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RESUMO

SALDANHA, Cleber Witt, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, novembro de
2011. Influéncia das trocas gasosas e do enriquecimento com CO; na
propagacdo in vitro de fafia [Pfaffia glomerata (Spreng.) Pedersen].
Orientador: Wagner Campos Otoni. Coorientadores: Aloisio Xavier e Miguel
Pedro Guerra.

O objetivo geral do presente estudo foi verificar a influéncia das trocas gasosas
e do enriquecimento com CO, na propagacédo in vitro de Pfaffia glomerata
(Spreng.) Pedersen (Amaranthaceae). Neste estudo foram utilizados como
explantes segmentos nodais, a partir de culturas-estoque de vitroplantas de
fafia, mantidas sob subcultivos mensais. Foram avaliadas caracteristicas
relacionadas ao crescimento, aspectos anatdémicos da folha, pigmentos
fotossintéticos, teor de B-ecdisona (20E), atividade da Rubisco, amido, fendis e
acucares. O primeiro capitulo teve como objetivo avaliar a influéncia da
atmosfera ambiente e enriquecida com CO, (360 ou 720 pmol mol™* de CO,),
vedacdo do recipiente de cultura e presenca ou ndo de sacarose no meio de
cultura durante o crescimento e desenvolvimento de explantes nodais de
P. glomerata. Todas as caracteristicas de crescimento das vitroplantas de fafia
aumentaram em condicdes de elevacdo de CO,. Nessas condi¢cdes de
atmosfera enriquecida com CO, foram produzidas vitroplantas de P. glomerata
com caracteristicas desejaveis para producdo clonal massal, sendo uma
alternativa para o estabelecimento de plantios comerciais que visem
uniformidade e objetivem a producéo de 20E para suprir a demanda industrial.
A menor perda relativa de agua das folhas oriundas de vitroplantas cultivadas
em meio de cultura com ou sem sacarose e em condicdo de elevacao de CO,

mostra que um sistema fotoautotréfico ou fotomixotréfico com enriquecimento

de CO, é atrativo para a aplicacdo na producdo comercial massal de mudas
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dessa espécie, possivelmente reduzindo as perdas que ocorrem durante a
aclimatizacdo ex vitro, devido a desidratacdo das vitroplantas. O segundo
capitulo teve como objetivo comparar a eficiéncia de novos tipos alternativos de
membranas para vedacdo com as membranas MilliSeal®, sobre a morfogénese
e crescimento in vitro de fafia. Dentre as membranas testadas, foi possivel
selecionar uma que mostrou caracteristicas desejaveis para um sistema de
propagacéo in vitro de plantas em larga escala, pois, aumentou o crescimento
das vitroplantas de fafia e apresenta custo unitario reduzido em comparacéo
com membranas comercializadas atualmente. No terceiro capitulo é relatado o
uso de substrato poroso combinado com o enriqguecimento da atmosfera com
CO,. Todas as caracteristicas de crescimento das vitroplantas cultivadas em
condicbes de elevacdo de CO, e em Florialite® aumentaram. Em atmosfera
enriquecida com CO; foram produzidas plantas de P. glomerata com alto
acumulo de biomassa e de 20E e apresentando alteracdes ultraestruturais. O
presente estudo mostra que um sistema fotoautotréfico com enriquecimento de
CO, pode ser atrativo para a aplicacdo na producdo massal de mudas de fafia
ou ainda, para a producdo de biomassa de fafia com teor elevado de

B-ecdisona.



ABSTRACT

SALDANHA, Cleber Witt, D.Sc., Universidade Federal de Vicosa, November,
2011. Influence of gas exchange and CO , enrichment on the in vitro
propagation of Pfaffia [Pfaffia glomerata (Spreng.) Pedersen]. Adviser:
Wagner Campos Otoni. Co-Advisers: Aloisio Xavier and Miguel Pedro Guerra.

The overall objective of this study was to investigate the influence of gas
exchange and CO, enrichment on the in vitro propagation of Pfaffia glomerata
(Spreng.) Pedersen (Amaranthaceae). Nodal segments from Pfaffia vitroplants
maintained by monthly subculture were used as explants. Characteristics
related to growth, leaf anatomy, photosynthetic pigments, B-ecdysone (20E)
content, Rubisco activity, starch, phenols and sugars were evaluated. The
objective of the first chapter was to evaluate the influence of the ambient
atmosphere and the atmosphere enriched with CO, (360 or 720 pumol mol™
CO,), the closure system of culture vessels and presence or absence of
sucrose in the culture medium during growth and development of Pfaffia nodal
explants. All growth characteristics of Pfaffia vitroplants increased under high
CO,. Under conditions of CO»-enriched atmosphere, P. glomerata vitroplants
were produced with good characteristics for clonal mass production, which is an
alternative for the establishment of homogeneous commercial plantations
aiming to the production of 20E to meet the industrial demands. The low relative
water loss from leaves of vitroplants grown in culture medium with or without
sucrose and high CO,, shows that a photoautotrophic or photomixotrophic
system with CO, enrichment is beneficial for mass production of seedlings of
this species, possibly reducing losses during acclimatization due to dehydration
of vitroplants. The second chapter aimed to compare the effectiveness of new

alternative types of membranes for closure with the MilliSeal® membrane on the



growth and morphogenesis in vitro of Pfaffia. Among the membranes tested, the
M3 showed the desirable characteristics for a system of large-scale in vitro
propagation of plants, because it increased the growth of Pfaffia vitroplants and
has reduced unit cost compared with currently marketed membranes. The third
chapter reports on results obtained using porous substrates combined with
atmosphere CO, enrichment. Vitroplants grown under high CO, and Florialite®
had all growth characteristics increased. Seedlings of P. glomerata produced in
CO,-enriched atmosphere had high accumulation of biomass and 20E and
showed ultrastructural alterations. The present study shows that a
photoautotrophic system with CO, enrichment can be beneficial for either mass
production of Pfaffia seedlings or the production of Pfaffia biomass with high

20E content.
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INTRODUCAO GERAL

No Brasil, existe grande diversidade na flora que possibilita a obtencao
de diferentes tipos de fitoquimicos, representando grande interesse cientifico,
econdmico e social, e pode contribuir com o avango do conhecimento em
diversas areas relacionadas. Além de apresentar aplica¢cdes industriais
potenciais para a melhoria da saude e a qualidade de vida (Braz-Filho, 1999).

O aumento na producdo de matéria-prima de qualidade de plantas
medicinais com interesse comercial apresenta alta importancia econémica e
social no Brasil, pois contribui para a geragcdo de empregos. Além disso, a
ampliacdo dos cultivos de plantas com propriedades farmacologicas e
nutricionais de interesse industrial € necessaria para reduzir a pratica
extrativista, permitindo assim a conservacdo do pool génico das populacdes
naturais (Ferreira, 2006).

Segundo estimativa da Organizacdo Mundial da Saude (OMS), 80% da
populacdo mundial, utiliza plantas medicinais no atendimento basico de
problemas de salde (Zucchi, 2009). No Brasil, o mercado de plantas
medicinais movimenta cerca de 800 milhdes de ddlares anuais, o que
corresponde a 10% do mercado de medicamentos (Zucchi, 2009).

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 féfia,
“ginseng” do pantanal ou “ginseng” brasileiro (Nascimento et al., 2007). A
P. glomerata € uma espécie com metabolismo fotossintético do tipo C3

(Marchese et al., 2006). A P. glomerata, como muitas outras plantas



medicinais, estd ameacada pela coleta indiscriminada e pela diminuicdo das
areas de ocorréncia natural (Guerreiro et al., 2009).

A P. glomerata € de grande interesse para a industria farmacéutica
devido a producdo do metabdlito p-ecdisona (20E) (Festucci-Buselli et al.,
2008a). Varias propriedades tém sido atribuidas a Pfaffia sp., como
anabolizante, analgésica, antiinflamatoria, antimutagénica, afrodisiaca,
sedativa, antidiabética e de tbnico muscular (Fernandes et al., 2005; Corréa
Janior et al., 2008; Festucci-Buselli et al., 2008a, b).

Para suprir a demanda de matéria-prima de qualidade para a industria, o
desenvolvimento de um sistema de propagacdo vegetativa torna-se
fundamental. Através da propagacao clonal em larga escala de acessos de
P. glomerata, com elevada producdo de 20E, pode ser possivel o fornecimento
de mudas de qualidade para o estabelecimento de grandes plantacbes e
estimular pequenos produtores rurais a produzir plantas medicinais como
alternativa econémica.

