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RESUMO

IAREMA, Lourdes. D.Sc. Universidade Federal de Vicosa, junho de 2008. Enxertia e
propagacio in vitro de fafia [Pfaffia glomerata (Spreng.) Pedersen]. Orientador:
Wagner Campos Otoni. Co-orientadores: Luzimar Campos da Silva, Carlos Roberto
de Carvalho e Luiz Claudio de Almeida Barbosa.

Pfaffia glomerata, popularmente conhecida como Ginseng brasileiro, ¢ uma
importante espécie medicinal cuja demanda no mercado e a forma de extrativismo
levaram a sua inclusdo na lista de espécies prioritarias para a conservagao. Apresenta
grande diversidade genética entre suas populagdes naturais, sendo essa variabilidade
tanto na producdo de biomassa das raizes, 6rgdo de interesse na espécie, quanto na
concentragdo de principio ativo (B-ecdisona). Dessa forma, o presente trabalho teve
como objetivos: (a) avaliar a eficiéncia da enxertia in Vitro na propagacdo de dois
acessos de Pfaffia glomerata, visando a estabelecer combina¢do compativel entre um
acesso de elevada (2202) e um de baixa produgdo do principio ativo (2209), para
aumentar a producdo do composto de interesse comercial; e (b) analisar o potencial
fotoautotrofico de P. glomerata propagadas in vitro, comparando-se parametros
fisiolégicos e estruturais das plantas propagadas sob condigdes heterotroficas,
fotomixotrofica e fotoautrofica. Na enxertia in vitro foram utilizados segmentos
internodais como hipobioto e apice caulinar como epibioto, de plantas cultivadas in
vitro, para estabelecer as combinagdes reciprocas entre os acessos utilizados, auto-
enxertia (controle) e testemunhas (plantas sem enxerto). As avaliagdes foram realizadas
quanto ao percentual de pegamento e caracteristicas de crescimento dos enxertos
durante a etapa in vitro (aos 30 dias) e quanto a sobrevivéncia e desenvolvimento das
plantas enxertadas, tanto na condi¢@o in vitro quanto ex vitro, sendo monitoradas por
360 dias ap6s a enxertia. Em toda a etapa de aclimatizagdo foram analisados parametros
fisiologicos como teor de pigmentos cloroplastidicos, fluorescéncia da clorofila a e taxa
fotossintética. As regides de conexdes de todos os tratamentos que envolveram enxertia
foram analisadas histologicamente, nos periodos de 7, 14, 21, 28, 35, 70 e 100 dias de
cultivo apos a enxertia in vitro. O indice de pegamento da enxertia variou de regular a
excelente em 80% das plantas em todas as combinacdes. As plantas enxertadas

apresentaram menor média de crescimento in vitro em relagdo as testemunhas, porém o
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estabelecimento e o desenvolvimento dos enxertos in vitro e ex vitro nao ficaram
comprometidos. Foram observadas mortalidade e diferengas no crescimento entre os
tratamentos somente na fase de estabelecimento in vitro. Analisando os padrdes
fisiolégicos ndo foram detectadas diferencas estatisticas entre os tratamentos, no
entanto, considerando as condi¢cdes de cultivo a que foram submetidas, a casa de
vegetacao foi o melhor ambiente. Em condicdo de campo foi notavel a diferenca na
fenologia dos dois acessos utilizados, principalmente em relacdo a produgdo de raizes e
inflorescéncias, bem como na susceptibilidade ao ataque de insetos. As plantas que
apresentaram maior concentragdo do principio ativo nas folhas foram constituidas pelo
acesso 2202; estas também apresentaram maior nimero de danos ocasionados pelo
ataque de insetos na parte aérea. O acesso considerado o maior produtor de principio
ativo foi susceptivel ao ataque de nematodides e apresentou sintomas de galhas, enquanto
0 outro acesso mostrou-se resistente. Os nematodides influenciaram a produgdo do
principio ativo nas raizes, mas ndo comprometeram o desenvolvimento das plantas. A
enxertia proporcionou maior concentracdo do principio ativo quando a planta foi
constituida pelo acesso 2202 como epibioto e pelo acesso 2209 como hipobioto,
comprovando as interagdes fisioldgicas existentes entre os componentes da enxertia. As
analises anatdmicas indicaram que a formacao do calo na regido de unido foi resposta
imediata a injaria, e a reconexao vascular das plantas enxertadas ocorreu aos 21 dias
apds a realizagdo da enxertia. Nao houve diferenca estrutural no processo de
cicatrizacdo entre os tratamentos. Os resultados indicaram a eficiéncia da aplicagdo da
enxertia In vitro para estabelecer diferentes combinagdes de acessos de P. glomerata e
obter maior concentragdo de B-ecdisona nas raizes. (b) Foram utilizados segmentos
nodais para propagagdo em meio contendo 0 ¢ 30 g L™ de sacarose, combinado com
tipos de vedagdo: 1. uma camada de filme plastico de PVC transparente (PVC); 2.
tampa rigida de polipropileno autoclavavel (TSO); 3. tampa rigida de polipropileno
autoclavavel com um orificio (T10); e 4. TR com dois furos (T20), cobertos por
membranas permeaveis a trocas gasosas. O experimento foi mantido em sala de
crescimento, a temperatura de 25 + 2 °C, sob fotoperiodo de 16 horas com irradiancia de
50 pmol m™ s”'. Foram observadas diferengas morfolégicas significativas entre os
tratamentos; as plantas cultivadas na presenca de sacarose e de membrana
apresentaram-se mais vigorosas. No entanto, analisando os padrdes de crescimento, as
plantas cultivadas na auséncia de sacarose e na presenga de membranas ndo diferiram
estatisticamente dos demais tratamentos cultivados heterotroficamente. A sacarose

influenciou as respostas fisiologicas, sendo encontrados maiores teores de pigmentos



cloroplastidicos e maior quantidade de massa seca na presenga desse carboidrato,
enquanto que a taxa fotossintética foi maior na auséncia de sacarose. A analise
estrutural da folha demonstrou a influéncia da fonte de carboidrato na formacao das
paredes celulares, na presenca de tecido de sustentagdo e na diferenciacdo de feixes
vasculares. As plantas cultivadas na auséncia de sacarose e sem a membrana
apresentaram estoOmatos mal formados e células hipertrofiadas, enquanto que, na
presenca da fonte de carboidrato, independente do tipo de tampa utilizada, as folhas
apresentaram organizacdo bem definida. As plantas cultivadas sem sacarose e com duas
membranas apresentaram organizagao tipica das plantas cultivadas in vitro. No entanto,
esse tratamento apresentou maior area foliar entre os tratamentos, e seu crescimento nao
ficou comprometido. Portanto, P. glomerata apresenta potencial para propagacao

fotoautotrofica.
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ABSTRACT

IAREMA, Lourdes. D.Sc. Universidade Federal de Vigosa, june 2008. Grafting and
propagation in vitro of fafia [Pfaffia glomerata (Spreng.) Pedersen]. Adviser:
Wagner Campos Otoni. Co-advisers: Luzimar Campos da Silva, Carlos Roberto de
Carvalho and Luiz Claudio de Almeida Barbosa.

Pfaffia glomerata, popularly known as Brazilian Ginseng, is an important medicinal
species whose market demand and extractivism form led to its inclusion in the priority
conservation species list. It presents great genetic diversity among its natural
populations, being this variability expressed both in root biomass production, organ of
interest of the species, as in the active principle content (B-ecdysone). Thereby, the
present work aimed: (a) to evaluate in vitro micrografting efficiency in two P.
glomerata accessions to establish a compatible combination between a low- (2202) and
a high-producing (2209) B-ecdysone accessions, in order to increase the production of
the commercial interest compound; and (b) to evaluate the photoautotrophic capacity of
P. glomerata propagated in vitro by comparison of physiological and structural
parameters under heterotrophic, photomixotrophic and photoautotrophic conditions. In
in vitro micrografting, internodal segments and stem apexes, obtained from in vitro
propagated plants, were used as rootstock and as scion, respectively, in order to
establish reciprocal combinations between the accessions, self-micrografting, and
comparisons with non-micrografted counterparts. Evaluations were made concerning
the connection percentage and growing features of graftings during in vitro stage (at 30
days) and survival and growing of micrografted plants both in vitro as in ex vitro
conditions, being monitored throughout 360 days after micrografting. The
acclimatization process was monitored by physiological parameters, such as
chloroplastidic pigments tenors, chlorophyll fluorescence, and photossynthetic rates.
The time course of grafting connections was monitored by histological analyses in the
periods of 7, 14, 21, 28, 35, 70 and 100 days after the in vitro grafting. Well-formed
micrografting connections achieved indexes varying from regular to excellent in 80% of
plants in all combinations. The micrografted plants had lower in vitro growth rates as
compared to the non-grafted ones. Mortality rates (2.5-17.5%) were only observed
during the phase of in vitro establishment. Analyzing the physiological patterns
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statistical differences were not detected among the treatments, however considering the
cultivation conditions which plants were submitted, the greenhouse was the best
environment tested. Under field conditions, the phenology difference between both
accessions tested was very expressive, especially concerning root and inflorescence
production, as well as susceptibility to insects attack. Accession 2202 plants presented
higher active principle concentration in leaves, and higher number of injuries resulting
from insect attack to the shoots. The accessions considered the greatest active principle
producer was susceptible to nematode attack and exhibited gall symptoms, while the
other access was resistant. Interestingly, the nematodes positively influenced [-
ecdysone production in roots, but did not commit plants development. Micrografting
promoted higher active principle concentration when constituted by accession 2202 as
scion and accession 2209 as rootstock, proving the existence of physiological
interactions between grafting components. Anatomical evaluations indicated that
formation of calli in graft union region occurred as an immediate response to injury, and
vascular reconnection of graftings occurred 21 days after micrografting performance.
There was no structural difference in healing process among treatments. Results
indicated efficiency of in vitro micrografting application in establishing different
accession combinations of P. glomerata and obtainment of higher concentrations of -
ecdysone on roots. Nodal segments were used for propagation in sucrose-containing (0
to 30 g L) medium combined with closure types: 1. one polyvinyl chloride transparent
film layer (PVC); 2. polypropylene rigid lid (LWH); 3. LWH with one orifice (L1H);
and 4. LWH with 2 orifices (L2H) covered by gas exchanging permeable membranes.
The experiment was maintained in growth room at 25 £ 2 °C under 16 hours of
photoperiod with 50 pmol m™ s irradiance. Significant morphological differences were
observed among treatments; plants cultivated with sucrose and membrane closure were
the most vigorous. However, analyzing growing patterns plants cultivated without
sucrose and with membranes closure did not differ statistically from other heterotrophic
cultivation treatments. Sucrose influenced physiological responses, with highest content
of chloroplastidic pigments and higher amount of fresh mass with this carbohydrate,
while photosynthetic rates were higher in sucrose-lacking medium. Leaf structural
analysis demonstrated influence of carbohydrate source on cell wall formation,
supporting tissues and vascular bundles differentiation. Plants cultivated without both
sucrose and membrane closure presented poorly formed stomata and hypertrophic cells,
while with this carbohydrate source, despite closure types used, leaves presented well

defined organization. Plants cultivated without sucrose and with two membranes
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closure presented typical in vitro organization. However, this treatment presented the
highest leaf area between treatments, without growth compromising. Therefore, P.

glomerata has potential for photoautotrophic propagation.
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INTRODUCAO GERAL

O aumento da demanda por produtos naturais vem acompanhado por
dificuldades em assegurar bom suprimento das plantas medicinais, devido ao
decréscimo nas reservas naturais, resultante da forma de exploragdo a que algumas
espécies sdo submetidas, além de dificuldades técnicas em cultivar plantas silvestres.

Considerando a importancia do cultivo in vitro de espécies ameagadas, tanto
para propaga¢do clonal em larga escala e como ferramenta para subsidiar estudos de
otimizagdo da producdo de principios ativos, informagdes sobre as respostas fisiologicas
sob diferentes condigdes de cultivo sdo fundamentais para auxiliar esses objetivos.

Pfaffia pertence a familia Amaranthaceae, que possui distribui¢do cosmopolita,
inclui cerca de 170 géneros e 2.000 espécies, sendo que no Brasil ocorrem 20 géneros
nativos e aproximadamente 100 espécies (Souza & Lorenzi, 2005).

Espécies do género Pfaffia sdo utilizadas na medicina popular, devido a suas
propriedades quimicas (Martins & Nicoloso, 2004). Algumas como P. iresinoides, P.
glomerata, P. jubata, P. paniculata ¢ P. tuberosa ja tém suas propriecdades medicinais
confirmadas com o isolamento de compostos bioativos de suas raizes (Nakai et al.,
1984; Nishimoto et al., 1984; 1986; 1987; 1988; Shiobara et al., 1992; 1993).

O Brasil ¢ o mais importante centro de coleta de espécies do género (Corréa
Junior et al., 2006a; 2006b), sendo conhecidas principalmente como ginseng-brasileiro e
fafia, também denominada paratudo, corango (Oliveira, 1986), corrente, sempre-viva,
batata-do-mato, ou suma no mercado internacional (Corréa Junior et al., 2006a; 2006b).
Utilizada ha séculos pelos indios brasileiros na cura e prevengdo de doencas, a fafia
(Pfaffia glomerata (Spreng.) Pedersen) s6 teve suas propriedades medicinais
comprovadas cientificamente depois de levada ao Japao (Ming & Corréa Junior, 2004;
Corréa Junior et al., 2006a; 2006D).

As espécies de Pfaffia nativas no Brasil mais utilizadas para fins medicinais sdo
principalmente P. iresinoides, P. paniculata e P. glomerata (Lorenzi & Matos, 2002;
Corréa Junior et al., 2006a; 2006b). Importada pelos japoneses e, mais recentemente,

pela Unido Européia e pelos Estados Unidos da América, o crescimento do consumo de



P. glomerata ¢ estimado em 10% ao ano (Corréa Junior & Ming, 2004), levando a
inclusdo na relagdo de espécies prioritarias para conservacao (Vieira et al., 2002).

Os principais constituintes isolados das raizes de Pfaffia sdo estigmasterol,
sitosterol, alantoina, ecdisterdides, triterpenodides e nortriterpenoides (Nakai et al., 1984;
Nishimoto et al., 1984; Festucci-Buselli et al., 2008). Entre os constituintes presentes na
P. glomerata, destaca-se o composto 20-hidroxiecdisona ou B-ecdisona (20E), um
ecdisteroide analogo dos hormonios de insetos envolvidos na ecdise (Dinan, 2001).

Fitoesterdides sdo produtos da biossintese de terpenos e suas estruturas variam
de acordo com o numero, localizacdo e posicao das hidroxilas substituintes no anel
esteroidal (Bathori & Pongracz, 2005). O papel dos ecdisteroides nas plantas pode ser
considerado em nivel de familia ou planta, porque nem todas as plantas da mesma
familia contem ecdisterdides e aquelas que contém, diferem no conteudo (Baltaev,
2000). A distribuicao de espécie contendo ecdisterdides entre familias e géneros ¢ algo
ainda inexplicavel, sugere-se que sua distribui¢cao ocorra ao acaso (Dinan et al., 2001).

A producdo de 20E e demais metabolitos sdo as principais caracteristicas
relacionadas ao aspecto medicinal da fafia, sendo o teor de 20E freqiientemente
utilizado nas avaliagdes de cultivo e selegdo de genotipos (Magalhaes, 1998; Correia
Junior, 2003; Figueiredo, 2004). Atualmente, devido a grande demanda de ginseng
brasileiro para a producdo de medicamentos, buscam-se alternativas para a produgdo de
matéria-prima homogénea e de qualidade (Flores et al., 2006).

A tecnologia do cultivo in vitro pode ser aplicada em plantas medicinais pela
propagacdo clonal in vitro, cultura de calos e de células em suspensdo, visando a
produgdo de compostos secundarios de interesse farmacéutico, cosmético e alimentar
(Rout et al., 2000; Gomez-Galera et al., 2007). A exploragdo da capacidade biossintética
de vérias culturas celulares tem ocorrido nas ultimas décadas e novos conhecimentos
tém sido relatados para grande variedade de produtos naturais (Alfermann & Petersen,
1995; Gomez-Galera et al., 2007).

Nesse contexto, o cultivo in vitro de tecidos e células vegetais constitui uma
alternativa promissora para o suprimento de material vegetal. As técnicas de propagagao
In vitro sdo uteis em programas de melhoramento genético, possibilitando a manutencao
de germoplasma para conservacao da biodiversidade. Além disso, a cultura de células e
tecidos vegetais ¢ um sistema adequado para estudo de eventos fisioldgicos, bem como
das vias biossintéticas, permitindo a otimiza¢do da producao in vitro de metabdlitos
secundarios, assim como a produgdo comercial de mudas clonais de espécies de

interesse.



Buscando maximizar o processo de propagacao in vitro de P. glomerata foram
conduzidos estudos utilizando carvao ativado e concentracdo de macronutrientes
(Nicoloso et al., 2001), fontes e doses de ferro (Nicoloso & Ferrdao, 2001), niveis de
nitrogénio, foésforo (Russowski & Nicoloso, 2003) e sacarose (Skrebsky et al., 2004;
Maldaner et al., 2007). No cultivo in vitro, as plantas perdem parcialmente o
autotrofismo e, consequentemente, necessitam de uma fonte exogena de carboidratos,
sendo a sacarose o carboidrato mais apropriado para a multiplicagdo in vitro de P.
glomerata (Nicoloso et al., 2003). O aumento, a elimina¢do e, ou, a redugdo da
concentragdo de carboidratos no meio de cultura pode ser um dos fatores determinantes
no sucesso da aclimatizacao (Pospisilova et al., 1999; Skrebsky et al., 2004). A reducao
de actcar no meio de cultivo apresenta vantagens, como a prevengdo do rdpido
crescimento de bactérias e de fungos no meio de cultivo, a reducdo de custos e o
aumento na sobrevida das plantas durante a aclimatizacio (Kozai & Kubota, 2001; Xiao
& Kozai, 2006).

Outro fator que pode ser determinante neste processo ¢ o tipo de vedagdo
utilizado no recipiente de cultura. Geralmente, os explantes in vitro sdo mantidos em
frascos vedados, porém, dependendo do tipo de vedagdo encontram-se baixas trocas
gasosas entre os ambientes externo e interno (Chen, 2004; Tsay et al., 2006). As
modificagdes na concentracdo destes gases afetam o crescimento e a morfogénese de
algumas espécies de plantas em varios sistemas de cultivo in vitro (Marino & Berardi,
2004; Gongalves et al., 2008). As trocas gasosas no ambiente de cultura estdo
diretamente relacionadas com a umidade relativa, temperatura do ar e concentragdo de
CO; no ambiente de cultivo (Shim et al., 2003).

A clevada umidade relativa e a concentragao de CO, no ambiente interno dos
frascos podem influenciar as caracteristicas anatomicas (Dami & Hugles, 1995),
fisiologicas (Ogasawara, 2003; Kitaya et al., 2005) e morfoldgicas (Mitra et al., 1998),
resultando em alta mortalidade de plantulas apos a transferéncia para as condigdes ex
vitro. A promog¢ao do metabolismo fotoautotrofico e o decréscimo da taxa transpiratoria
no inicio da aclimatizacdo sdo importantes para o melhor crescimento e porcentagem de
sobrevivéncia das plantas (Kirdmanee et al., 1997). Uma das formas de reduzir a
umidade relativa ¢ a utilizacdo de ventilagao for¢ada (Zobayed et al., 2000; Zobayed,
2006). Com o aumento nas trocas gasosas, a atmosfera interna dos frascos de cultura
fica menos contrastante aquela encontrada no ambiente externo (Gongalves et al., 2008),

favorecendo a aclimatizagcdo em algumas espécies (Pospisilova et al., 1999).



A enxertia in vitro apresenta-se como ferramenta para estudos de produgdo dos
metabolitos secundarios nessa planta medicinal, fundamentada na enxertia reciproca de
genotipos divergentes na producdo, baseada na diferenca apresentada por individuos em
caracteres relacionados ao teor de B-ecdisona e produgdo de raizes. A otimizagdo da
produgdo in vitro de Pfaffia esta relacionada a biossintese de metabdlitos secundarios e
a manutencdo da diversidade genética. A reducdo dos custos pelo uso dessa técnica ¢
fundamental para a producdo comercial de mudas, bem como para a maximizacdo da
producdo do principio ativo de interesse.

P. glomerata ndo é uma espécie domesticada. Uma tnica populagdo pode
demonstrar ampla variabilidade, seja associada as diferencas no desenvolvimento, na
resisténcia a pragas e doencas, nas respostas a fertilidade do solo e na produtividade
individual ou genética, que pode ser expressa nas plantas com diferentes contetidos de
constituintes bioativos, responsaveis pelos efeitos terapéuticos, sendo que as populacdes
que apresentam variacdo genética sao dificeis de cultivar (Montanari Junior, 2005;
Montanari Junior & Perecin, 2006).

A domesticacao desta espécie aumenta as possibilidades de obtenc¢do de plantas
com menor heterogeneidade ¢ com maior produtividade, podendo ser facilitada pela
utiliza¢ao da técnica de enxertia in vitro como método de propagagio.

A enxertia in vitro foi desenvolvida na busca de plantas citricas livres de virus
(Murashige et al., 1972), e, posteriormente, utilizada para maximizar a limpeza clonal
(Navarro et al., 1975). Além de permitir a obtencdo de plantas isentas de virus e outras
doengas, a enxertia in Vvitro pode contribuir para estudos relacionados com a
incompatibilidade entre epibioto e hipobioto, e com aspectos fisiologicos e histologicos
envolvidos no processo (Jonard, 1986; George, 1993; Hartmann et al., 1997).

Dentre as vantagens da enxertia in vitro, destacam-se a formagao de bancos de
plantas matrizes para fornecimento de borbulhas certificadas; a possibilidade de
intercambio de mudas, assegurando o estado fitossanitario; a manutencao de bancos de
germoplasma livres de virus; a possibilidade de aumentar a produtividade nos plantios
comerciais e o rejuvenescimento de esséncias florestais (Paz & Pasqual et al., 1998).

A enxertia in vitro pode também ser uma alternativa para a otimizacdo da
producao do principio ativo de plantas medicinais que possuem gendétipos divergentes
na produ¢do, bem como na sele¢do de plantas resistentes a pragas e doencas.

O hipobioto obtido de propagulos vegetativos proporciona uniformidade e
manuten¢do das caracteristicas desejaveis (Jonard, 1986), merecendo destaque a

resisténcia a certas doencas (Hartmann et al., 1997), além da influéncia que exercem
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sobre o crescimento e o desenvolvimento dos enxertos (Bandeira, 2006). Pois afetam
diretamente o vigor da variedade da copa enxertada, estando relacionados diretamente
ao genotipo e suas relagdes, induzindo diferengas marcantes no tamanho da copa e na
sua producdo (Schafer et al., 2001).

Em citros, os hipobiotos respondem com diferentes niveis de crescimento,
influenciando no tempo de obtencdo da muda em decorréncia das caracteristicas dos
substratos e das restritas condi¢des dos recipientes (Fochesato et al., 2007). Portanto, o
manejo adequado em relagdo ao ambiente, as técnicas nutricionais, bem como a sele¢do
do material vegetal, sdo fatores que influenciam diretamente no processo de crescimento
da enxertia, sendo a producdo de hipobiotos homogéneos, vigorosos e de alta
produtividade fundamentais nesse processo.

Dessa forma, o presente trabalho teve como objetivos: (a) avaliar a eficiéncia da
enxertia in Vvitro na propagacdo de dois acessos de Pfaffia glomerata, visando
estabelecer combinag¢dao compativel entre um acesso de elevada (2209) e um de baixa
producdo do principio ativo (2202), para avaliar a producdo do composto de interesse
comercial; e (b) analisar o potencial fotoautotrofico de P. glomerata propagadas in
vitro, comparando-se parametros fisiologicos ¢ estruturais das plantas propagadas sob

condicoes heterotrofica, fotomixotrofica e fotoautotrofica.
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Capitulo 1

The Brazilian ginseng (Pfaffia sp.)

The genus Pfaffia (Amaranthaceae)

The genus Pfaffia was established by Martius in 1826, using Pfaffia glabrata as
"type species”, and its ethymology was in honour to Christian Heinrich Pfaff, 1774-
1852 [1,2]. It comprises around 33 species distributed in Central and South Americas.
In Brazil, the species occurs mainly in the forest borders or inner formations, rivers
margins, humid secondary forests, savannahs, rupestrian and clear fields [3].

Pfaffia glomerata (Spreng.) Pedersen occurs all over Brazil and neighboring
countries from Guianes to Bolivia and Argentina [1,3]. In Brazil, it is naturally found in
the margins and islands of the Parana River, within Sdo Paulo, Mato Grosso do Sul and
Parana states, where it is threatened due to the intensive collection [4]. However, Pfaffia
iresinoides (H.B.K.) Spreng. is restricted to the North of Brazil, in the Brazilian
Amazon and neighboring countries [3]. Pfaffia jubata Martius, on the other hand, is
popularly known as ‘corango-de-juba’, being found in Brazil from Bahia to Mato
Grosso and Parana states, and appears as a quite rare species in the South of Brazil [1].
This species is rather commom in savanah areas and rupestrian fields from Brazil,
mainly in the Central-Western region. Pfaffia paniculata (Martius) O. Kuntze, whose
basonimous comes from Hebanthe paniculata Martius, is frequent in Sdo Paulo and
Parana states, and known as ‘Brazilian ginseng’, ‘paratudo’ [5] or ‘corango-agu’ [1]. It
occurs all over Brazil, Bolivia, Colombia and French Guiane [1]. This species is less
frequent in the restingas from Rio de Janeiro, but rather frequent in the borders of the
Atlantic Rain Forest [6]. Pfaffia tuberosa (Spreng.) Hicken is known as ‘corango-de-
batata’ [1] and ‘Brazilian ginseng’. It occupies vast areas of the Brazilian territory, in
central, southeast and south regions, occurring in savannahs, rupestrian fields, and in
dry and sandy soils [3,7]. Its name derives from the typical tuberous roots, though
presenting alternating tuber and non-tuberous zones [8]. It is a perennial herb with a
tuberous and woody base and found in Brazil from Goias, Minas Gerais down to Rio

Grande do Sul; and in Uruguai, Argentina, Paraguai and Colombia. It is a selective

10



xerophyte and heliophyte species, rather common in the clean dry and rupestrian fields,
with uniform distribution, but without dense populations [1].

The distinction of the species is not simple, making the botanical identification
sometimes very confusing [9,10], though leading to misunderstandings during trade
activities [11]. However, some tools can be used to distinguish them, such as the
cytogenetic characterization, which revealed a difference between P. tuberosa (2n = 4x
= 68) and P. glomerata (2n = 2x = 34) [12].

Pfaffia paniculata [13,14,15], P. stenophylla [13], P. iresinoides [15,16,17,18],
P. glomerata [19] and P. tuberosa [20,21] are widely used in folk medicine [12]. Amid
them, P. glomerata [22], Pfaffia iresinoides Sprengel [17] and Pfaffia paniculata
[14,23], have higher number of phytochemical studies [24]. Indeed, several species of
the genus are employed in folk medicine due to their remarkable medicinal properties
[25], and commonly recognized as ginseng, mainly as Brazilian ginseng and ‘fafia’, and
also known popularly as ‘paratudo’, ‘corango’ [13], ‘corrente’, ‘sempre-viva’, and
‘batata-do-mato’. However, in the international market the product from Pfaffia species
is known as ‘suma’ [26].

Several species of Pfaffia are commercialized in Brazil, as a substitute to Panax
spp. (Araliaceae). Due to the roots morphological similarity with ginseng, it is popularly
accepted as Brazilian ginseng [13,23]. The name Ginseng may refer to at least 22 plant
species, being the Korean ginseng (Panax ginseng C.A. Meyer.) considered the typical
species. In Brazil other species are commonly used in its place, amongst them Pfaffia
paniculata [27]. Some species of Amaranthaceae destinated to human consumption are
similar to Korean ginseng, at least in terms of some morphological attributes and
presence of saponins [28]. However, the Brazilian ginseng belongs to a very divergent
family from the imported ginsengs (Panax spp.), though generating specific chemical
composition within products named as ginseng [11,29,30]. Although all these species
are saponin-producing, these compositions show different structures amongst
themselves [13].

Among analyzed characteristics of P. glomerata, the physicochemical properties
[22,31,32,33], leaf anatomy and ultrastructure patterns [34, 35], medicinal properties
[10,18], molecular markers [36], cytogenetic studies [12,37,38,39], and the vegetative
propagation methods [19], in which tissue culture techniques have been applied [40,

41,42, 43, 44, 45, 46,47].

11



Economic importance

The plant kingdom provides a wide variety of natural products with diverse
chemical structures and a vast repertoire of biological activities. Over the years, many
of these compounds have found applications in the health science area to such a great
extent that medicinal plants became important to the global economy, generating
employment and income.

The phytotherapics world market exceds US$ 14 billion, representing 5% of the
synthetic medicines global market [48]. In Brazil, it is estimated that 82% of the
population use natural medicines, and the phytotherapy sector moves annualy around
RS 1 bilion in the productive chain, and employs more than 100,000 people [49].

Brazil, a megabiodiverse country in genetic resources, is the most important
harvesting center of Pfaffia, destinated for both food and medicinal purposes [26,50],
being the largest world supplier of its roots. A remarkable characteristic is related to the
crop period of Korean ginseng, which demands five to seven years to be harvested, as
compared to Pfaffia, which takes two years at most [30]. Indeed, Pfaffia has a great
potential for both internal and external markets [51]. Approximately 30 tons of roots of
Pfaffia spp. are collected from the wild populations, and exported monthly to Japan
[52], the main consumer market for this plant, a rich source of steroids of
pharmacological interest and cosmetics purposes [53]. The price in the international
market for the extracted bioactive compound ecdysone reaches US$ 85,00/g [4].

The European Union and the United States have shown increasing interest to
import this medicinal species, due to the growing consumption rates, as high as 10% a
year [54]. It is estimated that around 720 tons of P. glomerata roots and 190 tons of
processed powder were marketed at the internal and external markets in 2002 [55]. As a
consequence of disordered harvesting, Asia is now considered a huge potential market
for exportation of raw and processed material [30].

The increasing interest for Pfaffia led to its inclusion in the prioritary list of

species during the “1%

Technical Meeting on Strategies for Conservation and
Management of Genetic Resources of Medicinal and Aromatic Plants”, a joint
accomplishment by Embrapa Genetic Resources and Biotechnology-Cenargen, The
Brazilian Institute of the Environment and of the Renewable Natural Resources -
IBAMA and The National Council of Scientific Development — CNPq, held in Brasilia

in 2001 [56].
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It is well-known that much of the traditional collecting activities have been
intensified throughout the years, following scientific validation of a large number of
therapeutic properties of Pfaffia. These activities generate genetic erosion,
potentializing the risks of extinction, and consequently committing the raw material
supply, besides causing damages to the environment [4, 52, 57, 58]. Vieira [58]
advocates the importance of the establishment of a germplasm collection for these
species, based on its economical importance and the need to better characterize its
chemical components.

Its uncontrolled extractivism promotes high ecological risk for natural
populations, being the cultivation an alternative to reduce the ecological pressures on
the species [57,58,59,60,61,62]. It justifies the adoption of thoughtful management
strategies and adaptation of techniques for commercial cultivation projects, though
lessening the environmental degradation by means of domestication process and
cultivation of this species, making it available to a great part of the population [4,60,63].
In this context, tissue culture-based techniques might be a reliable tool in helping to
establish methodologies to support sustainable exploitation of this impotant medicinal
crop species, by maintaining the genetic variability, existing in the natural populations
in laboratory germplasm collections under controlled conditions.

However, as a non-domesticated species, a certain population can demonstrate
wide phenotipic variability, for instance, differences in the development, in the
resistance against pests and diseases, in the responses to soil fertility and the individual
productivity. In addition, the genetic variability can also be expressed in plants with
different contents of secondary metabolites, responsible for the therapeutic effects

[61,62].

Chemical and pharmacological properties

The different species of Pfaffia possess outstanding potential for the
development of phyoterapics and phytocosmetics, and these plants have been object of
chemical studies and research on their biological activities [53]. They have been used
for centuries by the Brazilian Indians for the cure and prevention of diseases, however
their properties were only proven scientifically after having been taken to Japan and
submitted to the analysis by Rohto Pharmaceutical Co. Ltd. laboratory [26,54].

Studies showed that the Indians were not wrong: the roots accumulate

components that act in the purification of the blood, inhibition of tumurous cells growth
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[55], regeneration of cells, regularization of the hormonal and sexual functions and as
bioenergetic substances [14]. The pfaffosides and pfaffic acid derivatives from Pfaffia
have been patented as antitumor compounds (Japanese Patent 84184198, Oct. 19, 1984
by Rohto Pharmaceutical Co., Ltd.) [58].

Species like Pfaffia paniculata, P.iresinoides, P.tuberosa and P. glomerata had
their medicinal properties confirmed by the presence of bioactive compounds from its
roots [14,15,16,18,22,23]. Pfaffia glomerata, a genuine Brazilian medicinal plant
produces 20-hydroxyecdysone (20-E) [23]. It might explain why its roots are widely
used in Brazilian traditional medicine to cure or prevent several diseases [17]. Some
indications have been suggested by manufacturers, among them: as a re-invigorant;
cellular regenerator; to treat physical and mental exhaustion and lack of memory; to aid
in the treatment of circulatory disorders, stress, anemia, and diabetes; in case of
indisposition in general; and in the treatment of the sexual weakness [11].

In general the Pfaffia sp. is largely used as tonic, aphrodisiac, healing; to
increase the appetite, to reduce sleep disturbances, to improve the memory, to increase
the vitality state and the sociability, to improve the superficial turgidity of skin and the
irrigation of hair, it is also used in the diabetes, in disturbances of the digestive system,
in labirintites and "tremors of aging” [64].

Among the species subjected to chemical analysis, the ecdysteroids and saponins
were the major substances isolated [26]. However, other chemicals found in the roots of
P. paniculata, include 19 aminoacids, traces of iron, magnesium, cobalt, silicious, zinc
and vitamins A, B1, B2, E, K, pantotenic acid. Is has also been detected a high content
of germanium, which confers oxygenation properties at cellular level [65].

The saponins are pointed as active representative compounds of the ginseng and
there is a growing interest in its characterization and pharmacological investigations.
However, the mechanism of ginseng action is not fully understood [11]. Its presence in
P. paniculata is associated with antitumoral activities [14,23,66], and as aphrodisiac
[67]. Saponins isolated from P. iresinoides reduced the surface tension, therefore
facilitating the action of other constituent substances of the formulation [53]. The
saponins also have detergent, emulsifying and umectant properties [68], and the
hemolytic ones might be related to the moluscucide activity [69].

The roots of Pfaffia contain approximately 11% of saponins [55], however roots
of P. paniculata are composed by more than 11% [65], being these the main
components [70]. These saponins include a group of chemicals named pfaffosides, as

well as pfaffic acid, glicosydes and nortriterpenes. These saponins have demonstrated
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ability to inhibit cultured tumor cells and as an auxiliary in the regulation of the clinical
levels of sugar in the blood. The pfaffosides and derivatives of the pfaffic acid have
been patented as antitumor compounds [65].

Interestingly, important ecdysteroids such as ecdysone and 20-hydroxyecdysone
are found in both insects and plants. The ecdysteroids are a group of 2,3,14-trihydroxi-
A-7-6-cetosteroids represented by the extracted compounds from Pfaffia, used in the
preparation of cosmetic and dermatological products; and ecdysterone or -ecdysone is
the most important steroid employed in the cosmetic formulations and extracted
commercially from several plants [53]. They confer anabolic properties without the side
effects of the synthetic steroids [71]. The phytoecdysteroids are frequently used as tonic,
aphrodisiac and anti-diabetic in the folk medicine [72].

P. paniculata is rich in f-ecdysterone, whose properties were well known as "the
Russian secret", since the Russian Olympic athletes used to take this substance to
improve the muscle body mass and the physical resistance, without the effects
associated to the steroids. Due to the value of this substance, a Japanese patent for
methods of its extraction from Pfaffia roots has been granted [65].

The 20-E (Figure 1) possesses biological activities as an inhibitor of the
microorganism development, such as pherormones in the control of insects [73], and in
the analgesic activity [74]. On top of that, some authors report tonic and anabolizing
properties, stimulant of the biliar secretion, anticholesteremic, antieschlerotic, besides

promoting a therapeutic effect in the diabetes [68].

. on
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Figure 1. Structural formula of 20-hydroxyecdysone (20-E).

The promotion of health through the prevention of diseases, the capacity to
promote immunostimulant activity, antialergenic, psichotropic and, or tonic properties
has been associated to the presence of flavonoids in several species of Pfaffia (P.
glomerata, P. iresinoides, P. jubata, P. paniculata, P. pulverulenta, and P. spicata)
[4,26,50].
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Chikusetsusaponin presents tonic and anti-fatigue action, and seems to have
some influence upon ulcers treatment [68]. The presence of alantoin in the roots might
be related to the healing of wounds and anti-ulcer properties [13]. Alantoin has
recognized healing action, regenerative properties, and can be used in preparations for
skins that suffered small injuries [53]. The saponins demonstrate hemolitic properties
due to the affinity with steroids of the membrane, particularly cholesterol [70].

Although pre-clinical studies exist for some species of Pfaffia the effectiveness
and safety of its use are still not fully defined. There are no criteria published for the
standardization and quality control of the commercial products, as for instance, the
definition of the active substances or possible markers compounds [11].

The main chemical constituents identified by researches involving some species

of Pfaffia are summarized in table 1.

Table 1. Major chemical components identified in Pfaffia species.

Species Chemical components

P. glomerata Glomeric acid, pfameric acid, ecdysterone, rubrosterone, oleanolic acid and f3-
glucopyranosyl oleanolate [22], B-ecdysone [18,63,75].

P. iresinoides Ecdysterone, polypodine B, pterosterone, Chikusetsusaponin IVa [15], iresinosides,

ecdysteroid glucosides [17], ecdysterone 25-O-B-D-glucopyranoside, pterosterone 24-O-
B-D-glucopyranoside, podecdysone B 25-O-B-D-glucopyranoside [16], PB-ecdisone,
podecdisone B [53].

P. paniculata Pfaffic acid, allantoin, stigmasterol, and its glycosides, pfaffosides A, B, C, D, E and F,
[14,23,53,76]; daucosterol, polypodine B, B-sitosterol; estigmasterol-3-O-f-D-glucoside,
B-ecdysone [65,77], pantothenic acid [65], [14,23,53,76] did not report the presence of [3-
ecdisone in this species.

P. pulverulenta  Pulveric acid, 11-deoxopulveric acid, 11-oxopfaffic acid, pfaffosides A-G, four hexacycli
nortriterpenoids, ecdysterone, rubrosterone, pfaffic acid, 7-oxopurveric acid, 7-hydroxy
pulveric acid, pulverulactone, three hexacyclic nortriterpenoids [78,79].

