presente estudo, o nUmero médio de
mudas de gengibre obtidos, no cultivo in vitro, foi o
mesmo obtido por Girardi et al. (2007), ou seja, 4
brotos por explante, aos trinta dias de cultivo com
altura média de 3,5 cm. Resultados similares foram
mostrados por Debiasi et al. (2004), cujos autores
ainda verificaram que quando as mudas eram
retiradas da suplementacdo de reguladores vegetais,
AlA e BAP, a altura aumentava e emisséo de brotos
diminuia.

Aclimatacdo em casa de vegetacao
No processo de aclimatacéo, verificou-se aos
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60 dias, 80% de sobrevivéncia das mudas de gengibre
oriundas do cultivo in vitro, apresentando altura média
de 7 cm, nimeros médios de 2 proliferacdes por muda
e 8 folhas.

No trabalho de Girardi et al. (2007), foram
obtidas 100% de mudas sobreviventes independente
das diferentes composic8es de substratos utilizadas.
Percentual de sobrevivéncia de 80% foi obtido
anteriormente por Babu et al. (1992), para mudas
micropropagadas de gengibre quando aclimatadas em
substratos do tipo solo + areia (1:1). Para
Bhagyalakshimi & Sing (1988), o indice de
sobrevivéncia foi de 90%, utilizando como substrato
uma mistura de solo, substrato organico vegetal e
areia, e Debiasi et al. (2004) aclimataram gengibre
em substrato de casca de arroz carbonizada e areia
(1:1), sob reducéo solar de 50%, por um periodo de
60 dias e obtiveram 95% de sobrevivéncia das mudas.

A combinacdo de substratos utilizados neste
trabalho influenciou a elevada porcentagem de
sobrevivéncia das mudas, pois, 0s substratos
exercem influéncia significativa na arquitetura do
sistema radicular e nas associa¢fes hiol6gicas com
0 meio, influenciando o estado nutricional das plantas
e a translocacdo de agua no sistema solo-planta-
atmosfera (Coutinho & Carvalho, 1983).

As caracteristicas do substrato como o
elevado espaco de aeracdo associado a elevada
capacidade de retencdo de a4gua sdo fatores
fundamentais durante a aclimatacao (Calvete, 1998).
Embora o substrato possa ser formado por um Unico
material, dificilmente sera encontrado um que suprira
todas as caracteristicas positivas necessérias. Por
essa razdo, os substratos em geral representam a
mistura de dois ou mais componentes, como no
presente trabalho, sendo que um destes, o
condicionador de substratos, ira promover a correcao
das caracteristicas de forma a otimizar as condi¢des
de uso (Kampf, 2000).

De acordo com Hoffmann et al. (1996), um
bom substrato deve ser firme e denso o suficiente
para dar sustentacdo até o enraizamento; néo
encolher ou expandir com a variacdo da umidade;
reter 4gua em quantidade adequada; e ser
suficientemente poroso para permitir a drenagem da
agua e a aeracao. Deve também, estar livre de
invasoras, nematoides ou outros patégenos; nao
apresentar niveis excessivos de salinidade e permitir
a esterilizacao por vapor.

Diante disso, a composicdo do substrato
utilizada e manutencdo em casa de vegetacdo no
presente trabalho auxiliaram na taxa de sobrevivéncia
das mudas de gengibre em decorréncia da textura e
aeracao do substrato, controle da luminosidade e
temperatura, fatores fundamentais para o bom
crescimento e desenvolvimento para permitir um
melhor desempenho em condi¢des de campo.
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Aclimatacdo em casa de vegetacao (22 Ano
de cultivo)

As mudas mantidas em casa de vegetacao
durante o 2¢ ano de cultivo mostraram-se com um
indice de sobrevivéncia de 100%, com média de altura
de 24cm, ndmero médio de 12 folhas e média de 3
proliferacdes. Resultado este que nos remete ao fato
de que a manutencdo das mudas na fase de
aclimatacao em condicbes de casa de vegetacéo
proporcionou maiores médias em altura, nimero
médio de folhas e de proliferacdes.

Tal desempenho pode estar associado as
caracteristicas desses substratos, que proporcionaram
condicdes favoraveis para o melhor desenvolvimento
das mudas, e ao monitoramento e controle do
ambiente interno em casa de vegetacdo. A
manutencao das plantas em condi¢cGes de casa de
vegetacdo proporcionou as mudas atingirem médias
Gtimas em todos os parametros avaliados. Segundo
Costa (2001), em condicBes de casa de vegetacéo é
possivel proporcionar maior controle em relacédo a
temperatura, umidade relativa, radiacao solar, nivel
de CO,, sombreamento artificial e nutricio de plantas.