A propagacédo in vitro (micropropagacéo) refere-se ao crescimento e
multiplicacdo de células, tecidos e 6rgdos em um meio de cultura especifico
semi-solido ou liquido em condi¢cdes ambientais controladas, e na auséncia de
patdbgenos (Chandra et al., 2010). Essa técnica tem contribuido para a
producdo de propagulos livres de patdgenos, para a propagacgao vegetativa de
clones selecionados e multiplicagéo de clones que apresentam baixa eficiéncia
de propagacéo pelos métodos tradicionais de clonagem (Kubota, 2001).

A propagacado clonal in vitro de P. glomerata tem sido conduzida
tradicionalmente pela proliferacdo de gemas axilares de segmentos nodais em

condicdes fotomixotréficas, ou até mesmo heterotroficas (Russowski &



Nicoloso, 2003; Skrebsky et al., 2006; Maldaner et al., 2006; Nicoloso et al.,
2008; Flores et al., 2010).

Entretanto, no sistema convencional de micropropagacao geralmente as
trocas gasosas sao realizadas pela ventilacdo natural que ocorre atraves da
difusdo de ar na area de contato entre a tampa e o frasco. Esta troca gasosa
ocorre em funcao dos gradientes de pressao e temperatura entre o interior e 0
exterior do frasco, pelo gradiente de concentracdo de gases (CO,, H,O, dentre
outros) e pela velocidade e padrdao de movimento do ar em torno do frasco
(Xiao et al., 2011). Estas condi¢cOes, aliadas a caracteristicas fotomixotréficas
que os explantes adquirem no sistema convencional de propagacgé&o in vitro,
ocasionam perdas elevadas durante a aclimatizacéo, devido a mortalidade das
plantas em funcao de desordens morfo-fisiologicas (Zobayed, 2005; Chandra et
al., 2010; Kozai, 2010). Uma possibilidade para a reducédo desses problemas é
0 uso da propagacédo in vitro de plantas sob condi¢cdes fotoautotréficas e
enriguecimento de CO, (Kubota, 2001; Kozai, 2010; Xiao et al., 2011). A
propagacao in vitro de plantas em sistemas fotoautotréficos geralmente resulta
em melhoria do crescimento, reducdo das perdas por contaminacdes, maior
vigor das plantas, maior sobrevivéncia durante a aclimatizacéo e reducéo dos
custos de producao. Esse sistema tem sido indicado para a propagacdo em
larga escala de espécies medicinais (Zobayed et al., 2003; Arora et al., 2010),
além do relato do aumento de metabdlitos secundarios em condi¢cdes de
elevacdo de CO, no ambiente (Zobayed & Saxena, 2004). A promoc¢ao do
crescimento, a reducdo das perdas durante a aclimatizacdo e a propagacgéo
fotoautotréfica in vitro de plantas medicinais permitem a producdo dos

componentes fitoquimicos em ambiente controlado (Couceiro et al., 2006).



Em P. glomerata foi verificado que a propagacéo in vitro em sistema
fotoautotréfico é viavel, pois, esta espécie apresenta crescimento adequado em
frasco com membranas permeaveis a gases e meio de cultura sem sacarose
(larema, 2008).

Dessa maneira, 0 presente estudo teve como objetivo avaliar a influéncia
das trocas gasosas e do enriquecimento com CO; na propagac¢ao in vitro de
P. glomerata. No primeiro capitulo, foi avaliada a influéncia de diferentes
condi¢cbes de cultivo no crescimento e desenvolvimento de segmentos nodais
de “ginseng” brasileiro em condi¢cdes fotomixotroficas e fotoautotroficas em
atmosfera com 360 ou 720 pmol mol™* de CO,. O segundo capitulo teve como
objetivo comparar a eficiéncia de novos tipos de membranas de vedagdo com
as membranas MilliSeal®, sobre a morfogénese e crescimento in vitro de
explantes nodais de fafia. O terceiro capitulo teve como objetivo maximizar as
condi¢cbes de crescimento de vitroplantas de fafia pelo uso de substrato poroso
combinado com o enriquecimento da atmosfera com CO,, visando a aplicacéo

em sistemas de propagacao in vitro em larga escala.
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CAPITULO |

A atmosfera enriquecida com CO , incrementa o
crescimento in vitro de plantas de ginseng brasileiro
[Pfaffia glomerata (Spreng.) Pedersen]



1. INTRODUCAO

O género Pfaffia pertence a familia Amaranthaceae, a qual possui 170
géneros e 2.000 espécies, sendo que no Brasil ocorrem 20 géneros nativos e
estima-se a ocorréncia de 100 espécies (Souza & Lorenzi, 2005). Dentre as
plantas de interesse medicinal que ocorrem no Brasil pode-se citar a Pfaffia
glomerata, conhecida como fafia, ginseng do pantanal ou ginseng brasileiro
(Nascimento et al., 2007). A P. glomerata € tipica de vegetacao ciliar e de
campos de inundacdo de rios, com ocorréncia em todo o Brasil e paises
limitrofes; é frequente no cerrado e matas do Estado de Mato Grosso do Sul
(Pott & Pott, 1994).

A féfia possui grande importancia econémica devido ao potencial para
consumo no mercado interno brasileiro e, também, para exportacdo
(Nascimento et al., 2007). Seu valor econdmico esta relacionado a diferentes
usos potenciais como fitoterapico e fitofarmaco. Diversas propriedades e acdes
tém sido atribuidas a Pfaffia sp., como anabolizante, analgésico,
antiinflamatdrio, antimutagénico, afrodisiaco, sedativo e tbnico muscular
(Fernandes et al., 2005; Festucci-Buselli et al., 2008). O extrato hidroalcodlico
de raizes de P. glomerata mostrou efeitos antiinflamatérios e analgésicos,
similares a drogas nao esteroidais, como a indometacina (Neto et al., 2005).
Nos ultimos anos tém sido registradas diversas patentes relacionadas as
propriedades farmacoldgicas e nutricionais do género Pfaffia (Higuchi, 2011;
Rangel, 2008; Loizou, 2009; Olalde, 2008; Bernard & Gautier, 2005; Shibuya et
al., 2001).

Devido a importancia econdmica da fafia, a sua propagacdo torna-se

fundamental para a producdo de matéria prima para a industria. A propagacao
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in vitro da espécie tem sido conduzida tradicionalmente pela proliferacdo de
gemas axilares de segmentos nodais (Flores et al., 2010; Skrebsky et al., 2006;
Maldaner et al., 2006; Nicoloso et al., 2008; Russowski & Nicoloso, 2003).
Estudos relacionados ao desenvolvimento e melhoria de protocolos para a
propagacéo in vitro de P. glomerata podem contribuir para a produ¢cao massal
de mudas com alta qualidade morfo-fisiologica.

O crescimento satisfatorio em frascos com trocas gasosas e meio de cultura
sem sacarose revelou que P. glomerata possui potencial para ser cultivada in
vitro em sistema fotoautotréfico (larema, 2008). O cultivo in vitro de plantas sob
condicbes fotoautotréficas e com enriquecimento da atmosfera com CO,
proporciona condicfes para maior acumulo de biomassa, e pode promover o
aumento da absorcéo de nutrientes (Arigita et al., 2010; Kozai, 2010).

O ambiente na propagacao in vitro convencional é geralmente caracterizado
por alta umidade relativa, baixa irradiancia, grande variacdo na concentracao
diurna de CO,, temperatura constante do ar, presenca de acucar, vitaminas,
reguladores de crescimento e substancias toxicas como fendis no meio de
cultura, auséncia de microrganismos e acumulo de etileno e outros gases
dentro do frasco (Nguyen & Kozai, 2005; Kozai, 2010). A presenca de acucar
no meio de cultura favorece o rapido crescimento e desenvolvimento de
microrganismos que venham a contaminar o ambiente do frasco de cultura (Qu
et al., 2009).

Na propagacado in vitro convencional, geralmente sdo usados frascos
pequenos com vedacao para impedir a contaminacdo por microrganismos,
restringindo as trocas gasosas com ambiente externo ao frasco e,

consequentemente, podendo causar desordens morfolégicas e fisioldgicas.
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Devido a essas desordens, ocorrem elevadas perdas no processo de
aclimatizacao, o que eleva o custo de producao (Kozai, 2010). Geralmente, as
folnas das plantas cultivadas no sistema tradicional de propagacdo in vitro
apresentam mesofilo com grandes espacos intercelulares, sistema vascular
pouco desenvolvido e estbmatos nao-funcionais (Hazarika, 2006). Além disso,
a adicdo de acgucar no meio de cultura altera consideravelmente a bioguimica e
fisiologia das plantas cultivadas in vitro (Badr et al., 2011).