P. tuberosa Ecdysterone, oleanolic acid [20].

Reinforcing the remarkable importance of the genus, there are several registered

patents that include species of Pfaffia as a component of various formulations (Table 2).

Pfaffia glomerata

P. glomerata is highly exploited in the South of Brazil by commercial trade
groups that extract active compounds and market them around the world [37]. It is one
of the best studied species of the genus, and well known for associated medicinal effects
[1], being the most used one in tonic medicines [28]. Chemically, it is a triterpenic
saponins-rich species, having B-ecdysone as the main active ingredient [75], which is an

analogous to hormones involved in the ecdise of insects [115].
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Table 2. Registered patents involving species of the genus Pfaffia in their formulations

Applications

Patents

Pharmaceutical industry

Pfaffia sp.

Pharmaceutical preparations and dietary supplements to treat various human ailments
An antiallergy composition exhibiting a remarkable antiallergy action
A treating agent for diseases involving neovascularization
neovascularization inhibitor

Pfaffia iresinoides

A composition free from side effects and useful as analgesic

Pfaffia glomerata

Useful as an immunopotentiator, antiallergic agent, neurotropic agent and/or tonic
agent (#)

Pfaffia paniculata

To overcome natural inhibitors of human sexual response and allow for improved
response and psychological effects

Pharmaceutical preparations of bioactive substances

An antitumor agent

An antitumor agent capable of exhibiting improved inhibitory activity against
melanoma cells, cervical cancer cells, cancer cells of the lung, among others

For preventing and treating mental and physical stress states

A multi-compartment capsule, comprising, ingredient is selected from the group
consisting of a nutraceutical, a vitamin, a dietary supplement and a mineral

The substance is embodied in the requisite such that when the requisite is lit and
smoked by a smoker, a quantity of the substance is ingested by the smoker

Plant extracts and compositions comprising extracellular protease inhibitors

For treatment of angiogenesis and metastasis

Phytoceutical compositions for the prevention and treatment of circulatory disorders,
feminine endocrine disorders, and dermal disorders

Used in treating liver failure, liver cirrhosis, acute hepatitis and chronic hepatitis, and
in faliciting the regeneration of liver cells

Therapeutic compositions for treatment of sickle cell simptomatology (Increased
hemoglobin levels) ()

Treating ischemic, heart diseases, arteriosclerosis, hyperlipemia and hypertension
Pfaffia stenophylla

Actions include a general tonic for the organism, immunostimulant, healing and anti-
inflamatory

To produce a compound useful for the control harmful life and the control of the
growth of useful life

contains the

US6746695 [77]
JP2002308795 [80]
JP2006273739 [81]
JP63002928 [74]

JP11100325 [82]

US6444237 [67]
US6746695B1 [77]
JP59184198 [83]
JP59010548 [66]

20040234544 [84]
2005008690 [85]

20040112395 [86]
2004175439 [87]
20060228426 [88]
20070104728 [89]
KR20040030375 [90]
US5449516 [91]
KR20040030376 [92]
WO02007/016756A1

(93]
JP9143197 [94]

Pfaffia sp.

To obtain a composition that have excellent in vivo collagen synthesis promoting
action

Pfaffia iresinoides

Safe skin care preparation for external use having effects on bleaching, skin
roughening, wrinkles and flabbiness

To provide a composition for hair treatment

JP2005255527 [95]

JP2003335625 [96]

20060165636 [97]

>
£ The invention relates to a cosmetic or dermatological composition, as well as a cell 5609873 [98]
S culture medium*
E To use of at least one ecdysteroid for preparing cosmetic or dermatological 20050137175 [99]
.2  compositions intended to prevent hair loss*
£ Pfaffia paniculata
&  To treatment or prevention of various dermatological conditions, including wrinkling 20070122492 [100]
© o sagging of the skin, irradiation induced skin and/or hair damage, deepening of skin
lines, elastotic changes in the skin, as well as for the routine care of the skin, hair
and/or nails
A highly preservative and antibacterial cosmetic composition that can easily be 20060018867 [101]
applied to both emulsion and non-emulsion type cosmetics
Pfaffia stenophylla
Cellulite treatment (*,4) BRPI0403155 [102]
Pfaffia sp.
§ To provide a termite control agent JP2007070351 [103]
g Pfaffia paniculata
% To obtain an ecdysial hormone of insects JP59010600 [73]
|  Pfaffia stenophylla

Ecdysone useful for pest control

JP2240096 [104]
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General uses

Pfaffia sp.

To inhibit the composition of decenoic acid as well as to prevent browning by mixing JP2145161 [105]
raw royal jelly

A process for producing astaxanthin industrially efficiently at a low cost by culturing EP0543023 [106]
microorganism

A composition containing a flavonoid DE19834717 [107]
Pfaffia iresinoides

Production by callus cultures of crude saponin, crude sapogenin, B-ecdysone, among JP63216478 [108]
others

Use of an ecdysteroid for the preparation of cosmetic or dermatological compositions 5609873 [98]
intended, in particular, for strengthening the water barrier function of the skin or for

the preparation of a skin cell culture medium, as well as to the compositions*

Hydrated lipidic lamellar phases or liposomes are disclosed containing at least in part 5198225 [109]

at least one ecdysteroid or ecdysteroid derivative, in particular ecdysterone*

Pfaffia glomerata

Process for producing a plant extract containing plant powder 20040161524 [110]
Pfaffia paniculata
Agent in kavalactones production (Ansiolitic and relaxing substance) 20040071794 [111]

[

20040081664 [112]
20060251715 [113]
20060251742 [114]

Use of * P. paniculata; and * species of the genus Pfaffia.

It is found endemically in tropical regions of Brazil, being highly adaptated with
variable productivity, and different levels of active ingredients of phytoterapic value
[63]. The contents of ecdysone in dry roots of P. glomerata as determined in several
reports, ranged from 0.64 to 0.76% [52,63,116]. However, Figueiredo et al. [117]
analyzed several accessions and observed values between 0.15 and 0.47%. Kamada [36]
evaluated the genetic diversity of Pfaffia populations by means of RAPD, morphologic
characters and B-ecdysone concentration. The author has found high dissimilarity for all
groups of evaluated characters among individuals, and high average of B-ecdysone
production (0.72%), recommending the incorporation of these individuals into breeding
programs. These works highlight the great genetic variability existing among the
populations.

The P. glomerata root extracts possess anti-inflammatory, analgesic [10],
antioxidant [9], anti-hiperglicemic [75], tonic, aphrodisiac [116,118], antireumathics
[19], antitumoral and antidiabetics properties, and also as food supplement, among other
indications [61]. It also aids the protection and disturbances in the gastric mucous
membrane [118], purification of the blood and the hormonal and sexual functions
regulation [59].

Gosmann et al. [119], analyzing the ethanolic extract observed the absence of
antiviral, antiproliferative, antifungic or inhibitory monoaminoxidases activities.
However, they emphasized the need of further chemical, pharmacological and technical

studies, to guarantee the bases of the therapeutic use of the species of Pfaffia.
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The hydroalcoholic extract obtained from Pfaffia sp. roots effectively protected
the gastric mucosa and inhibited gastric acid secretion in rats, ratifying the folk
information regarding the use of the plant in gastric disturbances [120]. P. glomerata
which has gastric protecting action [64], is widely used by folk medicine for seniors as
tonic products for the memory, to improve fitness [121], and as aphrodisiac [122]. The
ecdysteroids (B-ecdysterone) present moisturizing function, avoiding the excessive loss
of water from the epidermis and the precocious aging of the skin [26,98].

De-Paris et al. [123] evaluated the psychopharmacological profile of the roots of
P. glomerata and their results showed depressive effects of the central nervous system
in the model of time of sleep in mice treated acutely. On the other hand, Vigo et al. [32]
focussed on the treatment doses and times variations in relation to sleep, and concluded
that the extract of the roots seems to promote some interference on the sleep of animals
in a two-phase way in agreement with the dose and time treatments. Both works are
then conflicting regarding the indication of the use of Pfaffia.

In relation to the antimicrobial activity, Farias & Costa [124] employing root
extracts of P. glomerata prepared with ethyl acetate, evaluated the effects on several
microorganisms, inhibiting growth with Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus and
Mycobacterium smegmatis. However, Vigo et al. [32] using small amount of the extract
of P. glomerata mixed with inoculum of Staphylococcus aureus, Escherichia coli,
Bacillus subtilis and Pseudomonas aeruginosa diluted 1:10 for the microdilution in
broth, concluded that there was no antimicrobial effect. However, studies accomplished
in vitro indicated efficient activity against Leishmania braziliensis, but it was inactive
for Trypanosoma cruzi [125].

Amongst the several works that aimed at elucidating the pharmacological
application of Pfaffia species, Marques et al. [121] evaluated the tonic effect of the
standardized extract of the P. glomerata roots in physical activity. The authors
concluded that in the terms of the used protocol and the number of volunteers involved,
the extract did not promote any benefit to the volunteers in aptitude terms and physical
activity, contradicting the folk use and the commercial propaganda of several products
containing roots of species of this genus. Souza et al. [9] analyzing the antioxidant
activity of 20-hydroxy-ecdysterone observed that although the toxicity in vitro does not
mean that these circunstances will be reflected in humans, other investigations and
monitoring of the adverse effects of the use of Pfaffia must be accomplished. Still
considering that the use of P. glomerata should be cautious, because it can present

different effects depending on the administration route [123].
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Pfaffia iresinoides

The concentrations of B-ecdysone obtained in different organs of P. iresinoides
were: 0.92% in the leaves, 0.17% in the stems and 0.62% in the roots of ecdysterone
[15]. However, for commercial extraction of B-ecdysone the roots are used because they
present a larger proportion in the total plant in relation to the leaves.

Tanaka et al. [126] suggested that the use of P. iresinoides in the extraction of
the composition B-ecdysone would be favored, because this presents a small amount of
analogous compositions as the polypodine B and pterosterone.

Analysis by HPLC of saponin extract demonstrated the presence of 0.072% of
ecdysterone in P. iresinoides, and their roots presented the effective power in rheumatic,
patients when repeated doses were administered for some weeks [18]. Moreover, these
authors investigated the pharmacological activities of the aqueous extracts and saponins
fraction, as well as those of the ecdysterone from the roots of P. iresinoides, and did not
observe anti-inflammatory activity in the experimental models used. However, it
possesses analgesic activity in mice, as reported in a Japanese patent registered under n°

63002928 of January 07, 1988 [53].

Pfaffia paniculata

The interest in P. paniculata increased after the report of their pharmacological
properties, in the form of patents. Due to those results, the national and international
commercialization of roots of the Brazilian ginseng was disseminated, either separately
or in association with "ginsengs" of other origins [28].

This species is considered a complementary element in the alternative medicine,
and it has been included in the database of NAPRALERT as a plant used against cancer
[127]. Roots of P. paniculata possess moluscucide activity [69], analgesic, anti-
inflammatory [128] and anticarcinogenic [129,130] properties and they act in the
hepatocarcinogenic promotion or in its progression [70].

All parts of the plants are used in folk medicine, but the roots are considered the
most valuable. Traditionally, the plants have been used in the treatment of diabetes,
rheumatism, ulcers, leukemia and other cancer types, as a tranquilizer, general tonic and
aphrodisiac [77]. Recent studies demonstrated that the plant has biological activity as an

anti-allergenic, analgesic, anti-inflammatory, antitumoral, and has a weak depressive

20



effect in the central nervous system and it reduces the vascular permeability, not
demonstrating toxicity levels to the humans [77].

The efficiency of dietary supplements in the prevention and cancer treatment is a
popular and controversial object of the research; the largest effect of anticarcinogenic
action has been demonstrated by agents with multiple activities, suggesting that the
natural compositions present a multifunctional activity, among them the angiogenesis
control [131]. In this line, Carneiro et al. [132] investigated the toxicity and the action
of metanolic extracts of P. paniculata root as a therapeutic effect in the angiogenesis
and concluded that the dose of 1000 mg Kg' was capable of reducing it without
showing any toxic effects.

The saponins of the pfaffosides group and pfaffic acid, both found in the roots of
this plant, are effective for the inhibition of melanoma tumors culture cells and for the
regulation of sugar blood level, as found in a Japanese patent [71].

The alantoin, present in the P. paniculata, has a recognized healing and
regeneration cellular action and it can be used in preparations for skins that suffered

small damages [53].

Pfaffia tuberosa

The ecdysterone presence was registered in the roots of P. tuberosa and of P.
irisinoides [15,16,20], that are often used in the processing of phytoterapics [25].

In the folk medicine P. tuberosa is used in the vascular and rheumatic diseases
treatment, as a tonic aphrodisiac [21], and for the infertility treatment [133]. According
to Nishimoto et al. [20] the ecdysterone content in P. tuberosa is smaller than the one

found in P. iresinoides.

Conventional propagation and in vitro propagation

The increased demand for natural products requires a regular and adequate
supply of raw material of many medicinal plants. The main reason is related to the
drastic decrease of the natural populations as a result from the intensive and predatory
exploitation [55], besides technical difficulties in cultivating wild plants and increasing

labor costs [134].
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In order to attend the ever increasing demand of the Brazilian ginseng
alternatives for the production and regular supply of homogeneous raw material with
quality, adequate propagation techniques have to be available [135].

The propagation of the species can be achieved by sexual means [61]. Despite
the difficulty of seed extraction and processing, with low extraction efficiency,
propagation by seeds may be considered viable [136]. However, seed germination
percentages range from 12 to 67% [55].

Clonal propagation by cuttings is also an alternative method [19]. In this case,
the age of the mother plant influences the root weight positively [61], therefore, the -
ecdysone concentrations vary according to the plant age [4,63]. In agreement with these
correlations, the height of the plant and the number of branches per plant can be
important variables to improve the productive potential of the cultivated materials of P.
glomerata, since they are non destructive variables, though enabling the evaluation of
root yielding of a certain genotype without the need of harvesting [61]. Montanari found
that the production of roots of P. glomerata plants established by sexual propagation
was higher than the one achieved by vegetative propagation [61].

In addition, clonal propagation is also possible via tissue culture. Tissue culture
constitutes a promising alternative for a regular and homogeneous supply of raw plant
material, with high physiological and sanitary standards. This technique has a great
potential of application for the species, with potential application on in Vvitro
germoplasm conservation, micropropagation, establishment of cell suspension cultures,
and in plant regeneration and genetic transformation protocols to study biossynthetic
pathways of secondary metabolites.

The possible use of plant tissue culture techniques in maintaining some of the
large world collections of vegetatively reproduced plants has long been in mind of the
researchers [137]. The importance of characterizing germplasm collections is based on
the identification and eligibility of relevant traits for genetic improvement and ex situ
germplasm conservation. The world germplasm collections of cereals account for 46.8%
of the total, whereas medicinal plants correspond to only 0.07% [138]. Indeed, in vitro
techniques could facilitate crop propagation and improvement, avoiding future losses in
consequence of diseases and pests [139].

In spite of the great importance of Pfaffia, only a few reports on tissue-cultured
based techniques are found in the literature. The works related to the in vitro

propagation focussing mainly on two species of the genus Pfaffia - P. glomerata and P.
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tuberosa. However, the clonal propagation of P. iresinoides has also been reported
(Table 3).

A field and in vitro Pfaffia germplasm collection was initiated by late 2001 and
mid 2002, respectively, at Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia. In 2004, stem
cuttings of the accesions were kindly exchanged Vigosa Federal University for
agronomic, molecular studies, and subsequent chemical characterization of B-ecdysone
of the genotypes available [36,55]. These accessions were established in vitro, and the
germoplasm bank is nowadays composed by 71 accessions collected in several regions
in Brazil. Besides qualitative and quantitative traits, 20-hydroxyecdysone
concentrations were also analyzed. The chemical, agronomical, and genetic
characterization of these accessions is necessary to identify promising source of
materials, including nematodes and fungi resistance, and high content of B-ecdysone.
The data supported the hypothesis that there is a genetic diversity in between P.
glomerata germoplasm bank accessions.

These accessions established in vitro are currently being used for further
propagation, classical breeding and studies at molecular level. The establishment of
germplasm collections together with the domestication of this species will contribute for

a more rational and sustainable exploitation of natural populations [55].

Pfaffia glomerata

The propagation of P. glomerata is viable through seed [59] as well as by
cuttings maintained under nursery or hydroponic conditions [19]. The vegetative
propagation carried out by cutting of branches is one the means of obtaining
homogeneous populations, as the propagation by seeds results in populations with a
wider genetic variability [140].

Although the propagation by cuttings is an appropriate method for P. glomerata
it is technically a low-yield approach [19], once the availability of propagative material
presents an average of 30 branches/plant of 2 year-old [40]. In that way, Nicoloso et al.
[40] established a protocol for in vitro propagation, in which a single nodal segment
yielded 15.000 plants at the end of six months, demonstrating the potential of this
technique to scale up propagation.

Aiming to optimize the in vitro propagation for P. glomerata, several studies
focused on the effect of the activated charcoal and macronutrients concentration [40];

nitrogen and phosphorus contents in MS medium [43]; auxin and cytokinin combination
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in the growth of callus and saponins production [44,134]; sources and doses of iron in
the micropropagation [141]; sucrose concentrations seeking acclimatization [45]; levels
of nitrogen and sucrose during six successive subcultures and acclimatization,
evaluating the growth of the seedling [47]; sucrose concentration with sealing types,
gelling agents and its concentration and in vitro micrografting (unpublished data).

To establish Pfaffia in vitro Nicoloso et al. [40] tested four explant types (leaf
apical and basal portion, nodal and internodal segments), and used 0.1% HgCl, for 5
minutes, in the desinfection process. These conditions were efficient in providing
aseptic plants starting from nodal segments. But prolonged time of immersion in HgCl,
led to a sensitive decrease in the rate of shoot and root growth, or even determined
explant senescence and death. Bearing in mind that the combination of alcohol and
sodium hypoclorite is a reliable alternative for surface sterilization of the material to be
introduced, but depends on the degree of contamination and the cultural treats that the
mother plants are submitted.

The nodal segment-based in vitro culture is prone for cloning P. glomerata [40].
The explants derived from the proximal end provided the highest multiplication rate and
greater plant biomass, height, number of roots and shoots. The size of test tube (20 cm
of height x 2 cm @) positively influenced growth and biomass accumulation of
vitroplants, as compared to the small one (15 cm height x 2,5 cm ©) [41].

It is well known that cells, tissues and seedlings cultivated in vitro do not find
light conditions and CO, concentrations, and appropriate chlorophyll tenors to
accomplish photosynthesis and sustain the growth [142,143,144,145]. Considering such
in vitro conditions, Skrebsky et al. [45] obtained favorable results in the acclimatization
stage of plantlets comes from treatments with 45 and 60 g L' sucrose.

The increase of the sucrose concentration associated to the reduction of the N
concentration stimulates the biomass production, while the MS medium stimulates the
growth in height and number of nodal segments. The differences concerning the
biomass production observed in the in vitro culture were not reflected in the
acclimatization process [47].

Kagiki et al. [44] obtained best callusing responses using 1 mg L™ 2,4-D along
with 0.5 mg L kinetin, under darkness. However, the greatest saponins production
occurred when 60 g L' sucrose was added to the culture medium.

Regarding to the influence of carbon sources (sucrose, fructose, glucose, maltose
and lactose) and their doses on plant micropropagation by means of nodal cultures in

any of the tested doses Nicoloso et al. [42] obtained greater shoot number, as similarly
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observed by Nicoloso et al. [40]. The results suggest that P. glomerata does not present
a great plasticity in relation to the shoot number. As for the carbon source the authors
observed that sucrose influenced in a positive way the shoot numbers, whereas lactose
was considered inappropriate. The total number of nodal segments, average height of
the shoots, height of the longest shoot, fresh and dry masses of the aerial part and the
dry mass of roots increased by the increment of the sucrose doses (30, 45 and 60 g L™).

Studies to evaluate the photomixo- and photoautothrophic potential of P.
glomerata in vitro cultures are currently in progress in our laboratory. The preliminary
results obtained so far indicated a high competence for growth when gaseous exchanges
are stimulated in culture medium lacking sucrose (unpublished data). Indeed, positive
results have been published on the use of photoautotrophic propagation [146] upon in
vitro growth and acclimatization of medicinal species [147,148,149,150].

The easiness of in vitro rooting and in well developed plants evidenced that the
standard concentration of the MS medium salts and the absence of activated charcoal
favored the growth of P. glomerata [40]. Studies accomplished by Nicoloso et al. [40]
showed that the rooting percentage (91%) of the P. glomerata was not influenced by the
variation in all of the macronutrients of the MS medium at 14 days after the inoculation.
However, Russowski & Nicoloso [43] observed that the increase of the nitrogen and
phosphorus concentrations, between 60 and 100% that of the MS medium, supported
the best growth of the aerial part.

Nicoloso & Ferrao [141] evaluated different sources and doses of iron in the
micropropagation of Pfaffia. It was concluded that the number of roots differentiated in
elongated shoots increased with the time of propagation and it differed among sources
and doses of iron. However, the shoot number per plant was not affected by the sources
of iron, considering that the best dose of iron was 2.8 mg L™, as recommended by
Caldas et al. [151]. The supplementation of the culture medium with BAP and KIN did
not promote any additional effect upon axillary shoot proliferation in nodal cultures
[152].

The development of an in vitro culture protocol to scale up production of
homogeneous propagative material requires adjustments from the multiplication phase
up to the establishment and maintenance of these plants ex vitro. The in vitro
propagation of nodal segments in MS medium showed to be an appropriate
methodology for the production of homogeneous and productive seedlings of P.

glomerata [40,153].
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Flores et al. [153] evaluated the morphogenic behavior of explants of two P.
glomerata accessions during the micropropagation. Plants of both accessions presented
a high survival rates during the acclimatization phase, and a satisfactory adaptation to
the environmental conditions. Interestingly, after two years of cultivation in soil, the
greater concentration of B-ecdysone (0.42%) in roots was detected in the accession
presenting higher averages of shoot numbers, nodal segments and medium shoots size,
as compared to the accession that presented the lower tenor of B-ecdysone (0.28%).

Variations in the concentrations of f-ecdysone are due mainly to a great genetic
variability among the accessions [117]. However, there is lack of information on the
contribution of plant organs on the biosynthesis of ecdysteroids, in special in the aerial
parts throughout culture cycle. Using two accessions whose productions of the active
principles are divergent, in vitro reciprocal grafting were done. This technique proved to
be efficient for the species, including with good adaptation of the grafted plants to the ex
vitro conditions. Further chemical analyses will be accomplished to quantify active
principles tenor and possible alterations in the concentration as affected by reciprocal
micrograftings (unpublished data).

Once tissue culture confirmed the success in the micropropagation of P.
glomerata, further studies on the type and concentration of the gelling agents and
different supporting material are under way in our laboratory, aiming to refining the
protocol and lowering costs. For instance, positive and promising results were obtained

in the absence of gelling agent (unpublished data).

Pfaffia tuberosa

P. tuberosa presents an extremely fragile stem, which seems to possess little
potentiality for the vegetative propagation via cutting ex vitro [25]. Unlike other species,
its propagation is not prone and the cultivation of seeds probably originates highly
heterogenous plants, as revealed by the high genetic variability present in this species
[38]. The success in the cloning of this species opens perspectives for the production of
superior genotypes, seeking for uniform and high productivity plantings [154].

Some in vitro propagation studies of P. tuberosa have been carried out, aiming
the following: evaluation of influence of macronutrient concentrations of the MS
medium [25]; explant source and auxin type in the establishment of callus and in the
morphogenetic expression [133]; optimization of the protocol [135]; and the use of TDZ

(Thidiazuron) as an alternative cytokinin [154]. The cloning of P. tuberosa was
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established from nodal explants, however its in vitro establishment depends on
successive treatments with 0.1% HgCl, (mercury bichloride), whose toxicity represents
further difficulties in the survival in the acclimatization stage [25]. The macronutrients
standard concentration from the MS medium sustained the growth of the plants, and
allowed the obtainement of about 100 new plants starting from a single explant in the
period of six months [25].

Flores et al. [135] looked at the improvement of the surface disinfection and
acclimatization process of this species. The authors suggest a sterilization protocol
based on the use of the fungicide benomyl, alcohol, sodium hypochloride and HgCl.
Also, nodal segments provided a greater rate of in vitro multiplication when compared
to the apical segments, not being affected in elapsing of the subcultures, which must be
accomplished every 30 days.

Furthermore, Flores et al. [154] on the use of TDZ concentrations during the
multiplication, elongation, rooting and acclimatization of the plants, reported better
result at 30 days of cultivation. In average, 18 new nodal segments were obtained in the
multiplication phase with the use of 1 uM of TDZ. Following the subculture of the
shoots in MS medium devoid of growth regulators generated, nine nodal
segments/shoot, though yielding a total of 162 plants starting from a single nodal
segment established in vitro, at the end of two months.

Flores et al. [155] using leaf, nodal, internodal and root segments cultured in the
presence of different concentrations of 2,4-D, BAP and ANA, found significant
differences in the morphogenic responses among the different explants. The best results
were achieved root explants, followed by nodal segment, internodal segment and leaf
explants. The former had embryogenic competence, whereas leaf explants presented
rhizogenic competence. The largest proliferation of friable calli was obtained in nodal
segments cultured in 1 mM BAP and 10 mM 2.,4-D-supplemented MS medium;
however, the regeneration took place when calli were culture in the presence of 1 mM
BAP and 1 mM 2,4-D.

Recently, was evaluated the behaviour of cultures of P. tuberosa as affected by
concentrations of carbohydrate source, sealing types and increased levels of irradiance
in the growth room. The results demonstrated that the species, under these conditions,
presented a markedly photoautothrophic potential if it is given the proper conditions
(unpublished data). These results can help in the obtaining of the plants better survival

rates in the acclimatization phase. Because these plants are very susceptible to the
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dehydration, and the process of acclimatization of P. tuberosa though should be
conducted in atmospheres with high relative humidity [135].

The conditions that prevail in vitro, mainly the irradiance, can be used to
determine cultivation conditions optimized [156], when the light levels are insufficient
for the occurrence of the compensation for photosynthesis, and high carbon dioxide
levels may accumulate in the culture vessel, because the respiration rate exceeds the
photosynthesis [137]. In addition, the culture media are based on the carbohydrate
supplementation and photosynthetic activity in vitro cultures sometimes linked to the
sequential reduction of the sugar supply [137]. Due to the low photosynthetic capacity
of the plants cultivated in vitro, these require the carbohydrates addition to supply their
metabolic needs, either participating in the generation of energy or as a carbon skeletons
source for several biosynthetics processes implicated in the differentiation and cellular

growth [157].

Pfaffia iresinoides

The only report on in vitro propagation of this species was by Tanaka et al.
[126], highlithing significant shoot proliferation induced by 1 mg L' BAP,
concomitantly with the decrease in the amount of B-ecdysone. However, the addition of
1 mg L' NAA somehow counteracted the reduction of the B-ecdysone production, as
affected for BAP in the multiple shoots. The leaves of this species are not adequate for
the extraction of B-ecdysone due to its highly fluctuating content in this organ and the

high chlorophyll content that make the isolation of this substance difficult.

General micropropagation protocol

Disinfection and plant establishment

To set up our in vitro germoplasm bank, plants collected from various places in
Brazil were vegetatively propagated by cuttings and grown in a greenhouse. They were
sprayed once with the systemic fungicide Benomyl 0.1%. Actively growing young
apical cuttings (2-3 cm height) with 2-3 axillary buds were removed from donor plants
and washed with running water for 60 min.

They were sequentially immersed in ethanol 70% (v/v) for 20 s, in sodium
hypochlorite 1% (w/v) (Super Globo® UFE, Brazil) plus 2 drops of Tween-20 (Sigma-
Aldrich Co, St Louis, MO) for 10 min., then immersed in HgCl, 0,1% for 5 min., and
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rinsed six times in sterile distilled water [40,135]. All procedures were carried out under

sterile conditions in a laminar flow hood (Pachane®, Brazil).

Table 3: Optimal parameters for Pfaffia spp. in vitro culture as determined by
different authors

Species  Source of Hormone type Morphogenic response Reference
explant and concentration
@ MSO Direct  organogenesis/axillary
.'g shoot proliferation
-% Nodal segments . o [126]
= 4.44 uM BAP Dlre_ct .organogene51s/ax1llary
o proliferation
Nodal segments MS0 Direct  organogenesis/axillary [40]
proliferation
Nodal segments MS0 Direct  organogenesis/axillary [41]
proliferation
Nodal segments MS0 Direct  organogenesis/axillary [43]
proliferation
Rhizogenesis
% Nodal segments MS0 Direct  organogenesis/axillary [42]
] proliferation
g Stem and root 4.53 uM 2,4-D + Callogenesis [44]
=) explants 2.33 uM KIN
o Nodal segments MS0 Direct  organogenesis/axillary [45]
proliferation
Nodal segments MSO0 Direct  organogenesis/axillary [46]
proliferation
Nodal segments MS0 Direct  organogenesis/axillary [47]
proliferation
Nodal segments MS0 Direct  organogenesis/axillary [153]
proliferation
Nodal segments MS0 Direct  organogenesis/axillary [25]
proliferation
Nodal segments 1 mM BAP+1and  Callusing/indirect [133]
10 mM 2,4-D organogenesis
© Nodal segments MS0 Direct  organogenesis/axillary [135]
o proliferation
§ Nodal segments 1 uM TDZ Direct  organogenesis/axillary [154]
= proliferation
o Nodal and roots 1 uM BAP+1o0r 10 Embryogenic calli [155]
segments uM 2,4-Dor 10 uM  Shoot regeneration/indirect
NAA organogenesis
1 uM BAP + 1 uyM
2,4-D

BAP: 6-benzylaminopurine; 2,4-D: 2,4 dichlororophenoxyacetic acid; MS0: MS medium lacking
growth regulators; TDZ: Thidiazuron.

The medium was autoclaving at 120 °C, 1.1 kgf cm™ for 20 min. Nodal
segments were incubated in this medium in a growth room at 25 £+ 2 °C, under a 16-h

photoperiod and PFD of 50 pmol m™ s provided by two cool white fluorescent tubes
(20 W, Phillips®).
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Shoot proliferation and rooting

Shoot induction and rooting were achieved on a MS medium plus vitamins [158]
supplemented with 3 % (w/v) sucrose (Sigma-Aldrich Co, St Louis, MO) and myo-
inositol (100 mg L") (Sigma-Aldrich Co, St Louis, MO) devoid of growth regulators,
all media were prepared with 0.7 % (w/v) agar (Merck, Germany) and its pH was

adjusted to 5.7. Elongated shoots rooted spontaneously.
Acclimatization and transplanting

Rooted plants were individually transferred to disposable plastic pots (200 mL
capacity) vessels filled with horticulture organic substrate (Plantmax®, Brazil) covered
with a transparent plastic bag, under a light panel (70 pmol m™ s™") for 30 days. Plastic
bags were progressively opened by lateral cuts throughout the first four weeks of the
hardening-off process. At the end of the fourth week, the vessels were completely
uncovered. They were transferred to a shading house and irrigated on a daily basis.
Acclimatized plants were transplanted outdoors into 20 L vessels filled with substrate

composed of soil:sand:manure (4:1:1). Plants were watered on a daily basis.
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10 mm f 30 mm

Figure 1. General aspects of Pfaffia glomerata vitroplants cultured in vitro and ex vitro. A.
Plants growing under greenhouse conditions propagated from stem cuttings. Detail of the
stem of field grown plants (B) and close-up of nodal and internodal (C) stem regions, used as
explants for establishment in vitro. D, E. Plants cultured in vitro in different culture vessels
and type of closures (G). F. Acclimatization of vitroplants. G-H. Vitroplants transferred
outdoors, after 45 (G) and 6 months (H) after acclimatization. Details of an inflorescence (I)

of a mature plant and tuberous roots (J) produced after 9 months after acclimatization.
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Capitulo 2

Enxertia in vitro em fafia [Pfaffia glomerata (Spreng.) Pedersen]

Introducio

Pfaffia glomerata, pertencente a familia Amaranthaceae, ¢ uma planta medicinal
que possui grande importancia comercial (Vigo et al., 2004; Figueiredo et al., 2004;
Zimmer et al., 2006), sendo utilizada por varias industrias farmacéuticas devido a
atividade de seus fitofarmacos (Zimmer et al., 2006).

Suas raizes sdo ricas em saponinas triterpénicas e ecdisterdides, das quais se
destaca a B-ecdisona ou hidroxiecdisona (20E), citada como o principal composto ativo
(Shiobara et al., 1993). A producdo dos metabdlitos € a principal caracteristica
relacionada ao aspecto medicinal da fafia, sendo o teor de 20E freqlientemente utilizado
nas avaliacdes de cultivo e selecdo de gendtipos (Magalhaes, 2000; Corréa Jr., 2003;
Figueiredo, 2004), uma vez que esse apresenta variagdes de acordo com o acesso
(Figueiredo et al., 2004; Kamada, 2006).

O Brasil ¢ o mais importante centro de coleta de espécies desse género (Corréa
Junior et al., 2006a; 2006b), sendo conhecidas principalmente como ginseng-brasileiro e
fafia (Oliveira, 1986). A utilizagdo das raizes nas industrias farmacéutica, quimica,
cosmética e alimentar tem ocasionado intensa exploracao nas reservas naturais. O
crescente interesse pelas espécies de Pfaffia levou a sua inclusao na relagdo das espécies
prioritarias para estudos de conservacao (Vieira et al., 2002).

A importancia de suas propriedades medicinais vem acompanhada da
necessidade de se desenvolver estratégias de otimiza¢ao da producdo dos compostos de
interesse. Porém, o cultivo de plantas medicinais exige a domesticagdo da espécie e
requer conhecimento da forma de propagacdo, que implica no dominio tecnoldgico de
todas as etapas de desenvolvimento da espécie (Reis & Mariot, 2002).

Em P. glomerata uma tnica populagdo pode apresentar ampla variabilidade
fenotipica associada a diferengas no desenvolvimento, na resisténcia as pragas e
doengas, nas respostas a fertilidade do solo e na produtividade individual; da mesma

forma, a variabilidade genética pode ser expressa nas plantas com diferentes contetidos
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de constituintes bioativos, sendo estas populagdes dificeis de cultivar (Montanari Jr.,
2005; Montanari Jr. & Perecin, 2006).

A domesticacdo desta espécie aumenta as possibilidades de obtencdo de plantas
mais homogéneas e produtivas. Acessos de P. glomerata propagados por estacas
produzem baixo nimero de mudas (Nicoloso et al., 1999), mas os acessos conservados
em bancos de germoplasma sdo propagados com sucesso pelas técnicas In vitro
(Nicoloso et al., 2001; Nicoloso & Erig, 2002; Alves et al., 2006).

Dessa forma, a utilizagdo da técnica de enxertia In vitro como método de
propagagdo ¢ uma ferramenta importante para estudos de produgdo dos metabdlitos
secundarios nessa planta medicinal. Estudos anteriores realizados por Kamada (2006)
revelaram que os acessos de P. glomerata apresentam diferengas genotipicas na
produgdo de B-ecdisona e massa seca de raizes. A propagacdo vegetativa de acessos
selecionados de P. glomerata, em fung¢ao do teor de B-ecdisona, via enxertia in vitro
pode ser uma alternativa para o aumento significativo na producdo de 20E. Outra
vantagen da enxertia in vitro ¢ sua utilizagdo em qualquer periodo do ano, pois segundo
Araujo & Castro-Neto (2002) a época da realizacdo encontra-se entre os fatores
externos que podem afetar o pegamento dos enxertos, e a velocidade na obtencdo dos
resultados (Pathirana & McKenzie, 2005).

Essa técnica consiste em enxertar, sob condi¢des assépticas, um meristema ou
apice caulinar (epibioto) obtido de plantas adultas sobre um porta-enxerto (hipobioto)
estabelecido in vitro. Inicialmente desenvolvida por Murashige et al. (1972) foi
aperfeicoada por Navarro et al. (1975) para a produgdo de plantas citricas livres de
virus. Apresenta muitas vantagens sobre a técnica de propagacdo convencional por
combinar as vantagens obtidas na enxertia com aquelas da propagacdo in Vvitro
(Navarro, 1988; Richardson et al., 1996).

A enxertia in vitro tem sido utilizada para muitas outras aplicagdes, como na
obtencdo de plantas isentas de virus e outros patogenos (Paiva et al., 1993;
Mukhopadhyay et al., 1997; Katoh et al., 2004), associada a termoterapia (Carvalho et
al., 2002; Sharma et al., 2008), indexacdo (Pathirana & McKenzie, 2005), além da
propagacgdo de espécies frutiferas, florestais, ornamentais ¢ medicinais (Kretzschmar &
Ewald, 1994; Monteuuis, 1994, 1995; Ramanayake & Kovoor, 1999; Troncoso et al.,
1999; Mneney & Mantell, 2001; Thimmappaiah et al., 2002, Sanjaya et al., 2006; Wu et
al., 2007). Também tem contribuido para a detec¢do precoce de incompatibilidade entre

epibiotos e hipobiotos, com abordagens dos aspectos fisioldgicos e histologicos
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envolvidos neste processo (Jonard, 1986; George, 1993; Errea et al., 1994; 2001,
Richardson et al., 1996; Estrada-Luna et al., 2002).

Sendo assim, este trabalho teve como objetivo analisar a eficiéncia da enxertia in
vitro na propagagdo de dois acessos de P. glomerata utilizados na combinagdo de

epibioto e hipobioto, visando aumentar a produgdo do principio ativo.
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Material e Métodos

1. Origem do material vegetal e condicdes de crescimento

Os gendtipos utilizados de P. glomerata sdo procedentes de coletas em duas
populagdes na bacia do rio Parana, Brasil, e oriundas da colecdo de germoplasma de
plantas medicinais do Centro Nacional de Recursos Genéticos e Biotecnologia
(Embrapa/Cenargen). Os locais de coleta com as respectivas caracteristicas encontram-

se descritos no Quadro 1.

Quadro 1 — Descrigdo das populagdes de Pfaffia glomerata avaliadas no estudo

Local de coleta Coordenadas geograficas Identificacio BG*
Rio Ivai (Queréncia do Norte, Lat 23" 13° 09,2” 2202-15 (Ac 22)
PR) Long 53" 34 07,6” - Alt. 233 m
Estrada entre Porto Primavera e Lat 22° 33" 24,17 2209-09 (Ac 43)
Sdo José (Baitapora, MS) Long 53° 06" 13,9” - Alt. 239 m

BG*: Banco de Germoplasma/colecdo de plantas medicinais do Centro Nacional de Recursos

Genéticos e Biotecnologia.

Para estabelecimento do material estoque, os individuos foram multiplicados
vegetativamente in Vitro, via segmento nodal. Os gendtipos foram cultivados em meio
de cultura contendo os sais e vitaminas MS (Murashige & Skoog, 1962), acrescido de
30 g L' de sacarose, 8 g L™ de 4gar (Merck), mantidos em sala de crescimento, a
temperatura de 25 + 2 °C, sob fotoperiodo de 16 horas com irradiancia de 50 pmol m™

s, por 30 dias e, posteriormente, submetidos a enxertia in vitro.

