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RESUMO

VASCONCELOS, Jaqueline Martins, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, marco
de 2012 Propagacéo, tuberizagéan vitro e produgéo de 20-hidroxiecdisona em
acessos defaffia glomerata (Spreng.) Pedersen sob cultivo em fonte de carbono

e fitorreguladores. Orientador: Wagner Campos Otoni. Coorientadores: Luzimar
Campos da Silva e Leonardo Lucas Carnevalli Dias.

Plantas do géneroPfaffia estdo entre as principais espécies medicinais
comercializadas no Brasil, sendo suas propriedades medicinais atribuidas a
substancias presentes nas raizes. E grande a necessidade o desenvolvimento de
protocolos que viabilizem a propagacdo em larga escala dessa espécie para garantia
de suprimento de material propagativo, em qualidade e quantidade. Sendo assim,
esse trabalho objetivou o desenvolvimento de protocolos para a producdo rapida e
em larga escala da espécie e promover a tuberizacao das raizes de plantas cultivadas
in vitro, uma vez que esse € o principal 6rgdo comercializado.aRamnocao de
multibrotacdes axilaresn vitro, segmentos nodais dos acessos 04 e 13 foram
inoculados em frascos com meio MS acrescido com 0,5 gelBA + ANA, em
diferentes fontes de carbono (0,1M, 0,2 M ou 0,3 M de glicose ou sacarose), por 30
dias de cultivo. Foi avaliado o nimero de brotos produzidos, sendo observado a
formacédo e coloracdo dos calos. Para viabilizagdo da produgédtro de 20-E,
segmentos nodais dos acessos 4 e 13 foram inoculados em recipientes tipo
Magenta& contendo meio MS com diferentes fontes de carbono (glicose a 0,1 M e
0,2 M; sacarose a 0,1 M ou 0,2 M; a combinacéo de sacarose + glicose 0,1 M ou 0,2
M) e sem fonte de carbono (controle), e ensacados em saco plastico com filtro
bacteriol6gico, por 30 dias de cultivo. Foram avaliados o comprimento médio das
plantas, a massa seca da parte aérea e raizes, verificando-se a porcentagém de 20-
na massa seca de folhas e raizes nos diferentes tratamentos e realizou-se analise
mocromorfometrica das folhas. Para promoc&o da tuberizacé@itro, segmentos

nodais dos acessos 22 e 43 foram inoculados em frascos de vidro contendo meio MS
acrescido com diferentes combinacgéo de regulador de crescimento (0;5 aeg.L

BA; 0,5 BA + AIB; 0,5 BA + 1,0 DE AIB; 0,5 AIB) e sem regulador de crescimento
(controle) por 10 dias. Apés, os explantes foram transferidos para frascos contendo
0,2 M de sacarose por 30 dias de cultivo. Foram avaliados a porcentagem de
cobertura do fundo do frasco por raizes, massa seca da parte aérea éoaizes.

experimento de multibrotagGes, foi observada a formacéo de calos na base dos

vii



explantes em todos os tratamentos, sendo a coloragdo dos calos do acesso 13
variando de branco a verde clados brotos de verde claro a réseo. No acesso 4, a
coloracdo dos calos variou de branco a verde escuro arroxeado. A caracteristica de
formacdo de multibrotacbes se mostrou genotipo-dependente, sendo o acesso 04
superior ao acesso 13 quando cultivado em glicose ou sacarose a 0,1 M (35 e 43
brotos/explantes). Para o teor de 20-E também foram observados -efeitos
significativos entre os acessos e as fontes de carbono, sendo do acesso 13 as maiores
médias tanto para raizes quanto folhas (1,02 e 1,07%). As maiores meédias para o
comprimento da planta, massa seca das raizes e parte aérea foi observada para o
acesso 13. Na analise micromorfométrica das folhas em ambas as faces, o numero de
células epidérmicas, estbmatos, e densidade estoméatica foram superiores no acesso
13 em relacdo ao acesso 04. O protocolo proposto para inducdo de raizes
tuberiformes foi ineficaz, entretanto, plantas do acesso 43 apresentaram maior massa
seca da parte aérea em relacdo ao acesso 22 e sendo dos tratamentos conf 0,5 mg.L
de BA as maiores médias para massa seca da parte aérea e raizes. Nao houve efeito
significativo nos acessos e reguladores de crescimento para porcentagem de
enraizamento e dos acessos para massa seca das raizes. Em conformidade com os

resultados, esses servirdo para auxilio de pesquisas futuraPtdbaeglomerata

viii



ABSTRACT

VASCONCELOS, Jaqueline Martins, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa,
March, 2012.Propagation and in vitro tuberization and production of 20-
hydroxyecdysone in Pfaffia glomerata (Spreng.) Pedersen accessions under
cultivation on carbon source and growth regulators.Adviser: Wagner Campos
Otoni. Co-advisers: Luzimar Campos da Silva and Leonardo Lucas Carnevalli Dias.
Plants of the genuBfaffia are among the most traded medicinal species in Brazil
whose medicinal properties are attributed to substances present in the roots. There is
a great need for developing protocols to enable the large-scale propagation of this
species and assure supply of large amounts of high quality propagation material.
Thus, this study aimed to develop protocols for the rapid and large scale production
of Pfaffia species and promote root tuberization of plants grovwuitro, since this is

the main traded part. Fon vitro axillary bud proliferation, nodal segments of the
accessions 4 and 13 were inoculated in Madebtaxes containing MS medium
supplemented with 0.5 mg*'LBA + NAA, in different carbon sources (0.1 M, 0.2 M

or 0.3 M of glucose or sucrose), for 30 days in culture. The number of shoots
produced was recorded and the formation and color of calli were evaluated. To
promotein vitro production of 20-E, nodal segments of accessions 4 and 13 were
inoculated into Magenfa boxes containing MS medium with different carbon
sources (0.1 M and 0.2 M glucose; 0.1 M or 0.2 M sucrose; and the combination of
sucrose + 0.1 M or 0.2 M glucose) and a control without carbon source, and bagged
in plastic bags with bacteriological filter, for 30 days of culture. The mean length of
plants, dry mass of shoots and roots, the percentage of 20-E in the dry mass of leaves
and roots of the different treatments were evaluated and the micro-morphometric
analysis of leaves was performed. To promote the tuberizatiatro of roots, nodal
segments of accessions 22 and 43 access were inoculated in glass jars containing MS
medium supplemented with different combinations of growth regulators (0.5'mg |
BA; 0.5 BA + AIB; 0.5 BA + 1.0 AIB; 0.5 AIB) and without growth regulators
(control), for 10 days. The explants were then transferred to jars containing 0.2 M
sucrose for 30 days of culture. The percentage of the bottom of the jar that was
covered by roots, the dry mass of shoots and dry mass of roots were evaluated. In the
experiment of axillary bud proliferation, there was formation of callus at the base of
the explants in all treatments, and the color of the calli of accession 13 ranged from

white to light green and the color of shoots from light green to pinkish. For accession



4, the color of the calli varied from white to dark green and purple. The characteristic
axillary bud proliferation proved genotype-dependent: accession 4 was superior to
accession 13 when grown on glucose or sucrose 0.1 M (35 and 43 shoots/explant).
The content of E-20 also showed significant effects between the accessions and the
carbon sources: accession 13 showed the highest means for both roots and leaves
(1.02 and 1.07%). The highest means for plant height, dry mass of roots and shoots
were recorded for accession 13. In the micromorphometric analysis of both sides of
the leaves, the number of epidermal cells, stomata, and stomatal density were higher
in the accession 13 compared with the accession 04. The protocol proposed for tuber
induction was ineffective, however, plants of accession 43 had higher shoot dry mass
in relation to accession 22. The treatments with 0.5 th@A provided the highest
means for dry mass of shoots and roots. There was neither significant effect of
accession and growth regulator on percentage of rooting nor effect of accession on
root dry mass. The results of this study will serve to guide future researRtaftia

glomerata



CAPITULO 1: INTRODUCAO GERAL



INTRODUCAO GERAL

Na década de 1990, a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) divulgou que
mais da metade dos paises em desenvolvimento dependiam das plantas medicinais
como Unica forma de acesso a saude (VEIGA JUNIOR et al., 2005). Entretanto, para
serem consideradas medicinais, dentro da ciéncia moderna, estas tem que apresentar
substancias de acdo farmacologica, que ajam direta ou indiretamente como
medicamento. Mas, para ter esse reconhecimento € necessario que sua autenticidade,
integridade e pureza sejam comprovadas (MACHADO, 2009).

O emprego correto de plantas para fins terapéuticos pela populagdo em geral,
requer o uso de plantas medicinais selecionadas por sua eficacia e seguranca
terapéutica, baseadas na tradicdo popular ou cientificamente validadas como
medicinais (LORENZI & MATQOS, 2002).

O uso de plantas medicinais faz parte da histéria humana e faam o

primeiros recursos terapéuticos utilizados pelos povos (TOMAZZONI et al., 2006).
O mercado mundial de fitoterapicos movimenta cerca de US$ 22 bilhdes por ano.
Em 2000, o setor faturou US$ 6,6 bilhdes nos EUA e US$ 8,5 bilhdes na Europa. No
Brasil, estima-se que o comércio de fitoterapicos seja da ordem de 5% do mercado
total de medicamentos, sendo avaliado em mais de US$ 400 milhdes.

A demanda por plantas medicinais nativas do Brasil tende a aumentar com a
descoberta de substancias que ndo podem ser obtidas sintetiqZBERRA et al.,

2011). De acordo com os autores, no Brasil, a obtencdo de plantas medicinais para
uso popular tem ocorrido de forma extrativista e a coleta indiscriminada dessas
plantas nativas pode causar sua extin¢cdo, a depredacdo do patrimbnio genético e até

mesmo engano na utilizacdo das espécies.



Dentre as principais espécies medicinais comercializadas no Brasil, algumas
espécies do géneRjfaffia estdo sendo estudadas por suas propriedades medicinais,
atribuidas a substancias presentes nas raizes (SERRA et al.,, 2011). As raizes
dePfaffia glomerataSpreng.) Pedersen, bem comadPdganiculatakuntze, sdo de
grande interesse comercial, na forma de fito-medicamento e suplementos
alimentares, em razdo do uso popular como antitumoral, antidiabetes e como ténico
afrodisiaco (M\Y et al., 2008), sendo esses efeitos provavelmente ocasionados pela
ecdisterona (KAMADA., 2006 FENNER et al., 2008; FLORES et al.,, 2009a,
FLORES et al., 2009b). Segundo Lorenzi & Matos (2002), as populacfes indigenas
da Amazobnia usam as raizesRfaffia sp. hA mais de 300 anos para a cura de ampla
variedade de males.

O génerdPfaffia € nativo da América Tropical, mas possui ampla distribuicdo
pelo mundo, estando presente em paises como Guiana, Brasil, Paraguai, Argentina,
Bolivia e Coldmbia. No Brasil, foram descritas 27 espécies ocorrentes nos estados do
Amazonas, Mato Grosso, Goias, S&o Paulo e Parana (KAMADA, 2006). E comum
encontra-la na beira de rios e nas orlas das matas de galerias, onde podem receber
bastante luz, pois € uma espécie hidréfila e heliéfita (ALVES et al., 2010). Sdo no
Brasil conhecidas popularmente como ginseng-brasileiro, para tudo, suma ou
corango (SOUZA & LORENZI, 2005; OLIVEIRA, 1986).

P. glomerata(Figura 1) é uma espécie de ginseng brasileiro de maior
importancia medicinal e comercial. Caracteriza-se por ser uma erva perene
relativamente alta, apresenta caules retos, delgados e ocos quando adultos, raiz
fusiforme e inflorescéncia muito ramificada (Vigo et al., 2004). A espBcie
glomerata atinge cerca de 2 m de altura; possui caule ereto, n0s engrossados,

entren0s com cerca de 23 cm de comprimento, ramificacdes predominantemente



dicotbmicas. Folhas com peciolo muito curto; laminas foliares linear-oblongas a
longo-ovaladas, com 1 14 cm de comprimento e 0,34,5 cm de largura; apice
acuminado a mucronado, base decorrente, nervuras mais proeminentes na face
dorsal, pubescéncia ténue ou densa, principalmente na face dorsal; coloracdo verde-
clara ou azulada na face abaxial. Possui inflorescéncia capituliforme com peciolo
longo (ate 20 cm), branco-amareladas e capitulos com menos de 8 mm de diametro.
Bractea ovalada, uninervada e mucronada com 1 - 1,5 mm de comprimento. Flores
hermafroditas com cerca de-3} mm, tépalas branco-amareladas, trinervadas. Tubo
seminal de 0,5 1,0 mm. Ovario ovalado-globoso, geralmente menor do que o tubo
estaminal na antese; estigma capitado, bilobado e papiloso (VASCONGCELOS

1986).

Figura 1. Caracteristicas gerais &affia glomerataA: Detalhes da inflorescéncia.

B: Planta cultivadan vitro. C. Plantas cultivadas na Universidade Federal de Vigcosa
(Fonte: larema, 2008).



Os produtos provenientes dafaffia sdo indicados como regeneradores
celulares, nos tratamentos contra o esgotamento fisico, mental e falta de memodria,
como auxiliares no tratamento de irregularidades circulatoria, estresse, anemias,
diabetes, contra fadiga fisica, intelectual e de indisposicdo em geral, além de
contribuir como estimulante sexual (RATES & GOSMANN, 2002

As saponinas e 0S compostos esteroidais representam um grupo de
constituintes quimicos importantes em espécies Plaffia e atuam como
coadjuvantes quimicos na absorcéo de outras substancias ativas pelo organismo. Em
P. glomerata foram descritas aB-ecdisona (20-hidroxiecdisona, 20-E), acido
glomérico, acido pfamérico, oleanodlico, rubrosterona, B-D-glucopiranosil oleanolato
e seus glicosideos (RATES & GOSMANN, 2002; KAMADA, 2006).