Durante o cultivo in vitro, as plantulas
crescem sob condi¢cdes muito especiais dentro dos
frascos, com umidade relativa do ar elevada e radiacédo
reduzida quando comparado ao cultivo tradicional.
Além disso, pelo fato de estarem em frascos fechados
visando protecao microbiol6gica, ndo ha turbuléncias
provocadas pelo fluxo de ar, tampouco facilidades na
entrada de CO, e saida de gases produzidos pela
planta. O meio de cultura é frequentemente
suplementado por acucares como fonte de carbono
e outras fontes de energia, que provocam consideravel
decréscimo do potencial hidrico do meio. Além disso,
ha o fornecimento de grandes quantidades de
reguladores de crescimento.

Estas condicdes resultam na formacédo de
plantulas com anormalidades morfolégicas,
anatébmicas e fisiolégicas. Assim, depois de
transferidas para a condicao ex-vitro, as plantas tem
que se adaptarem as novas condi¢des, onde a
radiacdo € muito maior e a umidade relativa do ar
muito menor. Mesmo sob potencial hidrico do
substrato maior que do meio onde estavam as
plantulas podem rapidamente murchar se a perda de
agua em excesso pelas folhas nédo for impedida. Além
disso, o fornecimento suplementar de 4gua pode nao
ser efetivo devido a baixa condutividade hidraulica das
conexfes dos vasos das raizes e caule. Muitas
plantulas morrem durante este periodo (Pospisilova
et al., 1999).

Por esta razao, apos o transplante para as
condi¢cBes externas, as plantulas necessitam
usualmente de algumas semanas de aclimata¢do sob
decréscimo gradual na umidade relativa do ar, e
conforme observado neste trabalho, quanto maior este

periodo em casa de vegetacdo, melhor o desempenho
das mudas posteriormente em campo.

Aclimatacdo em campo

As mudas em condicbes de campo
apresentaram um indice de sobrevivéncia de 80% aos
60 dias de cultivo, apresentaram altura média de de
25 cm, nimeros médios 5 proliferacdes e 11 folhas
por planta.

Os indices de sobrevivéncia observados na
aclimatacdo em condi¢cbes de campo foram
semelhantes aos obtidos durante a aclimatacdo em
casa de vegetacéo, contudo foram menores. Portanto,
mesmo que as mudas tenham passado pelo periodo
de aclimatacao em condi¢cdes de casa de vegetacao
para facilitar o seu desempenho e sobrevivéncia em
campo, 0s estresses ocasionados pela exposicao direta
da luz solar no campo, provavelmente, ocasionariam
médias menores nos parametros observados.

Segundo Wardle et al. (1983), aclimatacéo
compreende o periodo entre o transplante das plantas
produzidas in vitro e o total estabelecimento ex vitro.
Além de serem pouco eficientes fotossinteticamente,
as folhas das plantas cultivadas in vitro possuem
menor quantidade de ceras epicuticulares do que as
plantas crescidas em casa de vegeta¢ao ou no campo
e, associadas a pouca funcionalidade dos estdmatos
e a fraca conexdo com o sistema vascular, tornam-
nas sensiveis a grandes perdas de agua por
transpiracao, podendo leva-las a morte (Sciutti &
Morini, 1993; Ross-Karsten et al., 1998; Pospisilova
et al., 1999).

O desempenho das mudas que passaram
por esta fase de aclimatacdo e apresentaram em
campo um desempenho inferior nos parametros
observados, como indice de sobrevivéncia,
provavelmente esta relacionado ao padrdo de
crescimento das plantas. Isso se deve ao fato de que,
ao sofrer mudanca abrupta de ambiente, normalmente
as plantas apresentam uma parada ou reducdo do
crescimento até que se adaptem as novas condicdes,
podendo levar de dias a semanas até que retornem
ao crescimento (Pereira & Fortes, 2004; Pereira et.
al., 2001). Assim, a reducé@o de perdas por morte,
associada ao rapido crescimento de mudas tanto no
periodo de aclimata¢c&o quanto em campo sao fatores
gue podem contribuir significativamente para que
mudas micropropagadas cheguem ao setor produtivo
de forma mais rapida e barata (Pereira & Fortes, 2004).