2. Selecao do material

Os genotipos utilizados foram previamente selecionados por apresentarem teores
de producao de principio ativo divergentes. Segundo Kamada (2006) o acesso 2202-15
(Ac 22) apresenta média de 0,749% na produgdo de B-Ecdisona, enquanto que o acesso
2209-09 (Ac 43) apresenta 0,346% em relacdo a massa seca da raiz.

O experimento consistiu de seis tratamentos: acesso 2202-15 sem enxerto
(testemunha — Ac 22); acesso 2209-09 sem enxerto (testemunha — Ac 43); 2202-15
como hipobioto e 2209-09 como epibioto (cv 22); 2209-09 como hipobioto e 2202-15
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como epibioto (cv 43); 2202-15 como hipobioto e epibioto (ct 22); e, 2209-09 como
hipobioto e epibioto (ct 43).

3. Enxertia in vitro

Apices caulinares com aproximadamente 1 ¢cm de comprimento e contendo um
ou dois pares de folhas foram utilizados como epibioto e segmentos internodais
alongados da porcdo basal da planta com aproximadamente 1,5 cm de comprimento
foram utilizados como hipobiotos.

O preparo dos epibiotos para a enxertia constitui-se de uma excisdo na por¢ao
proximal na forma de duplo bisel. Para assegurar a auséncia de gemas pré-existentes no
hipobioto procedeu-se retirada das por¢des proximal e distal do segmento internodal, e,
posteriormente realizou-se a abertura da fenda na regido distal, visando receber o
enxerto.

Depois do preparo do hipobioto e do epibioto, sob lupa binocular e com o
auxilio de pingas, foi realizada a enxertia, constituida pela unido do hipobioto e
epibioto, conforme metodologia proposta por Bandeira et al. (2006). Todos os
procedimentos foram realizados sob condi¢des assépticas, com auxilio de lupa binocular
(Olympus, SZ60), com utilizagdo de papel filtro e dgua.

As plantas enxertadas foram transferidas para tubos de ensaio, sob as mesmas

condi¢des de cultivo da etapa de multiplicacdo dos genotipos.

4. Caracteristicas avaliadas in vitro

Aos 30 dias de cultivo, as plantas enxertadas foram retiradas da condigdo iIn
vitro, avaliadas e submetidas ao processo de aclimatizagdo para estabelecimento em
campo.

Os critérios considerados na avaliacdo foram: nivel de pegamento e mortalidade
do enxerto, altura das plantas enxertadas, nimero de brotagdes, de nos e de raizes. Para
avaliacdo de pegamento foram adotados niveis (0-4) ficando assim definidos: O -
senescéncia do hipo ou epibioto; 1 - conexao fragil, apresentando instabilidade na unido,
como abertura do hipobioto e inclinagcdo do epibioto; 2 - conexdo regular apresentando
desalinhamento lateral e calejamento na regido do enxerto; 3 - conexdo excelente,
porém apresentando alta taxa de calejamento; 4 - conexao excelente apresentando baixa

taxa de calejamento.
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5. Delineamento Experimental

O experimento foi realizado em delineamento inteiramente casualizado, com 10
repeti¢cdes por tratamento, sendo cada repeticdo constituida por 3 plantas enxertadas.

Os valores dos indices de pegamento e mortalidade foram expressos em
percentagem. Sendo submetidos a andlise de variancia, e aplicado o teste de Tukey para
compara¢ao das médias dos tratamentos a 5% de significancia, utilizando o programa

estatistico GENES (Cruz, 2006). O experimento foi repetido por duas vezes.
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Resultados

Enxertia in vitro

O sucesso na enxertia in vitro foi observado pela qualidade na unido dos
enxertos (Quadro 2) e o subseqiiente crescimento das plantas. Aos 30 dias de cultivo in
vitro as plantas enxertadas, independente da combinacdo realizada (Fig. 1),
apresentaram indice de crescimento satisfatorio, comparado ao crescimento da espécie
quando propagada via segmento nodal e cultivada na condigdo in vitro tradicional.

As diferentes combinagdes de enxertos realizadas com os dois acessos de P.
glomerata mostraram-se viaveis na fase inicial do estabelecimento in vitro. A
capacidade de unido entre os acessos utilizados apresentou varia¢ao de 82,5% a 97,5%
no indice de pegamento entre os tratamentos (Quadro 2), demonstrando a eficiéncia na
propagacao via enxertia in vitro. Também, houve variagdo no percentual de mortalidade
das plantas enxertadas, sendo esta verificada nos niveis 0 e 1 de pegamento.

A metodologia de enxertia in vitro adotada mostrou-se eficiente, uma vez que
todos os tratamentos apresentaram somatodrio do indice de pegamento de niveis regular e
excelente igual ou superior a 80% (Quadro 2). Os menores indices de pegamento foram
obtidos quando o acesso 2209-09 foi utilizado como hipobioto. Consequentemente,

nessas condi¢des foram observados os maiores indices de mortalidade.

Quadro 2 — Avaliagdo da percentagem de pegamento das plantas de P. glomerata, apds

30 dias da realizagdo da enxertia in vitro

Pegamento dos enxertos in vitro (%)  Mortalidade
Epibioto Hipobioto

0 1 2 3 4 (%)
2202-15 2 2 32 16 48 2,5
2202-15
2209-09 12 8 16 16 48 17,5
2202-15 0 4 44 4 48 5,0
2209-09
2209-09 8 12 16 16 48 10,0

Niveis de pegamento de acordo com a qualidade da conexd@o: 0 - ausente (apresentando
senescéncia do hipo ou epibioto ou ndo desenvolvimento da planta); 1 - fragil; 2 -regular
(apresentando desalinhamento lateral e calejamento na regido do enxerto); 3 - excelente

(apresentando alta taxa de calejamento), 4 - excelente (apresentando baixa taxa de calejamento).
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Figura 1. Plantas de P. glomerata enxertadas in vitro apds 30 dias de cultivo. A e B. hipobioto
2202-15 e epibioto 2209-09; C e D. hipobioto 2209-09 e epibioto 2202-15; E ¢ F. hipobioto e
epibioto 2202-15; G e¢ H. hipobioto e epibioto 2209-09; B, D, F e H. detalhe da regido de
conexdo da enxertia. Barras: 10 mm (A, C, Ee G) e 2 mm (B, D, F ¢ H).

As plantas que apresentaram auséncia de conexdo (Figs. 2A-D) ou conexao
fragil (Figs. 2E-H) foram consideradas indesejaveis sob o aspecto morfologico. Nao
houve desenvolvimento das plantas na auséncia da conexdo e, portanto, estas nio se
estabeleceram.

Na maioria das plantas em que o hipobioto senesceu o epibioto emitiu raizes,
alcangando o meio de cultura tanto pela proje¢do sobre o hipobioto (Fig. 2C) quanto
através deste (Fig. 2D). Isso demonstra a capacidade de regeneragdo da espécie as

condigdes adversas as quais foram submetidas.
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Figura 2. Niveis de pegamento de acordo com a qualidade da conexdo na enxertia in vitro de
P. glomerata. A-D. nivel 0 (ausente); E-H. nivel 1 (fragil); I-L nivel 2 (regular); M-P. nivel 3
(excelente); Q-T. nivel 4 (excelente). As figuras de cada linha representam as variacdes

existentes dentro de cada nivel de pegamento. Barras = 5 mm.

Quando as plantas enxertadas apresentaram conexdo fragil observou-se
formacgao reduzida de calo e, ou, abertura do hipobioto, comprometendo a superficie de
contato entre hipo e epibioto. Também ocorreu dificuldade de cicatrizagdo dos tecidos
na regido do enxerto, retardando o desenvolvimento e tornando as plantas pouco

vigorosas.
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O pegamento regular (Figs. 2I-L) ficou caracterizado pelo desalinhamento
lateral de uma das partes do epibioto, pela abertura do hipobioto e pela taxa de
calejamento média ou intensa. A formag¢do do calo favoreceu o rapido desenvolvimento
das plantas sem comprometer o seu vigor.

O alinhamento perfeito entre o hipo e epibioto caracterizou o excelente
pegamento. A taxa de calejamento diferiu os niveis 3 (Figs. 2M-P) e 4 (Figs. 2Q-T),
porém, em ambos, a conexdo ocorreu de forma satisfatoria e evidente, favorecendo o
rapido desenvolvimento das plantas.

Apdés uma semana, as plantas enxertadas apresentaram sinais evidentes de
crescimento como emissao de novas gemas e desenvolvimento de primordios foliares.
A adesdo entre hipo e epibioto foi constatada pela presenca de calo na regido da
conexdo, caracterizando a unido fisica do enxerto, sendo dificil de separar os dois
componentes quando o nivel de pegamento foi regular ou excelente.

Aos 30 dias de cultivo in vitro as plantas enxertadas apresentaram-se bem
desenvolvidas (Fig. 1). Porém, as testemunhas apresentaram melhores resultados para as

caracteristicas numero de raizes e de nos, e altura da planta (Quadro 3).

Quadro 3. Caracteristicas avaliadas nas plantas de dois acessos de P. glomerata submetidas a

técnica de enxertia in vitro, apés 30 dias de cultivo

Caracteristicas avaliadas in vitro

Epibioto Hipobioto Altura

N° raizes (cm) N°nés  N°ramos MS (mg)
2202-15 4,72 a 14,48 a 493 a 1,60 a 178,29
Testemunhas

2209-09 4,03 b 14,72 a 4,67 ab 1,30 b 152,32

2202-15 1,76 ¢ 11,43 b 3,57 c 1,79 a 139,65
2202-15

2209-09 1,37d 7,57 ¢ 3,13¢ 1,60 a 158,49

2202-15 1,57 cd 8,82 ¢ 3,93 be 1,60 a 140,24
2209-09

2209-09 1,37d 6,47 c 3,18¢ 1,63 a 172,47

As médias seguidas de uma mesma letra na coluna, ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey a

5% de significancia. MS = massa seca.

Quanto ao numero de ramifica¢des, apenas a testemunha 2209-09 apresentou
média inferior as demais plantas dos tratamentos (Quadro 3). No entanto, quando
observados somente os tratamentos do material enxertado verificou-se que nao houve

diferenca significativa para numero de nos e ramificacdo (Quadro 3).
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Quando o acesso 2202-15 constituiu o hipo e epibioto, a média no niimero de
raizes foi maior em relagdo aos tratamentos constituidos pelo acesso 2209-09 como
hipobioto. No entanto, a combina¢do constituida pelo hipobioto 2202-15 e epibioto
2209-09 nao diferiu dos demais tratamentos submetidos a enxertia (Quadro 3).

As testemunhas apresentaram as maiores médias em altura seguidas pelas
plantas enxertadas da combinagdo 2202-15, como hipo e epibioto (Quadro 3). A mesma
tendéncia foi observada para o nimero de raizes (Quadro 3). No entanto, a presenca de
raizes foi significativa em todos os tratamentos o que possibilitou a transferéncia das
plantas para a condi¢do ex vitro, 30 dias apds a realizacdo da enxertia in vitro. Da
mesma forma, a producdo de massa seca in Vvitro ndo diferiu estatisticamente entre os

tratamentos (Quadro 3).
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Discussao

As diferentes combinagdes de enxertia estabelecidas com dois acessos de P.
glomerata nao apresentaram sintomas de incompatibilidade na fase inicial de
estabelecimento in vitro, observando-se vigoroso crescimento das plantas. As
populagdes de P. glomerata apresentam diversidade genética (Figueiredo et al., 2004),
estabelecida por andlises de caracteres morfologicos, moleculares e quimicos (Kamada,
2006). Essa variabilidade genética existente entre as popula¢des pode influenciar no
grau de rejeicdo das combinagdes realizadas. No entanto, neste trabalho ficou
caracterizada a viabilidade da enxertia in Vitro entre os acessos utilizados, ndo sendo
observados sintomas morfoldgicos de incompatibilidade.

A enxertia in vitro ¢ utilizada para estudar precocemente plantas com problemas
de incompatibilidade, podendo ser detectada em questdo de meses, enquanto que, em
campo, seus sintomas podem levar anos para se manifestarem (Navarro, 1988). A
incompatibilidade tem sido estabelecida em duas categorias, sendo caracterizada por
alteragdes fisiologicas, baseada nos padrdes de translocagdo, e alteracdes anatdmicas,
evidenciada pela quebra na regido de unido resultante da fragil conexdo estabelecida
(Errea et al., 1994). A deteccdo precoce de possiveis sintomas de rejeicdo, entre os
acessos de P. glomerata selecionados, foi eficientemente caracterizada em fungdo da
rapidez no desenvolvimento obtido nas plantas sob condigdes in vitro.

Diante do fato de que as interagdes reciprocas entre epi e hipobiotos influenciam
os padrdes de crescimento ¢ desenvolvimento, a adequacdo da técnica de enxertia in
Vitro para a espécie permitira futuros estudos envolvendo a melhor caracterizagao do
envolvimento da parte aérea sobre a dindmica da formagdo de raizes tuberiformes e o
acimulo de massa seca e de metabolitos secundarios nas raizes.

O interesse medicinal na espécie estd concentrado principalmente em suas
raizes, sendo suas propriedades confirmadas com o isolamento de compostos bioativos
neste orgdo. A preferéncia na utilizagdo das raizes estd baseada na proporcdo de
biomassa produzida, sendo superior em relacdo aos demais Orgdos da planta, assim
como, na extracao e isolamento do principio ativo que ¢ facilitada, pois nao tém
interferéncia de outros constituintes, como por exemplo, os pigmentos cloroplastidicos
presentes na parte aérea. No entanto, a variabilidade genética existente entre as
populagdes de P. glomerata pode ser expressa nas plantas com diferentes contetdos de
constituintes bioativos, responsaveis pelos efeitos terapéuticos, ou na producdo de

biomassa de suas raizes (Figueiredo et al., 2004; Kamada, 2006).
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Em alguns casos, os hipobiotos afetam diretamente o vigor da variedade da copa
enxertada, estando relacionados diretamente ao genotipo e suas relagdes, induzindo
diferengas marcantes na producao (Schafer et al., 2001). Assim, a aplicagdo da enxertia
in vitro em P. glomerata pode também ser uma alternativa para a otimizagdo da
produgdo do principio ativo, utilizando genotipos divergentes. A combinagdo ideal entre
um bom produtor de sistema radicular € um bom produtor do principio ativo possibilita
analisar possiveis interagdes fisioldgicas, abrindo, portanto, possibilidades para estudos
relacionados a produg¢do do principio ativo, bem como para a sele¢do de plantas
resistentes a pragas e doencas.

Como enxertias incompativeis ocorrem frequentemente em arvores frutiferas,
usualmente formadas pela combinacdo de dois individuos: o hipobioto que provém o
sistema radicular e o epibioto que produz o cultivo comercial (Errea et al., 2001), e sdo
analisadas precocemente utilizando a enxertia in vitro, buscou-se obter respostas rapidas
do comportamento dos acessos de P. glomerata submetidos a essa técnica. A
incompatibilidade fisiologica ¢ associada aos sintomas de envelhecimento foliar e
alteracdes no sistema radicular (Errea, 1998), ndo desenvolvimento do epibioto, necrose
na regido do enxerto, morte da enxertia. Nas combinagdes de P. glomerata nao foram
verificados tais sintomas, garantindo assim, o sucesso na utilizagdo da enxertia in vitro.
Esses dados possibilitam a realizagdo de outras combinag¢des com diferentes acessos,
bem como, a aplicagdo dessa metodologia para testar combinagdes com diferentes
espécies, objetivando a produg¢do do principio ativo de interesse.

Os niveis de pegamento obtidos em P. glomerata foram satisfatorios, ficando
acima de 80%. Errea et al. (2001), analisando diferentes combinacdes de genodtipos,
verificaram, na segunda semana da enxertia, que 60% das combinagdes compativeis a
unido foi muito forte, refletindo afinidade entre os genotipos envolvidos. Ao contrario,
todas as combinag¢des incompativeis foram facilmente separadas. Plantas enxertadas
emitiram novas gemas axilares que se desenvolveram normalmente apds 3-4 semanas
da realizagdo da enxertia in vitro, apresentando desenvolvimento superior quando
utilizado hipocétilo sem radicula (Jin et al., 2006).

O tamanho do epibioto e a idade do hipobioto sdo fatores determinantes para o
desenvolvimento da planta enxertada. Em P. glomerata, as plantas matrizes utilizadas
foram propagadas por trinta dias, periodo ideal para o hipobioto apresentar
diferenciagdo dos tecidos de sustentagdo suficiente para suportar o epibioto e ndo
comprometer o processo de reconexdo. Em Santalum album os melhores resultados

foram observados quando utilizado como hipobioto plantulas com 45 dias (Sanjaya et
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al.,, 2006), enquanto que em Vitis vinifera (Pathirana & McKenzie, 2005) ¢ em
Gossypium hirsutum (Jin et al., 2006) esses resultados foram obtidos com plantulas
entre 5-12 dias, respectivamente. Portanto, o sucesso da enxertia ¢ dependente do
estadio de desenvolvimento fisiologico e estrutural de cada espécie.

Torna-se essencial a adequada unido entre o hipo e epibioto para o sucesso na
combinag¢ao (Errea et al., 2001; Wu et al., 2007). Em P. glomerata a unido entre hipo ¢
epibioto foi bem caracterizada nas combinacdes realizadas, com o inicio da cicatriza¢do
de algumas plantas ao final de trinta dias. Murashige et al. (1972), estudando a enxertia
in vitro em Citrus, destacaram que embora o método de inser¢do tenha sido importante,
pois a maior exposicao da superficie cambial do hipobioto foi o melhor lugar para
inserir o epibioto, o local da incisdo foi decisivo para estabelecer melhor contato entre
as partes.

Navarro et al. (1975), analisando a regido de contato entre epibioto e hipobioto o
qual envolveu diversos tecidos do hipobioto, obtiveram maior sucesso na enxertia
quando o epibioto foi colocado sobre o cilindro vascular da superficie decapitada do
epicotilo. Freqiliéncias aceitdveis na enxertia também foram obtidas quando colocados
sobre o cortex ou sobre a medula. Em P. glomerata o corte em duplo bisel na base do
epibioto proporcionou intimo contato dos tecidos vasculares, contribuindo para seu
rapido desenvolvimento.

A conexdo dos tecidos no ponto da enxertia resulta em maior sobrevivéncia dos
enxertos, sendo que o periodo critico para garantir a viabilidade dos microenxertos ¢ o
momento da realizagdo da enxertia in vitro (Nunes et al., 2005). Para conseguir
satisfatorios indices de pegamento sdo requeridos materiais especializados e, sobretudo,
treinamento do operador (Paiva & Carvalho, 1993). O epibioto se torna dependente do
hipobioto, pois o contato celular precisa ser estabelecido para capacitar a formagao do
sistema de transporte simplastico ou apoplastico entre as partes envolvidas (Richardson
et al., 1996). A qualidade da resposta histologica ¢ influenciada diretamente pela
selecdo do material vegetal e pela precisdo com que a técnica ¢ conduzida. Os cortes
bem orientados no hipo e epibioto e a perfeita unido entre eles, proporcionam uma
regido de contato maior e, consequentemente, melhores respostas no processo de
cicatrizagdo em P. glomerata.

Sintomas visiveis de falha na enxertia ou atraso na unido das partes enxertadas
sdo geralmente expressos pelo epibioto, provavelmente, devido ao insuficiente contato
celular entre hipo e epibioto para o transporte de agua e nutrientes e inadequadas

reservas no epibioto para suportar a proliferacdo celular na superficie do corte
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(Richardson et al., 1996). Esses sintomas ficaram bem caracterizados em P. glomerata
quando os niveis de pegamento foram 0 (auséncia) e 1 (fragil) (Figs. 2A-D e 2E-H,
respectivamente).

A senescéncia do hipo ou epibioto, observadas no nivel 0 de pegamento,
também pode ter correlagdo entre a baixa eficiéncia técnica da enxertia e a maior
sensibilidade as injurias do acesso 2209-09, uma vez que a senescéncia do epibioto foi
constatada por desalinhamento lateral, em sua maioria, e pela abertura do hipobioto.

A presenca de raizes na base do epibioto pode ser explicada pelo balanco
hormonal e seu fluxo em fafia. Segundo Barlow (2005) a polaridade que acompanha o
gradiente parece ser estavel, e a reorientagcdo pela enxertia revela que o
desenvolvimento dos tecidos derivados seguem a orientagdo original, no entanto, um
corte ou um anelamento pode provocar uma desordem na orientacdo do crescimento
cambial e na diferenciacdo celular, este resultado ¢ atribuido ao redicionamento do
fluxo de auxina.

Assim como ocorreu em P. glomerata, outras espécies também nao necessitam
de suporte na regido de conexao desde que a justaposicao do material seja exata, como
verificado em videira (Pathirana & McKenzie, 2005) e eucalipto (Bandeira et al., 2006).

O desalinhamento do epibioto pode provocar a quebra da enxertia e leva-lo a
morte, como observado em Anacardium occidentale (Ramanayake & Kovoor, 1999) e
Protea cynaroides (Wu et al., 2007). Em P. glomerata, o desalinhamento lateral,
quando acompanhado de um bom calejamento, ndo comprometeu a sobrevivéncia e o
desenvolvimento das plantas (Figs. 2J e 2L).

Em P. glomerata, a formagdo do calo ocorreu de forma satisfatoria, sendo
evidente em todos os tratamentos até o sétimo dia. Sua rapida formagdo na regido de
conexao constitui reposta natural das células e tecidos vegetais para a cicatrizagdo das
regides injuriadas como mecanismo de defesa da planta, visando prevenir a entrada de
patogenos (Barnett & Weatherhead, 1988; Hartmann et al., 1997). A desdiferenciacao
celular, com a formacdo de calo ¢ a primeira resposta da enxertia, sendo um bom
indicador de sucesso, visto que o calo inicialmente ¢ a ligagdo que possibilita o
transporte de agua e posteriormente, a diferenciacdo de suas células, resulta na
reconexao vascular entre hipo e epibioto (Hartmann et al., 1997).

A formagdo de calo em P. glomerata contribuiu significativamente para a
cicatrizagdo na regido do enxerto, facilitando o desenvolvimento das plantas (Figs. 2M-
P). Tal fato foi verificado também em Vitis vinifera, que continuaram crescendo com o

desenvolvimento da planta (Pathirana & McKenzie, 2005).
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As maiores médias obtidas pelas testemunhas de P. glomerata quanto ao niimero
de raizes e de nos, e altura da planta, torna-se uma tendéncia natural, pois as
testemunhas se encontram em condi¢do favordvel, uma vez que ndo precisam
restabelecer nenhuma unido fisica antes de iniciarem seu desenvolvimento. Porém, as
plantas enxertadas apresentaram desenvolvimento semelhante entre as combinagdes.
Diferenca significativa foi observada quanto a altura das plantas enxertadas. Quando o
acesso 2202-15 constituia tanto o hipo quanto o epibioto, essa combinagdo apresentou
maior crescimento em altura comparado aos demais enxertos. Essa caracteristica pode
ser devido a rapidez com que esse material respondeu as injlrias resultantes da técnica.
A diferenga das respostas fisiologicas na fase inicial do estabelecimento da enxertia
provavelmente facilitou o seu crescimento, no entanto, as demais combinagdes nao
ficaram comprometidas.

Os indices de sobrevivéncia obtidos em P. glomerata estdo dentro dos padrdes
considerados de sucesso para a técnica utilizada em outras espécies como videira
(Pathirana & McKenzie, 2005), macieiras (Nunes et al., 2005) e algodoeiro (Jin et al.,
2006).

A utilizagdo de segmentos internodais em P. glomerata pode ter facilitado o
processo de crescimento das plantas, uma vez que, ndo houve competi¢cdo entre epibioto
com o hipobioto na emissao de ramificagdes. Resultados semelhantes foram obtidos em
Anacardium occidentale, utilizando hipocétilo como hipobioto, onde obtiveram melhor
contato cambial, indicada pela formacdo do calo e pela auséncia de gemas axilares
(Thimmappaiah et al., 2002).

A enxertia in vitro é uma técnica que requer destreza e especial habilidade
(Navarro et al., 1975; Bandeira et al., 2006). Seu sucesso incide na precisdo com que €
realizada, bem como, as condig¢des fisiologicas, manutencdo e selecdo do material a ser
utilizado (Navarro et al., 1975; Navarro, 1988). Dessa forma, os resultados ressaltam a
eficiéncia da aplicagdo da enxertia in vitro para estabelecer diferentes combinagdes de

acessos de P. glomerata agregando valor comercial a esta importante espécie medicinal.
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Capitulo 3

Desenvolvimento ex vitro de fafia [Pfaffia glomerata (Spreng.)

Pedersen] propagadas pela enxertia in vitro

Introducao

Utilizada ha séculos pelos indios brasileiros na cura e prevencdo de doencas, a
fafia ou “ginseng brasileiro” (Pfaffia glomerata (Spreng.) Pedersen — Amaranthaceac)
sO teve suas propriedades medicinais comprovadas cientificamente depois de levada ao
Japdo e submetida a analise pelo laboratério “Rhoto Pharmaceutical Co Ltda” (Ming &
Corréa Jr., 2004; Corréa Jr. et al., 2006a, 2006b).

Com a validagdo cientifica das propriedades terapéuticas, o extrativismo foi
intensificado, colocando-a em risco de extin¢do, e, consequentemente, comprometendo
o fornecimento de matéria-prima (Corréa Jr., 2003).

O uso de Pfaffia continua despertando atengdo dos japoneses, que importam
quantidades crescentes de raizes, porém, a Unido Européia e os Estados Unidos da
América, recentemente demonstraram interesse na sua importacdo, € estima-se um
crescimento anual de 10% no consumo de P. glomerata (Corréa Jr. & Ming, 2004).

Atualmente, o Brasil ¢ o maior produtor e exportador de Pfaffia. Entretanto,
como existem varios fatores fitossanitarios limitantes que podem prejudicar o cultivo do
ginseng brasileiro (Carneiro et al., 2007), ha a necessidade de se buscar alternativas para
a producdo de matéria-prima homogénea e de qualidade (Flores et al., 2006). Sua
domesticacdo aumenta as possibilidades de obten¢do de plantas mais homogéneas e
produtivas, podendo ser facilitada pela utilizagdo da técnica de enxertia in vitro como
método de propagagao.

A enxertia une dois materiais vegetais geneticamente distintos, porém
compativeis, que passam a compartilhar uma série de fatores essenciais a sobrevivéncia
de ambos, determinando assim o seu sucesso (Zaccaro et al., 2006). O hipobioto, obtido
por meio de propagulos vegetativos, proporciona uniformidade e manuteng¢do das
caracteristicas desejaveis (Jonard, 1986), merecendo destaque a resisténcia a certas
doencas (Hartmann et al., 1997), tolerancia a estresses abitticos, além da influéncia que

exercem sobre o crescimento e o desenvolvimento dos epibiotos (Bandeira, 2006). Em
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alguns casos, os hipobiotos afetam diretamente o vigor da variedade da copa enxertada,
estando relacionados diretamente ao genotipo e suas relagdes, induzindo diferencas
marcantes no tamanho da copa e de sua producdo (Schafer et al., 2001). Dessa forma, a
enxertia in vitro pode também ser uma alternativa para a otimizagdo da producdo do
principio ativo de plantas medicinais que possuem genoétipos divergentes na producao,
bem como, na sele¢ao de plantas resistentes a pragas e doengas.

O procedimento padrao da enxertia in vitro ¢ usado em muitos laboratorios e
consiste em preparar o hipobioto e o epibioto, realizar a enxertia, cultivar in vitro as
plantas propagadas e transferir para o solo (Navarro et al., 1975; Navarro, 1988). A
aclimatizac¢do ¢ um aspecto de grande importancia para o completo sucesso no uso desta
técnica (Paiva & Carvalho, 1993).

A fase de transferéncia das plantas estabelecidas in vitro, visando a rustificagio e
aclimatizacdo em condigdes €X Vitro, constitui importante etapa na formag¢ao de mudas
de qualidade, uma vez que este material passa de uma condi¢ao heterotrofica para a
autotrofica, sofrendo estresses fisiologicos (Bandeira et al., 2007).

As plantas cultivadas in vitro crescem em condigdes especificas, em sua maioria
ndo encontram condi¢des de luz e concentragdo de CO, adequadas e, as vezes, nao
apresentam teores de clorofila suficientes para realizar fotossintese que sustente o
crescimento (Hughes, 1981; Lee et al.,, 1985; Vina et al.,, 1999; Vina, 2001).
Comumente, crescem sob elevadas concentracdes de fontes de carbono no meio de
cultura, baixas irradiancias, com limitada concentracdo de CO, na fase gasosa (Vifia et
al., 1999) e com alta umidade relativa (Galzy & Compan, 1992). A agdo em conjunto
desses fatores resulta em baixo desempenho fotossintético, que pode influenciar o
crescimento e a morfogénese in vitro (Hughes, 1981), bem como, sua sobrevivéncia a
aclimatizacdo (Lee et al., 1985).

Considerando a importancia do cultivo in vitro de espécies ameagadas, tanto
para propagacdo em larga escala, bem como, para estudos fisiologicos, vias
biossintéticas, melhoramento genético, dentre outros, a cultura de tecidos torna-se uma
importante ferramenta para obten¢do de respostas rapidas e determinagdo de técnicas
como propagagao vegetativa viaveis.

O cultivo de plantas medicinais envolve a possibilidade de domesticacdo e
implica no dominio tecnologico de todas as etapas de desenvolvimento da espécie.
Assim, a estratégia de obten¢do de biomassa requer um conhecimento da forma de

propagacao, adaptacdo ao ambiente de cultivo, forma de crescimento e senescéncia, etc
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(Reis & Mariot, 2002), tornando-se essencial o estabelecimento das plantas enxertadas

na condigao ex Vitro e o acompanhamento de suas fases de desenvolvimento no campo.

Nesse contexto, este trabalho objetivou avaliar a sobrevivéncia e o crescimento
das plantas de P. glomerata, obtidas pela enxertia in vitro por meio da combinacdo de
acessos distintos na produ¢do de massa seca da raiz e teor do principio ativo, durante a

fase de aclimatizacao e no decorrer do seu ciclo de desenvolvimento.
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Material e Métodos

Foram utilizadas plantas enxertadas in vitro de dois acessos de P. glomerata da
colecdo de germoplasma de plantas medicinais do Centro Nacional de Recursos
Genéticos e Biotecnologia (Embrapa/Cenargen) identificadas sob n°. 2202-15 ¢ 2209-
09, coletadas em duas populagdes na bacia do rio Parana.

Os seis tratamentos consistiram em: acesso 2202-15 sem enxerto (testemunha — ac
22); acesso 2209-09 sem enxerto (testemunha — ac 43); 2202-15 como hipobioto e
2209-09 como epibioto (cv 22); 2209-09 como hipobioto e 2202-15 como epibioto (cv
43); 2202-15 como hipobioto e epibioto (ct 22); e, 2209-09 como hipobioto e epibioto
(ct 43).

Individuos propagados vegetativamente In Vitro via segmento nodal foram
utilizados para obtengio das plantas enxertadas. Apices caulinares com
aproximadamente 1 cm de comprimento e contendo um ou dois pares de folhas foram
utilizados como epibioto, e, segmentos internodais alongados da por¢ado basal da planta
com aproximadamente 1,5 cm de comprimento foram utilizados como hipobioto.

Foi incisada a por¢do proximal na forma de duplo bisel no epibioto, e, no
hipobioto procedeu-se retirada das por¢des proximal e distal do segmento internodal,
realizando a abertura da fenda na regido distal, para receber o enxerto. Procedeu-se a
realizagdo da enxertia in vitro conforme metodologia de Bandeira (2006).

As plantas enxertadas foram transferidas para tubos de ensaio, e cultivadas por 30
dias em meio de cultura contendo os sais e vitaminas MS (Murashige & Skoog, 1962),
acrescido de 30 g L™ de sacarose, 8 g L™ de agar (Merck), mantidos em sala de
crescimento, a temperatura de 25 + 2 °C, sob fotoperiodo de 16 horas com irradiancia de

50 pmol m?s™.

Aclimatizacao

As plantas com 30 dias foram transferidas para recipientes (copo plastico - 300
mL) contendo substrato (Plantmax®), tutoradas e os recipientes foram envolvidos com
sacos plasticos, que foram sendo removidos gradualmente até a retirada total. Esta etapa
foi realizada em condigdes de laboratorio por 30 dias. Apos esse periodo, as plantas
aclimatizadas foram transferidas para casa de vegetagdo, e posteriormente
transplantadas para condi¢do de campo em vasos plasticos com capacidade para 18 L,

contendo mistura de solo, areia e substrato (Plantmax®) (2:2:1). Durante o periodo de

64



campo, as plantas foram adubadas duas vezes com o fertilizante (Ouro Verde® 1 g L)
no primeiro € no quinto més apos o transplantio. As plantas foram mantidas durante oito
meses nessa condicdo até finalizar o ciclo da cultura. Em todas as etapas de
transferéncia, observou-se a regido do enxerto, ficando esta sempre acima do nivel do

substrato e sendo retirado todos os ramos ladrdes.

Avaliacdo de parametros fisiologicos

As plantas com 30 (condigdo in vitro), 60 (aclimatizagdo em laboratorio), 120
(casa de vegetacao) e 240 (condicao de campo) dias apos o enxerto foram submetidas a
determinagdo dos teores de pigmentos foliares, trocas gasosas e fluorescéncia da

clorofila a.

Pigmentos cloroplastidicos

A concentragdo de clorofilas a e b, e carotendides foram determinadas
utilizando-se 6 discos foliares com 5 mm de didmetro, retirados da 3* folha totalmente
expandida, e incubados em 5 mL de DMSO (saturado com CaCQOs;), a temperatura
ambiente por 48 horas. A absorbancia das amostras foi obtida em espectrofotometro
(Hitachi U-2000 Spectrophotometer, Tokio, Japdo). Os comprimentos de onda e as
equagdes para o calculo das concentracdes de clorofila a, b e carotendides foram

baseados na metodologia de Wellburn (1994).

Determinacio das trocas gasosas

Avalia¢oes em condicdes ex Vitro

A avaliacdo dos parametros de trocas gasosas nas plantas nas condigdes de
laboratdrio, casa de vegetacdo e campo foi realizada em folhas completamente
expandidas com auxilio de um analisador de gas no infravermelho (LI-6400, Li-Cor
Inc., Lincoln, Nebraska, EUA). Os parametros avaliados foram: taxa de fotossintese
(A), condutancia estomatica (gs), transpiracdo (E) e calculadas a razao Ci/Ca
(concentracdo interna/atmosférica de CO,). As medi¢des nas plantas foram feitas

entre 8:00 e 10:00 h, nas condigdes descritas no quadro 1.

65



Avaliac¢oes da taxa fotossintética in vitro

A taxa fotossintética nas plantas de P. glomerata cultivadas in vitro foi avaliada
em sistema fechado onde o tubo de cultivo foi acoplado a um analisador de gases no
infravermelho modelo S152 (Qubit Systems, Kingston, ON Canadd). O ar de referéncia,
com concentra¢io conhecida de CO, (385 umol mol™), foi bombeado para o tubo de
cultivo sob taxa constante de fluxo de 0,5 L min™'. Previamente e durante as analises, a
planta foi submetida a irradiancia de 300 pmol m™ s™' (Quadro 1). Apos passar pelo
tubo contendo a planta, o ar de saida ou ar de andlise passou pelo IRGA, onde foi
medida a concentracdo de CO,. A diferenga entre a concentragdo de CO, do ar de

referéncia e do ar de andlise (ACQO,) foi utilizada para o calculo da taxa fotossintética.

Determinacio da fluorescéncia da clorofila a

Silmultaneamente as trocas gasosas foram avaliados os pardmetros de
fluorescéncia da clorofila a, sendo utilizado o fluordmetro modulado MINI-PAM
(Heinz Walz, Effeltrich, GmbH, Alemanha), que determinou a eficiéncia quantica
maxima do PSII (Fv/Fm), em folhas adaptadas ao escuro por 30 minutos e, em seguida,
o rendimento quantico efetivo do fotossistema II (AF/Fm’), e coeficientes de extingdo
fotoquimica (qP), e ndo-fotoquimica (qQN ¢ NPQ) ¢ a e taxa de transporte de elétrons

(ETR), sob as condi¢des descritas no quadro 1.

Quadro 1. Condigdes do ambiente no momento das analises dos parametros fisioldgicos em

Pfaffia glomerata, nas diferentes condi¢bes de cultivo a que foram submetidas

Condicoes de Cultivo
Condicoes Ambientais

Invitro  Laboratério C. Vegetagio Campo

Temperatura Ambiente (°C) 24,01 28,07 29,71 22,86
Umidade Relativa (%) 84,58 52,43 41,57 53,37
Déficit de Pressdo de Vapor 3 19¢ 1.649 2049 1.016
(mmol mol™) ’ ’ ’ ’

Irradiancia (umol m™ s™) 300 200 1.000 1.000

continua utilizada

Analises de campo

O material de campo foi avaliado considerando a presenca de insetos,

predadores e visitantes, assim como presenga de fitopatogenos, deficiéncia nutricional e

66



observac¢ao do desenvolvimento da parte aérea das plantas em fungdo dos tratamentos

aplicados.

Caracteristicas agronomicas

Na avalia¢do final do experimento foram determinadas a producgdo floral e
produgdo de raizes tuberosas, cujo valor médio expresso em kg planta™, obtido pela
pesagem das inflorescéncias e raizes das plantas, presentes em todas as unidades

experimentais.

Determinacio do indice de galhas

As plantas foram removidas dos vasos e suas raizes lavadas em 4gua corrente
para atribuicdo de classes de infec¢do, sendo avaliado todo o sistema radicular da planta
de acordo com o numero de galhas presentes em cada raiz, em uma escala de 0 a 10,
onde 0 = auséncia de galhas, 1 = 1-10% de galhas, 2 = 11-20% de galhas, até¢ 10 = 91-
100% de galhas nas raizes (Adaptado de Barker et al., 1986).

Delineamento Experimental

O experimento foi realizado em delineamento inteiramente casualizado, com 10
repeti¢cdes por tratamento, sendo cada unidade amostral constituida por um vaso com
uma planta.

A producdo de inflorescéncias e raizes em campo foi submetida a analise de
variancia, sendo aplicado o teste de Tukey para comparagao das médias dos
tratamentos.