Festucci-Buselli et al. (2008) relataram que a biossintese, a regulacdo e a
funcdo precisa do fitoecdisteroide BEOem P. glomeratasdo desconhecidas. Trés
hipéteses sobre suas funcbes tém sido propostas: como compostos fitohormonais,
compostos protetores contra insetos fitbfagos ndo adaptados e como fonte de
fitoesteroides polihidroxilados requeridos no crescimento e na proliferacdo celular.
Segundo os autores, 0s 0rgdos que apresentam maiores teores de 20-E séo flores,
seguidas pelas raizes, folhas e caules, respectivamente.

Neste sentido, varias pesquisas vém sendo realizadas no intuito de
desenvolver planos de manejo e estratégias de cultivo para essa espécie (VIGO et al.,
2004; CORREA JUNIOR et al., 2008; GUERREIRO et al., 2009; KAMADA et al.,
2009; SCALON et al., 2009; SERRA et al., 2D11

O estabelecimento de métodos eficientes para a propagacgéo clonal de acessos
de P. glomerata com elevada producao de 20E, em larga es&@tafundamentais

para o fornecimento de mudas de qualidade. A propagac¢do de plantas homogéneas
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deP. glomeratavia estaquia, em condi¢cdes de viveiro e hidroponia, embora sendo
viavel, produz um nimero de mudas pouco expressivo (NICOLOSO et al., 1999). A
cultura de tecidos tem auxiliado na producdo comercial de mudas homogéneas e de
qualidade, na conservacdo do germoplasma, além de auxiliar na selecdo e
melhoramento de gendtipos com potencial para serem utilizados pela industria
farmacéutica (FLORES et al., 2009c).

No que diz respeito Bfaffia, os trabalhos de propagagéovitro ainda sao
em numero restrito, considerando o impacto econémico e social uma demanda para
conservacdo da espécie em bancos de germoplasmatro, bem como o
estabelecimento de protocolos eficientes de propagacédo em larga escala da espécie.

A propagacaan vitro de P. glomeratatem sido conduzida tradicionalmente
pelo método convencional de micropropagacdo através da proliferacdo de gemas
axilares de segmentos nodais (RUSSOWSKI & NICOLOSO, 2003; MALDANER et
al., 2006; NICOLOSO et al., 2008; SKREBSKY et al., 2009; FLORES et al., 2009b;
FLORES et al., 2009c; ALVES et al., 2010; FLORES et al., 2010). Recentemente,
larema et al. (2012) verificaram quePa glomeratapossui potencial para ser
cultivadain vitro em sistema fotoautotrofico.

Flores et al. (2009c, 2010) avaliaram o efeito de reguladores de crescimento
na micropropagacao de. glomeratae P. tuberosae verificaram que o cultivo de
segmentos nodais em meio MS suplementado com 1 uM de Thidiazuron (TDZ),
mostrou ser viavel para micropropagacao. Englomerata a concentracao regular
de macro e micronutrientes do meio MS e a auséncia de carvao ativado favoreceram
o desenvolvimento das plantulas (NICOLOSO et al., 2001).

Nicoloso et al. (2003) avaliaram o efeito de doses e fontes de carboidratos no

crescimento dé. glomerata e observaram que a melhor fonte de carbono para o



crescimenton vitro daP. glomerataoi a sacarose. Maldaner et al. (2007) avaliaram

o efeito da sacarose e do nitrogénio (N) na multiplicagadtro de P. glomeratae
concluiram que a reducao da concentracéao de N, para 50% do meio MS, associada ao
incremento na dose de sacarose até 45" gfdvoreceu o crescimento em altura,
namero de segmentos nodais e brota¢des, bem como a producdo de biomassa.

Flores et al. (2010), estudando o teefeecdisona nas raizes e parte aérea de
dois gendtipos dé. glomerata(BRA e JB-UFSM)e P. tubersa propagadasn
vitro, e em campo, constataram que o genotipo BRA apresentou maior taxa de
proliferacdo e contetido de B-ecdisona. A cultura de segmentos nodaiP deiberosa
em meio MS com adicdo de TDZ demonstrou ser um método adequado para a
micropropagacao, devido a taxa de multiplicacdo elevada e bom desenvolvimento
das plantas. Ambas as espécies apresentaram boa adaptacédo as conigoe®
teor de B-ecdisona enfP. tuberosamicropropagadas foi semelhante a encontrada em
plantas crescidas no campo. Para ambas as espécies, a parte aérea apresentou maior
conteudo de B-ecdisona que as raizes.

Sabendo do elevado potencial de multiplicacdo da espécie, a cultura de
tecidos se torna uma importante ferramenta para a conservacao da espécie. Alem
disso, pode auxiliar diversos estudos fisioldégicos, genéticos e possivelmente na
producdoin vitro de produtos do metabolismo secundario. No entanto, as plantas
cultivadasin vitro crescem em condicfes diferentes das plantas cultiexdasq e
frequentemente, exibem peculiaridades no seu desenvolvimento anatémico,
morfolégico e fisiologico (CALVETE et al., 2002; MAJADA et al., 2000;
JAUSORO et al., 2010). Segundo Bouguet & Torregrossa (2003) e Machado & Biasi
(2011) a organizacdo histoloégica de plantas cultivadasitro é influenciada,

podendo induzir adaptagcées morfologicas como a reducdo no tamanho dos 6rgéos.



A anatomia foliar é um fator de bastante importancia, pois dela que depende,
em grande parte, a adaptacdo das plantas ao seu ambiente. S&o as caracteristicas
quimicas e/ou morfologicas da superficie foliar que condicionam, por exemplo, a
guantidade de luz absorvida ou refletida, o grau de hidrofobia do 6rgéo, a pressao do
ar em contato com as folhas, a eficiéncia do 6rgdo na defesa contra parasitas e
patogenos, a quantidade de poluentes ou defensivos absorvida e, evidentemente, a
magnitude da transpiracdo (SANTIAGO et al., 2001).

Festucci-Buselli et al. (2008b) caracterizaram o acumulo temporal de 20E em
orgaos deP. glomerata e destacaram a importancia das raizes como um dos
principais 6rgdos acumuladores de 20-E. Sendo assim, o estabelecimento de um
sistema de inducéo de raizes tuberiformestro de Pfaffia de grande importancia
para que se avalie o acumulo temporal de 20-E nesses 6rgaos.

Para varias espécies a inducdo de tuberizec&dro foi obtida, sendo util
em estudos fisioldgicos ou como estratégias de propagacao e de conservagio
(XU et al. 1998; VERAMENDI et al., 1999; SILVA et al., 2001; OMOKOLO et al.,
2003; HEN et al., 2007; FOGACA et al., 2010).

Sendo assim, esse trabalho teve como objetivo avaliar o efeito de fontes de
carbono em diferentes concentracbes na multiplicacdo, producdo de 20-E e
tuberizacdo de raizes d& glomertacultivadasin vitro, bem como o efeito as

variacOes das fontes de carbono na anatomia foliar.
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CAPITULO 2: MICROPROPAGACAO DE Pfaffia glomerata (SPRENG.)

PEDERSEN SOB CULTIVO EM DIFERENTES FONTES DE CARBONO
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RESUMO

Pfaffia glomerata (Amarathaceae) é uma espécie medicinal encontrada em
praticamente todo o territério nacional, possuindo varias aplicacdes nos tratamentos
contra diversas enfermidadeBossui como um dos principais compostos a [-
ecdisona (20-hidroxiecdisona, 20-E), encontrado em todos os 6rgéos e, em especial,
nas raizes e inflorescéncias. Esse trabalho objetivou buscar novos protocolos de
propagacaan vitro de acessos de. glomerata Para tal, segmentos nodais de dois
acessos de. glomerataforam inoculados em meio MS acrescido com sacarose ou
glicose (0,1, 0,2 e 0,3 M) e 0,5 md de BA e ANA em 5 repeticdes. Observou-se

gue o niumero médio de brotos/segmento nodal variou de acordo com 0 acesso e com
o tratamento. Foi observada a formacéo de calos na base dos explantes em todos os
tratamentos. Para o acesso 13 a cloragdo dos calos variou de branco a verde claro e
os brotos variaram de verde claro a réseo, com entrends longos. No acesso 4, a
coloracdo dos calos variou de branco a verde escuro arroxeado, e as brotacdes
arroxeadas com entrends curtos. A caracteristica de formacao de multibrotacbes se
mostrou genotipo-dependente, sendo o acesso 04 superior ao acesso 13 quando
cultivado em glicose ou sacarose a 0,1 M (35 e 43 brotos/explantes). Conclui-se que

0 acesso 04 caracteristicas favoraveis para multiplicacdo em larga escala.
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ABSTRACT

Pfaffia glomerata(Amarathaceae) is a medicinal species found in virtually all the
Brazilian territory which has several applications in treatments for different diseases.
P. glomeratahas as one of its main compourfidecdysone (20-hydroxyecdysone,
20-E), which is found in all plant organs and in particular, roots and inflorescences.
This study aimed to seek new protocols for ith&itro propagation of accessions of

P. glomerata Nodal segments of two accessiong’ofjlomeratawere inoculated on

MS medium supplemented with sucrose or glucose (0.1, 0.2 and 0.3 M) and 0.5 mg
L™ of BA and NAA, in 5 replicates. It was found that the number of shoots/nodal
segment varied with the accession and the treatment. There was formation of calli on
the base of explants in all treatments. Color of calli from accession 13 varied from
white to light green and the shoots from light green to pinkish, with long internodes.
In the accession 4, the color of calli varied from white to dark green and purple, and
shoots in purple, with short internodes. The characteristic axillary bud proliferation
proved genotype-dependent: accession 4 was superior to accession 13 when grown
on glucose or sucrose 0.1 M (35 and 43 shoots/explant). The results showed that the

accession 4 is suitable for propagation on a large scale.

17



INTRODUCAO

Sistemas de producéo e cultivo de plantas medicinais ainda sao incipientes
ou inexistentes para a maioria das espécies nativas e a prevaléncia do processo de
coleta extrativista acelerada tem exposto as espécies aos processos de erosao
genéticacomprometendo a biodiversidade e extinguindo a cultura dos povos que 0
habitam (KAMADA, 2006). Neste contexto, estudos e metodologias que viabilizem
a producgéo de plantas medicinais em escala comercial sdo certamente recursos que
podem reduzir o impacto da devastacéo da flora nativa (SOUZA et al., 2011).

Varias espécies do génerBfaffia (Amaranthaceae) possuem ampla
distribuicdo pelo mundo, sendo conhecidas popularmente no Brasil como ginseng-
brasileiro, paratudo, suma ou corango (SOUZA & LORENZI, 2005; OLIVEIRA,
1986). A fafia Pfaffia glomerata (Spreng.) Pedersen] possui grande valor
econdmico, sendo centenas de toneladas exportadas todos os anos para paises como
Japdo. Como muitas outras plantas medicirRigjlomerataesta ameacada pela
coleta indiscriminada e pela diminuicdo das éareas de ocorréncia natural
(GUERREIRO et al., 2009), causando a diminui¢cdo do pool génico. Dessa maneira, a
sua propagacdo torna-se estratégica para a conservacdo de germoplasma e
propagacao em larga escala.

Tem sido crescente o interesse de estudos envolvendo a propagéatg@&o
de plantas medicinais (ARORA et al., 2010; SAVIO et al.,, 2012; SINGH &
TIWARI, 2012 WAWROSCH, 2010,YUNUS et al., 2012). Todavia, 0 sucesso de
um sistema de micropropagacéo depende do controle de grande numero de variaveis,
a exemplo: a época da coleta, tipo de explante, o método de desinfestacao,
isolamento e o tamanho dos explantes, o estado fisiolégico e fitossanitario da planta

matriz no momento da coleta, as condi¢cbes de incubacdo, a manipulacdo dos
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materiais nas subculturas, entre outros (MURASHIGE, 1974; THORPE et al., 1991,
XAVIER et al., 2007).

A propagacadn vitro de P. glomerataé uma maneira eficiente para se
propagar vegetativamente a espécie. Nicoloso et al. (2001), desenvolveram um
protocolo para este tipo de propagacédo conseguindo mais de 15.000 plantas a partir
de um Unico explante em um periodo de 6 meses, com sucesso de 95% no
transplantio para o campo. Este protocolo foi aperfeicoado por Nicoloso et al. (2003),
Russowski & Nicoloso (2003) e Skrebsky et al. (2004), onde testaram,
respectivamente, as fontes de carboidratos e as doses, o efeito das concentracfes de
N e P no meio de cultura e o efeito da concentracdo de sacarose sobre o periodo de
cultivo in vitro. Flores et al. (2009, 2010) avaliando o efeito de reguladores na
micropropagacao dé€. glomeratae P. tuberosaverificaram que o cultivo de
segmentos nodais em meio MS suplementado com 1 uM de thidiazuron (TDZ),
mostrou ser viavel para micropropagacao. Englomerata a concentracao regular
de macro e micronutrientes do meio MS e a auséncia de carvao ativado favoreceram
o desenvolvimento das plantulas (NICOLOSO et al., 2001).

Estudos relacionados ao desenvolvimento e melhoria de protocolos para a
propagacaan vitro de P. glomeratapodem contribuir para a producdo massal de
mudas com alta qualidade morfo-fisiologica. Sendo assim, esse trabalho teve como
objetivo avaliar o efeito de diferentes concentracdes de sacarose e glicose na inducao

de brotagbes em segmentos nodaiB.dglomerata
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MATERIAL E METODOS

Material vegetal

O experimento foi realizado no Laboratério de Cultura de Tecidos Il do
Departamento de Biologia Vegetal (DBV-BIOAGRO), na Universidade Federal de
Vicosa, visando a multibrotac@ovitro via segmento nodal.