Paratanto, a escolha adequada de substratos
para cada espécie é de fundamental importancia
(Schmitz et al., 2002), assim como aperfeicoamento
de técnicas durante o periodo de aclimatacéo e em
campo. Alguns estudos sugerem a transferéncia das
mudas obtidas do cultivo in vitro diretamente para as
condic8es de campo, como verificado por Khatun et
al. (2003), cujos autores obtiveram 100% de

Rev. Bras. Pl. Med., Botucatu, v.12, n.1, p.62-72, 2010.



sobrevivéncia em mudas micropropagadas de gengibre
estabelecidas diretamente no campo. No entanto,
menores porcentagens de sobrevivéncia podem ser
encontradas quando se usa esta técnica, como
encontrado nos estudos de Hosoki & Sagawa (1977),
onde os indices de sobrevivéncia obtidos foram de 60
a 70%, ao estabelecerem mudas diretamente no
campo. Portanto, a importancia da presenca ou
auséncia deste periodo de aclimatacdo para as
mudas de gengibre micropropagadas deve ser
estudado, pois as mudas estabelecidas diretamente
em condicdes de campo podem se apresentar mais
vulneraveis, tendo em vista um periodo maior de
avaliacdo também para a producao das mudas.

Teores de amido e aclicares sollveis totais
na micropropagacao e nas diferentes fases de
aclimatacao

Primeiro ciclo de cultivo

O contetdo de carboidrato solavel total
variou nas diferentes fases e ou etapas da propagacéo
do gengibre, sendo que os teores médios de amido
foram superiores nas plantas provenientes de
micropropagacdo in vitro, tanto nas folhas
(303,19+0,17 mgGlu gMF*) quanto nas raizes
(3341,59+1,24 mgGlu gMF?), quando comparadas
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com as mudas aclimatadas em casa de vegetacéo e
cultivadas em condi¢des de campo.

As mudas cultivadas em condi¢bes de
campo apresentaram teores médios de amido de
176,66+0,4 nas folhas e 91,58+0,22 mgGlu gMF* nas
raizes, mais elevados em comparacdo com as
plantas aclimatadas em casa de vegetacéo, cujas
folhas e raizes apresentaram teores médios de amido
de 84,56+0,20 e 138,37+ 0,21mgGlu gMF-,
respectivamente (Tabela 1).

O fato das plantas micropropagadas
apresentarem maiores teores médios de amido, tanto
nas raizes quanto nas folhas, ocorre devido as plantas
micropropagadas ndo serem completamente
autotroficas. Wardle et al. (1983) ressaltam que o
acumulo de grandes reservas de amido nas folhas de
plantas cultivadas in vitro é necessério para a
sobrevivéncia das plantas durante as primeiras
semanas ex vitro, que seria o periodo de aclimatacao.
Além do aparelho fotossintético ainda ser ineficiente,
as folhas destas plantas também possuem menor
guantidade de cera epicutilar do que as plantas
crescidas em casa de vegetacdo, um dos fatos
responsaveis pela transpiracdo excessiva que acaba
auxiliando no dessecamento e murchamento dafolhas
no transplantio (Campostrini & Otoni, 1996). O amido
suporta o metabolismo e crescimento no escuro,

TABELA 1. Teores médios de amido (mgGlu gMF*) em plantas de gengibre micropropagadas (30 dias), aclimatadas
em casa de vegetacéo (60 dias) e cultivadas no campo (60 dias).

Teores médios de amido (mgGlu gMF™)

Material Folhas Raizes Rizomas Gemas
Plantas in vitro (30 dias) 303,19+0,17  341,59+1,24 - -
Plantas aclimatadas em C.V.* (60 dias) 84,56+0,20 138,37+0,21 - -
Plantas cultivadas em campo (60 dias) 176,66+0,4 91,58+0,22 164,91+2,4  190,88+0,25

* C.V. — Casa de Vegetagdo

quando a fotossintese ndo é possivel, por isso
mantém alto teor de amido nas folhas, como
observado nas plantasin vitro (Zeemann et al., 2004).
As plantas passam de estado heterotréfico, na qual
dependem do suprimento exdégeno de energia (fonte
de aclcar no meio, no caso sacarose) e alta
diponibilidade de nutrientes, para estado autotroéfico,
no qual precisam realizar fotosintese e incrementar
rapidamente a absor¢c&o de nutrientes para sobreviver
(Grattapaglia & Machado, 1990).