Os valores dos indices de pegamento e mortalidade foram expressos em
percentagem. Os dados referentes a andlises de campo, foram submetidos ao teste de
qui-quadrado e os dados relativos a presenca de Diabrotica speciosa (vaquinha) e
inflorescéncia foram submetidos a andlise de regressdo, ajustando-se a equagdo em
funcdo do periodo de avaliagdo. Todas as andlises foram realizadas a 5% de
significancia, utilizando o programa estatistico GENES (Cruz, 2006). O experimento foi
repetido por duas vezes, sendo que o primeiro experimento foi realizado ao longo de um

ano, enquanto que o segundo experimento durou oito meses.
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Resultados

Aclimatizacio

Durante o estabelecimento dos enxertos in vitro, as plantas de P. glomerata
responderam de forma satisfatoria a enxertia in vitro. O percentual de pegamento aos 30
dias de cultivo variou de 82,5 a 97,5% entre os tratamentos, confirmando a eficiéncia da
técnica utilizada. Essa resposta inicial refletiu no sucesso da aclimatizacdo das plantas.

A mortalidade observada na fase de cultivo in vitro foi resultante da qualidade
do pegamento. Aos 30 dias de cultivo, as plantas enxertadas que possuiam fragil
pegamento ou auséncia deste apresentaram mortalidade. Esta foi decorrente do
insucesso na conexdo durante a fase de estabelecimento in vitro. No entanto, pode-se
considerar que a técnica foi bem sucedida na fase inicial de cultivo in vitro, pois
apresentou boa unido dos enxertos na maioria das plantas, resultando em robusto
crescimento.

A qualidade dos enxertos estabelecidos in vitro foi fundamental na obtengdo de
plantas vigorosas ex Vvitro, pois a fase de aclimatizagdio ndao comprometeu seu
estabelecimento, nao sendo registrada mortalidade durante a etapa de aclimatizacao. As
plantas cresceram de forma robusta na condi¢do ex vitro (Fig. 1) independente da
combinacao de enxertia realizada.

Apods a transferéncia das plantas da condi¢do in vitro para a ex vitro, o
desenvolvimento foi evidente sendo observado todo o ciclo de vida. Inicialmente, o que
se destaca nas plantas sdo as folhas (Figs. 1A, 1E e 1H); no periodo reprodutivo, foi
intensa a emissdo de inflorescéncias (Figs. 11-J), ficando escassas as folhas; nas raizes, a
tuberizagao foi evidente (Figs. 1F e 1L).

Na condi¢do de laboratorio (Figs. 1A-D) foi possivel verificar o inicio da
cicatrizagdo na regido do enxerto (Fig. 1D), ficando bem caracterizada em casa de
vegetacdo (Figs. 1E-G). Na transferéncia para o campo, a regido do enxerto se

demonstrou pouco perceptivel (Fig. 1K).

Parametros fisiologicos

Na determinagdo dos pigmentos cloroplastidicos clorofila a, b e carotendides
ndo houve diferenca estatistica significativa entre os tratamentos quando submetidos a

mesma condi¢ao de cultivo (in vitro, aclimatizagdo em laboratorio, casa de vegetacdo e
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campo), observando a mesma tendéncia em todos os tratamentos (Fig. 2).

Figura 1. Etapas de aclimatiza¢do de P. glomerata enxertadas in vitro. A-D. Aclimatiza¢do em
laboratorio; B-D. detalhe da regido de conexdo e sua gradativa cicatriza¢do; E-G. planta em
casa de vegetacdo com 100 dias; F. detalhe da raiz; G. detalhe da regido de conexdo ja
cicatrizada; H. transferéncia para a condicdo de campo com 120 dias; 1. plantas no pico da
floracdo; J-L. plantas com 360 dias; K. detalhe da regido de conexdo; L. sistema radicular. As

setas indicam a regido de unido dos enxertos.
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As condigdes de cultivo influenciaram na concentragdo de pigmentos foliares.
As menores concentragdes foram observadas na condigdo in vitro, enquanto que as
maiores concentragdes foram observadas em casa de vegetacao (Fig. 2).

As plantas do acesso 2202-15 quando propagadas in Vvitro apresentaram
coloragdo verde escura na face adaxial da folha e levemente violacea na face abaxial,
enquanto que o acesso 2209-09 apresentou, em ambas as faces, coloragdo verde claro.
No entanto, quando submetida a enxertia, as plantas cuja parte aérea foi constituida pelo
acesso 2209-09 se apresentaram mais amareladas, porém esta diferenca ndo foi
significativa para ser detectada na analise dos pigmentos. Cabe ressaltar que o referido
acesso ¢ mais sensivel ao estresse hidrico, tanto em condigdo in vitro quanto em
condi¢des de campo, podendo esta clorose ser uma resposta fisioldgica resultante da

injuria a que foi submetido.
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Figura 2. Pigmentos cloroplastidicos. Teor de clorofila a (A), b (B), carotenodides (C) e razdo
Clorofila a/b (D) em P. glomerata submetidas a enxertia in vitro. Os dias correspondem as
diferentes fases de aclimatizag@o da planta: 30 dias (condi¢do de cultivo in vitro), 60 dias (fase
em laboratdrio); 120 dias (plantas mantidas em casa de vegetagdo); e, 240 dias (plantas em
condicdo de campo). Legenda: Ac 22 = testemunha 2202-15; Ac 43 = testemunha 2209-09; Ct
22 = 2202-15 como hipo e epibioto; Ct 43 = 2209-09 como hipo e epibioto; Cv 22 = 2202-15
como hipo e 2209-09 como epibioto; Cv 43 = 2209-09 como hipo e 2202-15 como epibioto.

Analisando os parametros de trocas gasosas entre os tratamentos em diferentes
condicdes de cultivo, observou-se diferenca apenas para as variaveis fotossintese e
condutancia estomatica quando as plantas foram cultivadas em casa de vegetagcdo. A

taxa fotossintética do acesso 2209-09 quando enxertado sobre ele mesmo foi superior a
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testemunha do acesso 2202-15 e a enxertia do acesso 2202-15 sobre 2209-09. Respostas
semelhantes foram obtidas para condutancia estomatica, a exce¢ao da testemunha 2202-
15, que nao diferiu dos demais tratamentos (Quadro 2).

A taxa fotossintética das plantas cultivadas in vitro ndo apresentou diferenca
estatistica significativa entre os tratamentos (Fig. 3A). Observou-se aumento acentuado
na taxa fotossintética da fase de aclimatizacdo em laboratorio para o cultivo das plantas
em casa de vegetacdo. No entanto, quando as plantas foram cultivadas no campo, a taxa
fotossintética ndo apresentou incremento significativo (Fig. 3B). Essa tendéncia foi
também observada para condutincia estomatica (Fig. 3C), enquanto que a taxa de
transpiracdo em campo tendeu a diminuir (Fig. 3D).

A concentracdo interna de CO, (Ci - Fig. 3E) e a concentracao
interna/atmosférica (Ci/Ca — Fig. 3F) decresceram quando as plantas foram transferidas
do laboratério para a casa de vegetagdo, e se mantiveram estaveis no campo.

Na determinacdao dos parametros de fluorescéncia da clorofila a avaliando os
tratamentos, na mesma condi¢do de cultivo, foram observadas diferengas apenas para a

eficiéncia quantica maxima do PSII - Fv/Fm (Quadrol).

Quadro 2. Parametros de trocas gasosas e fluorescéncia da clorofila a, avaliados sob diferentes

condigdes de cultivo de Pfaffia glomerata

A gs - Fv/Fm -------------
Epibioto Hipobioto i
Casa vegetagao In vitro Lab. Campo
2202-15 13,13b  0,144ab 0,738ab 0,829a 0,794 a
Testemunhas
2209-09 16,67ab 0,236 ab 0,674b  0,815bc 0,749b
2202-15 2202-15 13,66 ab 0,163 ab 0,707ab 0,829a 0,791 a
2209-09 13,48b 0,135b  0,757a  0,821ab 0,789 ab
2209-00 2202-15 15,98 ab 0,216ab 0,708 ab 0,806 c 0,759 ab
2209-09 17,66a 0,251a 0,744ab 0,814bc 0,759 ab

A = fotossintese; gs = condutancia estomatica; Fv/Fm = eficiéncia quantica maxima do PSII. As
médias seguidas de uma mesma letra na coluna, nao diferem entre si, pelo teste de Tukey a 5%

de significancia.
O rendimento quantico potencial (Fv/Fm) in vitro diferiu em dois tratamentos,

sendo a testemunha 2209-09 apresentou menor rendimento, € a combinagdo 2209-09

como hipobioto e 2202-15 como epibioto apresentou maior rendimento (Quadro 2).
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Na fase de aclimatizagdo no laboratorio os maiores valores de Fv/Fm foram
observados nas plantas cuja parte aérea foi constituida pelo acesso 2202-15, enquanto
que, o tratamento constituido pelo hipobioto 2202-15 e pelo epibioto 2209-09
apresentou um dos menores valores de Fv/Fm (Quadro 2). Em condi¢do de campo a
testemunha 2209-09 diferiu tanto da testemunha 2202-15 quanto da combinagao de hipo
e epibioto do acesso 2202-15 (Quadro 2).
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Figura 3. Trocas gasosas. A - taxa fotossintética na condig@o in vitro, B - taxa fotossintética
(A), C - condutancia estomatica (gs), D - transpiracao (E), E - Ci (concentragdo interna de CO,)
e F - Ci/Ca (concentra¢do interna/atmosférica de CO,), em P. glomerata propagadas via
enxertia in vitro. Os dias correspondem as diferentes fases de aclimatizagdo da planta: 60 dias
fase em laboratorio; 120 dias plantas mantidas em casa de vegetacdo; e, 240 dias plantas em
condi¢do de campo. Legenda: Ac 22 = testemunha 2202-15; Ac 43 = testemunha 2209-09; Ct
22 = 2202-15 como hipo e epibioto; Ct 43 = 2209-09 como hipo e epibioto; Cv 22 = 2202-15
como hipo e 2209-09 como epibioto; Cv 43 = 2209-09 como hipo e 2202-15 como epibioto.

As plantas submetidas a enxertia combinada com dois acessos nao apresentaram
diferencas quanto aos parametros nas diferentes condi¢des de cultivos submetidas, com

exce¢do ao Fv/Fm em fase de laboratério (Quadro 2). No entanto, houve diferencas
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significativas entre as testemunhas na condi¢do ex vitro, demonstrando as diferengas
fisiologicas entre os acessos, que foram minimizadas em fungdo da enxertia (Quadro 2).

As demais varidveis relacionadas a fluorescéncia da clorofila a ndo apresentaram
diferengas estatisticas entre os tratamentos, que podem ser observadas pelo

comportamento padrao estabelecido entre os mesmos (Fig. 4).
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Figura 4. Fluorescéncia da clorofila a. A — fluorescéncia inicial (Fo), B - rendimento quantico
potencial do PSII (Fv/Fm), C - rendimento quantico efetivo do PSII (AF/Fm'), D - coeficiente
de extingdo fotoquimica (qP), E — coeficiente de extingdo ndo fotoquimica (NPQ), e, F - taxa de
transporte de elétrons (ETR), em P. glomerata propagadas via enxertia in vitro. Os dias
correspondem as diferentes fases de aclimatizacdo da planta: 30 dias condigdo de cultivo in
vitro, 60 dias fase em laboratdrio; 120 dias plantas mantidas em casa de vegetagdo; e, 240 dias
plantas em condi¢do de campo. Legenda: Ac 22 = testemunha 2202-15; Ac 43 = testemunha
2209-09; Ct 22 = 2202-15 como hipo e epibioto; Ct 43 = 2209-09 como hipo e epibioto; Cv 22
= 2202-15 como hipo e 2209-09 como epibioto; Cv 43 = 2209-09 como hipo e 2202-15 como

epibioto.

Analisando a evoluc¢do das demais caracteristicas nas diferentes condigoes de

cultivo verificou-se que a fluorescéncia inicial (Fo) se mantém praticamente estavel em
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todas as condigdes, sendo relativamente menor apenas quando cultivadas em casa de
vegetacao (Fig. 4A).

As plantas cultivadas in vitro apresentaram o menor rendimento quantico
potencial (Fv/Fm), no entanto, na etapa de aclimatizacdo houve aumento significativo
nesta relacdo permanecendo praticamente estaveis nas etapas subseqilientes do cultivo
(Fig. 4B).

Em relacdo ao rendimento quantico efetivo do PSII (AF/Fm'), ao coeficiente de
extingdo fotoquimica (qP), e a taxa de transporte de elétrons (ETR), observou-se
aumento significativo da condigdo in vitro para a fase de aclimatizagdo, ocorrendo
decréscimo quando transferidas para casa de vegetagao e, em campo voltou a ascender
(Figs. 4C e 4D).

As plantas, dentre aquelas cultivadas in vitro, quando mantidas em casa de
vegetacdo ¢ no campo apresentaram coeficinete de extingdo nao-fotoquimica (NPQ)
semelhantes, ficando evidente a alteragao somente durante o processo de aclimatizagcdo

(Fig. 4E).

Analises de campo

A presenca de Aacaros, antracnose, cercosporiose, pulgdes pretos, moscas,
aranhas, besouros, joaninhas, percevejos, louva-a-Deus, mariposas e passaros foi
caracteristica observada em todos os tratamentos de forma homogénea no campo (Fig.
5). As analises das variaveis relativas aos fitopatdogenos, predadores e polinizadores nao
apresentaram diferencas estatisticas entre os tratamentos.

Comparando-se par a par a variavel apice devorado e caule perfurado, observou-
se que houve diferenca significativa entre os tratamentos a 1% de probabilidade,
(Quadro 3). Essas caracteristicas foram observadas quando o acesso 2202-15 constituia
a parte aérea da planta, sendo esta relagdo inversa quando observada a presenca de
vespas. Esse acesso apresentou maior susceptibilidade ao ataque de insetos, ndo sendo
atrativo aos seus predadores.

No experimento de oito meses, a senescéncia das inflorescéncias foi observada
com maior freqiiéncia quando o acesso 2209-09 constituia a parte aérea da planta. No
entanto, para o experimento de doze meses essa diferenca ndo foi significativa entre os
tratamentos, indicando que a varia¢do sazonal pode influenciar na fenologia dos acessos
de forma diferenciada.

O inicio da floragdo foi influenciado diretamente pela enxertia. As plantas cujo

74



tratamento foi constituido pela enxertia do acesso 2209-09 sobre 2202-15 foram as
primeiras a alcancarem o estadio reprodutivo. No entanto, a testemunha (acesso 2209-

09) foi a Gltima a atingir esta fase.

Figura 5. Aspectos ecologicos de P. glomerata em condi¢es de campo. A. folhas, B e C. caule
danificados; D. apice devorado; E. Polyphaga (joaninha); F ¢ G. aranha na inflorescéncia ¢ no
caule; H e 1. moscas visitando a inflorescéncia e a folha; J, K ¢ L. Diabrotica speciosa
predando a folha; L. pulgdo preto nas folhas; M. abelha-cachorro na folha; N. Orthoptera

(louva-a-Deus) devorando o caule.
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Quadro 3. Analise de campo das plantas de P. glomerata enxertadas in vitro, apos a etapa de

aclimatizagao
Tratamentos 2

Ac22 Ac43 Ct22 Ct43 Cv22 Cv43 X
Apice devorado 44.4939
Presenca 7 0 8 0 0 8
Auséncia 1 8 0 8 8 0
Caule perfurado 48.0000°
Presenca 8 0 8 0 0 8
Auséncia 0 8 0 8 8 0
Hymenoptera (vespas) 5.3333™
Presenca 1 3 0 3 3 2
Auséncia 7 5 8 5 5 6
Morte de inflorescéncia (8 meses) 14.1176"
Presenca 5 7 2 8 7 5
Auséncia 3 1 6 0 1 3
Morte de inflorescéncia (12 meses) 7.6658™
Presenca 3 5 1 2 1 1
Auséncia 5 3 7 6 7

* Significativo e ns = ndo significativo a 5% de probabilidade. Legenda: Ac 22 = testemunha
2202-15; Ac 43 = testemunha 2209-09; Ct 22 = 2202-15 como hipo e epibioto; Ct 43 = 2209-
09 como hipo e epibioto; Cv 22 = 2202-15 como hipo e 2209-09 como epibioto; Cv 43 = 2209-
09 como hipo e 2202-15 como epibioto.

A producdo de inflorescéncia nas plantas cuja parte aérea foi constituida pelo
acesso 2209-09 aumentou num menor espago de tempo, enquanto que as plantas
constituidas pelo acesso 2202-15 aumentaram gradativamente e apresentaram declinio
no periodo da coleta (Fig. 6). Esta diferenca pode estar diretamente associada ao ataque
de insetos que ocorreu no acesso 2202-15. O ataque foi destrutivo e localizado,
principalmente, nas por¢des terminais da planta, as quais, no periodo reprodutivo, sao
constituidas pelas inflorescéncias. Entretanto, os tratamentos ndo diferiram
estatisticamente quanto ao nimero de inflorescéncia.

A cercosporiose e antracnose foram observadas somente no terco inferior das
plantas, independente do tratamento. Os predadores e polinizadores estavam associados
as inflorescéncias, sendo observada maiores freqiiéncias apds o inicio da antese. As
moscas sdo provaveis polinizadores, pelo odor fétido emanado pelas inflorescéncias no
periodo reprodutivo das plantas.

Foram observadas diferencas estatisticas entre os tratamentos para as variaveis:
namero de folhas danificadas por vaquinha (Diabrotica speciosa), producdo de

inflorescéncia por planta e producdo de raizes por planta (Quadro 4).
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O numero de folhas atacadas por vaquinha apresentou diferenga significativa
entre os tratamentos (Quadro 4), mas ndao houve significancia para o nimero de folhas

atacadas em fun¢do do tempo de aclimatizagdo das plantas e seu crescimento em campo.

+Ac 22 oAc 43
jang . ¥ 13855 48540312 77— 5005 73426302 77X 2500 ¥ = -3893 65209928 * = + 1787 33210033 = *X
£ +595.34310812 ¥ *X2 - 21 5539039 * #x° — 274 4377006 T2 114 05520423 #+32
1200 4 o 2 _
s R =99.06 sopp]  FE=1000
‘& 1000 -
o
S oo d 1500 A
@
]
e Bl 1000
E 400
+*
a
B o 500 4
= (S
i T . ; ; 0 = = ‘ .
aCt22 oCt43
¥ = 2626013765206 % * - 980003319622 # X 555 ¥ = 5641 81064114 +% = 1654 23361226 75X
- OO0 4173.21904802 7 7 — 44 1877911177 +120 42454501 * 32
E 1400 =t 3000 - R® =90 87
;' 1200 4 25010
= i
5 190 2000 |
§ o001 1500
S 800 A . ]
[ = 4
E ol 1000
-
=200 4 500 4
=
0 g ned® : : : 0 00
aCv22 xCv 43
# 3000 ¥ = 4277 83927495 *¥ - 1274 70958487 *7X St ¥ = 2467 36632126 * * - 769.26106089 * *x
S 1 +94.48510034 * 52 1 +59.50927004 #5x2
= 2500 4 :_ R? -08.28
= R?-99.78 1500 | !
2 2000
a
< 1500 4 1000 {
[
S 1000
E 500 |
S 500
=
= 0 r * ; ‘ ; ‘ ‘ s i
5 ] 7 8 a 10 1 12 13

Meses Meses

Figura 6. Numero de inflorescéncia por plantas em P. glomerata, considerando o tempo da
propagagdo pela enxertia in vitro. Legenda: Ac 22 = testemunha 2202-15; Ac 43 = testemunha
2209-09; Ct 22 = 2202-15 como hipo e epibioto; Ct 43 = 2209-09 como hipo e epibioto; Cv 22
= 2202-15 como hipo e 2209-09 como epibioto; Cv 43 = 2209-09 como hipo e 2202-15 como

epibioto.

Os tratamentos que apresentaram parte aérea constituida pelo acesso 2202-15
foram os mais danificados, diferindo dos demais. Exce¢do a combinacdao 2202-15
(epibioto) e 2209-09 (hipobioto), que ndo diferiu de nenhum tratamento. Esta
observacao refor¢a novamente a influéncia direta da enxertia em todos os aspectos do
crescimento e desenvolvimento da planta.

Cabe ressaltar que, no periodo reprodutivo, P. glomerata perde a maioria de suas
folhas e mesmo nessa condi¢cdo, o nimero de folhas atacadas manteve distribui¢ao

normal, seguindo o comportamento padrao.
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Quadro 4. Numero de folhas danificadas (NFD) por vaquinha (Diabrotica speciosa), produgio
de inflorescéncia e raizes de P. glomerata, por planta, oito ¢ 12 meses apos a propagagdo via

enxertia in vitro

Massa seca (g)

Epibioto Hipobioto NFD - 8 meses ------ - 12 meses ------

Inflor. Raizes Inflor. Raizes

2202-15 34,7a 332ab  7490cd 14,51a 15497Db

Testemunhas
2209-09 6,44 b 2,63bc 129,23 a 23,49a 212,94 a
2202-15 45,55 a 4,17 a 68,55d 12,39 a 98,15 ¢
2202-15
2209-09 26,43 ab 3,17ab 84,28 cd 15,54 a 96,41 ¢
2202-15 6,38 b 1,81 ¢ 97,69 bc 21,97a 133,62b
2209-09

2209-09 6,93 b 1,80 c 122,58ab  30,94a 164,57b

As médias seguidas de uma mesma letra na coluna, nao diferem entre si, pelo teste de Tukey a

5% de significancia.

Apos oito meses da enxertia, as plantas com a parte aérea constituida pelo acesso
2209-09 foram as que produziram menor quantidade de inflorescéncia (Quadro 4). Tal
comportamento ndo ocorreu aos 12 meses, quando os tratamentos ndo apresentaram
diferenca estatistica significativa para a producdo de massa seca de inflorescéncia
(Quadro 4).

Com oito meses de cultivo, a massa seca das raizes apresentou diferenca

significativa entre os tratamentos (Quadro 4). A testemunha e o controle do acesso
2209-09 foram os tratamentos com maior producdo de raizes, enquanto que a
testemunha e o controle do acesso 2202-15 obtiveram a menor produ¢do. Valores
intermediarios foram obtidos com a enxertia combinada desses acessos.
Quando o acesso 2209-09 foi utilizado como hipobioto houve diferenca entre a
testemunha e o controle deste, € ndo nos demais tratamentos (Quadro 4). Porém, o
acesso 2202-15, na mesma condi¢ao, diferiu do controle desse acesso assim como do
acesso 2209-09 (Quadro 4). Esses resultados demonstram a influéncia direta da enxertia
na producdo de massa seca da raiz.

Observou-se aumento significativo na producdo de inflorescéncia ¢ na massa
seca das raizes entre oito e doze meses (Quadro 4). O acréscimo no peso das
inflorescéncias ocorreu principalmente nos tratamentos constituidos pelo acesso 2209-

09 na parte aérea.
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Nesse periodo, o acréscimo de massa seca da raiz também foi superior nas
testemunhas. O desenvolvimento da planta foi alterado em fungdo da técnica utilizada

na propagagao, e nao pelas combinacdes realizadas entre os acessos.

No momento da coleta das raizes (Fig. 7), as galhas evidenciaram a presenca de
nematoides: Meloidogyne javanica (fenétipos de Esterase J3 e J2), Meloidogyne
arenaria (A2) e Helicotylenchus sp., somente nas raizes das plantas cujo acesso 2202-
15 a constituia, enquanto que, as raizes do acesso 2209-09 ndo apresentaram nenhum

sintoma de galha (Figs. 7A e 7C).

A presenca de galhas foi caracteristica em todos os tratamentos cujo sistema
radicular foi constituido pelo acesso 2202-15, no entanto ndo foi possivel inferir a
producdo de massa da raiz, do referido acesso, por ndo se obter material sem infestagao
nesse experimento. Nao houve diferenca estatistica entre os tratamentos infectados
pelos nematoides, contudo, o indice de galha com maior freqiiéncia observada foi entre

30 a 80% das raizes infectadas (Quadro 5).

Quadro 5. ndice de galhas causadas por Meloidogyne spp. nas plantas de P. glomerata
infectadas (Ac 22 = testemunha acesso 2202-15; Ct 22 = hipo ¢ epibioto constituido pelo acesso
2202-15; e, Cv 22 = hipobioto 2202-15 e epibioto 2209-09)

% de individuos infectados

Tratamentos

0-10 11-20 21-30 31-40 41-50 51-60 61-70 71-80 81-90
Ac 22 12,5 0,0 0,0 0,0 0,0 37,5 12,5 375 0,0
Ct22 0,0 0,0 0,0 12,5 12,5 37,5 12,5 12,5 12,5
Cv22 0,0 0,0 12,5 375 0,0 12,5 12,5 12,5 12,5

Os sintomas morfologicos nas raizes infectadas foram similares entre os
tratamentos. Foi observada grande variacdo no indice de galhas entre as repeti¢cdes de
um mesmo tratamento, entre as raizes de uma mesma planta, assim como, ao longo de

uma unica raiz.

Os diferentes percentuais de infeccdo foram observados em todos os
tratamentos, sendo analisado pelo sintoma de galha, assim regides das raizes com
poucas galhas, parcialmente cobertas (Figs. 7D e 7 E) ou regides completamente
preenchida por galhas (Fig. 7F), foram utilizadas para determinagdo da média geral de

contaminag¢do nas plantas.
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Figura 7. Raizes com 360 dias de cultivo. A e B — Aspecto geral do sistema radicular; A.
Acesso 2209-09 sem a presenca de nematoides; B. Acessso 2202-15 infectada com
Meloidogyne javanica, Meloidogyne arenaria e Helicotylenchus sp.; C-F - Detalhe da raizes;
C. raiz pertencente a classe 0; D. raiz pertencente a classe 4; E. raiz pertencente a classe 6; F.

regido da raiz apresentando 100% de infecgao.

A parte aérea das plantas ndo ficou comprometida durante a realizacdo dos
experimentos € com a proximidade do término da fase reprodutiva, foi possivel observar
novas brotagdes. Sugere-se, portanto que o acesso 2202-15 ¢ tolerante (Figs. 7B e 7D-

F), enquanto que o acesso 2209-09 ¢ resistente, uma vez que todos os tratamentos
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estavam sob as mesmas condic¢des e nao foi detectada a presenga de nenhuma espécie de
nematoides nas raizes do acesso 2209-09 (Figs. 7A e 7C).
Esses resultados demonstram a influéncia direta da enxertia nas variaveis

estudadas, assim como a interacdo fisiologica existente entre as partes enxertadas.

81



Discussao

Os resultados obtidos no cultivo in vitro e também na etapa de transferéncia ex
vitro das plantas enxertadas confirmam a viabilidade na utilizagdo da técnica para
combinagdes de diferentes acessos de P. glomerata. Os individuos que apresentaram
bom nivel de pegamento nao apresentaram dificuldades na fase de transferéncia, nem
mesmo em condi¢gdo de campo (Fig. 1). Dessa forma, o sucesso na fase inicial
caracterizou o resultado final obtido em condi¢des de campo para todos os tratamentos.

O sucesso da enxertia in vitro ¢ a etapa inicial de grande relevancia para o
estabelecimento da planta. Para Nunes et al. (2005) sua viabilidade ¢ garantida no
momento da execuc¢do. Quando o encaixe ¢ conduzido corretamente, as plantas se
desenvolvem normalmente e ndo ocorrem dificuldades na transferéncia destes para a
casa de vegetacdo (Zanol et al., 1997). No entanto, quando nao realizada
adequadamente, pode resultar em perdas considerdveis do material propagado (George,
1993), sendo a aclimatizacio uma etapa fundamental para contornar estresses
fisiologicos impostos as plantas cultivadas in vitro e assegura o desenvolvimento da
capacidade autotrofica, essencial para a sobrevivéncia das plantas ex vitro (Carvalho &
Amancio, 2002).

Na condigdo ex vitro a umidade relativa tende a ser menor do que in vitro, os
niveis de luz sdo muito maiores, havendo variacdo na temperatura e o substrato ¢ capaz
de reter agua, condig¢des estas que tornam necessaria a rapida conversdo da condigdo
mixotrofica para a completamente autotrofica, garantindo assim a nutricdo e a
sobrevivéncia (Donnelly & Tisdall, 1993).

As plantas de P. glomerata enxertadas in vitro com sucesso ¢ transferidas para o
campo apresentaram 100% de sobrevivéncia. Resultados semelhantes foram obtidos em
Lens culinaris (Gulati et al., 2001), Opuntia spp. (Estrada-Luna et al., 2002), Pistacia
vera (Onay et al., 2004), Garcinia indica (Chabukswar & Deodhar, 2006) e Gossypium
hirsutum (Jin et al., 2006). Em citros, 95% das plantas transplantadas para o solo
sobreviveram e apresentaram bom crescimento (Navarro et al., 1975). Em Camellia
sinensis, a enxertia in vitro reduziu significativamente o tempo de transferéncia das
plantas para o campo alcangando 88,33% de sobrevivéncia (Prakash et al., 1999);
percentuais semelhantes foram obtidos em Eucalyptus (Bandeira et al., 2007).

Jin et al. (2006) verificaram que as raizes emitidas apds a enxertia foram mais
eficientes durante o processo de aclimatizacdo e as plantas cresceram mais vigorosas do

que aquelas cujo hipobioto utilizado foram hipocétilos com radicula, reflexo da
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provavel diminuicdo da atividade fisiologica durante o longo periodo mantidas in vitro
no meio para germinagdo. A utilizagdo de segmentos internodais em P. glomerata pode
ter auxiliado na aclimatizagdo, pois as raizes emitidas durante o cultivo das plantas
enxertadas apresentaram viabilidade, favorecendo, assim, a transferéncia.

As plantas cultivadas in vitro podem apresentar certas caracteristicas que sao
inconsistentes com o desenvolvimento em casa de vegetagao ou em campo (Donnelly &
Tisdall, 1993; Zobayed et al., 2001), pois se desenvolvem em recipiente de cultivo sob
baixos niveis de luz, condi¢des assépticas, meio de cultivo contendo nutrientes e
acucares que permitem o crescimento heterotrofico e uma atmosfera com alta umidade
relativa (Hazarika, 2006), resultando em reduzido desenvolvimento do maquindario
fotossintético.

Dentre os parametros cloroplastidicos avaliados em P. glomerata, diferengas
foram constatadas apenas quanto ao ambiente de cultivo. Os menores valores dos
pigmentos cloroplastidicos observados in vitro estdo relacionados as condigdes
peculiares dessa forma de cultivo, que podem prejudicar a sintese de pigmentos
(Donnelly & Tisdall, 1993). A presenca de aglicar no meio reduz a concentragdo de
clorofila, podendo ser influenciada também pela fonte de carboidratos, concentracdo de
reguladores de crescimento e material de suporte dos explantes (Xiao & Kozai, 2006).

Resultados semelhantes foram observados em Hypericum perforatum cultivadas
in vitro quando comparadas com plantas em casa de vegetacao e cAmara controlada por
computador (Zobayed & Saxena, 2004). E também em Doritaenopsis, durante a
aclimatizag¢do, onde houve acréscimo na concentragdo dos pigmentos cloroplastidicos
das plantas submetidas a baixa (175) e intermediaria (270 pmol m? s™) irradidncias
(Jeon et al., 2005), sob alta umidade (90%) e temperatura (25-30°C), houve aumento no
contetdo de clorofilas e carotenodides, indicando aclimatagdo das plantas as novas
condi¢des (Jeon et al., 20006).

A luz pode interferir na formacao da clorofila pela inibicao direta (Van Assche
& Clijsters, 1990), sendo uma resposta comum a degeneracdo de clorofila e
carotendides em plantas expostas a elevadas intensidades luminosas (Demming-Adams
& Adams, 1992), pois as clorofilas sdo pigmentos instaveis (Streit et al., 2005). A
redu¢do na concentracdo de pigmentos cloroplastidicos verificados em condi¢ao de
campo para P. glomerata pode ser atribuida ao estresse induzido pelo ambiente.

O aumento gradual na razdo a/b de acordo com as etapas de aclimatizacdo esta
diretamente relacionada com as atividades fotossintéticas (Figs. 2D e 3B-D), refletindo

na organizacao dos sistemas antena de absor¢do de luz. Pois, a concentragao de clorofila
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representa um importante papel na absor¢do de luz durante a fotossintese (Xiao &
Kozai, 2006). O ambiente de luz em que a planta cresce ¢ de fundamental importancia,
pois a adaptacdo das plantas a este ambiente depende do ajuste de seu sistema
fotossintético, de modo que a luminosidade ambiental seja utilizada de maneira mais
eficiente possivel (Streit et al., 2005). E a razao fotossintética, geralmente, ¢ inadequada
nas plantas propagadas in vitro, ocorrendo em menor magnitude do que em plantas
crescidas nas condi¢cdes normais (Viia et al., 1999), o que explica os dados relativos aos
pigmentos cloroplastidicos obtidos em P. glomerata nas diferentes condigdes de cultivo.

As condi¢des de cultivo influenciaram as trocas gasosas nas folhas de P.
glomerata, sendo este comportamento caracteristico as plantas cultivadas in vitro, como
observado em videira (Carvalho et al., 2001) e morango (Zhou et al., 2005), que
aumentaram gradativamente, mas de forma significativa, a taxa fotossintética liquida
durante a aclimatizagdo. Pois, em condigdes convencionais de cultivo in vitro os
estdmatos podem permanecer abertos, nao respondendo normalmente ao fechamento no
escuro ou sob baixa umidade relativa, comprometendo as atividades fotossintéticas na
aclimatizacdo quando a taxa de transpira¢do aumenta (Zobayed et al., 2001).

A estabilidade obtida nas trocas gasosas, na transferéncia da casa de vegetacao
para o campo, demonstra a plasticidade foliar apresentada pelas diferentes condigdes
submetidas. As diferencas observadas nas taxas de fotossintese e condutancia
estomatica em P. glomerata podem estar associadas a distribui¢do das plantas na casa
de vegetagdo ou mesmo na posi¢do das folhas em relagdo as demais plantas, uma vez
que ndo foi observado o mesmo comportamento entre os tratamentos controle e
testemunha do mesmo acesso. Todos os tratamentos em todas as condi¢des de cultivo
apresentaram padrdo de homogeneidade nas caracteristicas morfologicas e demais
fisiologicas observadas.

A exposicao total da planta ao ambiente, possivelmente diminuindo os espagos
intercelulares e incrementando a camada cuticular das folhas em P. glomerata, levou a
diminui¢do na taxa de transpiragdo em campo, € aumentou a concentracdo interna de
CO,, assim como a razdo Ci/Ca, pois, na transferéncia ex vitro a taxa de
evapotranspiragdo ¢ extrema devido ao reduzido controle dos estomatos e a grande
perda de agua cuticular (Donnelly & Tisdall, 1993).

O aumento da condutancia estomatica e da taxa de transpiragdo esta associado a
funcdo dos estdomatos em resposta a condi¢cdo de luz submetida (Santamaria &
Kersteins, 1994), apos a aclimatizacdo. O aumento na taxa de transpiracdo em

Doritaenopsis, aclimatizadas sob diferentes intensidades luminosas em casa de
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vegetacgdo, foi associado as cadmaras sub-estomaticas (Jeon et al., 2005).

Em casa de vegetacdo, as plantas de P. glomerata apresentaram os melhores
resultados dos parametros cloroplastidicos analisados, pertinentes com as condigdes
desse ambiente, que favorece suas atividades fisioldgicas. A temperatura ¢ um dos
principais fatores ambientais que interferem nos processos fisiologicos das plantas
(Zobayed et al., 2005).

Compreender a fisiologia da planta cultivada in vitro e suas alteragdes durante o
processo de aclimatizacdo pode facilitar o desenvolvimento e o sucesso no protocolo de
transferéncia (Hazarika, 2006). A intensidade da luz no ambiente ex vitro tem
significante influéncia na fotossintese (Zhou et al., 2005). A transferéncia, de forma
gradativa, de P. glomerata para a condigdo ex vitro minimizou o estresse causado por
este processo.

A fluorescéncia da clorofila possibilita examinar o desempenho fotossintético.
Dessa forma, analisando alguns parametros como, razao Fv/Fm e o coeficiente de NPQ
de P. glomerata, foram verificados que houve melhor desempenho em casa de
vegetacdo quando comparadas as demais condi¢des. As andlises de Fv/Fm foram
realizadas apds o periodo de aclimatizacdo em todas as condigdes e as transferéncias
ocorreram gradualmente, assim os melhores resultados na relagdo Fv/Fm foram obtidos
sob condigdes ex vitro mais homogéneas, determinando que as condigdes de estresse
diminuam essa relagdo nos acessos analisados da espécie. Em Doritaenopsis (Jeon et
al., 2006), Fragaria ananassa (Zhou et al., 2005) ¢ Knipholia leucocephala (McCartan
et al., 2004), verificou-se que houve reducdo nos primeiros dias apds a transferéncia
para casa de vegetacdo, voltando a se estabilizar no final do periodo de aclimatizagao;
podendo ser resultante do estresse nas plantas (He et al., 1998), como a luz e a
temperatura. Essa reducdo sugere o reflexo do balango entre o dano induzido pela luz e
o reparo do fotodano (Aro et al., 1993). Redugao nesse pardmetro também foi observada
em folhas de espinafre com o aumento dos niveis de luz, sendo esta mais drastica com a
elevagdo da temperatura (Ohira et al., 2005).

Os parametros fisiologicos indicam a eficiéncia fotossintética de P. glomerata
nas diferentes condig¢des de cultivo, ndo diferindo os tratamentos e contribuindo para
seu desenvolvimento ex vitro. O desempenho observado na condigdo in vitro ¢
caracteristico para espécies nestas condigdes, pois o meio de cultura contém altas
concentragdes de sacarose e de sais minerais e restrita condi¢do de luz, podendo
restringir a eficiéncia fotossintética nas plantas propagadas in vitro (Hazarika, 2006).

Em P. glomerata, a adaptacdo ao ambiente ex vitro foi favoravel ao crescimento

&5



das plantas sem interferéncia no seu ciclo produtivo, que pode ser comprovado pelos
visitantes, predadores e/ou polinizadores observados. Dados semelhantes foram obtidos
por Leite et al. (2005) quando avaliaram artrépodes associados as inflorescéncia de trés
acessos desta espécie e constataram a presenca de diversos insetos, aranhas, abelha
cachorro (Trigona spinipes), que pousava constantemente nas inflorescéncia, mas nao
as danificava, tendo destaque o pulgdo (Aphis gossypii) e a vaquinha (Diabrotica
speciosa) pelas maiores densidades.

Assim como os relatos de Leite et al. (2005), neste trabalho foram observados,
principalmente nas inflorescéncias de P. glomerata, inimigos naturais como aranhas,
sendo sua presenga correlacionada com fitéfagos, provavelmente atuando como um
predador importante.

As plantas do acesso 2202-15 apresentaram maior susceptibilidade ao ataque de
insetos, ndo sendo atrativas aos predadores destes. Talvez a maior concentragdao de [3-
ecdisona presente neste acesso (Kamada, 2006) possa estar diretamente associada a esta
interagdo inseto-planta.