Para tanto, foram utilizados como explantes segmentos nodais com cerca de
0,5 cm dos acessos 4 e 13,Rfaffia glomerata(Spreng.) oriundos da colecéo de
germoplasma de plantas medicinais do Centro Nacional de Recursos Genéticos e
Biotecnologia (Embrapa/Cenargen).

Para obtencdo de material estoque, os individuos foram multiplicados
vegetativamente vitro, via segmento nodal. Os acessos foram cultivados em meio
de cultura MS (MURASHIGE & SKOOG, 1962), acrescido de 30'gle sacarose,

8 g L'* de agar (Merck), e mantidos em sala de crescimento, & temperatura de 25 + 2
°C, sob fotoperiodo de 16 horas com irradiancia de 60 priai mpor 30 dias.

Foram utilizados como explantes segmentos nodais provenientes do material estoque
multiplicadoin vitro.

Influéncia de diferentes concentracdes de glicose e sacarose sobre
multibrotacdesin vitro de dois acessos d&faffia glomerata.

Segmentos nodais com 0,5 cm Ee glomerata(acessos 04 e 13) foram
cultivados em meio MS semi-sélido acrescido com sacarose ou glicose (0,1; 0,2 e 0,3
M), 0,5 mg ! de 6-benzilaminopurina (BA), 0,5 mg'lde BA + 0,5 mg [* de
acido a-naftalenoacético (ANA), 0,5 mg'LBA + 1,0 mg [* de ANA e o controle
(sem regulador de crescimento).

Os explantes foram inoculados em frascos contendo 50 mL de meio de

cultivo e vedados com filme plastico RoloPamantidos em sala de crescimento, &
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temperatura de 25 + 2 °C, sob fotoperiodo de 16 horas com irradiancia de 60 umol m
s, por 30 dias.

Apo6s 30 dias de cultivo foram avaliados as seguintes caracteristicas: numero
médio de brotos, a formacéo de calo e suas respectivas coloracoes.

O delineamento experimental foi inteiramente ao acaso em esquema fatorial
triplo, 2 (acessos 13 e 04) x 6 (sacarose e glicose x 3 doses) x 4 (concentracfes de
reguladores de crescimento), sendo 5 repeticbes por tratamento. Cada repeticdo
consistiu de um frasco com 5 explantes. Os dados foram submetidos a anélise de
variancia e as médias foram comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Andlise estatistica.

Os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA), empregando-se
o programa ASSISTAT Versao 7.6 beta (2011) da Universidade Federal de Campina
Grande (SILVA & AZEVEDO, 2009), e as médias dos tratamentos foram

comparadas pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.
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RESULTADOS E DISCUSSAO
Influéncia de diferentes concentracbes de glicose e sacarose sobre a
multiplicac&o in vitro de dois gendtipos d@faffia glomerata.

N&o houve interacdo significativa entre os tipos e doses de reguladores de
crescimento. Assim, optou-se por tratar o experimento como um fatorial duplo, a
saber: 2 (acessos) x 6 (fontes de carbono), perfazendo 12 tratamentos, com 5
repeticées, conforme o quadro de Anova (Tabela 1).

Tabela 1.Resumo da analise de variancia do namero de brotos de aceBafide
glomerataem fungéo dos acessos, fontes de carbono interacéo entre fatores.

Quadrado Médio

Fatores GL
N° Brotos
Acessos (A) 1 3575,81667**
Fonte de Carbono (FC) 5 594,17**
AXFC 5 660,81**
Residuo 4859,92

GL. Graus de Liberdade.
** gignificativo a 1% de probabilidade (p < 0,01).

Para o numero de brotos foi observado efeito significativo dos acessos (p <
0,01), sendo que a maior média foi observada para o acesso 04 (19,50), e das fontes
de carbono (p <0, 01), sendo a sacarose e glicose a 0,1 M as melhores respostas para
essa variavel . Portanto, as fontes de carbono, apresentaram efeitos similares na

inducéo do nimero de brotos.
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Tabela 2 -Valores médios para numeros de broto$tidfia glomerataem funcao
dos tratamentos em diferentes fontes de carbono.

Tratamentos
Acessos (A) Fontes de Carbono cvV
Variavel Ad AL3 Glic Glic Glic Sac Sac Sac (%)
j : 0,1M 0,2M 0,3M 0,1M 0,2M 0,3M
0 ! ! !
Br%tos 1 19,50a 4,06b: 19,0ab 6,70c  4,20c 22,90a 10,50bc 6,70c: 65,7

Glic = Glicose; Sac = Sacarose.
As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo testeale%ukey
de probabilidade.

Foi observada interacao significativa (p <0,01) entre os acessos e as fontes de
carbono em relacdo ao numero de brotos. Ndo houve diferenca estatistica entre as
fontes de carbono para o acesso 13, entretanto para o acesso 04 as maiores médias
foram observadas quando os explantes foram cultivados em meio MS suplementado
com glicose 0,1 M (35) e sacarose 0,1 M (43). Com relacao as fonte de carbono, as
concentracdes de 0,1 M de glicose ou sacarose a 0,2 M, contribuiram para melhorar a
desempenho do acesso 4, o qual apresentou médias superiores, quando comparadas
aguelas observadas no acesso 13, as demais ndo diferem estatisticamente entre si
(Tabela 3).

Tabela 3- Valores médios para numero de brotesPdiaffia glomerataem funcao
dos tratamentos em diferentes fontes de carbono.

VARIAVEL

NUMERO DE BROTOS**

TRATAMENTOS Fonte de carbono (FC)
Glic Glic Glic Sac Sac Sac 0,3
Acesso (A) 0,1M 0,2M 0,3M 0,1M 0,2M M
A13 440bA 600aA 240aA 280bA 4,00bA 480 aA
A4 3500aA 7,40aB 6,00aB 43,00aA 17,00aB 8,60 aB

Glic = Glicose; Sac = Sacarose

** gignificativo a 1% de probabilidade (p < 0,01)

As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si, pelo testealg%ukey
de probabilidade, letras mindsculas para coluna e letras mailsculas para linha.

Foi observada a formacdo de calos na base dos explantes em todos os
tratamentos. Para o acesso 13 a coloracéo dos calos variou de branco (sacarose 0,3

M) a verde claro (glicose em todas as concentragdes e sacarose 0,2 e 0,3M), e os
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brotos variaram de verde claro a réseo (Figura 2). No acesso 4, a coloracao dos calos
variou de branco (sacarose a 0,1 M e sacarose+glicose 0,3M) a verde escuro
arroxeado (glicose 0,1 e 0,2M e sacarose 0,2M) (FigyraAldiferenca na
pigmentacao entre 0os acessos pode ser explicada, uma vez que em campo, plantas do
acesso 04 apresentam caule bastante pigmetado, enquanto no acesso 13 predomina a

cor verde (KAMADA, 2006).
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Sacarose

Acesso 13

Acesso 04

Figura 1: Detalhes das brotacbes em segmento nodaPfidBa glomerataacessos

13 e 04 submetidas a diferentes fontes de carbono. Barra 1 cm.
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No geral, o numero total de brotos produzidos por explante, o acess®04 de
glomeratamostrouse superior ao acesso 13, uma vez que foi observada média de 43
brotacdes para 0 acesso 4 e apenas 6 brotos para 0 acesso 13 (Tabela 3). As brotacdes
no acesso 4 apresentaram padrdo de proliferacdo de ramos axilares em tufos,
apresentando brotaces com entren0s mais curtos; ja o acesso 13, as brotacfes se
apresentaram mais alongadas (Figyra 1

Os brotos obtidos no presente trabalho se mostraram viaveis, uma vez que 0s
mesmos foram transferidos para frascos contendo meio MS e cultivados em sala de
crescimento por 30 dias. Todos apresentaram crescimento uniforme e rapido
independente do tratamento de origem (dados ndo mostrados).

Flores et al. (2010) também desenvolveram um protocolo de
microprogagacao de. glomeratavia segmentos nodais. Observaram apds 30 dias de
cultivo, o nimero médio de 10 brotos/explante. Martins & Nicoloso (2004) também
propuseram uma metodologia de propagacée.dgomeratavia segmentos nodais,
porém obtiveram apenas 1,6 brotos por explante. O nimero de brotos obtidos nos
trabalhos citados anteriormente foram inferiores aos encontrados no presente
trabalho.

A diferenca na quantidade de brotos produzidas pelos acessos (A13 - 6 brotos
por explante com entrends longos e AO43 brotos por explantes com entrends
curtos), pode ser atribuida a genoétipo-especificidade, em que o acesso 4 apresenta
propensdo superior de proliferacdo de brotacbes axilares. Entretanto, segundo
Kamada (2006), os individuos dos acessos 04 e 1B.dgomerataem campo
apresentam crescimento inicial do caule eretos, sem ramificacdes.

Diferengas significativas na indaigin vitro de brotos multiplos foram

observadas em segmentos nodaisAdaonabahiensis, A. cauliflora, A. coriacea,
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A.glabrae R.silvatica quando se utiliza diferentes fontes de carbono (glicose,
sacarose, frutose, galactose e maltose) (SANTANA et al., 2011). Segundo os autores,
também foi observado que essa variavel é gendtipo-dependente, assim como
observado nesse trabalho Englomerata uma vez que a maior média de brotacdes
observada para o acesso 4, foi no meio de cultivo com sacarose ou glicose a 0,1M.
Entretanto, para o acesso 13 nao houve diferenca significativa entre as fonte de
carbono, porém o maior niumero de brotos foi observado para a glicose a 0,2 M.

Resultados semelhantes quanto as concentracdes da fonte de carbuno fora
observados por Nicoloso et al. (2003) quando compararam quatro diferentes
concentracdes de cinco fontes de carbono para determinar as melhores combinacfes
na multiplicacdo d®. glomeratag verificando que a sacarose apresenta os melhores
resultados nas concentracdes de 87,64; 131,46 e 175,28 mM. Mohamed & Alsadon
(2010) também constaram que sacarose a 87,64 mM proporcionou os melhores
resultados na multiplicacdo de batata. Romano et al. (1995) observaram que a
sacarose (87,64 mM) e glicose (222,01 mM) foram as melhores fontes de carbono
durante a fase de proliferacdo Qeercus suberPati et al. (2006) relataram que,
enguanto a sacarose era a fonte de carbono mais utilizada na micropropagacao de
rosas, a glicose também apresentou resultados satisfatérios na micropropagacao
dessa espécie.

A sacarose geralmente é a fonte de carbono mais empregada em trabalhos de
micropropagacdo, porém, outras fontes como glicose, maltose, rafinose, frutose,
manose e lactose também sdo empregadas na suplementacédo de meios de cultura no
cultivo in vitro, sendo sua eficacia variavel de acordo com a espécie estudada

(GEORGE, 1993).
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CONCLUSOES

Conclui - se que
¢ Na multiplicacdoin vitro de P.glomerata os acesso respondem de forma
distinta, sendo do acesso 04 as maiores respostas a inducdo de brotacées em
relacdo ao acesso 13, da concentragao glicose a 0,1 M em relagdo as demais
concentragoes.
e Apesar dos brotos se mostrarem viaveis em analises preliminares de cultivo,
had necessidade de mais estudos quando sua viabiliadade e taxa de

sobrevivéncia a aclimatizagao.
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CAPITULO 3: PRODUCAO DE 20-HIDROXIECDISONA EM Pfaffia
glomerata(SPRENG.) PEDERSEN SOB CULTIVO EM DIFERENTES

FONTES DE CARBONO
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RESUMO

Pfaffia glomerata (Amarathaceae) é uma espécie medicinal encontrada em
praticamente todo o territério nacional, possuindo varias aplicacfes nos tratamentos
contra diversas enfermidades. Possui como um dos principais compostos a [-

ecdisona (20-hidroxiecdisona, 20-E), encontrado em todos os 6rgéos e, em especial,
nas raizes e inflorescéncias. Esse trabalho objetivou avaliar o culi@lienerata

sob o efeito de diferentes fontes de carbono na producdo de 20-E em folhas e raizes.
Para tal, segmentos nodais &e glomerataforam inoculados em recipientes
Magent& contendo meio MS acrescido com diferentes fontes de carbono (sacarose e
glicose) a 0,1 e 0,2 M e suas respectivas combinag@egecipientes foram
ensacados em embalagem plastica com membrana tipo filtro, em 5 repeticées por
tratamento. Apos 30 dias de cultivo raizes e folhas foram secas e processadas para a
extracdo de 20-E e foi realizada a analise micromorfométrica de folhas. O acesso 13
apresentou as maiores médias tanto para raizes quanto folhas (1,02 e 1,07%) e entre
as fontes de carbono glicose em ambas as concentracfes apresentaram as maiores
medias em raizes (1,04 e 1,03) e em folhas as maiores medias foram observadas em
glicose a 0,1 M (1,08), sacarose a 0,1 M (1,08) e sacarose + glicose a 0,1 M (1,08).
As maiores médias para o comprimento da planta, massa seca das raizes e parte aérea
foi observada para o acesso 13, entre as fontes de carbono, as maiores medias foram
observadas em sacarose 0,1M e 0,2 M, sacarosetglicose 0,1M para todas as
variaveis, e glicose 0,1M para comprimento médio das plantas e massa seca da parte
aérea, controle comprimento da parte aérea e sacarose+glicose 0,2M para massa seca
da parte aérea. Na analise micromorfométrica das folhas em ambas as faces, o
namero de células epidérmicas, estbmatos, e densidade estomatica foram superiores
no acesso 13 em relacdo ao acesso 04, ja as fontes de carbono para a face abaxial, a
maior media do nimero de células epidérmicas e estbmatos e densidade estomatica
foi observado em plantas cultivadas em sacarose+glicose 0,2M (166.90; 31,90;
292,31), para o indice estomatico, ndo houve interacdo entre 0s acessos, porem, entre
as fontes de carbono, as maiores medias foram observadas nos tratamento controle
(17,12), glicose 0,1M (15,92) sacarose 0,2M (15,77) e sacarose+glicose 0,2M
(15,28). Na face adaxial a maior média para o numero de estébmatos foi em
glicose+sacarose a 0,2M e as demais variaveis em glicose+sacarose 0,2M. Conclui-

se que para a producédo de 20-E 0 acesso 13 se mostrou mais promissor.
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ABSTRACT