A vedacao do frasco de cultura, no sistema tradicional de propagacao in
vitro, faz com que reduza a concentragcdo de CO, no seu interior durante o
fotoperiodo devido a atividade fotossintética da planta. A baixa concentracao
de CO inibe a atividade fotossintética da planta in vitro e a forga a desenvolver
um padréo de crescimento heterotrofico ou fotomixotréfico, pela absorcdo do
acucar do meio de cultura como sua principal fonte de carbono (Kozai &
Kubota, 2005; Nguyen & Kozai, 2005; Kozai, 2010).

O cultivo do material vegetal clorofilado em condicbes de fornecimento
adequado de CO, é um pré-requisito para a propagacao in vitro fotoautotrofica.
O fornecimento de CO, pode ser através do cultivo dos explantes em
recipientes vedados com filmes permeaveis a gases, em frascos grandes com
ventilagdo forcada ou com um sistema de fornecimento de CO;, uso de
agentes quimicos que produzam CO, dentro do frasco de cultura e uso de
filmes permeaveis nos frascos em sala com enriquecimento de CO, (Kozai,
1991; Kubota, 2001).

A elevacdo das trocas gasosas nos frascos de cultivo in vitro e 0 uso de
sistema fotoautotrofico reduzem a ocorréncia das limitagdes para a utilizacao

da propagacéao in vitro tradicional em escala comercial, a saber: perda de
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plantas devido a contaminacdo microbiana, crescimento reduzido e
desenvolvimento prejudicado, desordens morfo-fisiolégicas nas plantas
propagadas in vitro, baixa taxa de fotossintese liquida e reduzido
estabelecimento ex vitro (Zobayed, 2005; Kozai, 2010).

Em diversas espécies de plantas a propagacao in vitro fotoautotréfica tem
sido empregada com sucesso, dentre essas: Macadamia tetraphylla (Cha-um
et al., 2011), Oplopanax elatus (Park et al., 2011), Solanum tuberosum (Badr et
al., 2011), Actinidia deliciosa (Arigita et al., 2010) Cymbidium Music Hour
‘Maria’ (Norikane et al., 2010), Populus deltoides (Mingozzi et al., 2009),
Phalaenopsis ‘Amaglade’ (Yoon et al., 2009), Limonium latifolium (Xiao &
Kozai, 2006) e Spathiphyllum cv. Merry (Silva et al., 2006).

O presente estudo teve como objetivo avaliar a influéncia de diferentes
condicbes de cultivo sobre o crescimento e desenvolvimento de segmentos
nodais de “ginseng brasileiro” em condi¢cdes fotomixotréficas e fotoautotroficas
em atmosfera com 360 ou 720 pmol mol™* de CO,. Relata-se, pela primeira vez,
o uso de condicbes fotoautotroficas com enriquecimento de CO; na

propagacéo in vitro de P. glomerata.
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2. MATERIAL E METODOS
2.1 Material vegetal e condi¢des de cultura

Segmentos nodais (2 cm de comprimento), sem folhas e com dois
meristemas axilares pré-existentes, foram retirados de vitroplantas de féafia
(acesso LCT22) mantidas sob condi¢des fotomixotréficas e inoculados em meio
de cultura constituido pelos sais MS (Murashige & Skoog, 1962), vitaminas MS
(0,5 mg L™ de acido nicotinico, 0,5 mg L™ de piridoxina.HCI, 0,1 mg L™ de
tiamina.HCl e 2 mg L™ de glicina) e 100 mg L™ de mio-inositol. Os sais do meio
MS foram incorporados ao meio de cultura na forma de po (Sigma Chemical
Company, St. Louis, MO, USA; Cat. n° M5519). O meio de cultura teve o pH
ajustado para 5,7 e geleificado com 7 g L' de agar granulado (Merck®,
Alemanha) posteriormente, foi esterilizado por autoclavagem a 121°C e 1,5
atm durante 15 minutos. As culturas foram mantidas a 25 + 2°C sob irradiancia
de 50 pmol m? s e fotoperiodo de 16 h.

As trocas gasosas entre o microambiente do frasco e o ambiente da sala
de crescimento foram proporcionadas por dois orificios de 10 mm de diametro
na tampa do frasco cobertos por membrana fluoroporo hidrofébica (PTFE;
MilliSeal® Air Vent, Téquio, Jap&o) de 0,45 pm de didmetro do poro. O nimero
de trocas gasosas (Fujiwara & Kozai, 1995) de cada frasco com membrana foi
estimado em 0,36 trocas por hora, sendo que no frasco sem membrana as
trocas foram consideradas como zero. Durante o periodo de cultivo ndo foram
realizados subcultivos.

O delineamento experimental utilizado foi em delineamento inteiramente

casualizado em esquema fatorial (2x3). Sendo constituido pela combinacéo de
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dois ambientes de incubacdo combinados com trés condi¢cdes de cultivo do
explantes no frasco de cultura, totalizando seis tratamentos (Quadro 1), com
seis repeticdes por tratamento. Cada repeticao foi constituida por um frasco de
750 mL formado pela unido de duas Magentas® (Sigma Chemical Company,
EUA) de polipropileno invertidas e unidas por acopladores (Sigma Chemical
Company, EUA), contendo cinco segmentos nodais e aproximadamente 100
mL de meio de cultura.

Quadro 1. Tratamentos utilizados na avaliagdo do desempenho de explantes

nodais de Pfaffia glomerata cultivados em ambiente enriquecido com CO,, sob
diferentes condi¢bes de cultivo no frasco.

Tratamento A(rzt:llrenr:)tle n?SI 'chsaggj) Condicdes de cultivo no frasco
1 360 VED30
2 360 MEMB30
3 360 MEMBO
4 720 VED30
5 720 MEMB30
6 720 MEMBO

VED30: Vedado + MS com 30 g L™ de sacarose; MEMB30: Com membrana + MS com 30 g L™
de sacarose; MEMBO: Com membrana + MS sem sacarose.

O experimento foi repetido trés vezes para a otimizagdo das condi¢Oes
ambientais da camara de acrilico usada para a obtencdo do ambiente
enriguecimento com CO, e do ambiente controle. Os dois primeiros
experimentos foram realizados para a otimizacdo das condicbes de
crescimento nas camaras de acrilico, sendo os resultados do terceiro utilizados

para as analises.
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2.2 Desenvolvimento da camara para a obtencdo da at mosfera
enriquecida com CO ,

A camara foi construida em acrilico com dimensdes externas de 41 cm
de largura x 26 de altura x 50 cm comprimento (Figuras 1 e 2). A distribuicdo de
ar no interior da camara ocorreu através de um tubo de aco inoxidavel
(diametro de 0,8 cm) e perfurado, localizado na parte inferior da camara de
acrilico (Figura 2, item 6). Todo ar injetado na camara passou por um
misturador para a homogeneizacado do ar (Figura 2, item 3), e no centro da
camara adaptou-se outro misturador (ventoinha) (Figura 2, item 5) para
homogeneizar as condicbes atmosféricas no interior da camara. Para o
enriqguecimento da atmosfera da camara com CO, foi utilizado um reservatorio
com capacidade de 600 L (Figura 1A), composto por seis embalagens de
polietileno conectadas a um tubo flexivel de cloreto de polivinila (PVC) para a
conducéo do ar até o misturador; posteriormente o ar foi injetado na camara de
acrilico com fluxo de 0,7 L/min. A cada 12 horas as embalagens foram
abastecidas separadamente com uma mistura de ar ambiente e CO, comercial
em proporcao que atingisse o valor de 720 + 50 pmol mol™. A concentracéo de
CO, nas embalagens foi verificada com auxilio de um analisador de gas no
infravermelho modelo S153 CO, Analyzer da Quibit System. Para a
concentracdo de 360 + 50 pmol mol™ de CO, a bomba de ar do misturador
captou o ar do ambiente externo a sala de crescimento. No interior de cada
camara foi colocado um termohigrometro digital para o registro da umidade e

temperatura durante o periodo de conducao do experimento.
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Figura 1. A: Aspecto geral do sistema utilizado para o enriquecimento com
CO; em culturas in vitro. B: Camara de acrilico para o enriqguecimento de CO,
com a disposicéo dos frascos de cultivo. Barra: A= 30 cm, B= 20 cm.
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camara de acrilico em tubo flexivel de ar no interior da cdmara
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Figura 2. Diagrama esquematico da camara de acrilico usada para a obtencéao
da atmosfera enriquecida com CO..
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2.3 Medidas de crescimento

Foram avaliadas as seguintes caracteristicas de crescimento: altura das
plantulas (cm), area foliar (cm?), nimero de folhas (n), comprimento da raiz
(cm), diametro do colo (mm), massas secas da parte aérea (PA) (g) e do
sistema radicular (RA) (g), massa seca total (MST) (g) e volume radicular (VR)
(cm®). Todas as avaliagdes foram realizadas aos 35 dias de cultivo in vitro.