O crescimento das plantas enxertadas em campo foi mais intenso nos primeiros
meses de cultivo. Apds esse periodo, o crescimento tornou-se estavel, ndo diferenciando
os tratamentos. Resultados semelhantes foram obtidos por Ming & Corréa Jr. (2004), os
quais, analisando a evolu¢do do desenvolvimento de plantulas de P. glomerata,
verificaram vigoroso crescimento inicial (2 a 6 meses apds o transplantio),
demonstrando estabilidade nos estadios intermediario e no final do primeiro ano.

Assim como neste experimento, que a producdo de massa seca da raiz variou,
aumentando com o tempo de cultivo em campo, Montanari Jr. et al. (1999) observaram
que esta caracteristica foi influenciada ndo s6 pela idade da planta como pelo
espacamento utilizado no plantio. Montanari Jr. & Perecin (2006) estabeleceram uma
correlagdo das caracteristicas consideradas relevantes para prognosticar valores
agricultaveis dos individuos e constataram que dados da parte aérea estdo relacionados
positivamente com a massa da raiz e com o indice de colheita.

Kamada (2006) analisando os mesmos acessos utilizados neste trabalho obteve
para o acesso 2202-15 (ac 22) 141,33 g e para o acesso 2209-09 (Ac 43) 326,21 g de
massa seca da raiz. A diferenca observada para o acesso 2209-09 pode ser explicada por
alteracdes fisiologicas influenciadas pela época de cultivo, uma vez que em ambos os
experimentos as plantas estavam expostas a condicdo de campo e, consequentemente,
houve alteragdes sazonais. Ja a diferenga encontrada em relagdo ao 2202-15 pode ter

sido influenciada diretamente pela presenca dos nematoides.
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Plantas oriundas de populagdes de Caceres/MT e Mogi das Cruzes/SP tiveram
média da massa seca das raizes de 329,5 g (Montanari Jr. & Perecin, 2006). Essa
variagdo observada na produgdo de raizes de P. gomerata pode ser influenciada por
condi¢des de solo, clima e até fatores genéticos (Mattos & Salis, 2005).

Caracteristicas importantes, que aumentam o potencial produtivo dos materiais
cultivados como o peso, nimero de raizes e indice de produtividade apresentam também
maior amplitude de variacdo (Montanari Jr. & Perecin, 2006). A producdo de raizes em
P. glomerata parece ser favoravel com a redugdo do periodo de florescimento (Kamada,
20006), ndo sendo esta caracteristica observada no acesso 2209-09.

P. glomerata, quando cultivada na sua regidao de ocorréncia natural ou em
ambientes com solo com bom teor de umidade, ndo apresenta problemas com pragas e
doengas (Corréa Jr. et al., 2006a). No entanto, em outras condi¢des, sdo susceptiveis a
ferrugem (Uromyces platensis Speg.) ¢ a nematoides (Corréa Jr. et al., 2006a) do género
Meloidogyne (Araujo et al., 1994), M. incognita, M. javanica, Meloidogyne sp.
detectados em raizes (Mesquita et al., 2005; Alves et al., 2006). O nematdide M.
javanica ¢ uma praga que preocupa por comprometer diretamente as raizes de P.
glomerata e por ser de dificil controle (Montanari Jr., 2005), sendo este um dos
nematoides encontrados nas plantas cujo sistema radicular se constituia pelo acesso
2202-15.

A ocorréncia de nematdides em P. glomerata ja foi relatada por outros autores
(Araujo et al., 1994; Mesquita et al., 2005; Alves et al., 2006; Gomes et al., 2006;
Carneiro et al., 2007). Diferentes niveis quanto a resisténcia e suscetibilidade ao
nematdide de galhas (M. incognita raga 1) foram observados em acessos de P.
glomerata, que demonstraram acentuada variabilidade para a resisténcia (Gomes et al.,
2006).

Carneiro et al. (2007) avaliando os danos causados por M. javanica em P.
glomerata verificaram a ocorréncia de galhas nas plantas parasitadas e as massas frescas
médias de raiz estatisticamente inferiores as plantas testemunhas. Nao houve influéncia
na altura da planta, nem redu¢@o de porte e nenhum outro sintoma de meloidoginose na
parte aérea foi observado. Entretanto, estes autores sugerem que os danos dos
nematoides ao longo do tempo podem ser maiores do que os observados.

Dessa forma, a enxertia in Vitro torna-se uma importante ferramenta para a
selecdo de acessos resistentes e susceptiveis aos nematdides. A combinagdo de acessos
divergentes em teor do principio ativo e produgdo de massa das raizes podem resultar na

manutengao e, ou otimizagao do teor de principio ativo, sem comprometer a producao.
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Capitulo 4

Caracterizacio histolégica da enxertia in vitro de fafia [Pfaffia

glomerata (Spreng.) Pedersen]

Introducao

Espécies do género Pfaffia (Amaranthaceae) sdo utilizadas por apresentarem
propriedades medicinais marcantes (Martins & Nicoloso, 2004). O interesse pela Pfaffia
glomerata (Ginseng brasileiro) teve origem no uso popular de suas raizes (Gomes et al.,
2006), ¢ a validacao cientifica das propriedades terapéuticas de Pfaffia intensificou o
extrativismo colocando-a em risco (Corréa Jr., 2003; Figueiredo et al., 2004).

P. glomerata apresenta variabilidade genética tanto para produgdo de raizes
quanto para concentracao de principio ativo (Montanari Jr. et al., 1999; Figueiredo et
al., 2004; Kamada, 2006). Populagdes que apresentam variacdo genética sdo dificeis de
cultivar (Montanari Jr., 2005; Montanari Jr. & Perecin, 2006), sendo o cultivo in vitro
uma alternativa, que pode ser associada a enxertia para explorar a diversidade genética
existente entre as populacoes da espécie. A utilizagdo da enxertia reciproca de gendtipos
divergentes na produgdo tanto de biomassa quanto de principio ativo de P. glomerata
pode ser uma ferramenta eficiente para subsidiar o estudo da producao dos metabolitos
secundarios em outras plantas medicinais.

As técnicas da cultura de tecidos sdo ferramentas interessantes no estudo dos
fenomenos de compatibilidade e incompatibilidade provendo uma boa correlacdo entre
os sistemas que ocorrem in Vivo e in vitro, podendo reduzir drasticamente o tempo ¢ os
esforgos necessarios para determinar estas respostas (Errea et al., 2001). Estudos
histologicos em macieira confirmaram a formagdo comparavel da unido in vitro a
enxertia convencional, assim como maior rapidez no processo (Richardson et al., 1996).

Dessa forma, citam-se diversas aplicagdes da enxertia in vitro: obtencdo de
plantas isenta de virus e outros patéogenos (Murashige et al., 1972; Navarro et al., 1975;
Katoh et al., 2004; Suarez et al., 2005) em associacdo com a termoterapia (Carvalho et
al., 2002; Sharma et al., 2008); utilizacdo em processos de indexacdo (Pathirana &
McKenzie, 2005); propagagdo de espécies frutiferas, florestais, ornamentais e

medicinais (Monteuuis, 1994; 1995; Troncoso et al., 1999; Mneney & Mantell, 2001;
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Abreu et al., 2003; Bandeira et al., 2006; Sanjaya et al., 2006; Wu et al., 2007);
rejuvenescimento (Pliegro-Alfaro & Murashige, 1987; Thimmappaiah et al., 2002;
Chabukswar e Deodhar, 2006); recuperacdo de plantas geneticamente modificadas
(Pefia et al., 1995; Jin et al., 2006); estabelecimento de plantas regeneradas (Raharjo &
Litz, 2005; Khalafalla & Daffalla, 2008); incremento na produtividade por meio de
combinagdes entre genotipos adaptados a condicdes edaficas, tolerantes ou resistentes
(Prakash et al., 1999; Can et al., 2006; Rhouphael et al., 2008); e detec¢ao precoce de
incompatibilidade entre epibioto e hipobioto, com abordagens fisioldgicas, histologicas
e genéticas (Jonard, 1986; Errea et al., 1994; 2001; Richardson et al., 1996; Estrada-
Luna et al., 2002; Pina & Errea, 2005; 2008a; 2008b).

Estudos anatomicos no processo de formagdo de unido dos enxertos tém sido
utilizados em varias espécies lenhosas de angiospermas e gimmospermas, como pré-
requisito para determinar o sucesso na unido (Barnett & Weatherhead, 1988; Errea et
al., 1994, 2001). Alteragdes morfologicas e fisiologicas, resultante de desordens
funcionais das novas células cambiais formadas na regido do enxerto, auséncia de
diferencia¢do dos novos tecidos para perfeita lignificacdo e auséncia de continuidade
vascular, possibilitam a quebra na regido de conexao que podem demorar alguns anos
para se manifestar (Errea et al., 1998).

Em damasco (Prunus armeniaca), estudos prévios no estabelecimento precoce
do enxerto indicaram que em curto espago de tempo ndo foram encontradas diferencas
no processo de cicatrizagdo dos enxertos, diferencas existem no nivel de diferencia¢do
do calo em ambas as combina¢des compativeis e incompativeis (Errea et al., 1994). A
deteccdo precoce de anormalidades celulares associadas com os tecidos do enxerto
quando a unido ¢ formada, sugerem a fusdo do calo in vitro como um valioso método
para estudos de enxertias incompativeis em combinagdes de hipo e epibioto de Prunus
(Errea et al., 2001). O comportamento deste calo determina as futuras respostas da unido
do enxerto, como a auséncia de diferenciagdo destas células em algumas areas da regiao
de unido que podem afetar a atividade de formacao de novas células de xilema e floema,
causando descontinuidade na formacdo do cambio por uma linha parenquimatosa
interrompendo a conexao vascular (Errea et al., 1994; Hartmann et al., 1997).

Nas plantas enxertadas, a regeneracao vascular pode restabelecer a continuidade
dos sistemas de transporte por meio de processos complexos de desenvolvimento
envolvendo diferenciagdo fisioldgica e estrutural de parénquima dos elementos de
xilema e floema (Jeffree & Yeoman, 1983), podendo ser analisada precocemente por

meio de estudos anatdmicos. Dessa forma, este trabalho teve como objetivo caracterizar
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histologicamente a regido de unido da enxertia in vitro, nas diferentes combinagdes de
hipo e epibioto de P. glomerata, detectando possiveis sintomas de incompatibilidade
durante e diferenciagdo do tecido vascular e sua reconexdo nas plantas enxertadas in

vitro.
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Material e Métodos

Os acessos de P. glomerata identificados sob n° 2202-15 e 2209-09 da colegio
de germoplasma de plantas medicinais do Centro Nacional de Recursos Genéticos e
Biotecnologia (Embrapa/Cenargen), foram utilizados para propagacdo via enxertia in
vitro, realizando as combinagdes: 2202-15 como hipobioto e 2209-09 como epibioto (cv
22); 2209-09 como hipobioto e 2202-15 como epibioto (cv 43); 2202-15 como
hipobioto e epibioto (ct 22); e, 2209-09 como hipobioto e epibioto (ct 43).

As plantas enxertadas foram obtidas utilizando individuos propagados in vitro via
segmento nodal. Os dapices caulinares de aproximadamente 1 cm de comprimento
constituiram o epibioto, e segmentos internodais alongados da por¢do basal da planta
com aproximadamente 1,5 cm de comprimento foram utilizados como hipobioto.

Foram realizados cortes em fenda simples na regido distal do hipobioto e em
duplo bisel na porgdo basal do epibioto, para realizagdo da enxertia in Vitro por
garfagem, conforme metodologia proposta por Bandeira (2006).

As plantas enxertadas foram transferidas para tubos de ensaio em meio de cultura
contendo os sais ¢ vitaminas MS (Murashige & Skoog, 1962), acrescido de 30 g L™ de
sacarose, 8 g L™ de agar (Merck), mantidos em sala de crescimento, a temperatura de 25
+ 2 °C, sob fotoperiodo de 16 horas com irradiancia de 50 pmol m™s™.

Apos 30 dias, as plantas foram transferidas para condig@o ex vitro, em recipientes
(copo plastico) contendo substrato (Plantmax®), tutoradas, e envolvidas com sacos
plasticos, que foram sendo removidos gradualmente. Apo6s a aclimatizacdo em
laboratério, por 30 dias, as plantas enxertadas foram transferidas para vasos (5 L)
contendo mistura de solo, areia e substrato (Plantmax®™) (2:2:1) e mantidas em casa de
vegetacdo. A regido do enxerto foi monitorada para permanecer acima do nivel do

substrato.

Analise Histologica

Para andlise dos processos de cicatrizacdo e reconstitui¢do vascular das plantas
enxertadas, amostras da regido de unido entre epi e hipobioto das plantas de todas as

combinagdes foram coletadas aos 7, 14, 21, 28, 35, 70 e 100 dias (Fig. 1) apos a

realizacdo da enxertia para analise histologica.
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Figura 1. Eventos morfologicos que caracterizaram a regido de conexdo das plantas de P.
glomerata propagadas pela técnica da enxertia in vitro. A. momento da enxertia; B. 7 dias; C.
14 dias; D. 21 dias; E. 28 dias; F. 35 dias; G. 70 dias; e, H. 100 dias apds a realizagdo da
enxertia. As setas indicam a regido de conexdo; B-F. presenca de massa celular evidenciando a
formagdo do calo; G. inicio da cicatrizagdo do sistema dérmico; H. completa cicatrizagdo na

regidao de conexdo. Barra =4 mm (A-G) e 1 mm (H). Ep = epibioto; Hp = hipobioto.

Foram retiradas, aleatoriamente, trés amostras por coleta, fixadas em FAAs
(Johansen, 1940) por 24 horas, sob vacuo, e estocadas em etanol 70%. Posteriormente,
foram desidratadas em série etilica e incluidas em metacrilato (Historesin, Leica,
Alemanha). Sec¢des longitudinais foram obtidas em microtomo rotativo de avango
automatico (RM2155, Leica Microsystems, Alemanha), com utilizacdo de navalhas de
aco descartaveis. Os cortes (8 um de espessura) foram corados com Azul de Toluidina
pH 4,0 (O’Brien & McCully, 1981), e as laminas montadas em resina sintética
(Permount).

Para caracterizagdo histoquimica, os cortes longitudinais foram realizados em
micrétomo de mesa (LPC, Rolemberg e Bhering, Comércio e Importagdo Ltda, Belo
Horizonte, Brasil) e submetidos ao Floroglucinol (Johansen, 1940) para evidenciar a
presenca de lignina nas células da regido do enxerto.

Todas as laminas foram examinadas e fotografadas em fotomicroscopio

(AX70TRF, Olympus Optical, Téquio, Japdo) equipado com o sistema U-Photo.
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Delineamento Experimental

O experimento foi realizado em delineamento inteiramente casualizado, com 3
repeticdes por tratamento, sendo cada repeti¢do constituida por 10 plantas enxertadas.
Foram retiradas aleatoriamente de cada repeticdo uma amostra por coleta. O

experimento foi repetido por duas vezes.
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Resultados

Nao se observaram diferengas morfologicas e anatomicas, entre os tratamentos,
nas preparacdes histologicas da regido do enxerto. Considerando estes aspectos, as
combinagoes realizadas entre os acessos de P. glomerata uniram-se entre si num padrio
semelhante, sendo amostrado de maneira aleatéria o desenvolvimento da conexdo
vascular nos periodos estabelecidos (Figs. 2 e 3).

O cultivo in vitro foi favoravel ao desenvolvimento das plantas enxertadas nao
sendo observada desidratagdo das mesmas, nem dos tecidos na regido de unido do
enxerto nem mesmo no dia zero (Fig. 1A).

Aos 7 dias (Fig. 1B), apos a realizagdo da enxertia in vitro, a analise histologica
evidenciou uma camada de células necrosadas delimitando a regido de contato entre epi
e hipobioto (Fig. 2A ), ficando fortemente coradas.

A adesao inicial das partes enxertadas foi seguida por intensas divisdes celulares
que ocorreram nas camadas celulares imediatamente adjacentes a superficie lesionada
do hipo (Fig. 2B) e epibioto (Fig. 2C), resultando na formacdo do calo. Na primeira
semana apoés a realizacdo da enxertia, a proliferagdo celular na superficie de contato foi
observada em todas as combinagdes realizadas entre os acessos de P. glomerata,
caracterizando a adesdo dos componentes da enxertia. O desenvolvimento do calo
cicatricial preencheu os espagos existentes na regido de conexao.

O estabelecimento da unido fisica do material iniciou com a expansdo das
células parenquimaticas, deposicdo de parede e subseqiiente divisdo no sentido anti e
periclinal (Figs. 2B e 2C). A massa celular na superficie de contato apresentou arranjo
homogéneo e organizado.

Com 14 dias de cultivo, constatou-se intensa atividade celular na regido de
conexao (Figs. 2D e 2E). Os planos de divisdo no epibioto foram observados tanto no
sentido anticlinal quanto periclinal (Fig. 2E), enquanto que no hipobioto o plano de
divisdo predominante foi periclinal (Fig. 2D). A presenga das células alongadas em
plena divisdo na regido de contato demonstra a auséncia de necrose nesta regiao.

Nesse periodo também foi possivel observar o inicio da diferenciacdo celular,
representada pela formagado de tecidos vasculares, tanto xilema quanto floema, na regiao
do calo (Figs. 2D e 2E), caracterizando assim o inicio da reconexao vascular na planta
enxertada. A diferenciacdo ocorre a partir das células do calo que estdo em contato

direto com o sistema vascular intacto no hipo e epibioto.
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Figura 2. Cortes histologicas em secc¢des longitudinais da regido de conexdo das
plantas de P. glomerata enxertadas in vitro. A-C. 7 dias; D ¢ E. 14 dias; F e G. 21
dias; H e L. 28 dias; J-L. 35 dias apos a realizagdo da enxertia. A. Aspecto geral da
regido de conexdo com formagdo da camada de células necrosadas (seta); B.
proliferagdo do calo evidenciando o plano de divisdo celular (periclinal e anticlinal
- setas) no hipobioto; C. regido de intensa atividade celular no epibioto (seta); D e
E. inicio de diferenciagdo celular (setas) e plano de divisdo celular (periclinal e
anticlinal) no epibioto; F. reconexdo vascular no enxerto; G. diferenciagdo dos
elementos de vaso (seta) na regido do calo; H. inicio da regeneracdo epidérmica
(seta); I. detalhe do sistema vascular formado na regido do calo, com presenga de
procambio (seta); J. detalhe da regido epidérmica e sub-epidérmica com divisdes
anticlinais e periclinais (setas) e nucleos evidentes; K. estadio avangado de
reconstituicdo da epiderme; L. intensa divisao celular na regido do calo (seta). Ed =
epiderme; Ep = epibioto; Fl = floema; Hp = hipobioto; X1 = xilema. [Barra = 400
pum (F); 200 pm (A, E e J); 100 um (B, C, D, G, H, I, K, L)].



A completa reconex@o vascular foi observada aos 21 dias ap6s a realizagdo da
enxertia. A diferenciacdo das células do calo, localizadas na regido de adesao entre hipo
e epibioto, estabeleceram a continuidade vascular (Figs. 2F e 2G), interligando o
sistema vascular inicial dos componentes da planta enxertada. Nesse periodo foi
possivel observar predominio na diferenciacdo do sistema vascular e maior organiza¢ao
dos tecidos na regido de unido.

Mesmo apds o estabelecimento da reconexdo, a atividade celular continuou
intensa na regido de unido, pois o processo de cicatrizagdo ocorreu de forma centrifuga
(Figs. 1A-1H). Aos 28 dias de cultivo (Fig. 1E), o sistema vascular na regido do calo de
cicatrizagdo apresentava xilema com células bem diferenciadas e elemento de vaso de
grosso calibre, procadmbio e células de floema bem definidas, sendo possivel identificar
areas crivadas (Figs. 2H e 2I). Evidéncias da diferenciacdo celular, também foram
confirmadas pelo inicio da reconstituicdo do sistema dérmico na planta (Fig. 2 H).
Nesse periodo, as células da regido do calo, localizadas na por¢do externa,
apresentavam-se organizadas e sofrendo divisdes anticlinais caracterizando o processo
de regeneracao da epiderme na regido do enxerto.

Aos 35 dias de cultivo (Fig. 1F) a reconstituicdo do tecido de revestimento na
area do calo apresenta maior organizacao e as células mantém o plano de divisao
anticlinal (Fig. 2J). Na regido subepidérmica ocorrem divisdes celulares tanto no plano
anticlinal quanto periclinal e as células organizam-se em camadas formando a regido
cortical (Fig. 2J). A evolugdo no processo de cicatriza¢dao do sistema dérmico ¢ evidente
nesse periodo (Fig. 2K). No tecido vascular, as células podem ser observadas tanto em
corte transversal quanto longitudinal, indicando que a diferenciacao celular ocorre em
todos os sentidos a fim de se restabelecer a completa reconexdo e cicatrizacao,
mantendo intensa atividade celular na regido do calo (Fig. 2L). Nesse periodo, as
plantas foram transferidas para substrato, com o processo de cicatrizacdo concluido
entre 35 e 70 dias de cultivo, observando-se, neste local, aumento da espessura no
enxerto (Fig. 1G).

Ap0s a etapa de aclimatizagdo, as plantas enxertadas com 70 dias apresentaram
reconstituicdo do tecido dérmico de forma integral, bem como, os demais tecidos
internos da planta (Fig. 3A). Na regido de unido pode-se verificar feixe vascular do tipo
colateral e também inicio de crescimento secunddrio (Figs. 3A-B), mantendo a
continuidade vascular entre hipo e epibioto. E possivel observar a diferenciagdo celular

em todos os sentidos (Fig. 3B ) circundando toda a regido de unido do enxerto.
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Aos 100 dias de cultivo (Fig. 1H), as plantas estabelecidas em casa de
vegetacao, apresentaram evolugdo no desenvolvimento da regido de unido (Figs. 3C-F),
com avancado crescimento secunddrio ndo usual e a presenga de muitos idioblastos
contendo cristais de oxalato de cdalcio do tipo drusa e areia cristalina (Fig. 3C). O
crescimento secundario ndo usual produz sucessivos cambios (Fig. 3C), onde a
diferenciagdo celular de xilema e floema secundario (Fig. 3D) ¢ intercalada por faixas
de células parenquimaticas de paredes delgadas.

Entre o cortex e a regido parenquimatica observou-se células com intensa
atividade, caracterizada por nucleos evidentes, indicando a formagdo de novo cambio
vascular (Figs. 3C e 3F). Outra caracteristica que evidencia o crescimento secundario na
regido da enxertia ¢ a presenca da periderme na por¢do externa do cortex (Fig. 3E),
completando o desenvolvimento estrutural na regido do enxerto, que acompanha o
padrdo das plantas enxertadas nas regides intactas.

Os cortes da regido de conexdao aos 70 dias apds a enxertia submetidos a
floroglucina 4cida reagiram fortemente (Fig. 4), evidenciando a lignificagdo continua do
sistema vascular na regido do enxerto (Figs. 4A e 4 B), podendo ser observado
elementos de vaso diferenciados (Figs. 4C-E). As duas conexoes iniciais estabelecidas a
emergencial, na por¢ao externa, ¢ a definitiva, porcdo interna do caule, reagiram
fortemente (Fig. 4B), indicando que a lignificagdo ocorre de forma semelhante em
ambas.

A reacdo com floroglucina nas células parenquimdticas produzidas
alternadamente com os sucessivos cambios indica o inicio do espessamento das suas

paredes (Fig. 4E).
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Figura 3. Secgdes longitudinais da regido de conexdo de plantas de P. glomerata enxertadas in
vitro. A-B. aos 70 dias; C-F. aos 100 dias ap6s a realizagdo da enxertia. A. aspecto geral da
reconexdo vascular; B. detalhe do sistema vascular, a seta indica regido de intensa atividade
celular; C. aspecto geral da regido cicatrizada; D. detalhe do sistema vascular, onde podem ser
observadas areas crivadas; E. detalhe do inicio da formagdo da periderme (seta); F. detalhe do
cambio recém formado (seta). Ct = cortex; Cv = cambio vascular; FI = floema; Fp = faixa
parenquimatica; Id = idioblastos contendo areia cristalina; Pd = periderme; X1 = xilema. [Barra

=400 um (A , C); 200 um (B); 100 um (D, E e F ).

A proporgao das células lignificadas na regido de unido estd compativel com o
sistema vascular intacto do hipo e do epibioto, o que confirma o sucesso no
estabelecimento da conexao vascular.

O alinhamento e a justaposi¢ao do tecido cambial das partes envolvidas na
enxertia facilitaram o processo de reconexdo, pois a propagagdo celular do calo, a
diferenciagdo dessas células e a cicatrizagdo ocorrem de forma centrifuga e continua a

partir dos tecidos pré-existentes no epi e hipobioto.
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Figura 4. Secc¢des longitudinais da regido de conexdo, apds 70 dias da enxertia in vitro de P.
glomerata submetidos a floroglucina acida. A e B. Aspecto geral da continuidade vascular
(Barra = 400 pum); C-E. Detalhe do sistema vascular (Barra = 200 um); C e D. detalhe dos
elementos de vaso (seta); E. elementos de vaso em inicio de espessamento de parede (seta). Xi —
xilema em corte transversal; SE — sistema vascular emergencial; SD — sistema vascular

definitivo.
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Discussao

A adesdo inicial das partes enxertadas seguida pela formacdo de calo na regido de
conexao oriundo da proliferagdo celular do hipo e epibioto verificada em P. glomerata
também foi observada em outras espécies como Picea sitchensis (Barnett &
Weatherhead, 1988), Prunus spp. (Errea et al., 1994) ¢ Pyrus communis ¢ Cydonia
oblonga (Ermel et al., 1997).

A intensa atividade celular na superficie de contato esta relacionada ao processo
inicial de cicatriza¢do. Os primeiros sinais dessa atividade podem ser observados em
poucos dias ap6s a enxertia (Jonard, 1986), com o crescimento celular acompanhado de
intensa divisdo (Yeoman & Brown, 1976). Em P. glomerata, as divisoes celulares na
jungdo entre hipo e epibioto favoreceram o preenchimento dos espacos existentes na
regido do enxerto.

O desenvolvimento de uma camada de células necrosadas delimitando a regiao
de contato observado ¢ considerado como o primeiro estddio da unido da enxertia
anterior a formagao do calo (Tiedemann, 1989; Asante & Barnett, 1997; Ermel et al.,
1997; Troncoso et al., 1999; Estrada-Luna et al., 2002), essa demarcagdo ¢ formada pela
ruptura celular (Gebhardt & Goldbach, 1988), ocasionada pela lamina do bisturi no
preparo do material.

Segundo Dickison (2000) ocorre morte de camadas celulares na interface do
enxerto e formacdo do calo, com células parenquimaticas, que preenchem a fenda no
ponto da enxertia. A proliferagdo do calo observada em poucos dias em P. glomerata
corrobora com as observagdes realizadas em diferentes espécies (Errea et al., 2001;
Thimmappaiah et al., 2002; Pathirana & McKenzie, 2005; Chabukswar e Deodhar,
2006, Wu et al., 2007, entre outros), sendo a formagao do calo na interface um estadio
inicial no desenvolvimento da unido entre os componentes da enxertia (Tiedemann,
1989; Errea et al., 1994; Hartmann et al., 1997; Pina & Errea, 2005).

A formacao do calo caracteriza a unido fisica do material enxertado, sendo um
processo fundamental na conexao das plantas (Jeffree & Yeoman, 1983; Moore, 1984).
Embora ocorra como uma resposta natural de cicatrizagdo a injuria sofrida pelos tecidos
(Barnett ¢ Weatherhead, 1988; Asante & Barnett, 1997; Hartmann et al., 1997; Pina &
Errea, 2005), o desenvolvimento das futuras conexdes vasculares depende do contato
célula a célula. Em P. glomerata, as células do calo proporcionaram contato direto entre
os tecidos, resultando na adesdo entre as partes, que ficou evidenciada pelo

restabelecimento do crescimento imediato do epibioto € o enraizamento do hipobioto.
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Logo, o calo é o primeiro contato (Pina & Errea, 2008b) para formar um unico tecido
em regioes adjacentes ao cambio (Dickison, 2000).

O calo cicatricial produzido por divisdes celulares, nos planos anticlinal e
periclinal, visualizadas nas camadas celulares imediatamente adjacentes a lesao foi
também relatado por Ermel et al. (1997). As divisdes predominantemente periclinais
observadas no hipobioto de P. glomerata foram relatadas para Mangifera indica na
regido do calo (Asante & Barnett, 1997). A massa de células desorganizadas observada
em algumas regides do calo também foi verificada em Opuntia spp. (Estrada-Luna et
al., 2002).

O alongamento e a formac¢do de novas camadas celulares asseguram a
continuidade vascular entre os componentes da enxertia, estabelecendo o
desenvolvimento do epibioto (Jeffree & Yeoman, 1983; Dickison, 2000). Este
crescimento foi observado logo na primeira semana em P. glomerata, caracterizando o
desenvolvimento padrao dos estagios iniciais da cicatrizagao.

O padrao de diferenciagdo depende da difusdo de substancias que promovem o
desenvolvimento do enxerto emanado pelo corte dos feixes vasculares (Moore, 1984). A
organizagdo das células do calo é o primeiro passo na formacdo do novo cambio e
subseqiiente conexao vascular (Barnett & Weatherhead, 1988; Errea et al., 1994;
Hartmann et al., 1997). A capacidade das plantas enxertadas de estabelecer a
continuidade vascular ¢ atribuida a presenca inicial do calo (Jeffree & Yeoman, 1983;
Thimmappaiah et al., 2002; Wu et al., 2007), sendo um bom indicador do sucesso na
enxertia (Hartmann et al., 1997).

Apos a fase inicial de divisdo celular, os enxertos de P. glomerata apresentaram
arranjo celular homogéneo e organizado, caracteristicas essenciais para o
desenvolvimento da so6lida unido (Errea et al., 2001). A disposi¢do das células do calo
representa uma orientacao espacial precisa, que pode implicar na forma de comunicagao
e no estabelecimento da unido (Moore & Walker, 1981). O comportamento dessas
células, a producdo de células parenquimaticas e sua diferenciagdo em conexdes
vasculares, determinam futuras respostas da enxertia (Tiedemann, 1989).

As células do calo em P. glomerata apresentaram potencial para diferenciagao,
porém nao foi possivel identificar qual tipo celular se diferenciou primeiro, pois tanto a
presenca de xilema quanto de floema foi observada aos 14 dias de cultivo. Indicando
que a diferenciacdo dos tecidos vasculares ocorreu no periodo entre 7 e 14 dias, sendo
necessario o acompanhamento neste intervalo para determinar qual o primeiro tipo

celular a se diferenciar.
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A diferenciagdo celular observada aos 14 dias, demonstrou que o método utilizado
proporcionou boa adesdo entre epi e hipobioto, resultando na formacdao de calo
meristematico com potencial de diferenciacdo. Esse processo, geralmente ¢ estabelecido
nas primeiras semanas, mas pode sofrer variagdes de acordo com a espécie em questao.
Em Malus domestica células com paredes espessadas e lignificadas, diferenciando
xilema secundario foram observadas aos 10 dias (Richardson et al., 1996), periodo
semelhante ao requerido para diferenciagdo celular em oliveira (Troncoso et al., 1999) e
Opuntia spp. (Estrada-Luna et al., 2002) e, para a formagdo do cambio vascular, em
Camellia sinensis (Prakash et al., 1999).

Em P. glomerata, aos 21 dias da enxertia, a reconexdo vascular estava
estabelecida, mesmo periodo requerido por Pistacia vera (Abousalim & Mantell, 1992)
e oliveira (Troncoso et al., 1999). Em Sedum telephoides (Moore & Walker, 1981), a
reconexao ocorreu com 14 dias, em Prunus (Gebhardt & Goldbach, 1988) e em Opuntia
spp. (Estrada-Luna et al., 2002) com 27 ¢ 28 dias, respectivamente, ¢ em Camellia
sinensis (Prakash et al., 1999) com 40 dias, confirmando tratar-se de um evento
caracteristico de cada espécie analisada.

A diferenciacdo de algumas células do calo, a partir de novas células cambiais,
forma uma conexao continua de tecidos condutores, assegurando uma sistematizacao da
vascularizagdo entre as partes envolvidas na enxertia (Jeffree & Yeoman, 1983).
Gebhardt & Goldbach (1988) observaram que o inicio do cdmbio vascular na zona
interfascicular ndo foi um pré-requisito para o estabelecimento da conexdo vascular.

A grande atividade celular persistente na regido de interface apds a reconexdo
vascular em P. glomerata tende a circundar os caules formando sélida unido e obtendo
completo restabelecimento vascular. As novas células produzidas pela intensa atividade
do cambio vascular podem interligar completamente os componentes da enxertia
(Barnett & Weatherhead, 1988). Abundante diferenciacdo, mesmo apos a reconexao
inicial, pode ser observada (Troncoso et al., 1999), pois o processo ¢ continuo e demora
varios meses (Richardson et al., 1996) para o estabelecimento completo da conexao.

A continuidade vascular na zona de interface ¢ considerada um evento critico que
determina a formag¢do de combinagdes compativeis entre hipo e epibioto durante a
reconexao (Yeoman & Brown, 1976; Moore, 1984). A verdadeira unido s6 ¢ encontrada
apos o xilema e floema produzirem perfeito contato (Moore & Walker, 1981). Porém,
plantas enxertadas podem sobreviver normalmente por alguns anos, mesmo na auséncia
de continuidade vascular (Herrero, 1951; Asante & Barnett, 1997), sem qualquer

indicacdo externa de redugdo no crescimento até eventualmente ocorrer a quebra da
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planta na unido do enxerto (Errea et al., 1994). A falta de diferenciagdo das células do
calo em algumas areas da unido pode afetar a formacgao de xilema e floema, causando
descontinuidade no cdmbio e a formagdo de linhas parenquimaticas interrompendo a
conexao vascular (Errea et al., 1994; Hartmann et al., 1997), tornando-as frageis.

Apds longo periodo de aparente sucesso no crescimento do enxerto, as reagdes de
incompatibilidade podem se manifestar. Esse atraso nos sintomas aparentes requeridos
para detectar a incompatibilidade torna lenta a selecdo do material vegetal a ser
utilizado (Errea et al., 2001). Estudos anatomicos revelam o desenvolvimento anormal
da unido do enxerto quando ocorre incompatibilidade, podendo ser representada pela
pobre conexado vascular, degeneracao do floema, e descontinuidade cambial ou vascular
na area de unido, causando fraqueza mecéanica e subseqiiente colapso da unido (Herrero,
1951; Hartmann et al., 1997). Dessa forma, a unido, a cicatrizacdo e a completa
reconexao vascular em plantas enxertadas de P. glomerata demonstram a eficiéncia do
método utilizado, evidenciada pelos aspectos histologicos.

A enxertia compativel consiste no alinhamento e adesdo entre hipo e epibioto,
proliferacdo do calo na regido de interface, diferenciagdo do cambio vascular que se
conectara ao cambio original, alcangando crescimento secundario e na continuidade dos
tecidos epidérmicos (Moore, 1984; Errea et al., 1994; Hartmann et al., 1997).
Entretanto, alguns autores discutem a necessidade de diferenciacdo vascular como etapa
essencial para o sucesso da enxertia (Moore & Walker, 1981; Moore, 1984; Pina &
Errea, 2005). A restauracdo da continuidade vascular ¢ importante uma vez que
assegura o transporte eficiente de dgua e nutrientes entre as partes enxertadas (Moore &
Walker, 1981; Asante & Barnett, 1997) e o suporte mecanico (Herrero, 1951),
garantindo sucesso na condi¢ao de campo (Moore, 1991).

A compatibilidade na enxertia ocorre com unido e desenvolvimento satisfatorio na
composi¢ao de uma planta, esse mecanismo esta associado a diferentes fatores genéticos
existentes entre hipo e epibioto (Hartmann et al., 1997). Fatores fisioldgicos,
bioquimicos e anatdmicos sdo relacionados, com inimeras possibilidades de interacao,
tanto favoraveis quanto desfavoraveis (Suguino et al., 2003).

A reconstituicdo do sistema dérmico € caracterizada como o ultimo estadio no
processo de cicatrizagdo estrutural da enxertia. Em P. glomerata ficou evidente a
regeneracdo da epiderme que, posteriormente, foi substituida pela periderme. O
restabelecimento da epiderme também foi observado em Malus domestica (Richardson
et al., 1996) e Opuntia spp. (Estrada-Luna et al., 2002); em Mangifera indica houve a
formagdo da periderme (Asante & Barnett, 1997), enquanto em Prunus (Gebhardt &
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Goldbach, 1988) a formagao da periderme foi suprimida na area do calo coberta com
anéis de silicone, utilizados para dar suporte as plantas enxertadas.

Em P. glomerata foi possivel observar maior atividade celular do cdmbio na area
de unido do enxerto. A formacdo do cambio e sua diferenciacdo celular permitiram o
realinhamento e a reconexao do tecido vascular tornando a unido do enxerto funcional.
Essa caracteristica também foi observada em Malus domestica aos 90 dias apds a
realizagao da enxertia (Richardson et al., 1996).

Na unido compativel, o contato cambial ¢ estabelecido logo apos a enxertia e a
atividade associada de ambos os cambios produzem uma continua vascularizagdo entre
hipo e epibioto, durante o subsequente crescimento, quando ocorre boa unido interna
sem distor¢ao dos tecidos a linha exata da unido torna-se indistinguivel (Herrero, 1951).
A dificuldade na identificacdo do ponto exato da enxertia também ¢é resultante do
eficiente processo de cicatrizagao da lesdo na interface.

O sistema vascular na regido do enxerto em P. glomerata apresenta uma
organizagdo diferente do padrdo para a espécie, pois a reconexao ocorre, num primeiro
momento, a partir das células oriundas do calo na regido proeminente. Assim, a
reconexdao acompanha a curvatura estabelecida pela expansdao na regido do calo. No
entanto, na regido mais interna do caule, o sistema vascular pré-existente no hipo e
epibioto esta em contato direto com o tecido meristematico do calo, este se diferencia
em tecido vascular, e aos 70 dias de cultivo essa conexdo esta restabelecida de forma
continua e linear. Portanto, a regido de unido da enxertia apresenta duas conexdes no
sistema vascular, a primeira a se estabelecer ¢ a conexio emergencial na regido do calo
e a segunda ¢ a conexao definitiva na porg¢ao interna do caule.

O aumento da lignificag¢@o no tecido regenerado do ferimento apos a enxertia ¢ um
processo observado em unides compativeis (Gebhardt & Goldbach, 1988). A formacao
de uma sélida unido depende mecanicamente da diferenciacao dos elementos de vaso no
ferimento e de novos elementos vasculares que atravessam a unido do enxerto. O
crescimento secundario ndo usual observado na regido do enxerto de P. glomerata esta
de acordo com caracteristicas anatOomicas relatadas para a familia Amaranthaceae
(Rajput, 2002), assim como para P. glomerata (Vigo et al., 2004).