Os teores médios de amido nos rizomas e
gemas foram avaliados apenas nas plantas cultivadas
em campo, por auséncia dos mesmos nos outros
cultivos. Foram observados altos teores médios de
amido nos rizomas (164,91+2,4 mgGlu gMF+1) e

gemas (190,88+0,25 mgGlu gMF?') em relagédo as
outras partes vegetais observadas, valores esperados
porém, qguando comparadas as plantas mantldas em
casa de vegetacdo, onde as folhas apresentaram maior
teor médio de amido (176,66+0,4 mgGlu gMF?). Este
comportamento foi relatado para espécies como
videira (Hidalgo, 1993) e pessegueiro (Borba et al.,
2005), onde os altos teores de amido nas folhas,
parece ser importante para processos que demandam
energia como crescimento de ramos, florescimento
e frutificacdo. No caso do gengibre, que se trata de
planta perene cuja parte aérea senesce ao final do
periodo de crescimento anual, essas reservas séo
utilizadas principalmente para a retomada do
crescimento apés periodo de dorméncia .
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Em relagdo as plantas aclimatadas em casa
de vegetacéo, sabe-se que esta fase se caracteriza
por ser critica para as plantas. E um periodo de
estresse, 0 qual leva a transpiracdo excessiva,
reducdo de nimero de estdmatos, mal funcionamento
no mecanismo de abertura e fechamento estomético
(Campostrini & Otoni, 1996), fatores estes também
intensificados por sinais ambientais como luz,
temperatura e umidade (Almeida & Pereira, 2004).

Fatores como luz 4gua e temperatura,
podem influenciar muito o metabolismo das plantas
e leva-las ao estresse hidrico, interferindo nos teores
enddgenos de carboidratos (Kramer & Boyer, 1995).
Isto porque, em condi¢cdes de estresse hidrico, o
amido é degradado nos tecidos que o acumulam,
havendo reducdo na quantidade do mesmo e em
consequéncia, da atividade da amilase. O menor teor
de amido obtido na fase de aclimatacédo pode ser
atribuido ao estresse ao qual a planta é submetida
durante a transferéncia (Chaves-Filho & Stacciarini-
Seraphin, 2001).

A andlise da quantidade média de acUcares
sollveis totais esta apresentada na Tabela 2, nas qual
observa-se os teores médios de aclcares sollveis
totais apresentaram um decréscimo nas plantas in
vitro com valores médios de 86,56+0,55 mgGlu gMF+*
e 94,26+0,40 mgGlu gMF* para folhas e raizes,
respectivamente. Obteve-se aumento nesse valores nas
plantas aclimatadas em casa de vegetacédo tanto para
folhas (168,22+0,77 mgGlu gMF1), quanto para as raizes
(189,68+0,70 mgGlu gMF*), sendo superadas somente
pelos teores médios de folhas e raizes das plantas
cultivadas a campo, cujos valores foram 227,51+0,8 e
183,97+0,32 mgGlu gMF+, respectivamente.

Para os AST, os teores médios nos rizomas
e gemas também s6 foram avaliados nas plantas
cultivadas em campo, por auséncia dos mesmos nos
outros cultivos. As gemas apresentaram-se com
maiores teores médios de aclcares sollveis totais
(167,22+0,22 mgGlu gMF1) comparativamente aos
teores médios contidos no rizoma (191,03+0,29
mgGlu gMF1),

Observou-se reducéo nosteores de AST nas

plantas na fase in vitro e aumento desses valores
nas fases de aclimatacdo em casa de vegetacao e
nas plantas cultivadas no campo, indicando que ha
relacdo entre aclcares e amido nas plantas de
gengibre nas diferentes fases de desenvolvimento,
comprovado pelas avaliacbes de quantidade de
acucares e amido. Davies (1984) observou reducéo
nos niveis de acucares totais em tubérculos de
Solanum tuberosum em desenvolvimento, indicando
aumento na taxa de sintese de amido. O mesmo foi
relatado por Tjaden et al. (1998) e Pastorini et al.
(2003), mostrando que niveis reduzidos de amido
podem ser correlacionados com 0 aumento no
contetdo de AST.