Para a determinacdo da massa seca as amostras foram submetidas a
estufa a 60 °C em estufa com circulacdo forcada de ar (ACB LABOR®), até
obter peso constante. O volume radicular de cada unidade experimental foi
obtido em uma proveta contendo um volume inicial de agua conhecido, o
volume radicular foi calculado pela diferenga entre o volume final e o volume
inicial. O didmetro do colo foi medido a 2 cm acima da axila do segmento nodal
(explante), de onde a brotacdo surgiu. Para a obtencdo da area foliar foi
retirada aleatoriamente uma vitroplanta, dentre as cinco presentes na unidade

experimental, perfazendo seis plantas por tratamento.

2.4 Teor relativo e perda de agua das folhas

Para a determinacdo do teor relativo de agua (TRA) (%), amostras
compostas por dez discos foliares com 7 mm de diametro foram retiradas do
centro do limbo foliar, evitando-se as nervuras, e imediatamente pesadas,
obtendo-se a massa fresca (MF) (g). Os discos foram retirados do segundo par
de folhas expandidas a partir do meristema apical. Para cada tratamento foram

realizadas cinco repeticoes.
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Em seguida, os discos foram submersos em agua desionizada, para
atingirem a saturacao hidrica. Apés 4 horas (tempo determinado em pré-teste),
os discos foliares foram retirados da agua, eliminando-se o excesso de agua
com auxilio de papel absorvente, e pesados imediatamente para a
determinacdo da massa turgida (MT) (g). Posteriormente, foi obtida a massa
seca (MS), através da secagem em estufa. O TRA foi calculado pela seguinte

formula: TRA(%)=%.100, em que MT, MF e MS representam,

respectivamente, a massa tlrgida, a massa fresca e a massa seca (Gonzalez &
Gonzélez-Vilar, 2001).

A perda relativa de agua foi determinada em folhas completamente
expandidas do segundo par a partir do meristema apical, as quais foram
destacadas aleatoriamente entre as vitroplantas de cada unidade experimental.
As folhas foram submetidas a desidratacdo em condi¢cdes de laboratorio
(umidade relativa de 40 + 5% e temperatura de 27 + 1° C). No total foram
amostradas 12 folhas por tratamento. Cada repeticdo foi constituida por duas
folhas colocadas em um suporte de folha de aluminio, uma com a face abaxial
e a outra com a face adaxial exposta ao ambiente. A perda de massa (dgua) foi

determinada por método gravimétrico e expressa em porcentagem.

2.5 Quantificacdo de pigmentos fotossintéticos e de nsidade estomatica

Seis discos foliares com 6 mm de diametro foram retirados do terceiro
par de folhas expandidas a partir do meristema apical das vitroplantas de féafia
e incubados em 5 mL de dimetilsulfoxido (DMSO) durante 48 h em tubos

mantidos no escuro, a temperatura ambiente (Santos et al., 2008). ApGs o
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periodo de incubacédo, a absorbancia das amostras foi determinada nos
comprimentos de onda de 665, 645 e 480 nm (Wellburn, 1994), usando um
espectrofotometro Genesys 10UV (Thermo Scientific, EUA) com cubeta de
quartzo de 10 mm de caminho 6tico. O célculo das concentracdes das clorofilas
a, b e carotenoides foi baseado em metodologia descrita por Wellburn (1994).
Para estimar a densidade estomatica, foi amostrada a epiderme da face
abaxial e adaxial do terceiro par de folhas expandidas a partir do meristema
apical das vitroplantas de fafia pela da técnica de impressdo da epiderme
(Segatto et al., 2004). As impressdes da epiderme foram realizadas no periodo
de escuro da sala de crescimento. A densidade estomatica foi calculada a partir
da andlise das imagens da impressdo capturadas em fotomicroscopio

(AX70TRF, Olympus Optical, Toquio, Japéo).

2.6 Determinacao do teor de B-ecdisona

O teor de B-ecdisona (20E) foi determinado na parte aérea das plantulas
de féfia pela técnica de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE),
analisando-se amostras obtidas por extrato metandlico (Kamada et al., 2009).
No sistema radicular ndo foi determinado o teor de 20E devido a baixa
producdo de massa seca.

O extrato para a analise de 20E foi obtido com 100 mg de material
vegetal seco de P. glomerata misturado com 10 mL de metanol, durante a
extracdo o extrato foi armazenado no escuro em temperatura ambiente (25 % 2
°C), durante sete dias, sob agitacdo diaria do extrato. Posteriormente, 0s
extratos foram centrifugados (15 minutos/5.000 rpm) e o sobrenadante coletado

e centrifugado novamente (15 minutos/5.000 rpm). Posteriormente, o extrato
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metandlico, foi analisado por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE),
utilizando as seguintes condi¢des: equipamento da Shimadzu modelo LC-10Al,
equipado com detector SPD-10Al, CBM-10A; coluna Bomdesil C 18 (5,0 pm X
4,6 mm x 250 mm); fase movel composta por metanol-agua na proporcéo 1:1
(v/v) com fluxo de 0,7 mL min™; volume de amostra injetada de 20 uL; leitura
em A = 245 nm. O tempo médio de corrida da amostra foi de 15 minutos. Os

dados foram integrados por meio do "software" Shimadzu LC10.

2.7 Microscopia de luz da folha

Para a microscopia de luz, foram coletadas em cada tratamento quatro
amostras foliares no segundo par de folhas completamente expandidas e
fixadas em Karnovsky (glutaraldeido 2,5% e paraformaldeido 2,5% em tampéao
cacodilato 0,05 M, pH 7,2) (Karnovsky, 1965). Posteriormente, as amostras
foram desidratadas em série etilica e incluidas em metacrilato (Historesin,
Leica Instruments, Heidelberg, Alemanha). Para montagem das laminas, cortes
transversais das folhas (5 um de espessura) foram obtidos em micrétomo
rotativo de avanco automatico (RM2155, Leica Microsystems Inc., Deerfield,
EUA) e, corados por 15 minutos com Azul de Toluidina pH 4,0 (O'Brien &
McCully, 1981). E, a seguir, foram montados em Permount, para a
caracterizagcao estrutural. Para a identificacdo da presenca de amido os cortes
foram corados com solugéo de lugol.

As observacdes e registros fotogréaficos foram realizados em
fotomicroscopio (AX70TRF, Olympus Optical, Téquio, Japao) equipado com o

sistema U-Photo.
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2.8 Analise estatistica dos dados

Todas as caracteristicas avaliadas foram submetidas ao teste de Bartlett
para verificar a homogeneidade das variancias e ao teste de Kolmogorov-

Smirnov para a normalidade dos erros. Para as analises estatisticas foram
transformadas as seguintes caracteristicas: altura (& ), comprimento de raiz

1

Ix

(1), diametro do colo (—=), numero de folhas (\/;), volume radicular [log
X

1

Ix

[log (x+1)]. Posteriormente os parametros foram submetidos a analise de

. 1 . :
(x+1)], clorofila a (=) e total (—= ), massa seca da parte aérea, radicular e total
X

variancia (ANOVA) e ao teste de Tukey (p<0,05). Entretanto, nas tabelas e
graficos serdo apresentados as médias ndo transformadas. Todas as analises

estatisticas foram efetuadas usando o software SAS 9.0 (SAS Institute, 2003).
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3. RESULTADOS

3.1 A atmosfera enriquecida com CO , incrementa 0 crescimento in vitro
de ginseng brasileiro

O cultivo in vitro de segmentos nodais de P. glomerata sob diferentes
concentracbes de CO, (ambiente de incubagdo) combinadas com diferentes
condi¢bes de cultivo no frasco de cultura (com e sem sacarose e com ou sem
membranas para facilitar as trocas gasosas) originou vitroplantas com
diferencas significativas no crescimento (Tabela 1). As seguintes
caracteristicas de crescimento diferiram significativamente (p<0,05) em
resposta aos tratamentos aplicados: massa seca da parte aérea e do sistema
radicular, a altura das plantulas, comprimento radicular, area foliar, diametro do
colo, volume radicular e nimero de folhas.

Entre todos os tratamentos testados as caracteristicas de crescimento
das vitroplantas de féafia apresentaram as menores médias em meio de cultura
sem adicdo de sacarose tanto em 360 como em 720 pmol mol* de CO,
(Tabela 1), o comprimento de raiz e area foliar que nao diferiu entre os
tratamentos. A presenca de sacarose no meio de cultura e de membrana em
ambiente enriquecido com CO, proporcionou as maiores meédias para a maioria
das caracteristicas de crescimento, a excecao para o numero de folhas por

vitroplanta e diametro do colo.
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Tabela 1. Varidveis de crescimento de vitroplantas de Pfaffia glomerata
propagadas em diferentes concentracdes de CO, e condi¢cdes de cultivo nos
frascos, aos 35 dias de cultivo.