Os compostos fendlicos representam um importante papel na lignificagdo na
regido de unido do enxerto (Hartmann et al.,, 1997). A atividade de biossintese de
lignina ocorre nas células da regido da enxertia poucos dias apds sua realizagdo
(Fernandez-Garcia et al., 2004), podendo ser a lignificagdo das paredes celulares o

principal evento na enxertia compativel (Pina & Errea, 2008b).
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A diferenciacdo de elementos de vaso a partir de células do calo nos primeiros
dias ap6s a enxertia também foi observada em outros trabalhos (Ermel et al., 1997;
Gebhardt & Goldbach, 1998; Fernandez-Garcia et al., 2004). A lignifica¢do das paredes
das células adjacentes intensifica a coesdo entre hipo e epibioto (Yeoman & Brown,
1976). Como esse processo ocorre de forma continua, pode-se afirmar que o
estabelecimento da vascularizagdo em P. glomerata seguiu os padrdes observados em
outras espécies enxertadas in vitro. A continuidade vascular entre hipo e epibioto ficou
evidenciada pelo grau de lignificacdo na regido do enxerto observada aos 70 dias.

Produtos da rota metabdlica dos fenilpropanoides, como ligninas, flavonas e
antocianinas, estdo envolvidos nas respostas ao estimulo de estresse como lesdo, bem
como, nos primeiros estadios do desenvolvimento da unido do enxerto (Pina & Errea,
2008b). As peroxidases, envolvidas no processo de lignificacdo, podem apresentar
maior atividade na regido de unido dos enxertos do que em plantas controles
(Fernandez-Garcia et al., 2004). Isto pode justificar a intensa atividade celular na regidao
da enxertia e a rdpida diferenciagdo dessas células em componentes estruturais
fundamentais para o estabelecimento das plantas enxertadas de P. glomerata.

Em péra-marmelo, os enxertos compativeis apresentaram quantidade de lignina
nas paredes celulares da unido do enxerto comparavel as células adjacentes externas a
unido, enquanto que, em enxertos incompativeis essas células nao continham lignina,
sendo sustentadas, por fibras de celulose (Pina & Errea, 2008b). Em unido compativel, a
lignificagdo do tecido regenerado no local da lesdo ocorre até o estabelecimento
completo da reconexdo do xilema (Gebhardt & Goldbach, 1988). A lignificacdo na
regido do enxerto, observada em P. glomerata ¢ mais uma indica¢do do sucesso no
estabelecimento das plantas enxertadas.

As andlises histologicas observadas na formagdo da unido das plantas enxertadas
foram comparaveis as observagdes realizadas em outras espécies in vitro (Asante &
Barnett, 1997; Estrada-Luna et al., 2002), incluindo os estagios de desenvolvimento da
camada de necrose, adesdo dos componentes da enxertia proliferagdo do calo na
interface da enxertia, diferenciacdo de novo cambio vascular, estabelecimento do
cambio e continuidade vascular, restauracdo da continuidade da epiderme e, posterior
desenvolvimento de periderme na regiao de unido.

Portanto, os sucessivos eventos estruturais ocorridos na formacao da unido das
plantas enxertadas de P. glomerata evidenciam a enxertia funcional e compativel. A
diferenciagdo e reconexao dos elementos vasculares nas plantas enxertadas demonstram

a eficiéncia na utilizagdo da enxertia in vitro para a propagacao da espécie.
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Capitulo 5

Producio de f-ecdisona em acessos de Pfaffia glomerata propagados

via enxertia in vitro

Introduciao

O género Pfaffia (Amaranthaceae) possui importancia, atribuida as suas
propriedades medicinais (Siqueira, 1988), que desperta interesse mundial. Diferentes
espécies do género apresentam elevado potencial para o desenvolvimento de
fitoterdpicos e fitocosméticos, sendo objeto de estudos quimicos e pesquisa de
atividades biologicas (Cortez et al., 1998). Devido as substincias presentes em suas
raizes (Mattos & Salis, 2004), tem sido usada como ténico (Vigo et al., 2004),
afrodisiaco (Taniguchi et al., 1997; Magalhaes, 2000), calmante e contra ulceras ha mais
de 300 anos por populagdes indigenas da América (Lorenzi & Matos, 2002). As raizes
de Pfaffia sao amplamente utilizadas na medicina popular no tratamento de doencas
reumaticas (Taniguchi et al., 1997), dentre inimeras outras aplicagdes.

Entre os principais constituintes isolados das raizes de Pfaffia estdo relacionados
estigmasterol, sitosterol, alantoina, ecdisterdides, triterpendides e nortriterpendides
(Takemoto et al., 1983; Nakai et al., 1984; Nishimoto et al., 1984; 1988; Shiobara et al.,
1992; 1993). Os ecdisterdides extraidos da Pfaffia sdo de interesse farmacoldgico com
utiliza¢ao no preparo de produtos cosméticos e dermatologicos, sendo B-ecdisona (20E)
um importante esterdide empregado em formulagdes cosméticas (Cortez et al., 1998).

Os estudos sobre o género Pfaffia sdo escassos, considerando a potencialidade
do seu uso (Rates & Gosman, 2002). Pfaffia glomerata ¢ conhecida pelos seus efeitos
medicinais, sendo a espécie mais estudada do género (Smith & Downs, 1998).
Quimicamente, ¢ rica em saponinas triterpénicas, sendo 20E seu principal ingrediente
ativo (Sanches et al., 2001; Vigo et al., 2003). O teor deste composto ¢ freqiientemente
utilizado em avaliagdes de cultivo e selecdo de gendtipos (Magalhaes, 2000; Corréa
Junior, 2003; Figueiredo, 2004).

O interesse por P. glomerata teve origem no uso popular de suas raizes,
recebendo o nome popular ginseng brasileiro (Gomes et al., 2006), também denominada

fafia, paratudo, corango, corrente, sempre-viva (Magalhaes, 2000), batata-do-mato e, no
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mercado internacional, suma (Corréa Jr. et al., 2006). Possui grande potencial para
consumo no mercado interno e externo (Vieira et al., 2002; Nascimento et al., 2007) e
sua exploracdo no Brasil ¢ atribuida as suas propriedades medicinais, realizada por
grupos comerciais para extracao de substancias ativas (Taschetto & Pagliarini, 2003).

Ocorre endemicamente nas regides tropicais do Brasil, ¢ muito adaptativa,
possui variabilidade de produgdo, com diferentes teores de principios ativos de valor
fitoterdpico (Montanari Jr. et al., 1999; Montanari Jr. & Perecin, 2006), resultantes da
variabilidade genética existente entre as populagdes (Figueiredo et al., 2004; Kamada,
2006).

A exploragdo de P. glomerata em ambientes naturais tem sido realizada de
forma predatoéria, justificando planos de manejo e projetos de cultivos comerciais. A
degradagdo poderia ser minimizada pelo processo de domesticacdo e cultivo dessa
espécie, tornando-a disponivel para uma parcela maior da populacdo (Montanari Jr. et
al.,, 1999; Ming & Correa Jr., 2002; Correa Jr., 2003) reduzindo a exploracao das
populagdes naturais (Alves et al., 2006). Dessa forma, a enxertia in vitro pode ser a
técnica apropriada para essa finalidade, pois geralmente une dois materiais vegetais
geneticamente distintos (Pina & Errea, 2005) que passam a compartilhar uma série de
fatores essenciais a sobrevivéncia e crescimento de ambos (Oliveira et al., 2002).

As plantas enxertadas sdo amplamente utilizadas como forma de propagacgdo e
de controle no crescimento, possuindo consideravel importincia na adaptagdo de
cultivares de interesse em areas apropriadas (Pina & Errea, 2005; 2008), pois sdo
formadas pela combinagdo de dois individuos, um que constitui o sistema radicial
(hipobioto) e o outro, a parte aérea (epibioto). A capacidade que cada cultivar tem na
adapatcao a diferentes condi¢des de solo ¢ obtida por intermédio do uso de diferentes
genotipos como hipobioto (Errea et al., 1994) e, a produ¢do em arvores frutiferas, por
exemplo, ¢ determinada em fung¢ao da selecdo do epibioto (Errea et al., 2001).

Tradicionalmente, as técnicas de enxertia t€ém sido adaptadas para o cultivo de
plantas com uma variedade de aplicacdes (Lou & Gould, 1999). No entanto, ndo
existem relatos na literatura da unido de materiais geneticamente distintos em plantas
medicinais que investiguem a influéncia da enxertia in vitro na concentragdo do
principio ativo produzido. Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi avaliar os teores de
B-ecdisona na enxertia reciproca de acessos de P. glomerata que diferem na produgao

dos teores de principio ativo e produtividade de raizes.
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Material e Métodos

Dois acessos de P. glomerata coletados em populagdes distintas na bacia do rio
Parand e pertencentes a cole¢do de germoplasma de plantas medicinais do Centro
Nacional de Recursos Genéticos e Biotecnologia (Embrapa/Cenargen), identificados
sob n° 2202-15 e 2209-09, foram utilizados para realizar a enxertia in vitro.

Na propagacao, foram utilizados seis tratamentos que consistiram: acesso 2202-15
sem enxerto (testemunha — ac 22); acesso 2209-09 sem enxerto (testemunha — ac 43);
2202-15 como hipobioto e 2209-09 como epibioto (cv 22); 2209-09 como hipobioto ¢
2202-15 como epibioto (cv 43); 2202-15 como hipobioto e epibioto (ct 22); e, 2209-09
como hipobioto e epibioto (ct 43).

Os clones foram propagados in vitro mediante o cultivo de segmentos nodais
foram utilizados para a realizag¢io da enxertia in vitro. Apices caulinares constituiram o
epibioto e segmentos internodais alongados, o hipobioto. A enxertia in vitro foi
realizada pelo método de garfagem, conforme metodologia proposta por Bandeira
(20006).

As plantas enxertadas foram cultivadas em tubos de ensaio em meio de cultura
contendo os sais ¢ vitaminas MS (Murashige & Skoog, 1962), acrescido de 30 g L™ de
sacarose, 8 g L™ de agar (Merck), mantidos em sala de crescimento, a temperatura de 25
+ 2 °C, sob fotoperiodo de 16 horas com irradiancia de 50 pmol m™ s™.

Ap6s 30 dias de cultivo, as plantas foram aclimatizadas em condi¢des de
laboratério em sistema de prateleiras sob irradiancia de 85 pmol m™ s e fotoperiodo de
12 horas, utilizando lampadas fluorescentes (Osram® - Luz do Dia Especial, 20 W) e,
posteriormente, transferidas para vasos (18 L) contendo mistura de solo, arecia e
substrato (Plantmax”™) (2:2:1) e mantidas em condigdo de campo. O experimento foi
realizado por duas vezes.

As plantas foram coletadas aos 360 dias, no primeiro experimento, e aos 240 dias,
no segundo experimento, apos a realiza¢do da enxertia in vitro. Foi determinado o teor
de B-ecdisona nas raizes, folhas e inflorescéncias, bem como, produ¢do de massa seca
das raizes tuberosas e das inflorescéncias.

As folhas e as inflorescéncias foram coletadas e submetidas a secagem em estufa
de ventilagao for¢ada (50 °C) durante 8 dias. As raizes foram retiradas do solo e lavadas
em agua corrente, fragmentadas na se¢do de maior didmetro em aproximadamente Smm
e colocadas em estufa pelo mesmo periodo (Figueiredo et al., 2004). Posteriormente,

foram trituradas em moinho do tipo Willey e armazenadas em freezer (-20 °C). Todas
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as raizes ¢ inflorescéncias de cada unidade amostral foram coletadas e pesadas
individualmente para determinar a producdo da massa seca, sendo expressa em kg
planta”. Esse procedimento ndo foi adotado para as folhas, uma vez que, na época de
coleta do experimento com 360 dias as plantas praticamente ndo apresentavam mais
folhas, apenas inflorescéncias. Dessa forma, a coleta e subseqiiente determinacao do
principio ativo nas folhas s6 foram realizadas no experimento com 240 dias, onde foram
coletados os trés primeiros pares das folhas totalmente expandidas no apice de cada

ramificagao.

Analise Quimica

As amostras foram submetidas ao processo de extracdo, segundo o método de
Kamada (2006), com algumas modificagdoes. Cada amostra foi preparada a partir de 200
mg de matéria seca e 20 mL de metanol, as quais ficaram armazenadas em temperatura
ambiente (25 + 2 °C), durante oito dias sob agitacdo diaria do extrato. Apods esse
periodo, os extratos foram centrifugados (5.000 rpm/20 minutos) ¢ o sobrenadante
coletado.

Obtido o extrato metanolico, este foi analisado por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE), para determinagdo do teor do fitoesterdide 20-hidroxiecdisona ou [3-
ecdisona utilizando as seguintes condigdes: equipamento da Shimadzu (LC 10AD,
Shimadzu, Kyoto Japdo), equipado com detector SPD 10AV, CBM 10A; coluna
Bomdesil C 18 (5,0 um x 4,6 mm x 250 mm); volume de amostra injetada de 20 pL;
leitura em A = 245 nm. Para amostras de raizes a fase movel utilizada foi o metanol
(100%), grau HPLC, com fluxo de 1 mL/min e tempo de corrida da amostra de 10
minutos. Para as amostras de folhas e inflorescéncias, a fase mével foi composta por
metanol-agua na propor¢ao 50:50 (v/v), com fluxo de 1,2 mL/min e tempo de corrida da
amostra de 15 minutos. Toda a fase movel foi filtrada com membrana Millipore de 0,45
um e degaseificada com gas hélio. Os dados foram integrados por meio do "software"
Shimadzu SPD.

Para obtencao da curva de calibragdo, foi utilizada amostra padrao com 97% de
pureza de B-ecdisona (Sigma Chem. Co., EUA), em concentracdes de 10, 20, 30, 40, 50,
60, 70, 80, 90, 100 e 120 mg.L'1 em metanol. As solu¢des foram injetadas (20 pL) em
triplicatas, nas diferentes condicdes da fase movel. Os valores obtidos nos
cromatogramas, correspondentes as concentracdes das amostras-padrao, foram plotados

nos graficos obtendo-se, assim, a equacdao para calculo do teor de B-ecdisona dos
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individuos. A equagdo de regressao obtida para calcular o teor de B-ecdisona utilizando
a fase movel metanol (100%) foi: Teor de B-ecdisona = (area do pico - 1473) / 28623 (1
=0,9995); e, com a fase movel metanol (50%) - dgua (50%): Teor de B-ecdisona = (4rea

do pico - 26930) / 16323 (* = 0,9985).

Delineamento Experimental

O experimento foi realizado em delineamento inteiramente casualizado com 8
repeti¢des por tratamento, sendo cada unidade experimental constituida por um vaso,
contendo uma planta.

Os dados foram submetidos a analise de variancia, seguidos pelo teste de Tukey a
5% de significancia. Para esclarecimento do grau de relacdo direta entre as
caracteristicas avaliadas foram calculados os coeficientes de correlagdo de Pearson para

as caracteristicas avaliadas, utilizando o programa estatistico GENES (Cruz, 2006).

118



Resultados

A producdo de massa seca das raizes e das inflorescéncias apresentou variagdes de
acordo com o tempo de cultivo, sendo observado um aumento significativo entre 240 e
360 dias (Quadro 1 e Quadro 2).

Analisando a massa seca das inflorescéncias aos 240 dias constatou-se que as
plantas com a parte aérea constituida pelo acesso 2202-15 produziram maior indice
(Quadro 1). Porém, considerando o teor de B-ecdisona o Unico tratamento a diferenciar
foi a combinagdo 2202-15 como hipo e 2209-09 como epibioto, apresentando o menor
indice nas andlises. Nesse periodo, também foram observadas as menores
produtividades por planta do principio ativo nas enxertias cuja parte aérea foi
constituida pelo acesso 2209-09 (Quadro 1).

Aos 240 dias os maiores teores de B-ecdisona foram encontrados nas folhas dos
tratamentos constituidos pelo acesso 2202-15, independente da combinacdo do sistema
radicular realizado na enxertia in vitro. Na combinagdo 2202-15 como hipo ¢ 2209-09
como epibioto foi observada a menor concentragdo do principio ativo, no entanto, na

enxertia reciproca um dos maiores indice foi observado.

Quadro 1. Produgdo de massa seca (MS), teor de B-ecdisona (20E %) e quantidade de B-
ecdisona por planta (20E/P) nas inflorescéncias de P. glomerata ap6s 240 e¢ 360 dias da

realizagdo da enxertia in vitro, e teor de B-ecdisona (20E %) nas folhas aos 240 dias

------------------ 240 dias 360 dias ----------

Inflorescéncia Folha Inflorescéncia

MS 20E 20E/P 20E MS 20E 20E/P
(® (%) (2) (%) (® (%) (®

Epib. Hip.

Test. 2202 3,32ab 1,03a 0,035a 1,90a 14,51a 1,63b 021b
Test. 2209 2,63bc 1,0la 0,027ab 1,49bc 23,49a 2,66a 0,59 ab
2202 4,17a 095a 0,040a 1,74ab 12,39a 197ab 0,240
2209 3,17ab 1,10a 0,036a 1,89a 15,54a 2,00ab 0,30b
2202 1,81c¢  0,52b 0,009 ¢ 1,L13c 2197a 2,26ab 0,49 ab
2209 1,80c 1,04a 0,019bc 136bc 3094a 285a 0,78a

2202

2209

As médias seguidas de uma mesma letra na coluna, ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey a
5% de significancia.

Nao houve diferenga estatistica entre os tratamentos na producdo de massa das

inflorescéncias aos 360 dias (Quadro 1), devido a variabilidade existente entre as
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plantas do mesmo tratamento. Analisando o teor de B-ecdisona apenas a testemunha
2202-15 diferiu da testemunha 2209-09 e do acesso 2209-09 na condi¢do de hipo e
epibioto, apresentando o menor percentual. No entanto, pode se observar que os
tratamentos que apresentaram a melhor producdo de massa seca no periodo foram
também os que apresentaram maior concentragdo do principio ativo.

Analisando a quantidade de [-ecdisona nas inflorescéncias por planta, os
tratamentos constituidos pelo acesso 2209-09 na parte aérea, quando enxertado nele
mesmo ou na combinagdo com o acesso 2202-15, apresentaram menor produtividade
em relacdo aos demais tratamentos aos 240 dias (Quadro 1). No entanto, com 360 dias
um dos tratamentos que apresentaram maior produtividade foi a combinagao 2209-09
como hipo e epibioto (Quadro 1), sendo os menores indices de produtividade por planta
na inflorescéncia obtidos quando a parte aérea foi constituida pelo acesso 2202-15
(Quadro 1).

Aos 240 dias de cultivo, a producdo de massa seca das raizes apresentou
diferenca significativa entre os tratamentos (Quadro 2). A testemunha e o controle do
acesso 2209-09 foram os tratamentos com maior producdo de raizes e menor produgdo
de B-ecdisona (Quadro 2), enquanto que a testemunha e o controle do acesso 2202-15
obtiveram os menores teores de massa seca de raiz e maior teor de B-ecdisona (Quadro
2). Portanto, o acimulo de B-ecdisona foi inversamente proporcional a produgdo de
massa seca de raizes nestes tratamentos. Valores intermediarios foram obtidos com a
enxertia combinada desses acessos, tanto para a producdo de massa seca da raiz quanto
para o teor de B-ecdisona (Quadro 2).

Analisando a producdo de massa seca das raizes aos 360 dias verificou-se a
influéncia direta da enxertia nesta varidvel. O acesso 2209-09 apresentou maior
quantidade de massa seca em relagdo aos demais tratamentos, inclusive quando
utilizado como hipo e epibioto. Influéncia esta também observada em relacdo ao acesso
2202-15, onde o tratamento testemunha apresentou producao intermediaria de massa
seca de raiz, entretanto, quando este acesso constituiu o sistema radicular das plantas
enxertadas, independente da combinacdo do enxerto, este apresentou menor produgdo
(Quadro 2).

A determinagdo do teor de B-ecdisona nas raizes aos 360 dias demonstrou que as
plantas constituidas pelo acesso 2202-15 apresentaram os maiores indices em relagdo
aos demais tratamentos. A enxertia 2209-09 (hipobioto) e 2202-15 (epibioto) apresentou
teor inferior apenas a combinacdo 2202-15 (como hipo e epibioto), equiparando-se a

testemunha 2202-15 e a combinagdo 2202-15 (hipobioto) e 2209-09 (epibioto). No
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entanto, apresentou teor superior aos demais tratamentos cujas plantas foram
constituidas inteiramente pelo acesso 2209-09, o que demonstra a influéncia da enxertia

no actimulo do principio ativo nas raizes de P. glomerata.

Quadro 2. Produgdo de massa seca (MS), teor de B-ecdisona (20E %) e quantidade de B-
ecdisona por planta (20E/P) nas raizes de P. glomerata apo6s 240 ¢ 360 dias da realiza¢do da

enxertia in vitro

Raiz
------------- 240 dias 360 dias -------------
MS 20E 20E/P MS 20E 20E/P

(@ (%) (® (® (%) (@

Test.  2202-15 7490cd 1,202 0,89a 15497b 1,58ab 24la
Test.  2209-09 129,23a  0,64c 0,83a 21294a 086c 1,83bc
2202-15  68,55d I,13a 0,77a  98,15¢ 1,72a 1,70 bc
2209-09 84,28cd  0,92b 0,76a 96,41 c 1,24 b 1,15d
2202-15  97,69bc  0,81b 0,79a 133,62b 1,42ab 190D
2209-09 122,58ab 0,65c¢ 0,79a 164,57b 0.8lc 1,33cd

2202-15

2209-09

As médias seguidas de uma mesma letra na coluna, ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey a
5% de significancia.

A quantidade de B-ecdisona nas raizes por planta ndo diferiu entre os tratamentos
com 240 dias. No entanto, com 360 dias, a testemunha 2202-15 apresentou maior
produtividade, enquanto a combinagdo 2209-09 (hipobioto) e 2202-15 (epibioto)
apresentou a menor produtividade. Os demais tratamentos apresentaram valores

intermediarios (Quadro 2).

Todas as plantas cujo sistema radicular foi constituido pelo acesso 2202-15
apresentaram galhas, evidenciando a presenga de nematdides do tipo Meloidogyne
javanica (fenotipos de Esterase J3 e¢ J2) Meloidogyne arenaria (A2) e Helicotylenchus
sp., enquanto nas plantas cujo sistema radicular foi constituido pelo acesso 2209-09 nao
foi detectada a presenga destes.

A figura 1 mostra que os cromatogramas da amostra padrao de B-ecdisona e das
solugdes extrato dos diferentes orgdos de P. glomerata foram semelhantes, de acordo
com a fase movel especifica. Comparando estes cromatogramas observa-se um
coincidente tempo de reten¢do, indicando que outros componentes nao interferem de

forma significativa no perfil do pico de B-ecdisona.
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Figura 1. Cromatogramas obtidos por HPLC com leitura em A = 245 nm. A. amostra padrdo de
120 mg L' de PB-ecdisona na fase movel metanol(50):agua(50); B. amostra do extrato
metandlico da folha (Ct 43) com 240 dias de cultivo; C. amostra do extrato metandlico da
inflorescéncia (Cv 22) com 360 dias; D. amostra do extrato metandlico da inflorescéncia (Cv
22) com 240 dias; E. amostra padrdo de 120 mg L' de B-ecdisona na fase movel metanol (100

%); F. amostra do extrato metandlico da raiz (Ct 22) com 240 dias.

O coeficiente de correlacdo determinado entre a produgdo de massa seca (raizes e
inflorescéncias), teor de B-ecdisona (inflorescéncia, folhas e raizes) e indice de
nematoides aos 240 dias demonstrou que houve relacdo entre as caracteristicas
avaliadas (Quadro 3).

Valores significativos de correlagdo para teor de f-ecdisona foram detectados em
varios caracteres, destacando-se os maiores valores entre: indice de nematdide ¢ % [3-

ecdisona na raiz; % [-ecdisona na raiz e massa seca de raiz; e, % P-ecdisona na
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inflorescéncia e % P-ecdisona na folha (Quadro 3).

Foi estabelecida correlagdo positiva e relevante com % P-ecdisona no sistema
radicular, demonstrando incremento no teor de f-ecdisona na presenca de nematodides.
Entretanto, correlacdo negativa foi observada para massa seca da raiz e % de -ecdisona
na inflorescéncia (Quadro 3), ou seja, a tendéncia estabelecida na presenga de
nematoides foi a diminui¢dao na producao de massa seca da raiz e no teor de f-ecdisona

nas inflorescéncias.

Quadro 3. Correlagdo das caracteristicas analisadas em plantas aclimatizadas de P. glomerata

apos propagacdo via enxertia in vitro, utilizando o Coeficiente de Correlagdo de Pearson (CCP)

CCp

Variaveis

240 dias 360 dias
Indice de nematoide X % B-ecdisona na raiz 0,635 ** -
Indice de nematéide X massa seca de raiz -0,484 ** =
Indice de nematoide X % B-ecdisona na inflorescéncia -0,310 * -
Indice de nematdide X massa seca de inflorescéncia 0,233 ™ -
indice de nematoide X % p-ecdisona na folha 0,059 ™ -
% PB-ecdisona na raiz X massa seca de raiz -0,787 **  -0,553 **
% PB-ecdisona na raiz X % B-ecdisona na inflorescéncia 0,019 ™  -0,480 **
% PB-ecdisona na raiz X massa seca de inflorescéncia 0,532 ** -0,330 *
% P-ecdisona na raiz X % B-ecdisona na folha 0,402 ** -
Massa seca da raiz X % B-ecdisona na inflorescéncia 0,089 "™ 0,347 **
Massa seca da raiz X massa seca da inflorescéncia -0,398 ** 0,167 ™
Massa seca da raiz X % B-ecdisona na folha -0,456 ** -
% B-ecdisona na inflorescéncia X massa seca da inflorescéncia 0,272 ™ -0,053 ™
% PB-ecdisona na inflorescéncia X % B-ecdisona na folha 0,649 ** -
Massa seca da inflorescéncia X % B-ecdisona na folha 0,500 ** -

** *: significativo a 1 e 5% de probabilidade pelo teste t; : ndo significativa; -: varidveis nio

correlacionadas.

A correlacdo negativa observada entre % P-ecdisona na raiz e massa seca da raiz,
indicou que quanto maior a producdo de massa, menor o acumulo de % [B-ecdisona na
raiz (Quadro 3). Seguindo a mesma tendéncia nos dois periodos de cultivo. Nao houve
correlagdo entre % P-ecdisona da raiz e da inflorescéncia com 240, mas com 360 dias a

correlagdo estabelecida foi negativa, indicando que as plantas que apresentaram maiores
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teores do principio ativo na raiz tendem a apresentar menores teores na inflorescéncia.

Com 240 dias de cultivo o % [B-ecdisona na raiz apresentou correlacdo positiva
tanto com a massa seca da inflorescéncia quanto com o % de B-ecdisona na folha. No
entanto, houve inversdo na correlacao estabelecida com a massa seca da inflorescéncia,
passando a ser negativa aos 360 dias (Quadro 3).

A correlagdo entre a massa seca da raiz e % [-ecdisona na inflorescéncia foi
significativa e positiva apenas aos 360 dias. No entanto, a correlacdo da massa da raiz
com a massa da inflorescéncia e com % B-ecdisona na folha foi negativa (Quadro 3).

Foi observada também correlagdo positiva entre o percentual de B-ecdisona na
folha, com o percentual de B-ecdisona na inflorescéncia e com a massa seca da
inflorescéncia (Quadro 3).

Todas as correlacdes estabelecidas nos dois periodos de cultivo sofreram variagdes
(Quadro 3), indicando alteragdes que podem ter sido influenciadas tanto pelo tempo
quanto pela época de cultivo das plantas.

As caracteristicas indice de nematoide e % B-ecdisona na raiz, % P-ecdisona na
raiz e massa seca da raiz, % [-ecdisona na inflorescéncia e % [B-ecdisona na folha, e,
massa seca da inflorescéncia e % B-ecdisona na folha, apresentaram os maiores valores
de correlacdo e significativos a 1%, refletindo as relagcdes entre as caracteristicas do

grupo dos tratamentos avaliados.
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Discussao

Ecdisterdides sdo encontrados em algumas espécies de certos géneros da familia
Amaranthaceae em teores consideraveis (Savchenko et al., 1998), incluindo o género
Pfaffia (Nishimoto et al., 1987; 1988; Shiobara et al., 1993; Baltacv, 2000). Dentre as
espécies encontra-se P. glomerata (Shiobara et al., 1993), cuja determinagao do teor de
B-ecdisona, ecdisterdide de interesse, vem sendo realizada principalmente nas raizes.

Os resultados deste experimento demonstraram que as folhas e inflorescéncias de
P. glomerata, independente do tratamento submetido, apresentaram os maiores teores
de B-ecdisona, quando comparados com o sistema radicular. A maior producao deste
ecdisterdide na parte aérea de espécies do género foi relatada inicialmente em P.
iresinoides, que apresentou maior producdo nas folhas (0,92%) quando comparada as
raizes (0,62%) e caule (0,17%) (Nishimoto et al., 1987). Dados semelhantes foram
obtidos para P. tuberosa e P. glomerata (Flores, 2006), corroborando com os dados
obtidos neste estudo para folhas e inflorescéncias (Festucci-Buselli, 2008; Festucci-
Buselli et al., 2008). Em Potamogeton pectinatus os maiores niveis de ecdisterdides
foram observados nos 6rgdos reprodutivos e nas partes jovens da planta (Chadin et al.,
2003).

Os diferentes 6rgaos da planta diferem na capacidade de acumular ecdisterdides
(Tomas et al., 1992; 1993; Savchenko et al., 1998). Em geral, alguns tecidos/6rgaos
contém maior concentracdo destes, no entanto, a expressdo dos genes envolvidos na sua
biossintese ¢ acimulo ndo foi totalmente esclarecida (Dinan, 2001). Esses metabdlitos,
podem exercer papel ecoldgico na protegao de drgdos suscetiveis ao ataque de insetos
(Savchenko et al., 1998; 2001). Tal papel de protecdo contra a herbivoria, atribuido aos
fitoecdisteroides, foi verificado apenas no acesso 2209-09 de P. glomerata. No outro
acesso, embora tenha apresentado maior concentracao de B-ecdisona nas folhas, foram
observados danos nas folhas, caules e nos apices.

Os acessos utilizados neste experimento, apresentam caracteristicas morfologicas
distintas, dentre estas, a visivel diferenga relativa ao nimero de tricomas, o acesso 2209-
09 apresenta folhas e caules extremamente pilosos, enquanto o acesso 2202-15 o
numero de tricomas ¢ reduzido. Dessa forma, a secre¢do de compostos através dessas
estruturas secretoras, como forma de defesa ao ataque de insetos, pode exercer
importante papel ecologico em P. glomerata, atribuido aos fitoecdisterdides, bem como
pode ser uma forma de extravasamento deste material, resultando na diminui¢do do teor

de B-ecdisona nas folhas do acesso 2209-09. No entanto, estudos especificos devem ser
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conduzidos com este objetivo.

A concentracdo e a natureza quimica dos fitoecdisterdides nas plantas podem
variar de acordo com a parte da planta, estadio de desenvolvimento e condi¢des
ambientais (Dinan, 2001), e inclusive ter implicagdes biossintéticas (Tomas et al.,
1993). A evidéncia ¢ o acumulo gradual com maior concentragdo em diferentes tecidos
da planta, pois sdo biossintetizados, transportados e acumulados em diferentes 6rgaos
(Dinan, 2001; Tomas et al., 1992).

Plantas perenes podem reciclar seus ecdisterdides entre os orgdos deciduos e
perenes para outra estagdo de crescimento (Adler & Grebenok, 1995). A época de
colheita pode influenciar diretamente no conteudo do principio ativo, pois decréscimo
progressivo no contetido de ecdisterdides ocorre das folhas novas para as maduras, onde
a translocacdo dos metabolitos pode acontecer (Tomas et al., 1992). Assim, as
diferengas fenoldgicas existentes entre os acessos envolvidos na enxertia podem ter
contribuido de forma significativa na concentracao de B-ecdisona na parte aérea das
plantas. Os tratamentos que apresentaram maiores massa seca e teores do principio ativo
nas inflorescéncias contrastaram com menor teor desse principio nas folhas. As
diferengas ndo foram estabelecidas pelas combinagdes na enxertia e sim pelo acesso que
constituiu a parte aérea das plantas.

A maioria dos compostos presentes na parte aérea de P. glomerata devem ser
translocados para as raizes, seu principal 6rgdo de reserva, antes da senescéncia foliar e
floral. A espécie ao fim do ciclo anual perde praticamente todas as folhas (Correa
Junior; 2003; Ming & Corréa Jr., 2004; Mattos & Salis, 2005), sendo constatada
diminui¢do no teor de [B-ecdisona nas raizes na época da maxima producdo de
inflorescéncia (Guerreiro, 2006).

O aumento nos teores de P-ecdisona encontrado nas raizes de P. glomerata
infectadas por nematdides corroboram com os resultados obtidos por Carneiro et al.
(2007) para a espécie, assim como para Pfaffia paniculata parasitadas por Meloidogyne
javanica. No entanto, estes autores apontam para um aumento relativo em P. glomerata,
uma vez que o nematdide reduziu significativamente a massa fresca das raizes
parasitadas. Essa caracteristica ndo foi possivel observar em nosso experimento devido
a contaminacdo integral dos tratamentos cujo sistema radicular foi constituido pelo
acesso 2202-15.

A alta atividade bioldgica dos ecdisterdides sugere um papel de defesa contra
ataque de insetos e nematoides, assim como fungdes fisiologicas e bioquimicas nas

plantas (Tomas et al., 1993), podendo ser utilizado como base para o desenvolvimento
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de cultivares resistentes (Soriano et al., 2004). O estimulo ao aumento no teor de [-
ecdisona pode estar relacionado a resposta quimica da planta ao ataque dos nematoides
(Carneiro et al., 2007), pois este composto ¢ induzido por insetos e nematdides (Soriano
et al.,, 2004). Em espinafre, o acimulo de ecdisterdides nas raizes foi induzido por
insetos (Schmelz et al., 1999) ou por danos mecanicos (Schmelz et al., 1998).
Associado as caracteristicas genéticas, estes fatores podem ter contribuido diretamente
na maior produ¢do do principio ativo no acesso 2202-15 nas folhas pelo ataque de
insetos, e nas raizes pela presenca de nematoides. Nas inflorescéncias, ao contrario, ndo
foram observados danos fisicos em nenhum dos tratamentos analisados.

O estado fisiologico da planta tem forte efeito no contetido total de
fitoecdisteroide (Tomas et al., 1992). A interacdo fisioldgica nas plantas enxertadas foi
observada com o aumento no teor do principio ativo nas raizes da enxertia entre 2209-
09 (hipobioto) e 2202-15 (epibioto), no entanto, este ndo resultou na melhor
produtividade, uma vez que a produg¢ao de massa seca da raiz foi diretamente afetada
nesta combinagdo. Confirmando a influéncia reciproca entre hipo e epibioto na
produtividade do sistema radicular.

Os hipobiotos afetam diretamente o vigor da copa enxertada, estando diretamente
relacionados ao gendtipo e suas relagdes, induzindo diferengas marcantes também na
producdo (Schifer et al., 2001). Como os acessos combinados de P. glomerata
apresentam diferencas morfoldgicas, genéticas e quimicas (Kamada, 2006), as respostas
obtidas ressaltam a interacdo existente entre hipo e epibioto, tanto na producdo da massa
seca do sistema radicular, quanto no teor do principio ativo.

As variagdes no conteudo de B-ecdisona presentes nas raizes de diferentes acessos
de P. glomerata sdo atribuidas, principalmente, a variabilidade genética das plantas, a
condi¢des ambientais de cultivo (solo, clima, manejo da cultura, época de colheita, etc.)
e até mesmo a diferencas na metodologia de analise (Magalhaes, 2000; Corréa Jr., 2003;
Figueiredo et al., 2004). Neste experimento, as mesmas condi¢des foram estabelecidas
para todos os tratamentos, dessa forma, a diferenca genética e a interagao fisiologica das
partes envolvidas na enxertia influenciaram o desenvolvimento das plantas.

Diferentes espécies podem sintetizar ecdisterdides em varios orgaos e distribui-los
para outros (Adler & Grebenok, 1995). O conteudo de ecdisterdides nas plantas varia de
tracos para varias percentagens, usualmente ocorre na ordem de 0,01-0,1% do peso seco
da planta (Baltaev, 2000; Dinan, 2001), podendo alcancar concentragdes de cerca de 1-
2% (Lafont, 1998; Dinan, 2001; Lafont & Dinan, 2003). Porém, espécies com

habilidade de biossintetizar maiores niveis de ecdisteroides (0.1-3.0%) sdo classificadas
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como superacumuladoras (Timofeev, 2007).

As raizes de P. glomerata, sem contaminagdo por nematoide, apresentaram teores
de B-ecdisona compativeis com o padrdo de variag¢do (0,15% - 0,76%) observado por
diversos autores em diferentes acessos e condi¢des de cultivo (Montanari Jr. et al.,
1999; Corréa Jr., 2003; Figueiredo et al., 2004; Freitas et al., 2004; Marques et al.,
2004; Guerreiro, 2006; Kamada, 2006; Zimmer et al., 2006). Em amostras comerciais o
teor de B-ecdisona flutua entre 0,3-0,5% (Figueiredo et al., 2004).

O teor de P-ecdisona nas raizes de P. glomerata tem sido um indicador de
qualidade das raizes produzidas (Montanari et al., 1999; Magalhaes, 2000), dessa forma,
os trabalhos agronOmicos, em sua maioria, realizam abordagens quimicas, sendo
constatados uma diversidade de valores em funcdo da variabilidade existente entre
populagdes de P. glomerata.

A quantidade de B-ecdisona observada nas raizes de P. glomerata ndo infectadas,
encontra-se entre os tipicos padrdes de registro na literatura. No entanto, os dados
observados na parte aérea e raizes infectadas por nematodides superam os referidos
indices. Acessos que apresentam maior producdo de massa seca da raiz ou teores
elevados de B-ecdisona, ndo resultam necessariamente, naqueles com maior produgdo
total de B-ecdisona/planta, pois a produtividade ¢ dependente de ambos os fatores.
Dessa forma, os maiores teores do principio ativo na parte aérea nao reflete em maior
produtividade do 6rgao, devido a propor¢do de massa seca produzida. Sendo assim, o
sistema radicular continua sendo o principal 6rgao de interesse da espécie.

A producio de raizes em P. gomerata pode ser influenciada por condi¢des de solo,
clima e até fatores genéticos (Mattos & Salis, 2004). Todas as correlagdes estabelecidas
nos dois periodos de cultivo analisados neste experimento sofreram variagdes,
indicando alteragdes que podem ter sido influenciadas tanto pelo tempo quanto pela
época de cultivo das plantas.