Sabe-se que, na maioria da plantas, a
sacarose € o principal agucar exportado dos locais
de sintese (folhas) para as regiées de consumo (caule,
gemas, raizes e 6rgaos reprodutivos) onde sera
utilizada para o crescimento e/ou armazenamento
(Chaves-Filho & Stacciarini-Seraphin, 2001). Umavez
translocada a locais ndo fotossintetizantes, a
sacarose é rapidamente convertida em frutose e
glicose por enzimas invertases.

Durante o dia, a taxa de fotossintese de
amido nos cloroplastos deve ser coordenada com a
sintese de sacarose no citoplasma. As trioses fosfato
(gliceraldeido-3-fosfato e diidroxiacetona fosfato)
produzidas no cloroplasto pelo ciclo de Calvin podem
ser usadas tanto para a sintese de amido quanto de
sacarose (Taiz & Zeiger, 2004). Devido a isto, supde-
se que este declinio de AST no decorrer do
desenvolvimento paralelo a este aumento no teor
médio de amido, remete a constatar que
possivelmente os teores de amido e aglcares estdo
correlacionados e, pelo fato de se saber que as
sinteses de amido e sacarose sdo reacdes
competitivas, supde-se que pode haver altos teores
de sacarose nas mudas de gengibre, apesar de ndo
avaliado no presente trabalho, tendo em vista que
houve inversdo nas quantidades de teores médios
durante as diferentes fases de cultivo.

As gemas e rizomas das plantas cultivadas
a campo apresentaram-se com maiores teores

TABELA 2. Teores médios de acUcares sollveis totais (mgGlu gMF?) em plantas de gengibre micropropagadas
(30 dias), aclimatadas em casa de vegetacéo (60 dias) e cultivadas no campo (60 dias).

Teores médios de agticares sollveis totais (mgGlu gMF™)

Material Folhas Raizes Rizomas Gemas
Plantas in vitro (30 dias) 86,64+0,55 94,26+0,40 - -
Plantas aclimatadas em C.V.* (60 dias) 168,22+0,77 189,68+0,70 - -
Plantas cultivadas em campo (60 dias) 227,51+0,8 183,97+0,32 167,22+1,81 191,03+0,29

* C.V. - Casa de Vegetacédo
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meédios de AST que amido, sendo as gemas com
teor superior entre as partes das plantas avaliadas,
com valor médio de 191,03+0,29 mgGlu gMF,

Aos 60 dias de cultivo a campo, observou-
se evidenciada pela formacéo de brotos, a quebra de
dorméncia e diminuicdo nos teores de AST nas
raizes, ocorrido em detrimento da necessidade
imediata de energia, proveniente do metabolismo dos
carboidratos que se torna mais intenso. Com novas
brotacfes e area foliar se estabelecendo, a planta
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torna-se mais ativa, ao passo que o sistema radicular
também se desenvolve rapidamente, havendo a
necessidade de energia e esqueletos de carbono para
a formacéo de novas raizes. Esta energia provém
fundamentalmente da energia liberada pela respiracéo
apods a oxidacéo dos carboidratos (Borba et al., 2005).

Segundo ciclo de cultivo
No segundo ciclo de cultivo foram analisados
osteores de aglcares solUveis totais e de reserva na
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FIGURA 2. Teores médios de amido e de aclcares sollveis totais mgGlu gMF* nas diferentes partes das plantas
de gengibre aclimatadas em casa de vegetacao dos 30 aos 240 dias de cultivo, sendo de amido: A) Folhas; B)
Raiz; C) Rizoma; e D) Gema e de acUcares: E) Folhas; F) Raiz; G) Rizoma e H) Gema.
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aclimatacdo em casa de vegetacéo dos 30 aos 240
dias de cultivo. No desenvolvimento das mudas
observou-se aumento nos teores médios de amido
nos rizomas, gemas e raizes, cujos valores podem
ser observados na Figuras 2 - B, C e D) e um declinio
nos teores médios nas folhas (Figura 2 - A), com
uma diminuicdo gradativa os 240 dias de cultivo,
provavelmente em detrimento da perda da parte aérea
que teve o inicio aos 240 dias de cultivo.

O gengibre é planta perene que apresenta
rizoma, 0 qual desempenha mais de uma funcao nas
diferentes fases do ciclo de vida da planta (Arimura,
2002). Segundo Kerbauy (2004), rizomas séo 6rgaos
de reserva, e a parte aérea senesce ao final do periodo
anual de crescimento, permanecendo apenas o 6rgdo
subterraneo espessado, sendo que apds um periodo
de dorméncia variavel, esses 0rgaos podem rebrotar
através do desenvolvimento de gemas, utilizando
reservas acumuladas e assegurando novo ciclo de
desenvolvimento.