Caracteristicas CO, . Condig¢6es de cultivo no frasco

(umol mol ™) VED30" MEMB30 MEMBO

Altura 360 18,9 aA* 20,9 aA 7,9 bB

(cm planta™) 720 18,1 bA 21,6 aA 14,8 cA
Area foliar 360 116,7 aA 162,0 aA 108,2 bA
(cm? planta™) 720 108,7 bA 162,6 aA 132,5 aA

Numero de folhas 360 19,2 aA 16,7 aA 8,4 bB
(planta™) 720 20,3 aA 18,0 aA 10,7 bA
Comprimento da raiz 360 3,60 aA 4,18 aA 4,21 aA
(cm planta™) 720 3,54 aA 4,69 aA 4,60 aA
Diametro do colo 360 1,36 bA 1,27 bA 0,92 aA
(mm planta™) 720 1,30 bA 1,29 bA 0,97 aA
Massa seca PA 360 0,295 bA 0,409 aA 0,071 cA
(g UEH® 720 0,279 bA 0,493 aA 0,160 cA
Massa seca RA 360 0,054 aA 0,066 aA 0,004 bA
(g UE™) 720 0,053 aA 0,079 aA 0,004 bA
Massa seca total 360 0,349 bA 0,475 aA 0,075 cA
(g UE™ 720 0,332 bA 0,572 aA 0,164 cA
Volume radicular 360 0,62 aA 0,42 aA 0,08 bB
(cm® UE™) 720 0,82 aA 0,98 aA 0,15 bA

*Médias seguidas pelas mesmas letras mailsculas na coluna e mindsculas nas linhas, nao
diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.\aVEDBO: vedado
+ MS com 30 g L™ de sacarose. MEMB30: Com membrana + MS com 30 g L™ de sacarose.
MEMBO: Com membrana + MS sem sacarose. °Unidade experimental composta por cinco
vitroplantas.

O ambiente de incubacao e as condi¢des de cultivo no frasco de cultura
apresentaram efeitos e interacdo significativos (p<0,05) na altura, numero de
folhas e volume radicular das vitroplantas de fafia (Tabela 1, Figura 3). A maior
altura foi observada em vitroplantas cultivadas em frascos contendo meio de
cultura com sacarose e com membranas que permitem trocas gasosas,
independendo da concentracdo de CO, no ambiente. Entretanto, em meio de
cultura sem sacarose 0 aumento na concentracdo de CO, de 360 para 720

umol mol™ promoveu o crescimento em altura das vitroplantas (Tabela 1).
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A area foliar ndo apresentou interacdo entre as concentracfes de CO, e
condi¢cbes de cultivo. Entretanto, entre as condi¢des de cultivo foi observada
diferenca significativa (Tabela 1), sendo a maior area foliar observada em
frasco com membrana contendo meio MS suplementado com sacarose
(MEMB30). A concentracdo de CO, ndo aumentou significativamente a area
foliar das vitroplantas em relacdo as plantas cultivadas em atmosfera com 360
umol mol™ de CO, (Tabela 1). Em condi¢8es de enriquecimento de CO, a area
foliar ndo diferiu entre MEMB30 e MEMBO (Tabela 1); j4 em 360 pmol mol™ de
CO, MEMB30 e MEMBO diferiram significativamente.

O numero de folhas por vitroplanta foi aumentado em vitroplantas
submetidas a 720 umol mol™?, em condi¢des de auséncia de sacarose no meio
de cultura (MEMBO). Entre as condicdes de cultivo, no frasco vedado observou-
se 0 maior numero de folhas em relacdo aos demais tratamentos (Tabela 1),
nao diferindo de MEMB30, tanto em 360 ou 720 pmol mol™ de CO..

O comprimento de raiz nao foi afetado pela concentracdo de CO,
(Tabela 1). Maior comprimento de raiz foi observado em plantas de féfia
cultivadas em frascos com membranas com ou sem sacarose no meio de
cultura, em frasco sem membranas foram observadas as menores médias.

Em meio de cultura sem sacarose (MEMBO0) e em ambiente com 360 ou
720 umol mol™* de CO, foram observadas as maiores médias (0,92 e 0,97 mm,
respectivamente) de didametro do colo (Tabela 1), diferindo de MEMB30 e
VED30. Nao foi observada interacéo significativa entre os fatores estudados

(p>0,05).
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Figura 3. Aspecto geral da cultura in vitro de Pfaffia glomerata. A: Segmento
nodal sem folhas expandidas, usado como explante inicial. B: Detalhe da
tampa do frasco de cultivo com orificios contendo membrana fluoroporo
hidrofébica (PTFE) para trocas gasosas (MilliSeal® Air Vent, Téquio, Japdo) de
0,45 um de poro. E: Tampa do frasco de cultivo sem membrana. F: Vitroplantas
crescidas na condicdo MEMBO com 720 (esquerda) ou 360 pmol mol™ (direita)
de CO,. G: Vitroplantas crescidas na condicdo MEMB30 com 720 (esquerda)
ou 360 pmol mol* (direita) de CO,. H: Vitroplantas crescidas na condicéo
VED30 com 720 (esquerda) ou 360 pmol mol™* (direita) de CO,. Barra: A= 0,5
cm,B,C=2cmeD,E, F=5cm.

A massa seca da parte aérea foi influenciada pela concentracao de CO;
e pela condicdo de cultura no frasco (Tabela 1), e ndo houve interacéo
significativa entre os fatores. O maior acumulo de biomassa na PA
(0,493 g UE™) ocorreu em vitroplantas cultivadas em frascos com membranas
e meio de cultura com 30 g L™ de sacarose (MEMB30) em 720 pmol mol™ de
CO,. O menor acimulo (0,071 g UE™) foi em meio de cultura sem sacarose
(MEMBO) m 720 umol mol™ de CO, (Tabela 1). A biomassa seca da do sistema

radicular (RA) nao foi aumentada em resposta a elevacdo da concentracéo de

CO; no ambiente (Tabela 1). As menores médias de massa seca do sistema
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radicular (0,004 g UE™) foram observadas no meio de cultura sem sacarose,
diferindo de MEMB30 e VED30.

O acumulo de massa seca total foi afetado pela concentracdo de CO, e
pela condi¢cdo de cultura no frasco (Tabela 1). A maior média de massa seca
(0,572 g UE™) foi observada em vitroplantas cultivadas em ambiente com 720
umol mol* de CO,, em frascos com membranas e meio com sacarose
(MEMB30). Verificou-se maior acumulo de massa seca total nas naquelas
cultivadas em frascos com ventilacdo natural e meio de cultura com agucar em
atmosfera com concentracdo elevada de CO, (720 pmol mol™). N&o foi
observada diferenca significativa entre o acumulo de massa seca total
daquelas cultivadas em meio de cultura sem sacarose e frasco com
membranas, entre os ambientes com 360 e 720 umol mol™® de CO,. Porém, a
biomassa produzida em 720 umol mol™® (0,164 g) dobrou em relacdo a 360
umol mol™ (0,076 g) (Tabela 1).

O volume radicular foi influenciado pela concentracdo de CO, e pelas
condi¢cbes de cultivo no frasco (Tabela 1), com interacéo significativa entre os
fatores. Maior volume radicular (0,98 cm® UE™) foi observado em vitroplantas
de fafia cultivadas em frascos com membranas e em meio de cultura com
sacarose incubados em ambiente com 720 pmol mol™ de CO,. A menor média
(0,08 cm® UE™) foi observada em meio de cultura sem sacarose em ambiente
sem enriguecimento com CO,. Foi observado que em vitroplantas de fafia
cultivadas sob 720 pmol mol™ de CO, em presenca (MEMB30) ou auséncia de
sacarose no meio de cultura (MEMBO), o volume radicular dobrou em relagéo
aquelas cultivadas nesse mesmo meio, porém sob 360 pmol mol* de CO,

(Tabela 1).

26



3.2 O teor e a perda relativa de agua nas folhas de  vitroplantas de ginseng
brasileiro sdo afetados pela condicdo de cultura no frasco e pela
concentracdo de CO ; na atmosfera

A perda de agua em folhas destacadas de P. glomerata ocorreu
rapidamente. A maioria dos tratamentos perdeu mais de 50% da massa total da
folha em 60 minutos (Figura 4). A desidratacdo das folhas diferiu
estatisticamente entre os tratamentos em todos os tempos avaliados (Figura 4).
Nos diferentes tempos a maior perda de agua ocorreu em folhas oriundas de
vitroplantas cultivadas em frascos vedados. O tratamento que apresentou a
menor desidratacdo em todos os tempos foi 0 ambiente com 720 pmol mol™ de
CO, e meio MS sem sacarose (MEMBO 720). No tratamento com membranas
no frasco e meio de cultura com sacarose verificou-se que no tempo de 60
minutos ocorreu diferenca significativa para a perda de &agua entre os
ambientes com 360 e 720 pmol mol™* de CO, (Figura 4).