Dentre as caracteristicas dos materiais utilizados em programas de melhoramento,
inclui-se resisténcia a fungos e nematoides, e alto contetido de -ecdisona (Alves et al.,
2006). Dessa forma, a redugdo na producdo de massa seca da raiz do acesso 2209-09
quando combinado com o acesso 2202-15, ndo se torna uma barreira para a realizagao
da enxertia em P. glomerata, uma vez que o teor de B-ecdisona nesta combinagdo foi
superior aos demais tratamentos constituido pelo acesso 2209-09 no sistema radicular.
A produtividade por planta foi menor, entretanto, houve maior concentragdo de -
ecdisona, essa caracteristica ¢ relevante para a indudstria, pois o seu maior interesse ¢ a

obteng¢do de produtos de qualidade com altos indices na obtengao do principio ativo.
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Kamada (2006), analisando os mesmo acessos utilizados neste experimento,
obteve em oito meses de cultivo maior massa seca das raizes, no entanto, o teor de 3-
ecdisona foi menor. Estes dados explicam a grande influéncia que os tratos culturais,
época de cultivo e colheita podem exercer sobre a produtividade de um mesmo acesso
de P. glomerata, bem como, cabe ressaltar a presenga de nematdides no acesso 2202-15,
ndo constatado por Kamada (2006). As raizes de P. glomerata respondem as variagdes
sazonais (Correa Jr., 2003; Vigo et al., 2004), influenciando na produtividade em
fitomassa e no teor de -ecdisona, sendo os melhores resultados obtidos aos 12 meses
de cultivo (Correa Jr.; 2003).

A maior concentracao de ativos ocorre no inverno e na primavera (Vigo et al.,
2004). Na primavera a planta direciona suas reservas para o desenvolvimento vegetativo
(Correa Jr., 2003). Doses de adubagcdo e a idade da colheita das plantas ndo
influenciaram o teor de B-ecdisona, mas a quantidade de P-ecdisona por planta
(Guerreiro, 2006). Ensaios de campo demonstram que o teor de B-ecdisona se apresenta
constante (em torno de 0,7 %) em plantas com um ano e mantém-se em plantas com
dois e trés anos de idade (Montanari Jr. et al., 1999). Por isso, recomenda-se que a
colheita das raizes de P. glomerata seja realizada ao final do inverno, depois de 1, 2 ou
3 anos, quando as reservas sintetizadas pela planta ja foram translocadas para as raizes
(Magalhaes, 2000). O que pode justificar o significativo aumento tanto no teor quanto
na quantidade de B-ecdisona nas raizes no intervalo de 240 e 360 dias de cultivo, neste
experimento. No entanto, ndo existem estudos sobre o local de biossintese dos
fitoecdisteroides na espécie.

Embora a correlagdo positiva entre a parte aérea de P. glomerata com a massa
seca de raizes por planta e com o indice de colheita tenha sido relatada (Montanari Jr. &
Perecin, 2006), e entre o peso de matéria seca de raiz e o teor de B-ecdisona nas raizes
(Figueiredo et al., 2004), neste experimento essa correlagdo foi negativa. No entanto, a
contaminagdo por nematdide deve ter influenciado de forma decisiva nestes resultados,
uma vez que alta correlagdo positiva foi observada entre o indice de nematodides e a
producdo de B-ecdisona nas raizes.

Comparando as quantidades de [-ecdisona por planta encontrada nesse
experimento com resultados obtidos por Figueiredo et al. (2004) e Guerreiro (2006),
observa-se semelhanca aos 240 dias, no entanto, aos 360 dias os valores sdo superiores,
para a producdo de massa seca das raizes, porém trata-se de acessos diferentes.

Como ja mencionado, o local de biossintese de fitoecdisteroides nas plantas ndo ¢

conhecido, pois as rotas nao estdo definidas. A presenga de fitoecdisterdides em varias
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partes das plantas em concentragdes muito diferentes ndo permite tirar qualquer
conclusao sobre o tecido ou 6rgdo nos quais estes compostos sdo produzidos (Tomas et
al., 1993; Dinan, 2001).

Notével diferenca no contetdo e distribuicao de ecdisterdéides em todas as partes
dos tecidos de Ajuga reptans foi observada, sendo que o baixo contetido nas folhas de
plantas propagadas in vitro pode indicar que as raizes sdo o mais provavel sitio de
producdo (Tomas et al., 1992). O fato das raizes que produziram brotagdes
apresentarem conteudos superiores aquelas que ndo produziram, sugere que a atividades
nas folhas podem ser dependente de algum produto intermediario da raiz ou que desta
maneira o aumento no resultado dos brotos produz composto estimulatorio (Tomas et
al., 1993).

O cultivo in vitro de raizes e brotos de A. reptans revelou que as raizes
produziram ecdisterdides quando cultivadas isoladamente, sendo que estes compostos
ndo foram detectados nas culturas com auséncia de raiz, revelando que os
fitoecdisterdides em A. reptans sao biossintetizados nas raizes (Tomas et al., 1992;
1993). Nesta espécie a producdo de P-ecdisona estd diretamente associada com o
crescimento das raizes, sendo um processo dindmico durante o desenvolvimento e que
ocorre provavelmente em 6rgaos ou tecidos especificos (Matsumoto & Tanaka, 1991).

Em Gomphrena spp. (Amaranthaceae) entre os diferentes orgdos da planta
analisados (sementes, raizes, caules, folhas e inflorescéncias), as sementes apresentaram
os maiores, e as raizes os menores, niveis de ecdisterdides, apesar da significancia
bioldgica ndo ser clara, pode indicar que as folhas e raizes sdo os maiores sitios do
metabolismo (Savchenko et al., 1998).

A produgdo de B-ecdisona em calos de P. tuberosa cultivados in vitro foi
influenciada pela presenca de brotacdes e pela concentragdo de auxina no meio
nutritivo, sendo os tratamentos com maiores freqiiéncias de regenera¢do os maiores
produtores (Flores, 2006). No entanto, em P. glomerata o acimulo de B-ecdisona nos
calos parece estar associado a friabilidade e a presenca de brotacdes, as quais sdo
determinadas pelas combinagdes e concentragdes de diferentes fitorreguladores no meio
de cultura, sendo os maiores teores detectados em calos isentos de raizes (Flores, 2006).
Esta autora sugere a possibilidade da parte aérea ser um dos principais locais de
biossintese dos ecdisterdides em P. glomerata.

O balango auxina/citocinina pode ser um fator determinante na rota biossintética
de B-ecdisona em P. glomerata, podendo ser um dos fatores de influéncia nas diferencas

observadas nas plantas enxertadas.
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Se os metabdtitos sdo produzidos principalmente nas raizes e transportados para as
folhas, ou se, sdo biossintetizados nas folhas e seletivamente transportados das folhas
para as raizes e toda a planta, ¢ uma questdo aberta para futuras discussdes. Portanto,
cabe ressaltar que a produc@o do principio ativo na parte aérea de P. glomerata se
manteve estavel e semelhante ao material testemunha do acesso que a constituia,
enquanto que, nas raizes foram observadas alteracdes no padrao de produtividade de
acordo com as combinagdes realizadas na enxertia. Indicando que a parte aérea da
planta esta diretamente associada a producdo dos compostos de interesse da espécie,
seja por indugdo de estimulos ou mesmo como local de sintese. No entanto, estudos
visando esclarecer a rota biossintética dos ecdisteroides em P. glomerata sao
necessarios para se obter uma resposta conclusiva.

Da mesma forma, estudos posteriores devem ser conduzidos a fim de examinar os
tricomas em P. glomerata, correlacionando com o papel ecoldgico dos fitoecdisterodides,
0 que pode contribuir para o esclarecimento do local de sintese desses compostos na
espécie. Bem como, sdo necessarios estudos visando quantificar os constituintes
quimicos e relaciona-los com os nematoides no sistema radicular, o que possibilitara
futuros trabalhos de otimizagdo na produgdo do principio ativo, que ¢ de grande

interesse no mercado mundial.
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Capitulo 6

Propagacao in vitro de fafia [Pfaffia glomerata (Spreng.) Pedersen]

Introducio

O Brasil ¢ o mais importante centro de coleta de espécies do género Pfaffia
(Amaranthaceae), para fins medicinais, alimenticios e cosméticos (Corréa Jr. et al.,
2006). Pfaffia glomerata ¢ nativa e possui amplo uso popular, sendo submetida a alta
pressdo antropica, devido ao intenso extrativismo e a grande demanda dos mercados
interno e externo, foi incluida na relacao de espécies prioritarias para estudos (Vieira et
al., 2002), pois ha ameacas as suas populacdes naturais (Figueiredo et al., 2004).

A grande demanda de P. glomerata para a producdo de medicamentos levou a
busca por alternativas para a producao de matéria-prima homogénea e de qualidade
(Flores et al., 2006). A propagagdo in vitro é uma técnica de clonagem e constitui-se
como alternativa promissora para o suprimento constante € homogéneo de material
vegetal, com qualidade sanitaria e tempo reduzido (Mosaleeyanon, 2004). Em plantas
de interesse medicinal, o cultivo in vitro tem sido aplicado mediante a propagagao
clonal, cultura de calos e de células em suspensdo, visando a produgdo de compostos
secundarios de interesses farmacéutico, cosmético e alimentar (Rout et al., 2000;
Gomez-Galera et al., 2007). Buscando maximizar o processo de propagacao in vitro de
P. glomerata, alguns estudos avaliaram a presenga de carvao ativado e concentragdo de
macronutrientes (Nicoloso et al., 2001), fontes e doses de ferro (Nicoloso & Ferrao,
2001), niveis de nitrogénio associados a fosforo e, ou, a sacarose (Russowski &
Nicoloso, 2003; Maldaner et al., 2007) e a concentracdo de carboidratos visando a
aclimatizacdo (Skrebsky et al., 2004).

Tipicamente, plantas propagadas in Vitro possuem caracteristicas peculiares
como: parte aérea pouco desenvolvida, menor quantidade de céra cuticular e epicuticular
nas folhas, redu¢do nos tecidos com resisténcia mecanica, maior conteido de agua,
estdmatos nao-funcionais, folhas delgadas e pequenas, poucos tricomas e baixa atividade
fotoautotrofica (Kozai, 1991; Kozai & Kubota, 2001). No cultivo in vitro, as plantas
perdem parcialmente o autotrofismo e, consequentemente, necessitam de fonte exdgena

de carboidratos, sendo a sacarose o carboidrato mais apropriado para a multiplicagdo in
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vitro de P. glomerata (Nicoloso et al., 2003). O aumento, a eliminagdo e, ou, a reducdo
da concentragdo de carboidratos no meio de cultura pode ser um dos fatores
determinantes no sucesso da aclimatizacdo (Pospisilova et al., 1999; Skrebsky et al.,
2004). A reducao de carboidratos no meio de cultivo possui diversas vantagens, dentre
estas, destaca-se a prevengdo do rapido crescimento de microrganismos, reducdo de
custos e aumento na sobrevida das plantas durante o estddio de aclimatizagao (Kozai &
Kubota, 2001; Mosaleeyanon, 2004; Xiao & Kozai, 2006).

Outro fator que pode ser determinante € o tipo de vedagdo utilizado no recipiente
de cultura. Geralmente, os explantes in vitro sdo mantidos em frascos vedados, porém,
dependendo do tipo de vedagao ha baixa troca de ar entre o ambiente externo e interno
(Chen, 2004; Tsay et al., 2006). As modificacdes da concentragcdo destes gases afetam o
crescimento ¢ a morfogénese de algumas espécies de plantas em varios sistemas de
cultivo in vitro (Marino & Berardi, 2004; Gongalves et al., 2008).

A clevada umidade relativa e a concentragao de CO, no ambiente interno dos
frascos podem influenciar as caracteristicas anatomicas (Dami & Hugles, 1995),
fisiologicas (Ogasawara, 2003; Kitaya et al., 2005) e morfologicas das plantas (Mitra et
al., 1998), resultando em elevada perda destas apos a transferéncia para as condigdes ex
vitro. A promogdo do metabolismo fotoautotrofico e o decréscimo da taxa transpiratoria
no inicio da aclimatizacdo sdo importantes estratégias para garantir a sobrevivéncia das
plantas propagadas in vitro (Kirdmanee et al., 1997).

A propagacdo fotoautotrofica representa alternativa para melhorar o
desenvolvimento das plantas in vitro e diminuir os custos de sua produgdo em escala
comercial. Nessa, ha eliminagdo de sacarose, vitaminas e reguladores de crescimento
das formulacdes de meios, incremento na concentragdo de CO, no recipiente de cultivo,
aumento no fotoperiodo e na irradiancia, decréscimo na umidade relativa nos recipientes
de cultivo, e uso de suporte poroso ou fibroso em substituicdo ao agente gelificante
(Kozai & Kubota; 2001; Mosaleeyanon, 2004).

Estudos de fatores ambientais ligados a atividade fotossintética de plantas em
cultura de tecidos s3o fundamentais para explorar o potencial fotoautotroéfico de
espécies na propagacdo in vitro. A utilizagdo de fatores ambientais como trocas gasosas
no ambiente de cultivo e a adequagdo de compostos organicos como a sacarose, podem
aproximar as condi¢des do ambiente in vitro do ex vitro. Nesse contexto, este trabalho
teve como objetivo analisar o potencial autotrofico de P. glomerata propagadas in vitro,
comparando parametros fisioldgicos e estruturais das plantas propagadas sob condigdes

heterotrofica, fotomixotrofica e fotoautotrofica.
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Material e Métodos

Material Vegetal

O acesso de P. glomerata utilizado neste trabalho foi coletado na bacia do rio
Parana, Brasil (Baitapora/MS) e pertence a colegdo de germoplasma de plantas
medicinais da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, identificado sob o n°
2209-09. As plantas foram propagadas via segmento nodal, adaptando-se aos protocolos
descritos por Nicoloso et al. (2001) e Kagiki et al. (2004), ¢ mantidas in vitro no
Laboratorio de Cultura de Tecidos Vegetais do Instituto de Biotecnologia Aplicada a
Agropecudria da Universidade Federal de Vigosa.

Os apices das plantas regeneradas, com 30 dias de cultivo e contendo um par de
folhas, foram utilizados como explantes. O meio de cultura consistiu de sais e vitaminas
MS (Murashige & Skoog, 1962), mio-inositol 100 mg L™, 0 ou 30 g L' de sacarose, pH
57£0,1,e7¢g L' de agar (Merck, Alemanha). O meio foi acondicionado em frascos de
vidro com 12 cm de altura ¢ 5 cm de didmetro interno, contendo 50 mL de meio e
autoclavados a 121°C e pressdo de 1,5 kgf cm™, durante 20 minutos.

Os explantes foram inoculados nos dois diferentes meios de cultura e os frascos
foram vedados com quatro tipos de vedagdes, sendo estas: 1. duas camadas de filme
plastico de PVC transparente (Alpfilm, Brasil) (PVC); 2. tampa rigida de polipropileno
(TR) autoclavavel (TSO); 3. TR com um orificio de 10 mm (T10); e 4. TR com dois
furos de 10 mm (T20), cobertos por membrana fluoroporo hidrofébica (PTFE) para
trocas gasosas (MilliSeal® Air Vent, Téquio, Japio) de 0,22 um de poro. O experimento
foi mantido em sala de crescimento, a temperatura de 25 + 2 °C, sob fotoperiodo de 16

. ‘A . -2 -1
horas com irradiancia de 50 pmol m™ s™.

Caracteristicas Avaliadas

Foram avaliadas as seguintes caracteristicas: porcentagem de sobrevivéncia das
plantas; altura das plantas; niumero de folhas e de brotagdes; porcentagem de
enraizamento, comprimento das raizes (cm), massas fresca e seca da parte aérea e do
sistema radicular; area foliar; determinacdo de pigmentos foliares (clorofilas a e b e
carotendides); fluorescéncia da clorofila a; atividade fotossintética; macro e
micronutrientes na parte aérea da planta; perda de agua do sistema; andlises anatdmicas

em microscopia de luz e eletronica de varredura.
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Area Foliar

As folhas foram fixadas em papel branco com fita transparente e digitalizadas na
resolugdo de 600 dpis. As imagens foram submetidas a ajustes e transformadas em
binérias, utilizando o programa Adobe® Photoshop® CS, e processadas no programa

QUANTIPORO (Fernandes Filho & Viana, 2001) para geracdo do atributo area.

Pigmentos Cloroplastidicos

As concentragdes de clorofilas a e b, e carotendides foram determinadas
utilizando-se 6 discos foliares com 5 mm de diametro, retirados da terceira folha
totalmente expandida a partir do meristema apical, e incubados em 5 mL de DMSO
(saturado com CaCOs), a temperatura ambiente por 48 horas. A absorbancia das
amostras foi realizada em espectrofotdometro (Hitachi U-2000 Spectrophotometer,
Toéquio, Japao). Os comprimentos de onda e as equagdes para o calculo das

concentragdes dos pigmentos foram baseados na metodologia de Wellburn (1994).

Avaliacoes da Taxa Fotossintética

A taxa fotossintética nas plantas de P. glomerata cultivadas in vitro foi avaliada
em sistema fechado onde o frasco de cultivo foi acoplado a um analisador de gases no
infravermelho modelo LCA 2 (Licor Inc., Lincoln, Nebraska, EUA). O ar de referéncia,
com concentragdo conhecida de CO, (500 pmol mol™), foi bombeado para o frasco de
cultivo sob taxa constante de fluxo de 0,5 L min™'. Previamente e durante as analises, a
planta foi submetida a irradidncia de 500 pmol m™ s'. Apds passar pelo frasco contendo
a planta, o ar de saida ou ar de analise passou pelo IRGA, onde foi medida a
concentragdo de CO,. A diferenca entre a concentragao de CO, do ar de referéncia e do

ar de andlise (ACQO;) foi utilizada para o calculo da taxa fotossintética.

Determinacio da Fluorescéncia da Clorofila a

Os parametros de fluorescéncia da clorofila a foram determinados no primeiro
par de folhas totalmente expandidas da porc¢do apical da planta. Sendo utilizado um

fluordmetro modulado MINI-PAM (Heinz Walz, Effeltrich, GmbH, Alemanha), para
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avaliar a eficiéncia quantica maxima do fotossistema II (Fv/Fm), em folhas adaptadas
ao escuro por 30 minutos e, o rendimento quantico efetivo do PSII (AF/Fm’), utilizando
pulso de luz saturante de 700 pmol m™s™, os coeficientes de extingdo fotoquimico
(qP), e ndo-fotoquimico (NPQ) e a taxa de transporte de elétrons (ETR) também foram

analisados.

Determinac¢ao de Macro e Micronutrientes

A parte aérea das plantas foi desidratada em estufa de circulag¢do forcada de ar a
70 °C, moidas e submetidas a digestdo nitrico-perclorica para a determinagdo dos
nutrientes. Os teores de P, K, Ca, Mg, S, Fe, Mn, B e¢ Zn foram determinados por
espectrometria de emissao 6tica em plasma induzido (ICP-OES), e N pelo método semi-

micro-Kjeldahl (Embrapa, 1999).

Analise em Microscopia de Luz

Amostras da lamina (regido mediana) de folhas totalmente expandidas foram
fixadas em FAAsy por 24 horas, estocadas em etanol 70% (Johansen, 1940),
desidratadas em série etilica e incluidas em metacrilato (Historesin, Leica Instruments,
Heidelberg, Alemanha). Para montagem de laminas permanentes, cortes transversais das
folhas, com 8 um de espessura, obtidos em micrétomo rotativo de avango automatico
(RM2155, Leica Microsystems Inc., Deerfield, EUA), foram corados com Azul de
Toluidina pH 4,0 (O’Brien & McCully, 1981) e montados em Permount, para a
caracterizagdo estrutural. As observacdes e registros fotograficos foram realizadas em
fotomicroscopio (AX70TRF, Olympus Optical, Toquio, Japao) equipado com o sistema
U-Photo.

Analise em Microscopia Eletronica de Varredura

Para andlise em microscopia eletronica de varredura amostras da porgao
mediana das folhas (aproximadamente 0,5 cm) do segundo né foram coletadas e fixadas
em Karnovsky (glutaraldeido 2,5% + paraformaldeido 2,5% em tampao cacodilato
0,05M, pH 7,2 — Karnovsky, 1965) e pos-fixado em tetroxido de 6smio (1%). Apos
desidratacdo em série etilica, os fragmentos foram secos a ponto critico, utilizando CO,

no equipamento Balzers (CPD 020, Bal-Tec, Balzers, Liechtenstein). Procedeu-se a
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deposicdo metalica com ouro nas amostras utilizando o equipamento Sputter Coater
(FDU 010, Bal-Tec, Balzers, Liechtenstein). As observagdes e documentacdo
fotografica foram realizadas usando o microscopio eletronico de varredura (Leo 1430

VP, Zeiss, Cambridge, Reino Unido).

Perda de Agua do Sistema

A perda de agua do sistema (%) foi determinada a cada quatro dias, perfazendo
9 leituras. Os frascos, com e sem explantes, foram identificados e pesados
individualmente em balanca analitica (Marte Instrumentos de Precisdo, Sao Paulo,

Brasil), sendo desconsideradas as massas do frasco e da vedacgao.

Delineamento Experimental

O experimento foi realizado em esquema fatorial 4 x 2, sendo quatro tipos de
vedagdes (PVC, TSO, T10 e T20) e duas concentragdes de sacarose (0 e 30 g L), em
delineamento inteiramente casualizado (DIC), com seis repeti¢cdes, sendo cada unidade
experimental constituida por 5 frascos, com 5 plantas por frasco. Todas as variaveis,
quando possivel, foram submetidas a analise de variancia, e aplicado o teste de Tukey
para comparagdo das médias dos tratamentos.

Os dados referentes a massa seca da raiz foram submetidos a transformagao Vx .
Para determinar a perda de dgua do sistema, os dados relativos ao peso e altura do meio
de cultura foram submetidos a andlise de regressdo, ajustando-se a equagdo em fungdo
dos dias de cultivo. O mesmo procedimento foi adotado para o crescimento em altura
das plantas. Sendo realizado o teste de identidade de modelos para definir as
semelhancas e diferencas dos coeficientes das equagdes de regressdo entre as classes.

Todas as analises estatisticas foram realizadas a 5% de significancia, utilizando

o programa GENES (Cruz, 2006). O experimento foi repetido por duas vezes.
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Resultados

As plantas cultivadas sob diferentes concentracdes de sacarose e tipos de
vedacdo dos frascos apresentaram diferengas morfoldgicas significativas (Fig. 1). Nos
tratamentos em que as trocas gasosas foram incrementadas houve melhor
desenvolvimento das plantas cultivadas sob essas condicoes (Fig. 1A e 1F). Porém, na
auséncia da fonte de carboidrato e sem a utilizagdo de membrana permeével, o
desenvolvimento das plantas ficou completamente comprometido (Fig. 1F). O
desenvolvimento do sistema radicular na presenga da sacarose foi mais representativo
(Fig. 1A-E). Essas variagdes foram confirmadas pelas anélises dos componentes
estruturais e fisioldgicos das plantas.

Analisando os parametros fotoquimicos, observou-se que nao houve interacao
significativa entre os fatores (vedacdo x sacarose) para as varidveis relacionadas a
fluorescéncia da clorofila a. No entanto, examinando isoladamente esses fatores, houve
significancia, quanto a concentragdo de sacarose para as variaveis Fv/Fm, AF/Fm' e
ETR; e, quanto a tampa para as varidveis Fv/Fm e qP. Porém, embora os fatores
vedagdo e sacarose, tenham sido significativos para alguns desses pardmetros, quando
os dados foram submetidos ao teste de médias nao demonstraram diferencgas entre os
tratamentos (Quadro 1). A varidvel NPQ nao apresentou significancia para a interacao e

nem para os fatores isolados (Quadro 1).

Quadro 1. ParAmetros da fluorescéncia da clorofila a em P. glomerata cultivadas in vitro sob

diferentes tipos de vedagdo e concentragdo de sacarose

Fatores
Variaveis Sacarose (g L™) Vedacao
0 30 PVC TSO T10 T20
Fv/Fm 0,710 0,772 0,693 0,695 0,781 0,795
AF/Fm' 0,150 0,168 0,160 0,170 0,153 0,153
qP 0,289 0,274 0,318 0,318 0,250 0,241
ETR 41,86 47,29 45,56 47,82 42,55 42,38
NPQ 1,189 1,078 1,161 0,947 1,226 1,200

As médias na linha, considerando cada fator, ndo diferiram estatisticamente entre si pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade. Legenda: Fv/Fm = rendimento quantico potencial do PSII;
AF/Fm' = rendimento quantico efetivo do PSII; qP = coeficiente de extingdo fotoquimica; NPQ

= coeficiente de extingdo nao fotoquimica; e, ETR = taxa de transporte de elétrons.
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Figura 1. Aspectos das plantas de P. glomerata propagadas in vitro, aos 32 dias, sob diferentes
vedagdes: filme plastico de PVC; tampa plastica de polipropileno; tampa plastica de
polipropileno contendo um orificio coberto com membrana permeavel; e, tampa plastica de
polipropileno contendo dois orificios cobertos com membrana permeével a trocas gasosas (da
esquerda para a direita, respectivamente) com adi¢do de 30 g L™ de sacarose ao meio de cultura
(A); detalhe do sistema radicular (B-E); e, com 0 g L' de sacarose (F); detalhe do
desenvolvimento do sistema radicular (G-J). As setas (G e H) indicam a emissdo de algumas

poucas raizes. Barras =10 mm.
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As taxas de fotossintese foram influenciadas pela concentragdo de sacarose no
meio de cultivo, sendo as maiores taxas fotossintéticas obtidas nas plantas cultivadas na
auséncia deste carboidrato. Considerando o tipo de vedagdo nesta condigdo, observou-se
que o tratamento TSO apresentou a melhor resposta (Quadro 2).

Na analise dos pigmentos cloroplastidicos, observou-se a interagdo entre os
fatores vedagdo e sacarose. Considerando o comportamento da vedacdo dentro da
sacarose, verificou-se que apenas a clorofila a e a clorofila total diferiram
estatisticamente (Quadro 2). Os tratamentos sem utilizagdo de membranas,
independente da concentracdo de sacarose, apresentaram os menores valores.
Entretanto, considerando os teores de clorofila a, clorofila b, carotenodides e clorofila
total em funcdo da concentracdo de sacarose, verificaram-se¢ as maiores médias na
adicao deste carboidrato ao meio (Quadro 2).

Quanto a area foliar os menores valores foram obtidos na auséncia de sacarose
combinada com as vedacdes PVC e tampa sem membrana (Quadro 2). Na presenca de
uma ou duas membranas, também sem adicao de sacarose ao meio de cultura, verificou-
se as maiores médias entre todos os tratamentos. Considerando a presenga da sacarose
em fungdo do tipo de vedagao observou-se que nao houve diferenga estatistica.

Todas as demais caracteristicas de crescimento avaliadas demonstraram que nos
tratamentos em que nao houve adicdo de carboidrato ao meio de cultura e que nao
possuiam membranas na vedacdo nos frascos apresentaram os menores valores,
comprometendo o desenvolvimento das plantas nessas condi¢des, apresentando indice
de mortalidade de 80%. Os tratamentos com PVC e TSO sem sacarose apresentaram
diferencas significativas em relagdo aos demais para as caracteristicas: altura, numero
de folhas, nimero de segmentos nodais, massa fresca e seca da parte aérea, e massa
fresca e seca da raiz (Quadro 2). A auséncia de sacarose no meio, nos tratamentos com
utilizacdo de membranas, também influenciou a obten¢ao de valores intermediarios nas
trés ultimas variaveis mencionadas (Quadro 2). Na presenga de sacarose, foram obtidas
as maiores médias, para todas as varidveis acima mencionadas, ndo sendo estabelecidas
diferengas em fungdo da vedagao (Quadro 2).

Analisando a perda de agua do sistema, considerando os frascos com e sem
brotagdes, observou-se progressiva evapotranspiragao nos tipos de vedagao PVC, T10 e
T20 (Fig. 2). O peso do meio de cultivo na vedacdo TSO se manteve linear,
demonstrando assim que a perda de dgua ocorrida foi a menor entre os tratamentos
analisados (Fig. 2A). Entretanto, ao final do experimento, observou-se que nos frascos

vedados com T20 a perda de 4gua foi maior, seguido pelo tratamento T10 e PVC (Fig.
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2A). A perda de 4gua entre os frascos com e sem sacarose, independente da variavel

vedacao, nao diferiu no decorrer das analises (Fig. 2B).

Quadro 2. Pardmetros fisiologicos relativos a fotossintese e analise de crescimento de P.

glomerata propagadas in vitro sob diferentes tipos de vedagdo e concentragdo de sacarose

Sacarose Tratamentos
Variaveis 4
(gL”) PVC TSO T10 T20

Fotossintese 0 70,29 B a 9093 Aa 65,39 B a 60,94 B a
(umol kg ms™) 30 3225Ab  20,14Ab  30,17Ab  2414Ab
Clorofila a 0 7,11BDb 6,13BDb 15,80 A b 20,47 Ab
(g cm'z) 30 20,26 B a 18,99 B a 38,01 Aa 44,51 Aa
Clorofila b 0 2,50ADb 2,30ADb 478 Ab 6,50 Ab
(ng cm'z) 30 6,48 A a 5,86 Aa 1239 Aa 14,65 A a
Clorofila total 0 9,61 Bb 843Bb 20,58 A b 26,97 A b
(ug cm™) 30 26,74 B a 24,86 B a 50,40 A a 59,16 A a
Carotenoides 0 1,76 Ab 1,49 Ab 30l Ab 380 Ab
(g cm™) 30 387Aa 3,65Aa 6,69 A a 7,78 A a
Area foliar (sz) 0 0,77BDb 0,97 Bb 303Aa 321 Aa
30 1,51 Aa 1,49 A a 2,04ADb 229 ADb
Al () 0 330BDb 3,78BDb 1329 Aa 1421 Aa
30 14,10 A a 1524 A a 13,47 A a 11,12Ab
N° folhas 0 1,L73BDb 2,25Bb 10,73 A a 11,87 A a
30 13,87 A a 1447 A a 12,40 A a 9,80 Aa
N° segmento 0 2,17Ab 2,83 Ab 473 Aa 477 A a
nodal 30 6,90 A a 6,80 A a 527Aa 457 Aa
Massa fresca 0 0,I60Bb  0205Bb  2364Aa  2868Aa
parte aérea (g) 30 2291 Aa 2846Aa  2756Aa  2432Aa
Massa fresca raiz 0 0,053 Bb 0,095B b 0,314 Ab 0,319AD
(2) 30 1,027 A a 1,122 A a 1,280 A a 1,586 A a
Massa seca parte 0 0,004 Bb 0,005BbD 0,045 Ab 0,058 Ab
aérea (g) 30 0,062 A a 0,068 A a 0,091 A a 0,126 A a
Massa seca raiz 0 0,006 B b 0,014Bb 0,049 Ab 0,051 Ab
(2) 30 0,175 A a 0,167 A a 0,200 A a 0,194 A a

Meédias seguidas pelas mesmas letras maitsculas na linha e médias seguidas pelas mesmas letras

minusculas na coluna, em cada variavel, ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de

Tukey, a 5% de probabilidade.
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Os dados relativos ao peso do meio de cultivo foram condizentes com o registro
da altura dos meios de cultivo (Fig. 2C e 2D). Os tratamentos seguiram a mesma
tendéncia tanto na andlise da vedacdo, independente da concentracdo de sacarose
utilizada (Fig. 2C), assim como, quanto na andlise dos meios na presenca ou auséncia de
sacarose, independente da vedagdo utilizada (Fig. 2D), em fungdo dos dias de cultivo in

vitro.
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Figura 2. Perda de agua do sistema e crescimento em altura de P. glomerata propagadas in
vitro sob diferentes tipos de vedagdo e concentragdo de sacarose. A-B: peso do meio de cultivo;
C-D: altura do meio de cultivo; E-F: altura das plantas; A,C e E — tipos de vedacdo em fungdo
dos dias de cultivo; B, D e F: concentragdo da fonte de carboidrato (o ou 30 g L™ de sacarose)

em fun¢do dos dias de cultivo.

Analisando tanto os tipos de vedagdes quanto a presenga de sacarose no meio,
observou-se que o crescimento em altura das plantas ocorreu de forma linear durante a
realizacdo do experimento (Fig. 2E e 2F). Nas vedag¢des PVC e TSO o crescimento foi

reduzido (Fig. 2F) em funcdo da auséncia de sacarose, que nestas condigdes limitam o
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desenvolvimento de P. glomerata. Analisando o crescimento em altura, na presenga ou
auséncia de sacarose em funcdo do tempo, verificou-se reducdo no crescimento na
auséncia deste carboidrato no meio de cultivo (Fig. 2F), confirmando dessa forma, a
interagdo existente entre a fonte de carboidrato e o tipo de vedagdo no desenvolvimento

in vitro de P. glomerata.

Quadro 3. Equagdes de regressdo, referentes ao peso e altura do meio de cultivo, e altura das

plantas de P. glomerata propagadas in vitro sob diferentes tipos de vedacdo e concentragdo de

sacarose
Caracteristica avaliada Equacdes R

Peso do meio de cultivo (PVC) Y =43,829%* - 0,256%*x 99,97
Peso do meio de cultivo (TSO) Y = 44,665%* - 0,045%*x 98,62
Peso do meio de cultivo (T10) Y =42,845%* - 0,445%*x 99,99
Peso do meio de cultivo (T20) Y = 41,741%* - 0,787**x 99,60
Peso do meio de cultivo (0 g L' Sacarose) Y =43,352%% - 0,375%*x 99,58
Peso do meio de cultivo (30 g L' Sacarose) Y =43,188%* - 0,391 **x 99,97

Y =1,997%* - 0,004%**x 9921
Y =2,002%* - 0,002%*x 96,18

Altura do meio de cultivo (PVC)
Altura do meio de cultivo (TSO)

Altura do meio de cultivo (T10) Y = 1,990%%* - 0,024%%x 99,79
Altura do meio de cultivo (T20) Y =1,990%* - 0,033**x 99,69
Altura do meio de cultivo (Sacarose) Y = 1,996** - 0,015%*x 99,99
Altura da planta (PVC) ¥ =-0,492 + 0,204%**x 97,30
Altura da planta (TSO) Y =-0,334 + 0,218**x 98,10
Altura da planta (T10) Y =-0,483 + 0,364%*x 98,76
Altura da planta (T20) Y =-0,812 + 0,375%*x 97,71

Y =0,493%* - 0,198%**x 98,17
Y =0,567 - 0,383%%x 97,39

Altura da planta (0 g L' Sacarose)
Altura da planta (30 g L Sacarose)

** e * significativo ao nivel de 1 e 5% de probabilidade, respectivamente, pelo teste de F.

Considerando os tipos de vedacdo em fun¢do do periodo de cultivo, o teste de
identidade de modelos apresentou diferenca estatistica entre o intercepto dos tipos de
vedagdo para a variavel peso do meio (Fig. 2A), entre todas as combinagdes, ndo houve
diferenca para altura do meio e da planta (Figs. 2C e 2E). Considerando a inclinac¢ao das
retas houve diferenca estatistica entre todos os tipos de vedagdo para as caracteristicas

peso e altura do meio de cultivo (Figs. 2A e 2C). Entretanto, considerando a altura da
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planta ndo houve diferenga estatistica entre os tratamentos PVC e TSO, e entre T10 e
T20, os demais tratamentos apresentaram diferencgas estatisticas entre si (Fig. 2E). Os
ajustes das equacdes de todas as varidveis analisadas em funcdo do periodo de cultivo
estdo descritas no quadro 3.

O teste de identidade de modelos demonstrou que os coeficientes da equacao de
regressao nao diferem estatisticamente entre si apenas para a variavel altura do meio,
considerando a concentragcdo de sacarose no meio em funcdo do tempo de cultivo (Fig.
2D). Para as variaveis peso do meio (Fig. 2B) e altura da planta (Fig. 2F), considerando
o mesmo fator, o intercepto ndo difere entre as classes, mas a inclinacdo das retas difere
entre si para a caracteristica altura da planta (Fig. 2F).

Os teores de macro e micronutrientes presente na parte aérea de P. glomerata
propagadas in vitro apresentaram interacdo significativa entre os fatores analisados
(vedagdo e sacarose). Analisando a influéncia dos tipos de vedagdes dentro de cada
concentracdo de sacarose detectou-se que apenas os nutrientes Fe, B, Mn, Zn, K ¢ N
foram diferentes estatisticamente (Quadro 4).

Os menores teores de Fe foram obtidos, dentro das duas concentracdes de
sacarose utilizadas, nas plantas cultivadas em frascos contendo tampa com duas
membranas (Quadro 4). Os nutrientes B, Mn ¢ Zn no meio sem adi¢do de sacarose
apresentaram suas maiores concentragdes nos tratamentos utilizando membranas. No
entanto, quando adicionada sacarose ao meio o teor desses nutrientes foi influenciado de
forma negativa nos tratamentos com a utilizagdo de tampa com membrana (Quadro 4).
A concentragdo de K apresentou diferenca significativa com a utilizagdo de membrana
associada a auséncia de sacarose. O tratamento que diferiu dos demais em relacdo ao
teor de N foi PVC sem adic¢do de sacarose, apresentando o menor valor (Quadro 4).

Analisando a concentragdo dos macro e micronutrientes, dentro de cada tipo de
vedagdo em fun¢do da concentragdo de sacarose utilizada, verificou-se que o B foi o
unico nutriente que ndo diferiu estatisticamente.

Nos tratamentos utilizando PVC o maior teor de Mo foi obtido na auséncia de
sacarose, enquanto que para Ca, Mg, S, K, P e N, essa relacdo foi inversa. Os teores dos
demais nutrientes ndo foram influenciados pela sacarose (Quadro 4).