Pfaffia glomerata(Amarathaceae) is a medicinal species found in virtually all the
Brazilian territory which has several applications in treatments for different diseases.
P. glomeratahas as one of its main compourfidecdysone (20-hydroxyecdysone,
20-E), which is found in all plant organs and, in particular, roots and inflorescences.
This study aimed to evaluate the growthRaf glomerataunder the influence of
different carbon sources on the production of 20-E in leaves and roots. Nodal
segments ofP. glomeratawere inoculated in Mageritaboxes containing MS
medium supplemented with different carbon sources (glucose and sucrose) at 0.2 to
0.1 M and their combinations. The boxes were bagged in plastic bags with membran
filter (pore size 0.45 um) with 5 replicates per treatment. After 30 days of culture,
roots and leaves were dried and processed for 20-E extraction and
micromorphometric analysis. Significant effect was found among accessions and
carbon sources on the 20-E content: the accession 13 showed the highest means for
both roots and leaves (1.02 and 1.07%) and between the carbon sources, glucose in
both concentrations had the highest means for the roots (1.04 and 1.03); and for the
leaves, the highest means were found for 0.1 M glucose (1.08), 0.1 M sucrose (1.08)
and sucrose + glucose at 0.1 M (1.08). The highest means for plant height, dry mass
of roots and shoots were observed for the accession 13: between the carbon sources,
the highest means were found for 0.1 M and 0.2 M sucrose, sucrose + glucose 0.1M
for all variables, and glucose 0.1 M for plant mean height and dry mass of shoots,
control, shoot height and sucrose + glucose 0.2 M for shoot dry mass. In the
micromorphometric analysis on both surfaces of the leaves, the number of epidermal
cells, stomata, and stomatal density were higher for the accession 13 than for the
accession 4; however, the carbon sources for the abaxial side, the higher mean
number of epidermal cells, stomata and stomatal density was found in plants grown
in sucrose + glucose 0.2 M (166.90; 31.90; 292.31). For the stomatal index, there
was no interaction between the accessions, however, between the carbon sources, the
highest means were found in the control (17.12); 0.1 M glucose (15.92); 0.2 M
sucrose (15.77); and 0.2 M sucrose + glucose (15,28). On the adaxial surface, the
highest mean for number of stomata was found for glucose + sucrose at 0.2 M and
the other variables in glucose + sucrose at 0.2 M. The results showed that the

accession 13 proved the most promising for production &.20-
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INTRODUCAO

Sistemas de producao e cultivo de plantas medicinais ainda séo incipientes
ou inexistentes para a maioria das espécies nativas e a prevaléncia do processo de
coleta extrativista acelerada tem exposto as espécies aos processos de erosao
genética, comprometendo a biodiversidade e extinguindo a cultura dos povos que o
habitam (KAMADA, 2006). Neste contexto, estudos e metodologias que viabilizem
a producéo de plantas medicinais em escala comercial sdo certamente recursos que
podem reduzir o impacto da devastacao da flora nativa (SOUZA et al., 2011).

Véarias espécies do génerBfaffia (Amaranthaceae) possuem ampla
distribuicdo pelo mundo, compreendendo cerca de 170 géneros e 2.000 espécies,
sendo mais de 20 ocorrentes no Brasil e conhecidas popularmente como ginseng-
brasileiro, paratudo, suma ou corango (SOUZA & LORENZI, 2005; OLIVEIRA,
1986). A fafia Pfaffia glomerata (Spreng.) Pedersen] possui grande valor
econdmico, sendo centenas de toneladas exportadas todos 0os anos para paises como
Japdo. Como muitas outras plantas medicirRigjlomerataestd ameacada pela
coleta indiscriminada e pela diminuicdo das areas de ocorréncia natural
(GUERREIRO et al., 2009). Desse modo, € de grande importancia que sejam
estudadas cientificamente as espécies medicinais promissoras, que sdo utilizadas ha
muitas geracdes pela populagéo.

Os produtos provenientes defaffia sdo indicados como regeneradores
celulares, nos tratamentos contra o esgotamento fisico, mental e falta de memoria,
como auxiliares no tratamento de irregularidades circulatoria, estresse, anemias,
diabetes, contra fadiga fisica, intelectual e de indisposicdo em geral, além de

contribuir como estimulante sexual (RATES & GOSMANN, 2002).
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As saponinas e 0S compostos esteroidais representam um grupo de
constituintes quimicos importantes em espécies Plaffia e atuam como
coadjuvantes quimicos na absorcéo de outras substancias ativas pelo organismo. Em
Pfaffia glomerataforam descritas a p-ecdisona (20-hidroxiecdisona, 20-E), acido
glomérico, acido pfamérico, oleandlico, rubrosterona, B-D-glucopiranosil oleanolato
e seus glicosideos (RATES & GOSMANN, 20BAMADA, 2006).

Festucci-Buselli et al. (2008) relatam que a biossintese, a regulacdo e a
funcao precisa do fitoecdisteroide 20-E sdo desconhecidas. Trés hipoteses sobre suas
funcdes tém sido propostas: como compostos fitohormonais, compostos protetores
contra insetos fitéfagos ndo adaptados e como fonte de fitoesseroide
polihidroxilados requeridos no crescimento e na proliferacdo celular. Segundo os
autores, os 6rgaos que apresentam maiores teores de 20-E sao flores, seguidas pelas
raizes, folhas e caules, respectivamente.

A anatomia foliar € um fator de bastante importancia, pois dela que depende,
em grande parte, a adaptacdo das plantas ao seu ambiente. S80 as caracteristicas
quimicas e/ou morfolégicas da superficie foliar que condicionam, por exemplo, a
quantidade de luz absorvida ou refletida, o grau de hidrofobia do 6rgao, a presséo do
ar em contato com as folhas, a eficiéncia do 6rgdo na defesa contra parasitas e
patdégenos, a quantidade de poluentes ou defensivos absorvida e, evidentemente, a
magnitude da transpiracdo (SANTIAGO et al., 2001).

O cultivo in vitro pode promover alteracdes anatbmicas, morfolégicas e
fisiologicas nas plantas (DONELLY et al., 1985; JAUSORO et al., 2010). Diversas
alteracbes na estrutura da folha de plantas mantidagro tém sido reportadas,
como o0 aumento no tamanho e na densidade dos estdmatos e a reducéo no controle

estomatico, na quantidade de cera epicuticular e na espessura do mesofilo, com alta
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proporcdo de espacos intercelulares (KHAN et al., 2003; HAZARIKA, 2006).
Entretanto, a intensidade dessas alteracbes € bastante variavel em funcdo de
caracteristicas proprias de cada espécie e sua quantificacdo podera auxiliar na
melhoria das condi¢cdes de cultivo para cada grupo de plantas (SANTANA et al.,
2008) e segundo Grisi (2010), a aérea foliar, a espessura da lamina foliar, o conteudo
de 4gua e a densidade estomatica, sdo alguns parametros utilizados para avaliar o
grau de adaptacéo da planta.

Sendo assim, esse trabalho teve como objetivo avaliar o efeito de diferentes
concentragdes de sacarose ¢ glicose na producdo de B-ecdisona e na estrutura

anatbmica da folha.
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MATERIAL E METODOS

Material vegetal

O experimento foi realizado no Laboratério de Cultura de Tecidos Il do
Departamento de Biologia Vegetal (DBV-BIOAGRO), na Universidade Federal de
Vicosa, visando a multibrotac@ovitro via segmento nodal.

Para tanto, foram utilizados como explantes segmentos nodais com cerca de
0,5 cm dos acessos 4 e 13,Rfaffia glomerata(Spreng.) oriundos da colecéo de
germoplasma de plantas medicinais do Centro Nacional de Recursos Genéticos e
Biotecnologia (Embrapa/Cenargen).

Para obtencdo de material estoque, os individuos foram multiplicados
vegetativamente vitro, via segmento nodal. Os acessos foram cultivados em meio
de cultura MS (MURASHIGE & SKOOG, 1962), acrescido de 30'gle sacarose,

8 g L' de agar (Merck), e mantidos em sala de crescimento, & temperatura de 25 + 2
°C, sob fotoperiodo de 16 horas com irradiancia de 60 priai mpor 30 dias.

Foram utilizados como explantes segmentos nodais provenientes do material estoque
multiplicadoin vitro.

Influéncia do gendtipo e de diferentes concentracdes de glicose e sacarose
na producéo de 20-hidroxiecdisona (20-Eh vitro.

Segmentos nodais de. glomerata(acessos 04 e 13) foram cultivados em
meio MS semi-solido sem fonte de carbono e acrescido com sacarose ou glicose (0,1
e 0,2 M) e a combinacdo de sacarose + glicose (0,1 e 0,2 M), perfazendo um total de
5 tratamentos e o controle. Os meios foram dispensados em magentas de polietileno
dentro de embalagens sanfonadas de polipropileno com filtro microbiologico (FAAL

Embalagens, S&o Paulo), sendo 100 ml de meio de cultivo em cada magenta. Apés
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esse periodo, as plantas regeneradas a partir de segmentos nodais dos diferentes
acessos d®. glomerataforam coletadas para determinagdo do teor de f-ecdisona.
Determinacéo do teor de 3-ecdisona (20-E).

As raizes e parte aérea foram separadas, pesadas, cortadas e secas em estufa a
50 °C, durante uma semana (FIGUEIREDO et al., 2004). Ap0s secos, com massa
constante, foram triturados em moinho analitico (Modelo Q298A21 QUIMIB).

As amostras foram submetidas ao processo de extracdo, segundo Kamada
(2006). Cerca de 100 mg de massa seca foram adicionadas a 10 mL de metanol
foram armazenadas em temperatura ambiente por 8 dias sob agitacdo diaria do
extrato. ApGs, os extratos foram centrifugados e o sobrenadante foi coletado. O
extrato metandlico foi analisado por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE),
para determinacdo do teor do fitoesterdide 20-hidroxiecdisona, utilizando-se o
equipamento da Shimadzu (IC 10AD, Shimadzu, Kyoto, Japéo), equipado com
detector SPD 10AV, CBM 107 coluna Bomdesil C18 (5,0 pm x 4,6 mm x 250 mm).

O volume de amostra injetada foi de 20 puL, com leitura em A = 245 nm. A fase
movel foi composta por metanol-agua 1:1 (v/v), com fluxo de 1,2 mL/min e com
tempo de corrida cerca de 15 minutos. A fase movel foi filtrada com membrana
Millipore de 0,45 pm e degaseificada com gés hélio. Os dados foram integrados por
meiodo “software” Shimadzu SPD.

A curva de calibracdo foi obtida através de amostra padrdo com 97% de
pureza de B-ecdisona (Sigma Chem. Co., EUA), em concentrac¢des de 10, 20, 30, 40,
50, 60, 70, 80, 90, 100 e 120 mg ém metanol. As solucées foram injetadas em

triplicatas, cerca de 20 uL, nas diferentes condigdes da fase movel.
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Foi analisado o contetido de B-ecdisona em 100 mg de matéria seca de folhas
e raizes e verificada a producdo de matéria seca das raizes e da parte aél®a de c
tratamento.

O delineamento experimental foi inteiramente ao acaso em esquema fatorial
duplo, 2 x 7 {2 acessos x 7 concentracdes de fontes de carbono [0 (sem acgucar) ; 0,1
M ou 0,2 M de sacarose ou glicose ou a combinacao de sacarose + glicose (0,5 M de
cada fonte) ]} x 5 repeticdes]. Os dados ap@sm transformados (Vx+1), foram
submetidos a andlise de variancia e as médias foram comparadas pelo teste de Tukey
ao nivel de 5% de probabilidade.

Analise micromorfométrica de folhas dePfaffia glomerata cultivadas in
vitro em meio MS com diferentes fontes e concentracdes de glicose e sacarose.

Folhas deP. glomerataobtidos a partir do experimento citado anteriormente
foram coletadas para realizacdo de andlise micromofométrica no laboratério de
Anatomia Vegetal da Universidade Federal de Vicosa. Para isto, amostras de folhas
do segundo ndé de todos os tratamentos de ambos o0s acessos, foram fixadas em
Karnovsky por 24 horas, sob vacuo, e estocadas em etanol 70%. Posteriormente
foram desidratadas em série etilica crescente e incluidas em metacrilato (Hf$toresin
Leica, Alemanha).

Foram realizados cortes transversais em microtomo rotativo (American
Optical), utilizando-se navalhas de acgo. Os cortes foram obtidos com espessura de 7
pum, e corados com Azul de Toluidina, pH 4Q0KRIEN & McCULLY, 1981). As
laminas permanentes foram montadas em Balsamo-do-Canada.