Em todos os tempos subsequentes ao inicio da desidratacdo a menor
perda de agua ocorreu em folhas de vitroplantas de fafia cultivadas em frascos
com trocas gasosas (Figura 4). Em 80 minutos de desidratacdo, a menor
desidratacdo das folhas destacadas ocorreu em resposta ao tratamento
(MEMBO 720) com a auséncia de sacarose no meio de cultura, presenca de
membranas e ambiente enriquecido com 720 pmol mol™* de CO,, ndo diferindo
estatisticamente de MEMB30 360 e MEMB30 720.

O teor relativo de agua nas folhas (%) diferiu estatisticamente (p<0,05)
entre os tratamentos (Figura 5), ocorrendo interacéo entre os fatores condi¢des

de cultivo no frasco e concentracéo de CO, na atmosfera.
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Figura 4. Perda de agua de folhas destacadas de vitroplantas de Pfaffia
glomerata, aos 35 dias de cultivo. Ambiente com 360 pmol mol™* de CO,: frasco
vedado (VED360), frasco com membrana e meio MS com 30 g L™ de sacarose
(MEMB30 360) e frasco com membrana e meio MS sem sacarose (MEMBO
360). Ambiente com 720 umol mol™ de CO.: frasco vedado (VED720), frasco

com membrana e meio MS com 30 g L™ de sacarose (MEMB30 720) e frasco

com membrana e meio MS sem sacarose (MEMBO 720). Médias seguidas pelas
mesmas letras mindsculas dentro do mesmo tempo, ndo diferem estatisticamente entre si pelo
teste de Tukey, a 5% de probabilidade.

As maiores médias do teor relativo de agua (TRA) foram observadas em
folhas de vitroplantas cultivadas em frascos com membranas e meio de cultura
sem sacarose independendo da concentracdo de CO, no ambiente (Figura 5),
a menor média de TRA (84%) foi observada em MEMB30 em ambiente sem
enriqguecimento com CO,. Dentro da condi¢cao de cultivo MEMB30 o TRA das
folhas de fafia aumentou significativamente em resposta a elevagdo da

concentracédo de CO, no ambiente (Figura 5).
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Figura 5. Teor relativo de agua (TRA) em folhas de vitroplantas de Pfaffia
glomerata cultivadas in vitro, aos 35 dias de cultivo. Ambiente com 360 pmol
mol™ de CO, (barra clara): frasco vedado (VED360), frasco com membrana e
meio MS com 30 g L™ de sacarose (MEMB30 360) e frasco com membrana e
meio MS sem sacarose (MEMBO 360). Ambiente com 720 umol mol™* de CO;
(barra escura): frasco vedado (VED720), frasco com membrana e meio MS
com 30 g L™ de sacarose (MEMB30 720) e frasco com membrana e meio MS

sem sacarose (MEMBO 720). Médias seguidas pelas mesmas letras mailsculas n&o
diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade dentro de cada
condicao de cultivo. Médias do ambiente (coluna preta ou branca) dentro de cada condigéo de
cultivo, seguidas pelas mesmas letras mindsculas néao diferem.

3.3 O CO; induz o aumento dos pigmentos fotossintéticos de v itroplantas
de ginseng brasileiro cultivadas in vitro e influencia a densidade e
morfologia estomatica

O teor de clorofilas a, b, total e carotenoides foi influenciado pelas
condi¢gbes de cultivo no frasco e pelas diferentes concentragbes (360 ou 720
umol mol?) de CO, no ambiente (Figura 6). Dentre essas caracteristicas nao

foram verificadas interacdes significativas (p<0,05) entre as diferentes

concentragdes de CO, e as condig¢des de cultivo no frasco.
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Figura 6. Pigmentos fotossintéticos de folhas de vitroplantas de Pfaffia
glomerata propagadas em diferentes condi¢cdes de cultivo e concentracdes de

CO,, aos 35 dias de cultivo. Médias seguidas pelas mesmas letras mindsculas néo
diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.

O cultivo de fafia em atmosfera enriquecida com 720 umol mol™ de CO;

promoveu o aumento significativo de todos os pigmentos cloroplastidicos. As
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plantas crescidas em meio de cultura com sacarose, em frascos com ou sem
membranas, ndo apresentaram diferencas significativas entre si (Figura 6).
Enquanto que as cultivadas em meio de cultura sem sacarose e frasco com
membranas apresentaram as menores médias de pigmentos cloroplastidicos.

A densidade estomatica apresentou variacao significativa (p<0,05) na
face abaxial das folhas, em resposta a condicdo de cultura no frasco e a
concentracdo de CO, no ambiente de cultivo (Figura 7), havendo interacéo
entre os dois fatores. Na face adaxial das folhas também foram observados
estbmatos, porém sem diferencas contrastantes (dados ndo mostrados).
Vitroplantas de féafia crescidas em frasco sem membranas e meio com
sacarose (VED) apresentaram alta densidade estomatica (450
estdmatos mm™). Porém, quando cultivadas em frascos com membranas
(MEMB30 e MEMBO) ocorreu diminuicdo na densidade estomatica (Figura 7).
O ambiente enriquecido com CO, combinado com a condicdo de cultivo
MEMB30 promoveu a diminuicdo da densidade estomatica. Na condicdo de
cultivo MEMB30 a elevacédo da concentracdo de CO, de 360 para 720 pmol
mol™ reduziu a densidade estomatica de 208 para 72 estdmatos mm™ (Figura
7). Nos demais tratamentos a densidade estomatica nao foi alterada em funcéo

da concentragcédo de CO, na atmosfera.
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Figura 7. Densidade estomatica na face abaxial de folhas de vitroplantas de
Pfaffia glomerata propagadas em diferentes condicbes de cultivo e

concentracfes de CO,, aos 35 dias de cultivo. Médias seguidas pelas mesmas letras
minUsculas ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade
dentro de cada condi¢do de cultivo. Médias do ambiente (coluna preta ou branca) dentro de
cada condicao de cultivo, seguidas pelas mesmas letras mailsculas nao diferem.

Observacdes microscopicas dos estbmatos das vitroplantas submetidas
aos diferentes tratamentos mostraram diferencas morfolégicas (Figura 8). Os
estdmatos das vitroplantas cultivadas em frascos vedados e em meio com
sacarose apresentaram formato arredondado (Figura 8A, 8B, 8C e 8D). Em
tratamentos com a auséncia de sacarose e com membranas nos frascos
apresentaram estdmatos em formato eliptico (Figura 8E e 8F). Menor poro
estomatico foi observado nos tratamentos com enriquecimento de CO, (Figura
8C e 8E). Os estdmatos de folhas oriundas de frascos com membranas e
sacarose no meio de cultura em ambiente com 720 pmol mol™* de CO, (Figura
8D) apresentaram menor poro estomatico em relacdo aos estbmatos de

plantas cultivadas em 720 pmol mol* de CO, (Figura 8C). As impressées da
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epiderme para a captura das imagens da morfologia estomatica foram
realizadas em periodo de escuro. Entretanto, verificou-se que nos tratamentos
com frasco vedado os estdbmatos ndo possuiam controle estomatico, pois, nao

responderam ao estimulo do escuro para o fechamento.

360 pmol mol * de CO,

VED

MEMB30

MEMBO

Figura 8. Morfologia dos estdmatos de Pfaffia glomerata em diferentes
condi¢cdes de cultivo e em diferentes concentragbes de CO, no ambiente. A:
Frasco vedado em ambiente enriquecido com CO,. A-E: Ambiente com 360
umol mol™* de CO,. B-F: Ambiente com 720 umol mol™ de CO,. A e B: Frasco
vedado e meio com sacarose. C e D: Frasco com membranas e meio com
sacarose. E e F: Frasco com membranas e meio sem sacarose. Barra = 25 pm.
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3.4 A auséncia de sacarose no meio de cultura estim ula o aumento no
teor de B-ecdisona

A interacao entre as concentracdes de CO, e as condi¢des de cultivo no
frasco para o acumulo de 20E néo foi significativa (p>0,05). Entretanto, as
condicbes de cultivo no frasco e a concentracdo de CO, afetaram de modo
independente o acumulo de 20E (Figura 9). O maior acumulo de 20E na parte
aérea das plantulas de fafia foi dependente da maior troca gasosa
proporcionada por membranas na tampa frasco e da auséncia de sacarose no
meio de cultura (Figura 9B). O aumento na concentracdo de CO, no ambiente
de cultivo ndo promoveu maior acumulo de 20E (Figura 9A). O menor acumulo

de 20E foi observado em frascos sem membranas e meio de cultura com

sacarose.
A B
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0.015 4 0,015 4 b
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Figura 9. Producdo de B-ecdisona na parte aérea em plantas de Pfaffia
glomerata cultivadas in vitro, aos 35 dias de cultivo. A: Efeito da concentragéo

de CO, no ambiente. B: Efeito da condig&o de cultivo no frasco. Médias seguidas
pelas mesmas letras, ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey, a 5% de
probabilidade.
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3.5 As caracteristicas anatdbmicas das folhas foram diferenciadas entre
tratamentos