Na utilizacdo de tampa sem membrana observaram-se maior teor de Ca na
auséncia de sacarose, € maior concentracdo de Mn, Zn, Mg, S e P na adi¢do de sacarose
ao meio. Os teores dos demais elementos analisados ndo apresentaram diferenca

estatistica em funcdo da sacarose (Quadro 4).
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Quadro 4. Teores de macro e micronutrientes na parte aérea de P. glomerata cultivadas in vitro

sob diferentes tipos de vedagdo e concentragdo de sacarose, e nas folhas e caules das plantas

cultivadas na condi¢do de campo

T Sac. Cultivo in vitro ---- Campo ----
eor
gL’ PVC TSO T10 T20 Folha Caule
Fe i 0 180,00 Aa 162,67 ABa 151,33 ABa 144,33 Ba
L 30 141,67 Aa 140,00 Aa 111,00 Aa 77,67 Bb 00529 179,28
P00 167,00 Ba 135,00 Ba 233,33 Aa 216,33 Aa
B 1 30 171,67Aa  18567Aa 15400ABa  127,00Ba 7400 43,67
. 3.63 Aa 3.83 Aa 3,90 Aa 3,20 Aa
L o 30 2,70 Aa 3,00 Aa 1,93 Ab 1.57Ap 1034 T.12
on
g 0 214,00Ba  191,00Cb 307,33 Aa 300,00 Aa
Mo 325,67 Aa 330,67 Aa  237,00Ba 159,00 Cb 551,64 141,83
0 7,30 Aa 5,93 Aa 3,87 Aa 3,13 Aa
e 30 5,70 Ab 6,03 Aa 3.80 Aa 2.30 Aa Ly s
0 10733ABa  93,00Bb 112,67Aa 116,00 Aa
Zn 30 142,67 Aa 148,00 Aa  98,00Ba 55,33 Cb 35,64 46,25
L) 0,00 Ab 6,30 Aa 540 Aa 5,67 Aa
La 30 4,80 Aa 4,30 Ab 3,60 Ab 2,77 Ab B 2
) 1,53 Ab 1,33 Ab 1,97 Aa 2,10 Aa
Mg 30 3.23 Aa 3,40 Aa 2.37 Aa 1,50 Aa 0,00 2,69
L) 2.87 Ab 2,57 Ab 557 Aa 5,80 Aa
S Eﬁ 30 727 Aa 6,77 Aa 4,63 Aa 2.50 Ab Bl A
on
: 0 40,80Bb  43,81Ba  6793Aa 70,11 Aa
K 30 59,78 Aa 55,83 Aa  5332Ab 44,35 Ab 35,19°55,30
0 4,11 Ab 4,00 Ab 521 Aa 4,96 Aa
P 30 7,78 Aa 7,13 Aa 4,93 Aa 3,35 Aa LU
0 2566Bb  5875Aa  6298Aa 60,76 Aa
N 30 61,52 Aa  66,13Aa  5452Ab 50,49 Ab 27,14 13,60

Meédias seguidas pelas mesmas letras maiusculas na linha e médias seguidas pelas mesmas letras

minusculas na coluna de cada elemento nao diferem estatisticamente entre si pelo teste de

Tukey a 5% de probabilidade. Legenda: Fé = ferro; B = boro; Cu = cobre; Mn = manganés ; Mo

= molibdénio; Zn = zinco; Ca = calcio; Mg = magnésio; S = enxofre; K = potassio, P = fosforo;

N = nitrogénio.

Utilizando tampa com uma membrana, a sacarose influenciou o teor de Cu, Ca,

K ¢ N, sendo obtidos maiores concentragdes na auséncia desta fonte de carboidrato. Os
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teores dos demais nutrientes, neste tipo de vedacdo, ndo foram influenciados pela
sacarose (Quadro 4). Quando utilizada tampa com duas membranas os maiores
concentragdes para Cu, Ca, K, N, Fe, Mn, Zn e S também foram obtidos na auséncia de
sacarose no meio de cultivo. Os teores dos demais elementos analisados nao
apresentaram diferenga estatistica em fungdo da sacarose utilizando esta vedagdo
(Quadro 4).

Nas anélises em microscopia de luz foi observada a formacao estrutural usual
nas folhas das plantas cultivadas com adi¢do de sacarose ao meio, ou na auséncia desta
combinada com a vedagdo constituida por duas membranas (Figura 3).

A lamina foliar de P. glomerata, nas plantas com desenvolvimento padrao,
caracteriza-se pela presenca de epiderme unisseriada, feixe vascular do tipo colateral na
extremidade da margem (Figs. 3A, 3D, 3G, 3J, 3M, 3P, 3S e 3V), ¢ anfiestomatica e
apresenta estrutura dorsiventral definida (Figs. 3B, 3H, 3N e 3T). O parénquima
pali¢adico apresenta uma unica camada de células que ocupa, aproximadamente, um
terco da espessura do mesofilo; o parénquima lacunoso, por sua vez, apresenta trés ou
quatro camadas de células. O feixe vascular da nervura mediana encontra-se circundado
por parénquima fundamental e presenca de colénquima nas regides subepidérmicas
(Figs. 3C, 31, 30, 3R, 3U e 3Y).

No tratamento com duas membranas e sem sacarose foi observado no mesofilo
um desenvolvimento tipico das plantas cultivadas in vitro; houve abundancia de espagos
intercelulares e as células do parénquima palicadico apresentaram-se mais globulares
(Fig. 3X) em relacdo as plantas cultivadas na mesma condi¢do de vedacdo com adigao
de sacarose ao meio (Fig. 3T). Nos tratamentos com auséncia de sacarose ¢ vedacdo, as
células do parénquima palicaddico apresentaram-se mais volumosas ocupando cerca da
metade da porcdo do mesofilo (Fig. 3E e 3K). Nas plantas cultivadas sem sacarose e
com uma membrana, o padrao dorsiventral ndo foi definido, sendo caracterizado pela
dificuldade de delimitacdo entre os parénquimas palicadico e lacunoso (Fig. 3Q); ainda,
as cé¢lulas apresentaram paredes flacidas ndo sendo bem formadas, algumas células do
mesofilo demonstraram-se hipertrofiadas e as células epidérmicas ndo diferenciaram no
padrdo usual, caracterizado pela irregularidade na forma e no tamanho. Foi também
evidente a menor espessura do limbo nas regides entre as nervuras de segunda ordem e
a aparente caracteristica de desidratacao.

Foi observada coloracdo mais intensa nas folhas cultivadas na presenca de
sacarose (Fig. 3). A regido da folha que apresentou a menor variagdo estrutural foi a

margem (Figs. 3A, 3D, 3G, 3J, 3M, 3P, 3S e 3V), em todas as condi¢des analisadas
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Figura 3. Seccles transversais da por¢do mediana da folha de P. glomerata
propagadas in vitro sob diferentes tipos de vedagdo e concentracdo de sacarose. A-
F: PVC com (A-C) e sem (D-F) sacarose; G-L: tampa sem membrana com (G-I) e
sem (J-L) sacarose; M-R: tampa com 1 membrana com (M-O) e sem (P-R)
sacarose; S-Y: tampa com duas membranas com (S-U) e sem (V-Y) sacarose; A, D,
G, J, M, P, S e V detalhe do bordo da folha; B, E, H, K, N, Q, T e X detalhe do
limbo; C, F, I, L, O, R, U e Y: detalhe da nervura mediana. Eb = superficie abaxial
da epiderme; Ed = superficie adaxial da epiderme; Es = estomato; Fv = feixe
vascular; Id = idioblasto; Pp = parénquima pali¢adico; Pl = parénquima lacunoso;

Ts = tecido de sustentagdo. Barra = 50 um.



verificou-se a presenca de feixe vascular na extremidade, mas estes se apresentaram
mais desenvolvidos na presenca de sacarose. Nessa regido, as cé€lulas do limbo nos
tratamentos com sacarose se apresentaram mais justapostas, com células epidérmicas
mais homogéneas.

Na auséncia de sacarose e de vedacdo ndo foi possivel observar tecido de
sustentagdo na regido subepidérmica da nervura mediana (Figs. 3F e 3L). No entanto, na
presenca de membrana houve formagdo de colénquima, sendo mais desenvolvido no
tratamento com duas membranas (Figs. 3R e 3Y).

Em todos os tratamentos com auséncia de sacarose ¢ visivel a reducdo no
tamanho dos feixes vasculares na nervura mediana (Figs. 3F, 3L, 3R e 3Y) quando
comparado com os tratamentos na mesma condi¢do de vedacao com adi¢do de sacarose.

Foram analisadas as superficies abaxial e adaxial das folhas de todos os
tratamentos em microscopia eletronica de varredura que revelou diferengas estruturais
entre eles (Fig. 4). Na presenca de sacarose, independente da vedacdo utilizada, e na
auséncia de sacarose utilizando duas membranas, as células epidérmicas apresentaram
paredes sinuosas (Figs. 4A, 4B, 4G, 41, 4M, 4S e 4V) com inumeros apéndices
epidérmicos como tricomas tectores e secretores (Figs. 4B, 4C, 40, 4T e 4V), sendo
estes, assim como os estomatos (Figs. 41, 4U e 4T), de maior ocorréncia na superficie
abaxial. Os estdmatos apresentam forma eliptica tipica e estdo posicionados levemente
acima das demais células epidérmicas na superficie abaxial (Fig. 4B). Os tricomas
tectores e secretores sdo unisseriados. Os tricomas tectores sdo pluricelulares com
células longas, apresentando ornamentacdes verrucosas por toda a sua extensao,
inclusive na regido de unido celular, essas sdo tipicamente denteadas (Figs. 4B, 4C, 4M
e 4Y).

As amostras das folhas das plantas cultivadas em meio contendo sacarose,
independente da vedacdo, e na auséncia de sacarose combinada com tampas possuindo
uma ou duas membranas, apresentaram desenvolvimento estrutural foliar usual (Figs.
4A-C; 4G-1 e 4M-Y).

As plantas cultivadas na auséncia de sacarose e de vedacdo ndo apresentaram
desenvolvimento usual (Figs. 4D-F e 4J-L). As células epidérmicas ndo apresentaram
paredes definidas, impossibilitando a sua delimitacdo, o desenvolvimento dos estdmatos
foi anormal em sua maioria apresentando ostiolos protraidos, sendo visivel a redu¢dao no

nimero de tricomas, assim como a quebra ou mal formagao destes (Figs. 4D e 4L).

152



do 1]/ lle

_.qwfomh ~I30€+01L ~I130+01L SI80€+0TL ~I1380+07L




Figura 4. Eletromicrografias de varredura da superficie foliar de P. glomerata
propagadas in vitro sob diferentes tipos de vedagdo e concentragdo de sacarose. A-
F: PVC com (A-C) e sem (D-F) sacarose; G-L: tampa sem membrana com (G-I) e
sem (J-L) sacarose; M-R: tampa com 1 membrana com (M-O) e sem (P-R)
sacarose; S-Y: tampa com duas membranas com (S-U) e sem (V-Y) sacarose; A, D,
G, J, M, P, S e V detalhes da superficie adaxial da folha; B, E, H, K, N, Q, Te X
detalhes da superficie abaxial; C e Y: detalhe dos tricomas ornamentados na
margem foliar; F: detalhe de estdomatos mal formados apresentando ostiolos
protraidos; I, O e U: detalhe de estdmatos com desenvolvimento normal; O: seta
indica provavel inicio no processo de secrecdo do tricoma; U: seta indica inicio da
formagdo de estrias; V: seta indica detalhe da célula da cabeca do tricoma; Y: seta
indica as ornamentacdes denteadas nas células dos tricomas; L e R: detalhe da

nervura, de segunda ordem, na superficie abaxial.



A diferenca na aparéncia dos estomatos e das células epidérmicas, em relacao
aos demais tratamentos foi mais significativa quando as plantas foram cultivadas
utilizando a tampa com duas membranas, sendo possivel observar o inicio da formagao
de estrias nas células subsidiarias, bem como, em diferentes estadios de
desenvolvimento (Figs. 4S-Y). Inimeros tricomas tectores e secretores foram
observados nos tratamentos contendo sacarose e, ou, vedagao, sendo as ornamentagdes
uma caracteristica evidente ndo apenas nos tricomas tectores, assim como, na célula

apical do tricoma secretor, inclusive em provavel fase de secre¢do (Fig. 40).
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Discussao

A redugdo da eficiéncia quantica do fotossistema I, tradicionalmente conhecida
como fotoinibigdo, ¢ determinada por pardmetros de fluorescéncia da clorofila (Krause
& Weis, 1991). Fatores ambientais que resultam na diminui¢do da eficiéncia quantica
do PSII causam reducao na razao Fv/Fm, (Bjorkman & Demmig, 1987) e a queda nessa
relacdo pode indicar condi¢cdes ambientais estressantes (Krause & Weis, 1991). Valores
inferiores a 0,725 ou 0,80 (Bjorkman & Demmig, 1987) na razdo Fv/Fm sio
considerados referéncia para indicar a fotoinibi¢ao (Critchley, 1998), sendo observado
os menores valores em P. glomerata nos tratamentos na auséncia de sacarose e de
membranas, no entanto, estes ndo diferiram estatisticamente dos demais.

Outro fator que caracteriza condi¢ao de estresse bidtico nas plantas ¢ o aumento
do coeficiente de extingdo ndo-fotoquimica da fluorescéncia (NPQ) (Balachandran et
al., 1997), sendo observado em tabaco cultivado in vitro na auséncia de sacarose ¢ com
irradiancia de 380 pmol m™ s, mas ndo observado nas condigdes deste experimento.
Portanto, considerando o conjunto de parametros da fluorescéncia da clorofila a, pode-
se considerar que as condi¢des deste experimento ndo ocasionaram danos na maquinaria
fotossintética das folhas de P. glomerata. Pois, qP esta relacionado com a conservagio
da energia fotoquimica (Turchetto et al., 2005).

Em tabaco (Nicotiana tabacum) valores semelhantes foram encontrados na
relacio Fv/Fm ao cultiva-los em meio na presenga de sacarose, independente da
irradiancia utilizada (Kadlecek et al., 2001). Similar eficiéncia fotoquimica do FSII
(Fv/Fm) também foi obtida, independente das concentracdes de sacarose, na irradiancia
de 80 pmol m? s (Kadlegek et al., 2003). Valores proximos a 0,80 para a relagio
Fv/Fm foram encontrados em plantas de coco cultivadas in vitro sob irradiancia de 40
umol m™ s (Fuentes et al., 2005), demonstrando que os dados obtidos em P. glomerata
estdo de acordo com outras espécies propagadas in vitro.

A influéncia dos tipos de vedagdo e da concentracdo de sacarose no meio na taxa
fotossintética em P. glomerata reflete a condigcdo heterotrofica nas quais as plantas
cultivadas in vitro, de forma tradicional, sdo mantidas. Nas plantas cultivadas in vitro
sob altas concentragdes de sacarose, a sintese reduzida dos agucares favorece o acumulo
de carboidratos no tecido, sugerindo reduzida taxa fotossintética, devido a esta condi¢do
ou a inibi¢do da enzima Rubisco (Capellades et al., 1991; Hdider & Desjardins, 1994), e
diminui¢do na fixagdo do carbono inorganico (Neumann & Bender, 1987). Nas plantas

cultivadas com vedagdes que permitiram maior troca gasosa ndo foram observadas
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senescéncia foliar, diferente do observado nos tratamentos com auséncia de sacarose e
membrana. A perda de clorofila ¢ um fendmeno tipico de senescéncia foliar (Lu et al.,
2003), justificando a diferenca encontrada entre os tipos de vedac¢do na auséncia de
sacarose.

O aumento das trocas gasosas, com incremento da concentragdo de CO; e
conseguinte redu¢do da umidade relativa e da concentracdo de etileno na atmosfera
interna, t€m sido conseguidos utilizando-se tampas de fechamento dos frascos de
cultivo mais permeaveis (Kozai & Kubota, 2001; Marino & Berardi, 2004; Tsay et al.,
2006). O acréscimo da concentracdo de CO, promove o aumento da fotossintese
(Bowes, 1993; Arigita et al., 2002), mas pode ter efeito adverso em alguns casos (Shim,
et al., 2003), e a regulacdo estomatica, promovendo aclimatacdo das plantas as
condi¢des autotroficas (Arigita et al., 2002). O que pode explicar a homogeneidade
obtidas nos resultados relativos as trocas gasosas em P. glomerata quando analisados os
tipos de vedacdo em fung¢do da concentragdo de sacarose, confrontando com as
diferencas observadas no crescimento e aclimatizacdo das plantas analisadas sob o
mesmo aspecto.

Maior taxa fotossintética obtida nas plantas de P. glomerata cultivadas na
auséncia de sacarose, quando comparada aquelas cultivadas na presenca deste
carboidrato na mesma condi¢do de vedacdo, também foram observadas em videira,
porém quando submetida as maiores troca gasosas (2,5 e 4,4 h™) (Shim et al., 2003).
Quando a sacarose esta presente no meio de cultura esta é preferencialmente absorvida
pela planta como fonte de carboidrato, a qual inibe a atividade fotossintética
desprezando a ventilagdo (Kozai & Sekimoto, 1988).

Nos sistemas de cultivo heterotrofico, a sacarose atua como principal fonte de
energia metabodlica (Arigita et al., 2002). Nessa condicdo, as plantas apresentam baixa
taxas fotossintéticas (Kozai & Kubota, 2001) e elevado conteudo de agua, com grande
risco de desidratagdo e morte durante a aclimatizagao (Kubota & Kozai, 1992), ou sdo
portadoras de desordens anatdmicas e fisiologicas que ndo possibilitam que o aparato
fotossintético opere normalmente (Arigita et al., 2002). Essas desordens anatomicas
ficaram bem evidentes em P. glomerata nos tratamentos com auséncia de sacarose ¢ de
membranas.

A adicdo da sacarose ao meio pode inibir o acimulo de clorofila in vitro
(Neumann & Bender, 1987). No entanto, em P. glomerata a presenga de sacarose
induziu a maior sintese dos pigmentos cloroplastidicos ¢ as membranas presentes nas

tampas influenciaram positivamente o conteudo de clorofila a, corroborando com
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resultados obtidos em Vitis vinifera e Scrophularia yoshimurae (Gribaudo et al.; 2003;
Tsay et al., 2006), onde ambientes de cultivo permeaveis a trocas gasosas favoreceram o
incremento no contetdo de clorofilas.

Os tratamentos com auséncia de sacarose apresentaram maiores taxas
fotossintéticas provavelmente em funcdo da condi¢do de saturagdo do CO, existentes
nos tratamentos sem membrana. A queda da fotossintese, devido a menor eficiéncia
fotoquimica, pode ocasionar reducdo na atividade de algumas enzimas do ciclo de
Calvin e mudangas nas rotas bioquimicas, como acimulo de aminoécidos e acidos
organicos (Wright et al., 1995). Em P. glomerata a possibilidade de trocas gasosas
estimulada pela presenca da membrana permeével proporcionou o desenvolvimento das
plantas sob condigdes fotoautotroficas.

Durante o cultivo in vitro, as células, tecidos e plantas, muitas vezes nao
encontram condi¢des adequadas de iluminagdo e concentragao de CO, e ndo apresentam
teores de clorofila suficientes para realizarem fotossintese de forma auto-suficiente.
Nessa condicdo, a reducdo na concentragdo de sacarose ou mesmo a sua eliminacao por
completo, o aumento da concentragdo de CO, e a redugdo nas concentracdes de O, sdo
alternativas que melhoram o crescimento e a competéncia fotossintética de varias
espécies, indicando que as condigdes tradicionais de cultivo podem diminuir a
fotossintese em P. glomerata, mas nao limitar o seu crescimento.

No cultivo tradicional utilizam-se recipientes fechados, que dificultam as trocas
gasosas entre a atmosfera do recipiente de cultivo e o meio exterior. Como resultado, o
crescimento e o desenvolvimento das plantulas podem ndo se expressar plenamente, nao
em decorréncia da composicdo dos nutrientes do meio, mas por limitacdes impostas
pela composi¢do da atmosfera dos frascos (Buddendorf-Joosten & Woltering, 1994). A
reducdo do crescimento das plantas sob esse sistema de cultivo tem sido explicada pela
baixa capacidade fotossintética, em fun¢do de uma rapida queda da concentracdo do
CO; no recipiente, pela baixa irradiancia, pelos altos niveis de agucar do meio, pela alta
umidade relativa e pela acdo do etileno, gerado no interior dos frascos (Kozai et al.,
1987). Fatores esses que ndo comprometeram o desenvolvimento de P. glomerata,
sendo o cultivo fotoautotréfico uma alternativa viavel para a propagacdo da espécie,
uma vez que as plantas obtidas nesta condi¢do e na condicdo fotomixotréfica
apresentaram-se mais vigorosas.

No cultivo in vitro, as plantas perdem parcialmente o autotrofismo e,
consequentemente, necessitam de uma fonte exdgena de carboidratos, sendo a sacarose

o carboidrato mais apropriado para a multiplicagao in vitro de P. glomerata (Nicoloso et
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al., 2003). Segundo Skrebsky et al. (2004), a concentragdo de carboidratos no meio de
cultura pode ser um dos fatores determinantes no sucesso da aclimatizagdo da espécie.
No entanto, a elimina¢do da fonte de carboidrato no meio de cultura ndo comprometeu o
crescimento quando utilizada vedagdo com membrana. No presente trabalho, quando
plantas de fafia crescidas nessa condicdo foram transferidas ex vitro, estas ndo
apresentaram dificuldades na etapa de aclimatizacao (dados nao apresentados).

A redugdo de acticar no meio de cultivo possui diversas vantagens como a
prevencao do rapido crescimento de bactérias e de fungos no meio, reducao de custos e
aumento na sobrevida das plantas durante a aclimatizacdo (Kozai & Kubota, 2001; Xiao
& Kozai, 2006). Quando plantas sdo cultivadas in vitro, em meio de cultura sem agtcar,
surge a necessidade de se aumentar a irradiancia e as difusdes de CO; e da umidade
(Kozai & Kubota, 2001), para promover a fotossintese, a transpiracdo e o acimulo de
matéria seca (Aitken Christie et al., 1995; Kitaya et al., 2005). Geralmente, os explantes
in vitro sdo mantidos em frascos vedados, porém dependendo do tipo de vedagdo
encontram-se baixas trocas de ar entre os ambientes externo e interno (Chen, 2004; Tsay
et al., 2006). As modificagdes da concentracdo destes gases afetam o crescimento e a
morfogénese de algumas espécies de plantas em varios sistemas de cultivo in vitro
(Marino & Berardi, 2004). A propagacao fotoautotrofica além de aumentar o
crescimento dos explantes in vitro melhora as caracteristicas fisiologicas da planta
(Afreen et al., 2002). Essas condi¢des foram essenciais para o sucesso na propagacao de
P. glomerata.

Kozai & Kubota (2001) verificaram que o crescimento de explantes da maioria
das espécies lenhosas estudadas foi maior sob condi¢des fotoautotroficas do que sob
condi¢des fotomixotroficas. Em P. glomerata, as plantas cultivadas na auséncia de
sacarose € com membranas ndo apresentaram diferengas nos parametros de crescimento
em relagdo as plantas cultivadas na condi¢do heterotrofica ou fotomixotrofica. No
entanto, apresentaram maior area foliar € menor massa seca da parte aérea e do sistema
radicular. Contudo, as respostas de crescimento em fun¢do das trocas gasosas no
ambiente de cultivo sdo dependentes da espécie e o efeito das trocas gasosas varia de
acordo com a presenc¢a ou auséncia da sacarose no meio de cultura (Shim et al., 2003).

O uso da fonte de carbono estimula a produgdo de biomassa em P. glomerata. O
incremento na matéria seca da espécie, propagada in vitro, ja foi relatado por outros
autores quando utilizaram concentragdes crescentes de sacarose (Nicoloso et al., 2003;

Skrebsky et al., 2004; Maldaner et al., 2006, 2007).
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A elevada umidade relativa ¢ a concentracdo de CO; no ambiente interno dos
frascos podem influenciar caracteristicas anatomicas (Dami & Hugles, 1995; Sciuti &
Morini, 1995), fisiologicas (Ogasawara, 2003; Kitaya et al., 2005) e morfoldgicas
(Kozai et al., 1987; Mitra et al., 1998). A promocao do metabolismo fotoautotréfico e o
decréscimo da taxa transpiratdria sdo importantes para o melhor crescimento e
porcentagem de sobrevivéncia das plantas (Kirdmanee et al., 1997).

O estimulo a condig¢do autotrofica in vitro melhora o estabelecimento ex vitro
(Desjardins et al., 1987). A redu¢do da umidade relativa favorece a formagao de cuticula
nas folhas e o funcionamento normal dos estomatos, aumentando a tolerdncia ao
estresse hidrico (Zobayed et al., 2001). Alteracdes na composi¢ao quimica do meio de
cultivo e no intercdmbio de gases entre a atmosfera de cultivo e 0 meio externo podem
promover a rustificagdo ainda in vitro, melhorando a competéncia fotossintética e as
relacdes hidricas, e reduzindo ou mesmo excluindo a necessidade da aclimatiza¢ao ex
vitro (Deng & Donnely, 1993).

Em P. glomerata as membranas permeaveis a trocas gasosas ¢ na presenca de
sacarose resultaram na organizacao celular tipica de plantas na condi¢do de campo. As
plantas apresentaram reduzidos espacos intercelulares, mesofilo diferenciado, sistema
vascular desenvolvido, presenca de tecido de sustentagdo e estdmatos funcionais. No
entanto, na auséncia de sacarose € com duas membranas a estrutura celular apresentou
organizagdo tipica encontrada nas plantas desenvolvidas heterotroficamente.

Na propagacao in vitro de Herreria salsaparilha a perda de agua do sistema foi
maior quando utilizada tampa de polipropileno com um filtro e permitiu o balango de
O, entre o ambiente interno e externo do frasco (Gongalves et al., 2008).
Concomitantemente, a troca gasosa com o uso de filme PVC foi suficiente para manter
o processo fotossintético. Em P. glomerata a utilizagdo de diferentes tipos de vedagoes
na presenca de sacarose nao inviabilizou o seu desenvolvimento. No entanto, na
auséncia desta fonte de carboidrato, as trocas gasosas existentes nos tratamentos PVC e
TSO nao foram suficientes para suportar o crescimento da espécie.

A alta umidade relativa existente dentro dos frascos de cultivo pode reduzir a
transpiragdo e consequentemente diminuir a concentragdo e o transporte de ions
dependentes do fluxo de massa (Williams, 1993; Zobayed, 2006), sendo a ventilagao
forcada (Zobayed, 2000; 2006) uma alternativa para modificar esta condicdo. A
utilizagdo de fatores ambientais como trocas gasosas no ambiente de cultivo e a
adequagdo de compostos organicos como a sacarose, podem aproximar as condi¢des do

ambiente in vitro do ex vitro.
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Em ambos os tratamentos, as plantas de P. glomerata cultivadas com e sem
sacarose, apresentaram o mesmo conteudo de nutrientes, estando a maioria destes
dentro das concentragdes padrao encontrada nas plantas. Portanto, a absor¢do entre os
tratamentos foi semelhante para a maioria dos nutrientes. Porém, a produg¢do de massa
seca foi maior na presenga de sacarose. A resposta linear positiva obtida em P.
glomerata cultivada in vitro a variagdo conjunta da concentragdo de todos
macronutrientes do meio MS deve-se, possivelmente, ao rapido esgotamento dos
nutrientes N, P ¢ K do meio de cultivo, em funcdo da elevada taxa de crescimento
(Nicoloso et al., 2001; Russowski & Nicoloso, 2003).

O decréscimo na umidade relativa, com a maior troca gasosa no frasco, aumenta
significativamente a taxa transpiratoria da planta e, conseqiientemente, a absor¢do de
dgua e de nutrientes (Aitken-Christie et al., 1995). Dessa forma, o rapido
desenvolvimento também observado neste experimento, pode justificar a
homogeneidade obtida entre os tratamentos nos resultados dos teores de macro e
micronutrientes. A perda de dgua do sistema foi gradativa e durante o periodo analisado
ndo influenciou diretamente a absor¢ao de compostos pelas plantas.

Quando a fonte de N, adicionada ao meio de cultura, é o NH4" este se torna
acidificado, isto possibilita aumentos dos influxos de K e Na, diminuindo o pH
intracelular do explante (Ramage & Williams, 2002). Os teores de N sao muito elevados
in vitro comparados ao campo, provavelmente pela alta disponibilidade deste composto
no meio. Neste experimento foi possivel verificar que a producao de matéria seca e o
teor de N foram inversamente proporcionais quando utilizada vedagdo com membranas,
corroborando com os dados de Russowski & Nicoloso (2003) e de Maldaner et al.
(2006; 2007), que obtiveram maior produgdo de biomassa em P. glomerata quando
reduziram N ¢ aumentaram a concentragao de sacarose.

Analisando o conteudo de P sugere-se que houve esgotamento total deste
composto nas plantas que apresentaram maior crescimento, devendo transcorrer da
limitacdo do componente no meio, pela rapida absor¢do do mesmo. A répida absorcao
de P nas plantas cultivadas in vitro ¢ relatada por diversos autores, como por exemplo,
em discos foliares de tabaco (Ramage & Williams 2002). O fosfato pode certamente
atuar como fator limitante no crescimento de explantes em culturas prolongadas (Dantas
et al., 2001).

Elevadas concentracdes de P podem limitar a disponibilidade de outros ions
minerais como Ca, Fe e micronutrientes (George, 1993). O ferro complexa com o

fosforo no interior da planta e ndo consegue exercer o seu papel. Nos tratamentos de P.
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glomerata apresentando duas membranas a absor¢do do fosforo provavelmente ocorreu
com maior rapidez, impedindo este de se complexar com o ferro, assim estas plantas
apresentaram menor quantidade desse composto.

O maior contetido de K nas plantas de P. glomerata cultivadas com sacarose ¢
devido a ligagdo deste composto com o transporte de carboidratos na planta. O potassio
apresenta papel predominantemente osmotico nas plantas e ¢ altamente movel no corpo
da planta, embora apresente mecanismos seletivos de transporte, influencia no fluxo de
outros minerais como o nitrogénio, carbono e fosforo e aumenta a translocagdo de
fotossintatos (Marschner, 1995; Ramage & Williams, 2002).

O tempo de cultivo de P. glomerata deve ter influenciado na absor¢ao do calcio,
resultando em teores homogéneos entre os tratamentos, pois o uso de frascos fechados
com membranas semipermeaveis melhora a transpiragdo das plantas e,
consequentemente, a absor¢do de nutrientes, principalmente célcio (Podwyszynska &
Olszewski, 1995). Dantas et al. (2001), constataram diferencas significativas na
absor¢do P, Ca, Mg e K no cultivo de cravo em meio liquido sob diferentes condi¢des
de trocas gasosas, aos quinze dias de cultivo; no entanto, essas diferencas ndo
persistiram quando analisadas aos 30 dias.

Teores elevados de boro foram encontrados em P. glomerata, porém nao foram
observados sintomas de toxicidade. O boro afeta a biossintese e deposicao da parede
celular (Marschner, 1995), que na condi¢ao in vitro tem desenvolvimento reduzido.

O papel dos micronutrientes no controle da regeneragdo tem recebido pouca
atencdo, embora poucos micronutrientes demonstrem o aumento significativo na
regeneragao (Ramage & Williams, 2002).

As plantas in vitro, em geral, se apresentam pouco desenvolvidas, com menor
quantidade de céra nas folhas, redu¢do nos tecidos de sustentagdo, maior contetido de
agua, estomatos nao-funcionais, folhas delgadas, poucos tricomas e baixa atividade
fotoautotréfica (Kozai, 1991; Kozai & Kubota, 2001). Tais caracteristicas ndo foram
observadas em condigdes tradicionais da cultura de tecidos em P. glomerata, e nem nos
tratamentos sem sacarose, mas com maior potencial de troca gasosa (T20). Observou-se
também, que todos os tratamentos na auséncia dessa fonte de carboidrato apresentaram
sistema vascular e de tecidos de sustentacio pouco desenvolvido. A adi¢ao de
carboidratos ao meio de cultura ocorre para suprir as necessidades metabdlicas, quer
participando na geracdo de energia, quer como fonte de esqueletos carbonicos para
varios processos biossintéticos envolvido na diferenciagdo e no crescimento celular

(Leifert et al., 1995). Essa distribuicdo de energia ficou bem caracterizada em P.
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glomerata na presenga de sacarose, quando analisado o crescimento e a estrutura
anatomica da folha. No entanto, na auséncia de sacarose observou-se, nos tratamentos
com membrana, que a energia produzida foi mais direcionada para rotas metabodlicas
envolvidas no crescimento do que na diferenciacdo celular dessas plantas.

A alta umidade do ar, caracteristica da forma tradicional de cultivo, provoca
mudangas na estrutura da cuticula, nos depdsitos de cera, nas células do mesofilo e dos
estomatos das folhas (Hempel, 1993), condicionando a planta a desenvolver uma fragil
estrutura morfolédgica foliar, com dificuldade no controle de abertura e fechamento dos
estomatos (Brainerd & Fuchigami, 1981) em razdo da baixa absor¢ao de calcio (Cassels
& Walsh, 1994). Em P. glomerata, os menores contetudos de calcio foram observados nas
plantas que apresentaram altera¢des estruturais na folha, bem como estdmatos mal
formados.

Os estomatos diferenciados nas condigdes tradicionais de cultivo in vitro sao
muitas vezes insuficientes, mal formados e inabeis para a fungdo (Desjardins, 1987;
Santamaria & Kerstien, 1994; Pospisilova et al., 1999), tornando as plantas suscetiveis a
grandes perdas de agua por transpiragdo, pois exercem papel na regulagdo das trocas
gasosas ¢ na transpiragdo, estando relacionados com a capacidade fotossintética € com a
aclimatizag¢ao. Nos tratamentos cujas membranas proporcionaram maior trocas gasosas,
ou na presenca de sacarose, essas caracteristicas ndo foram observadas em P.
glomerata. Resultados semelhantes foram obtidos em videira, quando cultivadas sob
condi¢do fotoautotrofica e com aumento da irradiancia, os estdmatos apresentaram
desenvolvimento similar aos observados nas plantas cultivadas no campo (Shim et al.,
2003), refletindo a importancia dessa forma de cultivo no processo de aclimatizagao das
plantas.

A reducdo do percentual de massa seca das plantas cultivadas
fotoautotroficamente, em relagdo aos demais tratamentos, observada em P. glomerata,
refletiu diretamente na anatomia foliar por ser o 6rgao mais susceptivel as aclimatagdes.
A manuten¢do do pH do meio ou a redugdo do potencial osmotico refletem na expansao
celular (Bolwell & Robertson, 1999). O aciimulo de dgua na planta ¢ refletido em
orgaos frageis com tecidos de reduzido suporte mecanico e paredes celulares delgadas
(Donnelly & Tisdall, 1993), podendo ser baseado na composi¢do nutricional do meio ou
no ambiente de cultivo os quais inibem a deposi¢do de parede celular e a formagao de
colénquima e esclerénquima (Donnelly et al., 1985), e restringem o desenvolvimento do
sistema vascular (Donnelly & Tisdall, 1993). Tais caracteristicas foram observadas em

P. glomerata nos tratamentos que apresentaram menor produgdo de biomassa.
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As caracteristicas estruturais observadas em P. glomerata nas condigdes
heterotréfica e fotomixotrofica foram semelhantes aos resultados obtidos em couve-flor
e tabaco, em plantas submetidas a ventilacdo forcada na presenca de sacarose, sendo
constatada nestas plantas maior funcionalidade dos estdmatos e arranjo mais compacto
nas células do mesofilo (Zobayed et al., 2001). Em condi¢do fotomixotrofica, as plantas
aparentemente alternam entre o uso de carboidrato e a fixacdo de CO, (Donnelly &
Tisdall, 1993), o que ndo ocorre na condicdo fotoautotréfica. Dessa forma, a
distribuicdo da energia produzida nesta condi¢do ¢ destinada de forma diferenciada
entre as plantas, justificando as alterag¢des estruturais observadas nestas condigoes em P.
glomerata.

As diferencas anatdmicas observadas na condi¢do fotoautotréfica podem ser
minimizadas com a utilizacdo de combinagdes de diferentes concentragdes de CO,
obtidas com o enriquecimento, bem como, com as modificagdes nos padrdes de
irradiancias. Estudos posteriores devem ser conduzidos objetivando melhorar a
propagacao fotoautotrofica de P. glomerata, por ser uma importante espécie medicinal e
apresentar grande potencial para propagagdo sob tais condi¢cdes com reduzidos custos e

perspectivas para producdo em escala comercial.
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CONSIDERACOES FINAIS

Os indices de pegamento e de sobrevivéncia obtidos demonstraram que nao
houve dificuldades no processo de estabelecimento e aclimatizacdo das plantas
enxertadas. A enxertia ndo comprometeu o desenvolvimento das plantas em condigdo de
campo, sendo obtido vigoroso crescimento. Podendo ser também utilizada como uma
importante ferramenta para a selecdo de acessos resistentes e susceptiveis aos
nematdides.

Os sucessivos eventos estruturais ocorridos na formagdo da unido das plantas
enxertadas de P. glomerata evidenciam a enxertia funcional e compativel. Houve a
diferenciagdo e reconexao dos elementos vasculares nas plantas enxertadas, a
reconstituicdo do sistema dérmico finalizando o processo de cicatriza¢do, assim como, o
inicio do crescimento secundério na regido da unido caracteristico na espécie.

Os acessos utilizados demonstraram compatibilidade fisiologica e estrutural, as
plantas enxertadas demonstraram interagdo fisiologica constatada por alteragdes no
inicio do periodo reprodutivo, na producao de massa seca de raiz e na concentracao do
principio ativo. Demonstrando a viabilidade da técnica para o objetivo estabelecido.

As folhas e inflorescéncias de P. glomerata apresentaram os maiores teores de -
ecdisona, quando comparados com o sistema radicular. No entanto, a dificuldade de
isolar o principio ativo da parte aérea, assim como, a propor¢do de massa seca
produzida tornam-se limitantes para a utilizacdo em escala comercial destes o6rgdos.
Sendo assim, o sistema radicular continua sendo o principal 6rgdo de interesse da
espécie.

A enxertia in Vvitro resultou em menor produtividade por planta, entretanto,
houve maior concentragdo de B-ecdisona, essa caracteristica ¢ relevante para a industria,
pois o seu maior interesse ¢ a obten¢do de produtos de qualidade com altos indices na
obtencdo do principio ativo. Sendo uma técnica eficiente na propagagao vegetativa de P.
glomerata, com o objetivo de explorar a diversidade genética existente entre suas
populagdes, estabelecendo diferentes combinagdes de acessos para agregar valor

comercial a esta importante espécie medicinal.
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A concentracdo de sacarose influencia o desenvolvimento estrutural de P.
glomerata, afetando diretamente a formagdo de paredes celulares e de tecidos de
sustentacdo, bem como a diferenciagao de tecidos vasculares.

Esta fonte de carboidrato também influenciou os padrdes fisiologicos, sendo
obtido maior teor de pigmentos cloroplastidicos ¢ maior massa seca na presenga deste
carboidrato, enquanto que, a taxa fotossintética foi maior na auséncia de sacarose. A
auséncia de sacarose e de membranas comprometeu o desenvolvimento das plantas.

O cultivo heterotrofico de P. glomerata nao interfere nos padrdes de crescimento
da espécie, e nesta condicdo a organizagdo estrutural da folha ¢ definida, inclusive
apresentando justaposicao das células e estobmatos funcionais.

A condicdo fotomixotréfica permite uma maior proximidade as condigdes
ambientais ex Vitro, e a interagdo, entre a concentragdo de sacarose e os tipos de
vedagdes permedveis as trocas gasosas, trouxe efeitos favoraveis nos parametros
fisiologicos e estruturais.

As plantas de P. glomerata desenvolvidas em sistema permeavel a trocas
gasosas, na auséncia de sacarose, apresentaram crescimento vigoroso; no entanto, a
organizagdo estrutural da folha foi estabelecida apenas com a utilizacdo de duas
membranas. Portanto, o tipo de vedacdao usado estd associado a indu¢dao da nutrigao
fotoautotrofica nas plantas de P. glomerata cultivadas in vitro, demonstrando que a

espécie apresenta potencial para propagag¢ao sob tal condigdo.
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