Para analise da superficie foliar, amostras das folhas foram diafanizadas
(ARNOTT, 1959). Para isto, as amostras foram imersas em hidroxido de sodio a 5%

por 48 horas sendo posteriormente enxagiadas em agua destilada e mergulhadas em
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hipoclorito de soédio comercial, por 24 horas, até clarear. Em seguida, foram
realizados trés enxagues em agua destilada, onde permaneceram por uma noite.
Posteriormente, permaneceram por 24 horas em etanol 70 %, sendo coradas com
Safranina 1% por 48 horas. Apés a coloracdo, foram mantidas em etanol 50% por
uma semana e desidratadas em série etandlica crescente e pos-desitratadas em xileno
por 15 minutos. As laminas foram montadas em Balsamo-do-Canada.

Todas as laminas foram examinadas e fotografadas em fotomicroscépio
(AX70TRF, Olympus Optical, Toquio, Japéo).

As analises micromorfométricaa teveram delineamento inteiramente
casualisado, sendo 5 repeticBes por tratamento, sendo que para cada repeticdo foram
fotografados dez campos. As analises das imagens foram realizadas através do
programa Anati Quant®XAGUIAR et al., 2007). Foram analisadas a espessura da
folha, do mesofilo foliar, dos parénquimas palicadico e lacunoso, da epiderme da
face adaxial e abaxial da folha, a densidade e o indice estomatico.

Analise estatistica.

Os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA), empregando-se o
programa ASSISTAT Versao 7.6 beta (2011) da Universidade Federal de Campina
Grande (SILVA & AZEVEDO, 2009), e as médias dos tratamentos foram

comparadas pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Influéncia do gendtipo e de diferentes concentracdes de glicose e sacarose
na producéo de 20-Hidroxiecdisona (20-En vitro.

Foi observado efeito significativo dos acessos (p < 0.01) no teor &e 20-
produzidos pelas raizes, sendo a maior media observada nas raizes das plantas do
acesso 13 (1,02%), também foi observado efeito significativo das concentracdes das
fontes de carbono (p < 0.01) no teor de 20-E produzidos pelas raizes. Houve também
diferencas significativas do teor de 20-E dos acessos tanto nas raizes (p < 0.01)
guanto nas folhas (p < 0.05), sendo que as maiores médias foram observadas para o
acesso 13, em raizes (1,02) e folhas (1,07), respectivamente. Também foi verificado
significancia nas médias de fonte de carbono sendo glicose a melhor fonte de
carbono em ambas as concentracfes para a variavel raiz (p < 0.01), para a folha (p <
0.01) as fontes glicose 0,1M, sacarose 0,1 M e a combinacéo de sacarose + glicose a
0,1M apresentaram as maiores médias para o teor de 20-E (Tiabela 1

Tabela 1 -Valores médios para teores de 20-hidroxiecdisona (20-E) em folhas e
raizes de dois acessosRfaffia glomerataem funcéo dos tratamentos.

Variaveis

Tratamentos Raiz' Folha'

ACESSOS 13 1.0a 1.07a

04 1.01b 1.06b

Controle (0) 1.00e 1.05b

Glic0,1 M 1.04a 1.08a

Glic 0,2M 1.04a 1.06b

Fontes de Carbonc Sac 0,1 M 1.03b 1.08a

Sac 0,2 M 1.01d 1.06b

G+S 0,1 M 1.01c 1.08a

G+S0,2M 1.00e 1.05b

CV (%) 0.17 0.66
GIic\/(G) = Glicose; Sac (S) = sacarose; 0 = controle (sem fonte de carbémloyes transformados

por Vx+1.

As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo tdstg deb%u
de probabilidade.

Foi observada interacdo significativa (p <0.01) entre os entre acessos e as

fontes de carbono para o teor de 20-E em ambas as variaveis. Na raiz, plantas
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cultivadas com glicose a 0,2M apresentaram as maiores meédias do teor de 20-E para
0 acesso 13, ja para folhas do acesso 13, as maiores medias foram observadas em
sacarose a 0,1M e glicose + sacarose a 0,1M. Plantas cultivadas em meio contendo
glicose a 0,2 M, ou a combinacdo de sacarose+glicose em ambas as concentracdes
para o0 acesso 13 apresentaram as maiores meédias do teor de 20-E em raiz em relagéo
ai acesso 04, entretanto, sacarose a 0,1 M e glicose a 0,1 M obteve maior média para

0 acesso 4 em relacédo ao acesso 13 (Tapela 2
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Tabela 2 -Valores médios para teores de 20-hidroxiecdisona (20-E) em folhas e raizes de dois adefsdfia glwmerataem funcdo dos

acessos em diferentes fontes de carbono.

VARIAVEIS
'RAIZ** 'FOLHA**

TRATAMENTOS Fontes de carbono (FC)
Acessos (A) 0 Glic Glic Sac Sac G+S G+S 0 Glic Glic Sac Sac G+S G+S
01M 02M 01M 02M O01M 02M 01M 02M 01M 02M O0,1M 0,2M
1.00 1.03 1.05 1.02 1.0 1.00 1.00 1.04 1.07 1.07 1.10 1.06 1.09 1.06
Al aF bB aA bC akE abD aF aD bBC aC aA aCDh aAB aCbh
1.00 1.04 1.02 1.03 1.01 1.01 1.00 1.06 1.10 1.06 1.06 1.05 1.07 1.05
Al aA aBC bBC aC bB aC

aE aA bC aB aD bD aF aBC

G= Glicose; S= Sacarose; 0 = controle (sem fonte de carlduaby)es transformados por Vx+1.

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p < 0.01).
As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si, pelo teste de Tdkayaba¥ilidaddetras minlsculas para coluna e letras

mailsculas para linha.
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Em folhas, as maiores médias do teor de 20-E foram observadas em meio com
sacarose a 0,2 M e na combinacado de sacarose e glicose a 0,1 M para o0 acesso 13,
enguanto, para o acesso 4, a maior media observada foi em glicose a 0,1 M. Entre os
acessos, plantas cultivadas em sacarose a 0,1M apresentaram maiores médias de teor
de 20-E no acesso 13 em relacdo ao acesso 04, entretanto, glicose a 0,1 M obteve
maior media no acesso 04 em relacdo ao acesso 13, ja a combinacdo de sacarose
com glicose a 0,2 M, o controle (sem acucar) e glicose a 0,2M nao diferiram
estatisticamente entre os acessos (Tabela 2

Nas analises de comprimento, massa seca de parte aérea e de raizes das
plantas de ambos o0s acessos, cultivadas em diferentes fontes de carbono,
apresentaram diferencas significativas (p < 0.01) para todas as variaveis, sendo as
maiores médias observadas no acesso 13. Para o comprimento da planta, as fontes de
carbono glicose 0,1M, sacarose 0,1M, sacarose 0,2M e glicose + sacarose 0,1M
apresentaram as maiores meédias, mas ndo foram diferentes significativamente do
controle. As plantas cultivadas em sacarose a 0,1M e 0,2M e glicose + sacarose
0,1M, apresentaram as maiores médias para massa seca de parte aérea. Por outro
lado, as plantas cultivadas em meio contendo glicose 0,2 M e sem fonte de carbono
apresentaram as menores meédias para massa seca da raiz, quando congaradas a

outras fontes de carbono que foram estatisticamente iguais (Tabela 3

46



Tabela 3 -Valores médios para comprimento de planta, massa seca da parte aérea e
raizes de dois acessos Efaffia glomerataem funcdo dos acessos em diferentes
fontes de carbono.

Variaveis
Tratamentos Comprimento Massa Seca Massa Seca
(cm) (PA) (Raizes)
ACESSOS 13 8.8a 0.4a 0.118a
04 5.08b 0.26b 0.05b
Controle (0) 8.65a 0.14d 0.02b
Glic0,1 M 6.47ab 0.29bcd 0.11ab
Glic 0,2M 2.65cC 0.18d 0.01b
Fontes de Carbono Sac 0,1 M 9.26a 0.58a 0.05ab
Sac 0,2 M 7.41ab 0.45abc 0.17a
G+S 0,1 M 9.30a 0.56ab 0.12ab
G+S0,2M 4.97bc 0.28cd 0.08ab
CV (%) 30.97 54.17 113.21

Glic (G) = Glicose; Sac (S) = Sacarose; 0 = Controle; MS = Massa Seca; PA = Parte Aérea.
As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si.

A interacdo entre os acessos e as fontes de carbono foi significativa (p < 0.01)
para o comprimento das plantas. O comprimento das plantas do controle (plantas
cultivadas sem fonte de acUcar) do acesso 13 foi estatisticamente igual as plantas
cultivadas nas fontes de carbono glicose 0,1M, sacarose 0,1M e 0,2M, na
combinacdo de glicose + sacarose a 0,1M e superior ao comprimento das plantas
cultivadas em glicose 0,2M e glicose + sacarose 0,2M. Para o0 acesso 4 a maior média
foi para plantas cultivadas em meio contendo a combinacdo de sacarose + glicose a
0,1M, entretanto esse tratamento nao diferiu do controle. Entre 0s acessos, apenas 0s
tratamentos glicose 0,2M e glicose + sacarose 0,2M ndo apresentaram diferencas
estatisticas, porém nos tratamentos com diferenca estatistica as plantas do acesso 13,
apresentaram meédias superiores as do acesso 4. Nao houve interacdo significativa
entre os acessos e as fontes de carbono para o acumulo de massa seca das raizes
(Tabela 3.

Houve interacdo estatistica significativa (p < 0.05) entre 0s acessos e as
fontes de carbono para o acimulo de massa seca da parte aérea. Plantas cultivadas

em meio contendo sacarose 0,1M e 0,2M, sacarose + glicose 0,1M, apresentaram
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meédias superiores as demais fontes de carbono, para o acesso 13, entretanto, para o
acesso 4 todos os tratamento com fonte de carbono foram superiores ao controle, mas
nao diferiram entre si. Entre os acessos, plantas do acesso 13 cultivadas em meio
contendo glicose + sacarose a 0,1M e sacarose a 0,2M apresentaram media
superiores as plantas do acesso 4, cultivadas no mesmo meio, entretanto, nas demais
fonte de carbono os acessos nao diferiram estatisticamente entre si (J.abela 4

Maldaner et al. (2007), avaliaram o efeito da sacarose e do nitrogénio na
multiplicacéoin vitro de P. glomeratae concluiram que a reducdo da concentracao
de N para 50% do meio MS, associada a um incremento na dose de sacarose até 45 g
L, favoreceu o crescimento em altura, nimero de segmentos nodais e brotacées,
bem como a producdo de biomassa, corroborando com os resultados encontrados
nesse trabalho, onde pode-se observar uma relacédo positiva ao aumento da fonte de
carbono com o acumulo de massa seca, principalmente para parte aérea.

Flores et al. (2010), estudando o teor de massa e Hee0-raizes e parte
aérea de dois gendtipos Bé&ffia glomerata(BRA e JB-UFSM)e Pfaffia tuberosa
propagadas vitro, e em campo, constataram que o genotipo BRA apresentou maior
taxa de proliferacdo e conteudo de 20-E; a cultura de segmentos nodiis de
tuberosa,em meio MS sem a adicdo de TDZ, demonstrou ser um método adequado
para a micropropagacao, devido a taxa rdaltiplicacdo elevada e bom
desenvolvimento das plantas. Para ambas as espécies, a parte aérea apresentou maior
contetido de 20-E comparativamente a raizes.

Assim, como relatado por Flores et al. (2010), também foi possivel observar
nesse trabalho o maior acumulo de 20-E em folhas em ralacdo as raizes, sendo que a
producao de 20-E e a proporgcédo de acumulo do composto entre os diferentes 6rgaos

€ variavel de acordo com cada genétipo estudado.
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Tabela 4 Valores médios para comprimento de planta, massa seca das raizes e parte
aérea de dois acessos Bfaffia glomerataem funcdo dos acessos em diferentes
fontes de carbono.

VARIAVEL
Comprimento da planta (cm)**
TRATAMENTOS 0 Glic Glic Sac Sac G+S G+S
0,1M 0,2M 0,1M 0,2M 0,1M 0,2M
Acessos(A)
A 13 11.59aA 8.31aAB 2.33aC 12.34aA 11.02aA 11.38aA 4.87aBC
A4 5.71bAB 4.63bAB 2.97aB 6.18bAB 3.81bAB 7.22bA 5.08aAB
Massa Seca (Raiz)
TRATAMENTOS 0 Glic Glic Sac Sac G+S G+S
0,1M 0,2M 0,1M 0,2M 0,1M 0,2M
Acessos (A)
A 13 0.01aA 0.15aA 0.01aA 0.09aA 0.19aA 0.22aA 0.11aA
A4 0.03aA 0.06aA 0.02aA 0.02aA 0.16aA 0.03aA 0.06 aA
Massa Seca (PA)*
TRATAMENTOS 0 Glic Glic Sac Sac G+S G+S
0,1M 0,2M 0,1M 0,2M 0,1M 0,2M
Acessos (A)
A 13 0.23aCD 0.42aBCD 0.08aD 0.69aAB 0.58aABC 0.80aA 0.38aBCD
A4 0.06 aB 0.17aAB 0.28aAB 0.47aA 0.32bAB 0.32bAB 0.19aAB

Glic (G) = Glicose; Sac (S) = Sacarose; 0 = Controle; PA = Parte Aérea.

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p < 0.01).

* significativo ao nivel de 5% de probabilidade (0.01 =< p < 0.05).

As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente @etoctesite de
Tukey a 5% de probabilidade, letras minUsculas para coluna e letras mailsculas para linha
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Analise micromorfométrica de folhas dePfaffia glomerata cultivadas em
meio MS com diferentes fontes de carbono.