Os rizomas sdo essenciais para protecéo
das gemas nas condi¢cBes desfavoraveis, sendo que
fatores ambientais e endégenos podem controlar esse
processo. Assim, os rizomas de gengibre funcionam
como 6rgdos de reserva e, durante a queda das folhas
e inicio do rebrotamento, esta reserva é translocada
para os locais de intensa atividade metabdlica, onde
se diferenciam novos brotos, folhas e raizes.

Segundo Larcher (2000), ha declinio no teor
de carboidratos de reserva na base do caule e nas
raizes, logo ap6s a remocédo ou queda da parte aérea.
O mesmo autor ainda diz que este declinio prossegue
até que haja formacao de nova area foliar, suficiente
para a producdo de novos carboidratos, em
quantidades superiores aquelas utilizadas
exclusivamente para manutencdo metabdlica de
respiracdo e crescimento. Entretanto, neste trabalho,
o teor de AST as folhas apresentaram-se altos no
periodo inicial, com declinio ao longo do
desenvolvimento em casa de vegetacao. O oposto foi
verificado para as raizes, rizoma e gemas, cujos
valores aumentaram ao longo dos dias de cultivo
(Figura 2).

Os resultados em relacdo ao declinio dos
teores médios de AST e de reserva observados ao
longo dos dias de cultivo corroboram com o que foi
relatado por Machado et al. (1989), que avaliaram
variacdes nos teores de amido e de aclcar em folhas
de cacau. Os autores verificaram menor teor de amido
em detrimento da menor eficiéncia das folhas mais
velhas, tanto em termos de fotossintese, como de
exportacdo de fotoassimilados. Os mesmos autores
mostraram ainda, que grande porcentagem do amido
foliar proveniente da fotossintese estava acumulado
na folha.

Diversos autores dividem o ciclo de
desenvolvimento da cultura da batata em trés fases:

(1) da emergéncia da tuberizacao, (2) do inicio da
tuberizacdo a senescéncia e (3) do inicio da
senescéncia a colheita (Lopes & Buso, 1997;
Kooman et al., 1996; Paula et al., 2005). Estas fases
podem ser utilizadas como modelo também para o
gengibre, tendo em vista que se trata de uma planta
perene que apresenta rizomas. Segundo 0os mesmos
autores, a fase do inicio da tuberizacdo ao inicio da
senescéncia, os produtos da fotossintese séo usados
para o crescimento dos estoldes, folhas, inicio da
formacéo e crescimento dos tubérculos e os aglcares
produzidos pela fotossintese sdo convertidos em
amido e armazenados nos tubérculos. Da fase do
inicio da tuberizac&o a colheita, as reservas da parte
aérea e 0s assimilados sdo direcionados para 0s
tubérculos, e 0 amido armazenado durante o periodo
de tuberizacdo sera utilizado no crescimento e
desenvolvimento da planta.

CONCLUSAO

A obtencdo de mudas de gengibre pelo
método in vitro mostra-se bastante promissora na
producédo de mudas isentas de patégenos.

O método de aclimatacéo proposto para as
mudas de gengibre é viavel, visto que a manutencéo
das mudas em casa de vegetacao por periodo maior
proporcionou 100% de sobrevivéncia. Acomposicdo
do substrato utilizado (areia, plantmax e casca de
arroz carbonizada) e a manutencdo em casa de
vegetacao auxiliaram nos indices de sobrevivéncia das
mudas de gengibre.

Apesar de alguns autores considerarem a
possibilidade de estabelecimento de mudas
micropropagadas diretamente no campo, recomenda-
se periodo de aclimatacao até que haja mais estudos
sobre isso, tendo em vista que o estabelecimento
direto no campo pode proporcionar maior
vulnerabilidade das mudas, e a porcentagens
observadas nestas ndo sdo muito distintas das que
passam pelo periodo de aclimatacao.

Os elevados teores de AST e de reserva
obtidos nas primeiras fases de cultivo mostraram a
necessidade de periodo de aclimatacdo para garantir
maior sobrevivéncia das plantas e garantir que
realizem a alocacdo de reservas de melhor forma.
Este periodo de aclimatagdo permitiu que as plantas
apresentassem caracteristicas que permitiram melhor
adaptacao, menor vulnerabilidade e, consequentemente
melhor desempenho no campo.
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