Observagbes em microscopia de luz mostraram que os tratamentos
promoveram diferencas anatdomicas entre os tratamentos (Figura 10), em que o
cultivo das vitroplantas de fafia em condi¢des de enriquecimento da atmosfera
com CO, favoreceu a diferenciagcdo do sistema vascular das folhas (Figura
10E, 10F). No tratamento com sacarose e membranas no frasco de cultivo
observou-se maior estruturacdo do parénquima de preenchimento (Figura 10B,
10E), ocorrendo menores espacos intercelulares em relagcdo ao tratamento
controle, frasco vedado (Figura 10A, 10D). Em folhas de vitroplantas de fafia
cultivadas em meio de cultura em auséncia de sacarose (Figura 10C, 10F) foi
observado espacos intercelulares no parénquima de preenchimento.
Entretanto, o enriquecimento da atmosfera com CO, promoveu 0 aparecimento
de tecido vascular (Figura 10C) mais volumoso em relacdo aquelas cultivadas
em meio de cultura sem sacarose e em ambiente com 360 pmol mol* de CO,
(Figura 10F).

Em tratamentos com membranas (MEMB30) em ambiente com 360 umol
mol™ de CO, foi possivel observar que o feixe vascular da nervura mediana foi
menos desenvolvido (Figura 10B) em relacdo ao ambiente com 720 pmol mol™
de CO; (Figura 10E). O teste histoquimico com o reagente Lugol ndo mostrou a

presenca de graos de amido no limbo foliar.
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Figura 10. Seccdes transversais da nervura mediana de folhas de Pfaffia
glomerata propagada in vitro em diferentes condicbes de cultivo e
concentragbes de CO,, aos 35 dias de cultivo. A-C: Ambiente com 360 pmol
mol® de CO,. D-F: Ambiente com 720 pmol mol* de CO,. A e D: Frasco
vedado e meio com sacarose. B e E: Frasco com membranas e meio com
sacarose. C e F: Frasco com membranas e meio sem sacarose. Fv = feixe
vascular. Fb = fibras perivasculares. Cl= colénquima angular. Barra = 200 pm.
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4. DISCUSSAO

No presente estudo foi relatado pela primeira vez na literatura o
crescimento de vitroplantas de P. glomerata sob condi¢cbes de enriquecimento
da atmosfera com CO,. O enriquecimento de CO, e as condi¢des de cultivo no
frasco (trocas gasosas e meio de cultura com ou sem sacarose) promoveram
alteracdes significativas em caracteristicas relacionadas ao crescimento,
produzindo vitroplantas com vigor fisiolégico e caracteristicas desejaveis para a
aclimatizacdo. As trocas gasosas proporcionadas pelas membranas
permeaveis ocasionaram o incremento de CO; no interior do frasco de cultura,
aumentando o crescimento em condi¢des fotoautotréficas ou fotomixotréficas
em atmosfera com alta concentracédo de CO, (Tabela 1; Figura 3).

O enriquecimento da atmosfera com CO, em condic¢des in vitro tem sido
utilizado com sucesso em diversas espécies vegetais. O efeito direto mais
significativo da elevagdo da concentracdo de CO, é o0 aumento na
disponibilidade de carboidratos e na eficiéncia de uso da agua, estimulando a
divisdo e expansao celular que leva a efeitos no crescimento, desenvolvimento
e a alteracOes estruturais (Pritchard et al., 1999). Em geral, a ventilagao natural
ou forcada dos frascos em sistemas de propagacao in vitro promove o
crescimento e desenvolvimento de explantes clorofilados (Kozai, 2010; Xiao et
al., 2011). Em Populus deltoides condi¢6es fotoautotréficas in vitro diminuiram
a inducdo de brotos e aumentaram o vigor do enraizamento dos mesmos
(Mingozzi et al., 2009). Vitroplantas de Macadamia tetraphylla cultivadas em
condicbes de enriqguecimento de CO, tiveram aumento de pigmentos
cloroplastidicos e da fotossintese liquida, consequentemente favorecendo o

crescimento do sistema radicular e da parte aérea (Cha-um et al., 2011). No
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presente estudo foi verificado que a producdo de massa seca total das
vitroplantas de fafia foi aumentada 2,1 vezes em frascos com membranas e
com meio de cultura sem sacarose (MEMBO) e em atmosfera enriquecida com
CO,. Em geral, vitroplantas que crescem em condi¢des que estimulam a
capacidade fotossintética, apresentam elevada sobrevivéncia durante a
aclimatizacao e favorecem o crescimento ex vitro (Zobayed et al., 2000).

Nossos resultados demonstram que a concentracdo elevada de CO;
promoveu o crescimento in vitro de P. glomerata e a menor desidratagéo de
folnas destacadas (Figura 4) em condicbes ex vitro, representado uma
possibilidade efetiva para a eficiente aclimatizacdo. Na propagacdo in vitro
conduzida em frascos que permitam mais trocas gasosas, planta pode
apresentar caracteristicas que favorecam a diminuicdo da perda de agua na
transferéncia para condi¢cdes ex vitro, devido a elevada deposicdo de cera
epicuticular e pela producéo de estdmatos funcionais (Majda et al., 1997). Além
disso, o0 aumento da concentracdo de CO, pode favorecer as caracteristicas
cinéticas da Rubisco, como a velocidade de carboxilacdo e, ao mesmo tempo,
inibe a atividade oxigenase, resultando na reducdo da fotorrespiracdo e
aumento da assimilacao liquida de carbono (Pinto et al., 2000; Reddy et al.,
2010).

A éarea foliar das vitroplantas de fafia ndo aumentou em resposta ao
aumento da concentracdo de CO, na atmosfera de 360 para 720 umol mol™.
Entretanto, foi observado maior area foliar em vitroplantas crescidas em frascos
com membranas para trocas gasosas (Tabela 1), sugerindo que a manutengéo
da concentracdo de CO, dentro do frasco de cultura é fundamental para o

aumento da éarea foliar. O crescimento da folha é altamente responsivo ao
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ambiente, incluindo a disponibilidade de CO, (Ferris et al., 2001). Em Populus x
euramericana, P. nigra e P. alba o crescimento da folha dessas espécies foi
estimulado quando as mesmas foram submetidas a atmosfera enriquecida com
CO, (550 pmol mol™* CO,) (Ferris et al., 2001).

Verificou-se que o teor relativo de agua nas folhas de fafia variou em
resposta a concentracdo de CO, do ambiente e a presenca ou auséncia de
sacarose no meio de cultura (Figura 5). Maior teor relativo de agua foi
observado em folhas de vitroplantas de fafia cultivadas em meio de cultura sem
sacarose, independendo da concentracdo de CO,. Entretanto, em folhas de
vitroplantas crescidas em meio com sacarose e frascos com membranas, 0
maior teor relativo de a4gua foi observado em ambiente com 720 pmol mol™” de
CO..

Sugere-se que na condicdo de enriquecimento com CO, aumentou o
teor de agua nas folhas das vitroplantas de fafia pelo fato de ter ocorrido
diminuicdo da densidade estomatica em folhas de plantas cultivadas neste
ambiente, conduzindo a uma menor transpiracéo. Por outro lado, analisando os
resultados de perda de agua de folhas destacadas de fafia (Figura 4) verifica-
se que a menor perda de dgua ocorreu em tratamentos que apresentaram
maior TRA. O menor TRA foi observado em folhas de fafia cultivadas em meio
de cultura com sacarose em relacdo as cultivadas em meio sem sacarose,
provavelmente, influenciado pelo potencial osmético do meio de cultura. A
guantidade de sacarose no meio de cultura esta diretamente relacionada com a
regulacdo osmoética do meio de cultura (Paiva Neto & Otoni, 2003), a qual
interfere no teor de agua nos tecidos da planta cultivada in vitro (Cha-um et al.,

2011). Em M. tetraphylla o teor de agua nos tecidos das raizes e a capacidade
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fotossintética das vitroplantas diminuiram com o aumento da concentracao de
sacarose no meio de cultura (Cha-um et al., 2011).