Todas as plantas cultivadas, indiferente do tratamento e em ambos 0s acessos,
apresentaram epiderme uniseriada em ambas as faces da folha. O mesofilo com
parénquima palicadico variou de 1 a 3 camadas de células bem definidas, e
parénquima lacunoso com 3 a 4 camadas de células (Figuras 2 e 3). Células

epidérmicas apresentaram paredes sinuosas e estdmatos anomociticos em ambas as

facesda folha (Figura ¥

Figura 2. Folhas dePfaffia glomerata(acesso 13) cultivadas vitro com diferentes
fontes de carbono (cortes transversafs).Sem fonte de carbon®: 0,1 M de
glicose C: 0,1 M de sacaros®; 0,1 M de glicose+sacarode. 0,2 M de glicosek:
0,2 M de sacarosés: 0,2 M de glicose + sacaroséb. Epiderme abaxialPp
parénquima palicadicd?l: parénquima lacunoso, Ed: epiderme adaxiatristal.

Barra: 50 pm.
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Figura 3. Folhas dePfaffia glomerata(acesso 04) cultivadas vitro com diferentes
fontes de carbono (cortes transversafs).Sem fonte de carbond@®: 0,1 M de
glicose C: 0,1 M de sacaros®; 0,1 M de glicose+sacarode. 0,2 M de glicosek:
0,2 M de sacaroseés: 0,2 M de glicose + sacaroseEb. Epiderme abaxialPp
parénquima palicadicd?l: parénquima lacunoso, Ed: epiderme adaxiatristal.
Barra: 50 um.
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Epiderme adaxial Epiderme abaxial

o

Acesso 04

Acesso 13

(C) ©

Figura 4. Folhas dePfaffia glomeratadiafanizadasA-B. Acesso 04C-D Acesso

13.A-C. Face adaxiaB-D. Face abaxiak EstbmatoBarra: 100 pm.

Plantas cultivadas com 0,1M de glicose apresentaram poucos espacos
intracelulares no parénquima lacunoso em relagcdo as plantas cultivadas com 0,2 M
de glicose, entretanto, ambos os tratamentos apresentaram cristais tipo drusas em
células do parénquima lacunoso (Figuras3B e E). Plantas cultivadas com 0,1 M
de sacarose e com a combinagdo de sacarose e glicose a 0,1 M apresentam grandes
espacos intracelulares no parénquima lacunoso e cristais tipo drusa (FigGrBse2
C). Ja, o tratamento com 0,2 M de sacarose e a combinagéo das fontes de carbono a
0,2 M apresentaram parénquima lacunoso com células bastante unidas, com poucos
espacos entre as células (Figuras3Z e G).

Na analise micromorfométrica das folhas, foi observado efeito significativo

dos acessos (p < 0.01) para todas as variaveis em todos dos tratamentos, exceto para
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parénquima lacunoso nos acessos. Na epiderme adaxial, a maior media observada foi
para 0 acesso 4, ja entre as fontes de carbono a maior média encontrada foi para o
controle (sem acucar). Para o parénquima palicadico, o aceso 4 apresentou a maior
média e para fonte de carbono a maior média para essa variavel foi em folhas de
plantas cultivadas em meio sem acucar (controle). No parénquima lacunoso néao
houve diferenca significativa entre os acessos, entretanto, para as fontes de carbono
as maiores medias observadas foram em todas as fontes de carbono exceto pata
combinacéo de glicose + sacarose a 0,1M. Para epiderme abaxial, assim como nas
demais variaveis, as maiores medias foram observadas no acesso 04, para a fonte de
carbono foi observado as maiores em todas as fontes de carbono exceto na
combinacédo de glicose + sacarose a 0,1M (Tabela 5).

N&o houve interacdo significativa entre os acessos e as fontes de carbono para

todas as variaveis (Tabela 6).

Tabela 5 -Valores médios da analise micromorfométrica de folhas de dois acessos
de Pfaffia glomerataeem funcdo dos tratamentos.

Variaveis
Tratamentos Epiderme Parénqu_ima Parénquima Epiderme
Adaxial Palicadico Lacunoso Adaxial
ACESSOS 13 14.94b 47.81b 88.55 13.62 b
04 18.12a 56.72a 94.70 16.68a
Controle (0) 18.35a 65.56a 99.29a 17.17a
Glic0,1 M 16.39 abc 44.38de 88.18a 14.94a
Glic 0,2M 15.39 bc 48.25cd 91.53a 14.47ab
Fontes de Carbono Sac 0,1 M 16.79ab 53.71bcd 94.05a 15.04a
Sac 0,2 M 17.92ab 60.21ab 107.58a 17.12a
G+S0,1 M 13.92 ¢ 36.98e 64.96b 12.03b
G+S0,2M 16.95ab 56.81abc 95.78a 56.81abc
CV (%) 17.71 21.78 24.70 21.7

G = Glicose; S = Sacarose
As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade.
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Tabela 6 -Valores médios da analise micromorfométrica de folhas de dois acedfadfideglomerataem fungéo dos acessos em diferentes doses de fonte
de carbono.

VARIAVEIS
PARENQUIMA PALICADICO PARENQUIMA LACUNOSO
TRATAMENTOS Fonte de Carbono
G G S S G+S G+S G G S S G+S 0,1 G+S
Acessos (A) 0 0

0,1 M 0,2M 0,1M 0,2M 0,1 M 0,2M 0,1 M 0,2 M 0,1M 0,2M M 0,2M
A 13 59.06aA 44.19aA 45.33aA 47.20aA 53.17aA 36.29aA 4946aA 98.96aA 92.4aA 84.20aA 89.73aA 100.09aA 71.13aA 83.35aA
A4 72.06aA 44.57aA 51.17aA 60.21aA 67.24aA 37.67aA 64.15aA 99.62aA 83.95aA 98.86aA 98.36aA 115.07aA 58.80aA 108.21aA

G = Glicose; S = Sacarose
As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente pelsaesie de Tukey a 5% de probabilidal#dras mindsculas para coluna e letras

maiusculas para linha.
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Nas analises micromorfométricas para a superficie foliar da face abaxial foi
observado efeito significativo para acessos (p < 0.01) todas as variaveis exceto para
indice estomatico, sendo as maiores medias observadas no acesso 13 (Tabela 7). Para
as variaveis células epidérmicas, niumero de estdmatos e densidade estomatica houve
efeito significativo, sendo a fonte de carbono glicose + sacarose a 0,2M que
apresentou as maiores medias. Para o indice estomatico a glicose 0,2M, sacarose
0,2M e (glicose + sacarose 0,1M apresentaram as menores médias quando
comparadas aos outros tratamentos que néo diferiram do controle (sem acucar)

(Tabela 6.

Tabela 7 -Valores médios da analise micromorfométrica da face abaxial de folhas
de dois acessos @affia glomerataeem funcéo dos tratamentos.

FACE ABAXIAL
VARIAVEIS
Células Numero I’ndic'e. Densio!qde
Tratamentos Epidérmicas de Estomatos Estc()(;:)atlco Es,(tr?]rrr:%tma
ACESSOS 13 135.94 a 23.14 a 14.17a 212.06 a
04 88.14 b 12.97 b 13.37a 120.43 b
0 57.60 e 12.30 ¢ 17.12 a 112.71c
Glic0,1 M 11450 c 22.30b 15.92 a 204.34 b
Fontes de Glic 0,2M 144.20 b 22.50b 1281 b 206.17 b
Carbono Sac0,1 M 85.20 d 16.30 ¢ 15.77 a 149.36 ¢
Sac 0,2 M 136.80 b 14.80 ¢ 9.98 ¢ 141.11c
G+S 0,1 M 79.10d 6.30d 9.54 ¢ 57.72d
G+S0,2M  166.90a 31.90a 15.28 ab 29231 a
CV (%) 12.53 21.22 13.91 20.88

Glic (G) = Glicose; Sac (S) = Sacarose; 0 = controle (sem fonte de carbono).
As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente @Htreesie de Tukey
a 5% de probabilidade.

Houve interacdo significativa (p< 0.01) entre os acessos e as fontes de
carbono para o nimero de células epidérmicas na face abaxial da folha. Para o acesso
13, a maior média foi observada em plantas cultivadas em meio contendo a
combinacdo de sacarose + glicose a 0,2M, ja para 0 acesso 04, a maior média
observada foi em plantas cultivadas com sacarose a 0,2 M. Nado houve diferencas
estatisticas entre os acessos em plantas cultivadas em meio sem agucar e em sacarose
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0,2 M, entretanto, nas demais fontes e concentra¢cdes de carbono plantas do acesso 13
apresentaram medias superiores as plantas do acesso 4 (Tabela 8).
Tabela 8-Valores médios da anéalise micromorfométrica da face abaxial de folhas de

dois acessos defaffia glomerataem funcdo dos acessos em diferentes fontes de
carbono.

FACE ABAXIAL

CELULAS EPIDERMICAS**

TRATAMENTOS

0 Glic Glic Sac Sac G+S G+S
0,1M 0,2M 0,1 M 0,2M 0,1M 0,2M
Acessos (A)
A 13 64.80aE 133.80aC 177.40aB 102.60aD 130.60aC 113.40aCD 229.00aA
A4 50.40aC 95.20bB 111.00bB 67.80bC 143.00aA 44.80bC 104.80bB

Glic (G) = Glicose; Sac (S) = Sacarose; 0 = controle (sem fonte de carbono).

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p < 0.01).

As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo testeal&%ukey
de probabilidade, letras mindsculas para coluna e letras mailsculas para linha.

A interacdo entre os acessos e as fontes de carbono para nimero de estbmatos
e densidade estomética da face abaxial da folha foi significativa (p< 0.01), e os
melhores resultados foram observados na combinacdo do acesso 13 e
glicose+sacarose a 0,2M. Para o numero de estématos, do acesso 4 o tratamento
controle e glicose + sacarose 0,1M apresentaram as menores meédias quando
comparados aos outros tratamentos. Para a densidade estomatica do acesso 4 as
plantas cultivadas em controle, sacarose 0,1M e glicose + sacarose 0,1M

apresentaram as menores médias comparadas aos outros tratamentos)(Tabela 9
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Tabela 9 -Valores médios no nimero de estdmatos e densidade estomética da face abaxial de folhas de ddesPiaéftsagomerataem

funcdo dos acessos em diferentes fontes de carbono.

FACE ABAXIAL
VARIAVEL
NUMERO DE ESTOMATOS**
TRATAMENTOS Glic Sac Sac G+S G+S
0 Glic 0,1M
Acessos (A) 0,2M 0,1M 0,2M 0,1M 0,2M
A13 16.20aCD 29.00 aB 31.80aB 21.00aC 11.80bDE 4.60aE 47.60 aA
A4 8.40bBC 15.60bAB 13.20bABC 11.60bABC 17.80aA 8.00aC 16.20 bA
DENSIDADE ESTOMATICA**
TRATAMENTOS 0 Glic Glic Sac Sac G+S G+S
Acessos (A) 0,1M 0,2M 0,1M 0,2M 0,1M 0,2M
A13 148.44aCD 265.74aB 291.39aB 192.43aC 108.12bDE 42.15aE 436.18aA
A4 76.97bCD 142.95bABC 120.95bABCD 106.29bBCD 174.10aA 73.30aD 148.44bAB

Glic (G) = Glicose; Sac (S) = Sacarose; 0 = controle (sem fonte de carbono)

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p < 0.01)

As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo testy deb%wukle probabilidade, letras mindsculas para coluna e

letras mailsculas para linha.
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Houve interacdo significativa (p< 0.01) entre os acessos e as fontes de
carbono para o indice estomatico da face abaxial das folhas. A maior média
observada para o acesso 13 foi em plantas cultivadas em meio sem acgucar, entretanto
esse tratamento ndo se diferenciou estatisticamente dos tratamentos com glicose 0,1
M, sacarose 0,1 M e a combinacdo de sacarose a 0,2 M. Para o acesso 04, plantas
cultivadas em glicose 0,2 M apresentaram a menor média para essa variavel. Entre os
acessos, as plantas do acesso 13 cultivadas glicose em ambas as concentragdes,
sacarose a 0,1 M, glicose+sacarose a 0,1M e em meio sem acucar apresentaram
meédias superiores as plantas do acesso 04 cultivadas nas mesmas condicfes,
entretanto, plantas do acesso 04 apresentaram medias superiores para a variavel em
relacdo ao acesso 13 quando cultivadas em sacarose 0,2 M e sacarose + glicose a 0,2

M (Tabela 10).

Tabela 10 -Valores médios do indice estomatico da face abaxial de folhas de dois

acessos defaffia glomerataem fungcéo dos acessos em diferentes fontes de carbono.

FACE ABAXIAL

VARIAVEL

iNDICE ESTOMATICO**

TRATAMENTOS Glic Glic Sac Sac G+S G+S

Acessos (A) 0,1M 0,2M 0,1 M 0,2M 0,1 M 0,2M

20.02 17.71 15.14 17.01 17.20
A1l3 8.25bC 3.89bD
aA aAB aB aAB aAB
14.22 14.12 10.48 11.72 15.19 13.36
A4 14.53 bA
bA bAB bB aAB aA bAB

Glic (G) = Glicose; Sac (S) = Sacarose; 0 = controle (sem fonte de carbono).
** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p < 0.01).
As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente mitréeste de Tukey a

5% de probabilidaddetras minusculas para coluna e letras mailsculas para linha.
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Nas analises micromorfométricas para a superficie foliar da face adaxial foi
observado efeito significativo dos acessos e das fontes de carbono (p < 0.01) para
todas as variaveis, as maiores meédias foram observadas nas plantas do acesso 13.
Para fontes de carbono, a maior média foi observada na combinacédo de sacarose +
glicose 0,2 M para o numero de células epidérmicas, e sacarose + glicose 0,1 M para
as demais variaveis (Tabela)11

Houve interacao significativa (p<0.01) entre os acessos e as fontes de carbono
para o numero de células epidérmicas da face adaxial das folhas. Plantas do acesso
13 cultivadas meio sem acucar apresentaram medias superiores, porém nao diferiram
entre as médias das plantas cultivadas em glicose 0,2M e glicose + sacarose 0,2M.
Ja para o acesso 4, plantas cultivadas em meio com glicose + sacarose 0,1M e 0,2M
apresentaram as maiores médias avariavel. Entre os acessos, foi observados
medias superiores do acesso 13 em relacdo ao acesso 4 nos tratamentos controle e
glicose 0,2M. Nao houve interacdo significativa entre os acessos e as fontes de
carbono para o numero de estbmatos e densidade estomatica da face adaxial das
folhas de ambos os acessos (Tabelas 12.e 13

Tabela 11 -Valores médios da analise micromorfométrica da face adaxial de folhas
de dois acessos @affia glomerataeem funcéo dos tratamentos.

FACE ADAXIAL
VARIAVEIS
Células Numero indiqe_ Densiqqde
Tratamentos Epidérmicas de Estomatos Est(()or/z])atlco Es(tr%rrr%nca
ACESSOS 13 132.82 a 7.88 a 5.41 a 72.26 a
04 97.82b 6.17b 436 b 56.55 b
0 115.90 bc 2.00c 1.73d 18.32 ¢
Glic0,1 M 77.20d 1.60c 2.23cd 14.66 ¢
Fontes de Glic 0,2M 117.80 bc 2.90c 2.25 bed 26.57c
Carbono Sac 0,1 M 89.00 cd 3.40c 3.70 bc 31.15¢c
Sac 0,2 M 108.80 bcd 2.10c 1.74d 19.24c
G+S0,1M 132.40ab 29.80 a 18.40 a 273.07 a
G+S0,2M 166.20 a 7.40b 412b 67.80b
CV (%) 23.10 30.72 28.13 30.72

Glic (G) = Glicose; Sac (S) = Sacarose; 0 = controle (sem fonte de carbono).
As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo testealB%ukey
de probabilidade nas colunas.
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Tabela 12 -Valores médios do numero de células epidérmicas e estbmatos da face adaxial de folhas de doisRiedaos de
glomerataem func¢édo dos acessos em diferentes fontes de carbono.

FACE ADAXIAL
VARIAVEL
CELULAS EPIDERMICAS*
TRATAMENTOS 0 Glic Glic Sac Sac G+S G+S
Acessos (A) 0.1M 02M 01M 0.2M 01M 0.2M
A13 189.80aA 67.60aD 143.20aABC 105.80aCD 124.80aBC 132.40aBC 166.20 aAB
Ad 42.00bC 86.80aBC 92.40bBC 72.20aC 92.80aBC 132.40aAB 166.20 aA
NUMERO DE ESTOMATOS
TRATAMENTOS 0 Glic Glic Sac Sac G+S G+S
Acessos (A) 0,1M 0.2 M 0.1M 0.2M 01M 0.2M
A13 3.40aA 2.80 aA 4.20 aA 3.80 aA 3.80 aA 29.80 aA 7.40 aA
A4 0.60 aA 0.40 aA 1.60 aA 3.00 aA 0.40 aA 20.80 aA 7.40 aA

Glic (G) = Glicose; Sac (S) = Sacarose; 0 = controle (sem fonte de carbono).
** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p < 0.01).

As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tdkgyaebalilidade.

60



Tabela 13 -Valores médios da densidade estomatica da face adaxial de folhas de

dois acessos defaffia glomerataem fungdo dos acessos em diferentes fontes de

carbono.
FACE ADAXIAL
VARIAVEL
DENSIDADE ESTOMATICA
TRATAMENTOS 0 Glic Glic0,2 Sac0,1 Sac G+S 0,1 G+S
Acessos (A) 0,1M M M 0,2M M 0,2M
25.65 38.48 34.82 273.07 67.80
A 13 31.15aA 34.82aA
aA aA aA aA aA
14.66 27.49 273.07 67.80
A4 5.49 aA 3.66 aA 3.66 aA
aA aA aA aA

Glic (G) = Glicose; Sac (S) = Sacarose; 0 = controle (sem fonte de carbono).
As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo testeal&%ukey
de probabilidade.

Houve interacao estatistica significativa (p<0.05) entre os acessos e as fonte
de carbono para o indice estomatico da face adaxial das folhas. Plantas cultivadas em
meio contendo sacarose + glicose 0,1M apresentaram medias superiores as demais
fontes de carbono, para ambos o0s acessos. Entre os acessos, plantas do acesso 13
cultivadas em meio contendo glicose a 0,1M e sacarose a 0,2M, apresentaram medias
superiores as plantas do acesso 4 cultivadas no mesmo meio, entretanto, nas demais

fonte de carbono os acessos nao diferenciaram entre si (Tapela 14
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Tabela 14 -Valores médios do indice estomatico da face adaxial de folhas de dois
acessos defaffia glomerataem fungéo dos acessos em diferentes fontes de carbono.

FACE ADAXIAL
VARIAVEL
INDICE ESTOMATICO*
TRATAMENTOS 0 Glic Glic Sac Sac G+S G+S
Acessos (A) 0,1M 02M 0,1M 0,2M 0,1M 0,2M
A 13 201aB 397aB 2.84aB 3.42aB 3.09aB 18.40aA 4;82
A4 1.45aCD 0.50bD 1.66aBCD 3.98aBC 0.39bD 18.40aA B

* significativo ao nivel de 5% de probabilidade (0.01 =< p < 0.05)
As médias seguidas pela mesma letra néo diferem estatisticamente entre si pelo tdstg deb%u
de probabilidade, letras mindsculas para coluna e letras mailsculas para linha.

A anatomia vegetal tem sido uma ferramenta de valiosa importancia no
sucesso das técnicas de micropropagacdo, uma vez que o emprego destas depende
das estruturas escolhidas e da competéncia dos tecidos vegetais (SILVA et al., 2005).
Diversos estudos tém caracterizado histologicamente o0s processos de
micropropagacdo (APPEZZATOA-GLORIA et al., 1999; RODRIGUES et al.,
2004), e segundo Lombardi et al. (2007), para o completo uso da ferramenta de
micropropagacao, faz-se necessario a compreensdo dos aspectos histolégicos e
morfologicos.

Aspectos anatdbmicos das folhasRiglomeratarealizados por larema (2008)

e larema et al. (2012), corroboram com os resultados observados nesse trabalho, uma
vez que, as folhas d& glomerataapresentam as mesmas caracteristicas ja descritas
pela autora em ambos 0s acessos.

Calvete et al. (2002) estudaram o efeito de diferentes concentracbes de
sacarose no cultivim vitro de morangueiro, verificaram que concentracdes de 30 a

45 g.L* otimizaram o desenvolvimenip vitro, no entanto as folhas apresentaram a
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mesma morfologia nas quatro concentracfes de sacarose estudadas. Segundo os
autores, grandes diferencas anatdomicas nas folhas podem ser observadas quando
comparados folhas de plantas cultivadesitro e em casa de vegetacdo, uma vez

que, caracteres morfolégicos e anatdmicos, tanto vegetativos quanto reprodutivos,
estdo relacionados com determinadas condicbes ambientais, embora a relacdo entre
esses caracteres adaptativos e condicbes ambientais, em muitos casos, seja dificil de
estabelecer (BARBOZA et al., 2006) .

Plantas cultivadas em meio contendo glicose, como fonte de carbono,
independente do acesso apresentaram os tecidos foliares com células bem definidas.
Essa melhor delimitacéo celular pode ser explicada pelo fato de ocorrer uma possivel
interferéncia na sintese da parede celular influenciada pela presencask gimo
principal fonte de carbono no meio, ja que a parede celular primaria é basicamente
composta de microfibrilas de celulose embebidas em uma matriz de polissacarideos,
sendo a celulose uma microfibrila composta de cadeias lineares de D-glicose (TAIZ
& ZEIGER, 2009). Alguns autores releamn a influéncia do meio de cultura na
formacdo e composicdo da parede celular (PASQUAL et al., 2011; CAMARGO et
al, 2007), entretanto, ainda é escassa a literatura sobre o0 assunto.

Segundo Baroja-Fernandez et al. (2012), a atividade da sacarose sintase em
Arabidopsis é expressa por 4 genes, e essa caracteristica pode variar entre genotipos,
0 que explicaria a afinidade dos acessos por fontes de carbono diferentes, uma vez
que, na inatividade de alguns dos genes que edpnessacarose sintase, a presenca
de glicose no meio dispensaria a atividade dessa enzima na quebra de sacarose em
glicose e frutose, além da disponibilidade de Mg meio e o pH correto que
também influenciam na absorcdo de sacarose. Qazi et al. (2012) também verificaram

0 acumulo de acucar em dois genétipos de sorgo, e também verificaram essa
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caracteristica de genotipo dependéncia, quanto afinidade pela fonte de ,carbono
como observado no presente estudo.

A anatomia foliar € um fator de bastante importancia, pois influencia em
grande parte a adaptacdo das plantas ao seu ambiente, sendo as caracteristicas
quimicas e/ou morfolégicas da superficie foliar que condicionam, por exemplo, a
guantidade de luz absorvida ou refletida, o grau de hidrofobia do 6rgao, a eficiéncia
do o6rgdo em defender-se de parasitas e patdgenos e a magnitude da transpiraca

(SANTIAGO et al, 2001).
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CONCLUSOES
Conclui - se que

¢ Na producédo de 20-E, o acessosg3nostrou superioao acesso 04 tantem
folhas quanto raizes, sendo a glicese ambas as concentracfes a melhor
fonte de carbono, podendo acesso 13 apresentar melhores resultados em
trabalhos futuros de aclimatizagdo, uma vez que apresentou espessamento
epidérmico mais espesso.

¢ Nao houve diferenca anatdmica das plantas com a desgéigiddstente na
literatura, entretanto, plantas cultivadan glicose + sacarose 0,2 M
apresentaram tecidos mais bem formados.

e Apesar de no ganhode massa seca, 0 controle ndo diferir de alguns
tratamentos com fontde carbono, verificolse que glicose seria a melhor
fonte de carbono para o cultivo de fafia, uma vez plantas cultieswageio
contendo glicose apresentarasimaiores medias de brotacoes e w®R0-

E.
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CAPITULO 4: ESTUDOS PRELIMINARES NA INDUGAO DA
TUBERIZACAO IN VITRODE RAIZES DE Pfaffia glomerat SPRENG.)

PEDERSEN
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RESUMO

Pfaffia glomerata (Amaranthaceae) também conhecida como fafia e ginseng
brasileiro € amplamente utilizada na medicina popular. O principal érgéo utilizado
pela populacdo como medicamento sdo as raizes, a qual € o segundo érgao que mais
acumula o principal fitoquimico produzido pela planta (20 hidroxiecdisona,.20-E)
Sabendo da importancia da espécie na medicina popular, € de grande importancia o
desenvolvimento de protocolos que viabilizem sua propagacdo em larga escala,
sendo assim, esse trabalho objetivou a producéo de raizes tuberBsaodeecrata

in vitro. Dois acessos d@. glomerataforam inoculados em frascos de vidro
contendo meio MS acrescido com diferentes concentracdes de reguladores de
crescimento (0,5 e 0,1 M de BA e AIB em suas respectivas combinacdes) e sem
regulador de crescimento (controle), por 10 dias. Apos, foram transferidos para
fracos contendo meio MS acrescido com sacarose a 0,2M por 30 dias,5sendo
repeticbes por tratamento. Foram utilizados como explantes segment@s deda
plantas matrizes ja estabelecidasvitro. A avaliacdo ocorreu apos 30 dias de
cultivo. O protocolo proposto para inducdo de raizes tuberiformes foi ineficaz.
Entretanto, as plantas do acesso 43 apresentaram maior massa seca da parte aérea em
relagcédo ao acesso 22. As plantas do tratamento com 0,5 hg.BA apresentaram

as maiores médias para massa seca da parte aérea e das raizes. Nao houve efeito
significativo nos acessos e reguladores de crescimento para porcentagem de

enraizamento e dos acessos para massa seca das raizes.
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ABSTRACT

Pfaffia glomeratalAmaranthaceae), also known as Brazilian ginseng, is widely used
in folk medicine. The roots are the main organ used as medicine and the second that
accumulates the main phytochemical produced by the plant (20 hydroxyecdysone,
20-E). Due to the medicinal value of the species, it is of great importance to develop
protocols to enable its propagation on a large scale. Therefore, this study aimed to
produce tuber roots d?. glomeratain vitro. Two accessions d®. glomeratawere
inoculated in glass jars containing MS medium supplemented with different
concentrations of growth regulators (0.5 and 0.1 M of BA and IBA and their
combinations) and a control without growth regulators, for 10 days. Then, the
explants were transferred to jars containing MS medium supplemented with 0.2 M
sucrose, for 30 days, with five replicates per treatment. Nodal segments from donor
plants already establisheéadl vitro were used as explants. The evaluation took place
after 30 days of culture. The protocol proposed for induction of tuber roots was
ineffective; however, plants of accession 43 showed higher dry mass of shoots than
accession 22. Plants of the treatment with 0.5 th@B had the highest mean dry
mass of shoots and roots. There was neither significant effect of accession and

growth regulator on percentage of rooting nor effect of accession on root dry mass.
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INTRODUCAO

As plantas medicinais vém sendo utilizadas ao longo dos tempos para fins de
tratamento, prevencédo e cura de doencas. Na década de 1990, a Organizacdo Mundial
de Saude (OMS) divulgou que mais da metade dos paises em desenvolvimento
dependiam das plantas medicinais como Unica forma de acesso a saude (VEIGA et
al., 2005).

Dentre as espécies com interesse fitoterapico e fitofarmaco pode-se citar a
Pfaffia glomerata(Spreng.) Pedersen, de ocorréncia natural no Brasil (POTT &
POTT, 1994; SOUZA & LORENZI, 2005), e conhecida popularmente como fafia,
suma, corango, ginseng do pantanal ou ginseng brasileiro (NASCIMENTO et al.,
2007).

P. glomerataé de grande interesse para a industria farmacéutica devido a
produgdo do metabolito p-ecdisona (20E) (FESTUCCI-BUSELLI et al., 2008a).
Vérias propriedades tém sido atribuide®faffia sp., como anabolizante, analgésica,
antiinflamatoéria, antimutagénica, afrodisiaca, sedativa, antidiabética e de tbnico
muscular (RATES & GOSMAN, 2002; FERNANDES et al., 2005; CORREA
JUNIOR et al., 2008; FESTUCCI-BUSELLI et al., 2008a, b).

Devido a sua ampla utilizagdo na medicina popular, estudos quimicos e
farmacoldgicos, visando a determinacdo dos seus principios ativos e a validacdo
cientifica de suas propriedades terapéuticas, foram desenvolvidos por Varios
pesquisadores (MONTANARI JUNIOR, 2005). Segundo Corréa Junior et al. (2008),
0S principais compostos responsaveis pela atividade biologica da espécie
glomerataséo os ecdisteroides, sendo a ecdisteronafedodisona o esteréide mais
importante empregado nas formulacbes cosmeéticas e na farmacéutica. Festucci-

Buselli et al. (2008a) relatam que a biossintese, a regulacdo e a funcéo precisa do
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fitoecdisteroide 20-E sdo desconhecidas. Segundo os autores, 0s 0Orgaos que
apresentam maiores teores de 20-E séo flores, seguidas pelas raizes, folhas e caules,
respectivamente.

As atividades biolégicas das raizes também tém merecido a atencédo de
pesquisadores. Fenner &t (2008) avaliaram o efeito hipnético de ecdisterona
isolada dePfaffia glomerataem roedores. Vigo et al. (2003) avaliaram os efeitos das
raizes ddfaffia glomerata sobre o tempo de sono e crescimento bacteriano em
camundongos. Marques et al., (2002) avaliaram os efeitos ténicos em atividade fisica
atribuidos as raizes &affia glomerata

Festucci-Buselli et al. (2008b) caracterizaram o acumulo temporal de 20E em
orgaos dePfaffia glomerata e destacaram a importancia daizes como um dos
principais 6rgdos acumuladores de 20-E. Sendo assim, o estabelecimento de um
sistema de inducéo de raizes tuberiforimestro de Pfaffia de grande importancia
para que se avalie o acumulo temporal de 20-E nesses 6rgaos.

Inducdo de tuberizacéa vitro foi obtidaem varias espécies, sendo Gtil em
estudos fisiolégicos ou como estratégias de propagacdo e de conservag@o
(XU et al. 1998; VERAMENDI et al., 1999; SILVA et al., 2001; OMOKOLO et al.,
2003; HEN et al., 2007; FOGACA et al., 2010).

A tuberizaca in vitro é um processo fisiolégico em que secbes de caules ou
raizes, sob cultivo com reguladores de crescimento, niveis de acucares no meio de
cultura e fotoperiodo passam por alteragbes morfo-anatbmicas, hormonais e
bioquimicas, provocando, assim, o padrao tuberiforme do 6rgdo (MEDINA et al.,
2009; FOGACA et al., 2010). Diferentes concentracdes de sacarose foram avaliadas
na minituberizagdo dgolanum tuberosuifXU et al., 1998; OMOKOLO et al. 2003;

KANWAL et al., 2006; ALTINDAL & KARADOAN, 2010; HASSAN et al., 2011),
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Manihot esculentdFOGACA et al., 2010) eHelianthus tuberousu€GUTIERREZ

et al., 2011).
Sabendo que o segundo 6rgdo de maior acumulo de 20 glomerata
sdo as raizes, esse trabalho objetivou o desenvolvimento de um protocolo que

viabilize a producéo de raizes tuberasastro.
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MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no Laboratério de Cultura de TecidoB do
(DBV-BIOAGRO), na Universidade Federal de Vicosa. Foram utilizados dois
acessos dPfaffia glomerata(acessos 22 e 43) oriundas da colecdo de germoplasma
de plantas medicinais do Centro Nacional de Recursos Genéticos e Biotecnologia
(Embrapa/Cenargen).

Para obtencdo de material estoque, os individuos foram multiplicados
vegetativament@ vitro, via segmento nodal. Os acessos foram cultivados em tub
de ensaio com meio de cultura MS (MURASHIGE & SKOOG, 1962), acrescido de
30 g L! de sacarose, 8 g'lde agar (Merck), 0,1 gtde inositol, e mantidos em
sala de crescimento, a temperatura de 25 + 2°C, sob fotoperiodo de 16 horas com
irradiancia de 60 pmol #s?, por 30 dias.

Apos 30 dias de cultivo, segmentos nodais oriundos do material estoque
foram inoculados em meio MS semi-solido, acrescido, 8 dd_agar (Merck), 0,1g
L* de inositol, acrescido 0,5 mg'lde 6-benziladenina (BA); 0,5 mg/l de BA+ 0,5
mg L* de &cido indolbutirico (AIB), 0,5 mglde BA+ 1,0 mg [} de AIB; 0,5 mg
L™ de AIB e sem regulador de crescimento (controle), em frascos de vidro contendo
50 ml de meio de cultura, tampados com filme plastico Rofopatantidos em sala
de crescimento, por 10 dias

Apbés 10 dias de cultivo, os explantes foram transferidos para frascos
contendo 50 ml de meio MS acrescido de, 8'gle agar (Merck), 0,1 gtdemio-
ositol, sacarose a 0,2 M sem regulador de crescimento, tampados com filme plastico
Rolopaé, sendo mantidos em sala de crescimento por 30 dias.

O delineamento foi inteiramente ao acaso em esquema fatorial, sendo: 2 x 5

{2 acessos x 5 concentracdo de reguladores de crescimento [0 (controle); 0,5 AIB
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0,5 BA; 0,5 de BA + 0,5 AIB e 0,5 de BA + 1 AIB mg'}. Foram avaliados 5
repeticdes por tratamento.

A avaliacdo ocorreu apos 30 dias de cultivo, observando a porcentagem de
cobertura de raizes no fundo do pote e matéria seca para parte aérea e raizes. Para
avaliacdo da porcentagem de raizes foi utilizado o seguinte indice de enraizamento: O
-2=0a25%;2,1-3= 25a50%; 3,1-4= 51a 75%; acima de 4 =75 a 100%.

Os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA), empregando-se
o programa ASSISTAT Verséao 7.6 beta (2011) da Universidade Federal de Campina
Grande (SILVA & AZEVEDO, 2009), e as médias dos tratamentos foram

comparadas pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

N&o foi observado efeito significativo dos acessos e dos reguladores de
crescimento para a porcentagem de raiz. Para a massa seca da parte aérea foi
observado efeito significativo dos acessos e dos reguladores de crescimento
(p<0,01), sendo as maiores médias observadas para o acesso 43 e o regulador de
crescimento 0,5 BA mg'l Para massa seca das raizes houve efeito significativo do
regulador de crescimento (p<0,01), sendo a maior média observada em ®BAng.|
(Tabela 1).

N&o houve interacdo entre 0s acessos e 0s reguladores de crescimento para a
porcentagem de raiz, entretanto essa interacdo foi significativa para massa seca da
parte aérea (p<0,01), e massa seca das raizes (p < 0,05) (Tabela 2).

Tabela 1-Valores médios da porcentagem de enraizamentos, massa seca de parte aérea e
raizes de dois acessosRfaffia glomerateem funcéo dos tratamentos.

VARIAVEIS
Tratamentos Raiz (%) Massa Seca (PA) Mass Seca (Raiz)

22 2,56 a 0,18 b 0.22a

Acessos 43 3,00 a 0,41 a 021a

0 3,10 a 0,24 b 0,04 d

0,5 BA (MG.I") 2,70 a 0,51 a 0,47 a

Reguladores 0 B(fn; ﬁ’)S AB 5704 0,25 b 0,16 ¢

de crescimento '
05BA+10AB 5604 0,26 b 0,32b
(mg.I")
0,5 AIB (mg.I}) 2,80 a 0,23b 0,07 cd
CV (%) 30,94 22,93 41,04

PA = Parte aérea.

As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si nakoluna
teste de Tukey a 5% de probabilidade

Para massa seca da parte aérea, verificou-se que para 0 acesso 22, plantas
cultivadas sem regulador de crescimento apresentaram a maior média, ja para o
acesso 43, a maior média foi observada em plantas cultivadas em meio contendo 0,5

-1 : 1
mg.L* de BA. Entre os acessos, plantas cultivadas em 0,5naig.IBA, 0,5 mg.L*

de BA+AIB e 0,5 BA+1,0 de AIB, o acesso 43 apresentou médias superiores as
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plantas do acesso 22 cultivadas nas mesmas condi¢cdes, os demais tratamentos nao
diferem entre si estatisticamente (Tabela 2).

Para massa seca da raiz ocorreu interacao significativa (p<0,05) entre os
acessos e os reguladores de crescimento. Neste caso, 0 acesso 22, apresentou melhor
performance na maioria dos meios, exceto para meio MS suplementado com 0.5 de
BA, onde a resposta foi similar nos dois acessos, 22 e 43 (Tabela 2

Corréa et al. (2003) também néo obtiveram estruturas semelhantes a raizes
tuberosas em batata doce. O insucesso foi justificado pela presenca de carvao ativado
no meio de cultura. Todavia, na presenca de filtro amarelo e reguladores de
crescimento nas combinacées de BA (2 nig + &cido naftaleno acético (ANA)

(0,3 mg L'} e cinetina (6 mg 1) + ANA (0,3 mg L), houve formac&o de estruturas
semelhantes a raizes tuberosas e a presenca de reguladores de crescimento promoveu
maiores incrementos de massa seca da parte aérea. Entretanto, em diversos trabalhos
utilizando altas dosagens de sacarose, combinadas aos reguladores de crescimento,
relatou-se sucesso na formacdo de microtubérdnlogtro. Raizes tuberosas de
Rehmannia glutinoséoram induzidasn vitro com sucesso utilizando alto teor de
sacarose e BA (SUN et al., 2010), &woscorea nipponicaMakino (CHEN et al.,

2007) e em diferentes cultivares de mandioca (FOGACA et al., 2010). Medina et al.,
(2009) também avaliaram o efeito de diferentes concentracdes de reguladores de
crescimento e sacarose em meio MS na inducdo de tubérculddabemaria

bractescens.indl.
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Tabela 2-Valores médios da porcentagem de enraizamentos, massa seca de parte aérea e raszasestosalefaffia glomerateem funcéo dos acessos

em diferentes concentracfes de reguladores de crescimento.

VARIAVEIS
RAIZ (%) MATERIA SECA (PA)** MATERIA SECA (RAIZ)*
TRATAMENTOS Regulador de crescimento (RC)
05 O05BA+ 05BA+ 0,5 05BA+ 05BA+ 05 05 O05BA+ 05BA+ 05
Acessos (A) 0 0 0,5BA 0
BA 0,5 AIB 1,0 AIB AIB 0,5 AIB 1,0 AIB AIB BA 0,5 AIB 1,0 AIB AlIB
320 220 2,20 240 2,80 0,10 0,10 0,39
A 92 0,27 0,17 0.16 bAB 019 007 046 0,06
aA aA aA aA aA aA bAB bB aAB aB aA bB aA aB
300 320 3,20 2,80 280 21 0,85 0,33 041 027 001 048 0,23 0,25 008
A 43 b b k L b
aA  aA aA aA aA aC aA aBC aB aC  aC  aA aB bB aBC

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p < 0,01).
* significativo ao nivel de 5% de probabilidade (0,01 =< p <0,05).

As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente palsaesie de Tukey a 5% de probabilidalddras mindsculas para coluna e letras

maiusculas para linha.
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CONCLUSAO
As condicles testadas para inducado de raizes tuberiformes nao foi eficiente.
Entretantoasplantas do acesso 43 apresentaram maior massa seca da parte aérea em
relacdo ao acesso ,22ndo que o tratamento com 0,5 mjgde BA apresentou a
maior média para massa seca da parte aérea e das raizes. Nao houve efeito
significativo nos acessos e reguladores de crescimento para porcentagem de

enraizamento e dos acessos para massa seca das raizes.
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CONSIDERACOES FINAIS

A caracteristica de multibribrotacées se mostrou genoétipo dependente, sendo
gue nesse trabalho, o acesso 04 foi superior ao acesso 13 e a melhor fonte de carbono
para o cultivo de fafia, visando tanto multibrotagdes como producdao in vitro de 20-E,
foi glicosea 0,2 M.

Contrariando 0 que ja existe na literatura, neste trabathwitro, folhas
apresentaram maior teor de 20-E que raizes, sendo a producao de 20-E variavel entre
0S acessos.

Para a producéo de 20-E, o acesso 13 se mostrou mais promissor, podendo
esse apresentar melhores resultados em trabalhos futuros de aclimaticacdo, uma vez
gue apresentou espessamento epidérmico mais espesso.

Os tratamentos visando a tuberizagéwitro de raizes de fafia se mostraram
ineficazes. Entretanto, sabendo-se que plantas cultivaddiso apresentam maior
teor de 20-E em folhas e ndo em raizes, se torna necessario avaliar em experimentos
futuros se essa caracteristica foi devido ao fato das plantas cultivad#so

apresentarem raizes finas.
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