A reducao no teor de clorofila em explantes cultivados in vitro pode
limitar a taxa fotossintética pela reducdo na absorcéo de luz (Christensen et al.,
2008). Foi verificado que o aumento do crescimento em massa seca total das
vitroplantas de fafia esteve relacionado com o aumento no teor de clorofila a, b
e carotenoides (Tabela 1, Figura 6). O maior teor de pigmentos fotossintéticos
(clorofila a, b, total e carotenoides) em vitroplantas de fafia cultivadas em
atmosfera enriquecida com CO,, é indicativo que essa condicdo estimula o
crescimento fotoautotréfico. O estimulo da fotossintese, em condi¢cdes
fotomixotroficas, pelo aumento do teor de pigmentos fotossintéticos em
vitroplantas de Solanum tuberosum (cv. Sandy) cultivadas in vitro, foi
dependente das trocas gasosas no frasco de cultura e do enriquecimento da
atmosfera com CO, (Mohamed & Alsadon, 2010).

Varios estudos tém apontado que o crescimento de plantas em
condicbes de elevacdo do CO, na atmosfera pode causar modificacdes na
densidade estomatica, podendo aumentar, diminuir ou inalterar a densidade em
relacdo a condicbes normais de concentracdo de CO, (Pritchard et al., 1999).
No presente estudo, o cultivo de vitroplantas de fafia em frascos contendo
membranas e em condi¢cdes de elevacdo do CO;, na atmosfera, ocasionou a
reducdo da densidade estomatica. Sugere-se que em funcdo do elevado
namero de estdmatos por area (Figura 7) e a auséncia de controle estomatico
em folhas oriundas de tratamentos sem membranas tenha contribuido para a
alta desidratacdo das folhas de féfia. A exposi¢do das vitroplantas em sistemas

de propagacdo in vitro que apresentem alta umidade relativa e baixa
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concentracdo de CO,, leva a producédo de estdmatos nao funcionais (Zobayed
et al., 2000). Observou-se que em vitroplantas cultivadas em condicGes de
enriquecimento de CO, ocorreu diminuicdo na densidade estomatica (Figura 7)
e, consequentemente reducdo na desidratacdo de folhas destacadas (Figura
5).

A aclimatizacdo de plantas crescidas in vitro as condi¢des ex vitro € um
passo determinante no sucesso da propagacdo in vitro em larga escala
(Pospisilova et al., 2007). Assim, o cultivo de vitroplantas de fafia em condi¢cdes
de enriqguecimento com CO, pode representar ganhos durante a aclimatizacéo,
visto que o elevado numero de estbmatos por area e a baixa regulacao
estomatica em folhas in vitro, tém se constituido nos principais fatores
relacionados a falta ou reduzida capacidade das plantas em controlar a
dessecacédo logo no inicio da aclimatizagdo sob condi¢des ex vitro (Hazarika,
2006).

Foi verificado que em condicbes de enriquecimento com CO, ocorreu
simultaneamente o estimulo do metabolismo priméario e reducdo do teor do
metabdlito secundario B-ecdisona na parte aérea das vitroplantas de fafia,
sugerindo que as mesmas aos 35 dias de cultivo ainda estavam em pleno
crescimento vegetativo. A cinética de crescimento das células vegetais
geralmente apresenta uma fase exponencial de crescimento, porém, muitos
metabdlitos secundarios sdo produzidos durante a fase estacionaria do
crescimento. A reducdo na producdo de metabdlitos secundarios durante os
estadios iniciais de crescimento, pode ser explicada pela aloca¢do de carbono
que ocorre principalmente, pelo metabolismo primario durante a fase de

crescimento (Neumann et al., 2009). Estes mesmos autores relatam que
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quando a fase de crescimento atinge uma condicdo estacionaria, ocorre
diminuicdo na demanda de carbono para o metabolismo primario e, 0s
compostos secundarios passam a ser mais ativamente sintetizados.

Além da concentracdo de CO;, na atmosfera, a presenca de membranas
no frasco de cultivo e a presenca ou auséncia de sacarose no meio de cultura
interferiram nas caracteristicas anatdbmicas das folhas de vitroplantas de féafia.
Caracteristicas anatdOmicas desfavoraveis ao crescimento, como reduzida
diferenciacdo do mesofilo e reduzida vascularizacdo, foram observadas em
vitroplantas de fafia com menor acumulo de massa seca. A alta umidade dentro
do frasco de cultivo e a limitacgdo na concentracdo de CO, durante o
fotoperiodo sao fatores que contribuem para a reduzida diferenciacdo do
mesofilo e do tecido vascular em plantas propagadas in vitro (Mohamed &
Alsadon, 2010). Estudos anatdbmicos em folhas de vitroplantas de Solanum
melongena L. cultivadas in vitro demonstram que o uso de vedagbes que
permitem as trocas gasosas no frasco de cultivo favorece a diferenciacdo de
tecidos parenquimaticos e vasculares (Ribeiro et al., 2009).

No presente estudo verificou-se que a P. glomerata apresenta potencial
para a propagacao in vitro em atmosfera com enriquecimento de CO,. Todas
as caracteristicas de crescimento das vitroplantas de fafia aumentaram em
condi¢cbes de elevacdo de CO,. Nessas condicbes de atmosfera enriquecida
com CO, foram produzidas vitroplantas de P. glomerata com caracteristicas
desejaveis para produgcdo clonal massal, sendo uma alternativa para o
estabelecimento de plantios comerciais que visem uniformidade e objetivem a

producéo de 20E.
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A menor perda relativa de agua das folhas oriundas de plantulas
cultivadas em meio de cultura com ou sem sacarose e em condicdo de
elevacdo de CO, mostra que um sistema fotoautotréfico ou fotomixotréfico com
enriguecimento de CO, é atrativo para a aplicacdo na producdo comercial
massal de mudas dessa espécie, possivelmente reduzindo as perdas que
ocorrem durante a aclimatizacdo ex vitro, devido a desidratacdo das
vitroplantas. Além disso, pode ser um sistema atrativo para estudos

relacionados a regulacéo da via de biossintese de p-ecdisona.
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CAPITULO I

Uso de fitas microporosas combinadas com
Politetrafluoretileno (PTFE): alternativa de baixo custo
para promover trocas gasosas e 0 crescimento in vitro

de Pfaffia glomerata (Spreng.) Pedersen
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1. INTRODUCAO

Na propagacéo in vitro de plantas, o sistema de vedacdo normalmente
utilizado em frascos tem como objetivo prevenir a desidratacdo dos explantes e
do meio de cultura, além de evitar contamina¢des por microrganismos, como
bactérias e fungos. Os tipos de vedacdes dos frascos mais empregados no
sistema convencional de propagacéo in vitro sdo: tampas rosqueaveis, filmes
de aluminio, filmes plasticos transparentes (cloreto de polivinila) e tampas
padrdo de polipropileno. Todos esses materiais por apresentarem propriedades
de barreira a gases normalmente restringem as trocas gasosas entre a
atmosfera interna do frasco de cultura e a atmosfera externa da sala de cultura.
Entretanto, existe grande interesse na promocédo da aeragdo dos frascos
utilizados na propagacao in vitro de plantas para minimizar as diferencas entre
0 ambiente gasoso in vitro e a atmosfera em torno do frasco (Zobayed, 2005).

Entretanto, esse tipo de vedacéo restringe as trocas gasosas entre 0s
ambientes in vitro e ex vitro, levando a desordens morfo-fisiologicas que
ocasionam altos indices de mortalidade de plantas durante a aclimatizagédo
(Nguyen & Kozai, 2005; Zobayed, 2006). Nessa condicdo de vedacao, ocorrem
baixas taxas de transpiracdo e de fotossintese, dificuldade na absorcédo de
agua e nutrientes, elevada taxa de respiracado no escuro, causando reducao na
taxa de crescimento dos explantes (Kozai et al., 1997). Além disso, a alta
umidade relativa no interior dos frascos de cultura diminui a deposicao de ceras
epicuticulares e o desenvolvimento de estdmatos funcionais nos explantes,
podendo ocasionar elevadas perdas durante a aclimatizacdo (Chandra et al.,

2010).
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O uso de diferentes tipos de vedacéo dos frascos de cultura in vitro que
permitam trocas gasosas pode aumentar o crescimento dos explantes e a
viabilizacdo de sistemas de propagacédo fotoautotréfica. A modificagcdo do
microambiente do frasco de cultura promovida pelas trocas gasosas favorece a
manutencao da concentracdo de CO, adequada para estimular a fotossintese e
reduz a concentracdo de etileno e a umidade relativa dentro dos frascos de
cultivo (Kozai & Kubota, 2001).

Nestes sistemas convencionais de propagacgao in vitro as trocas gasosas
sao realizadas pela ventilacdo natural que ocorre mediante a difusdo de ar na
area de contato entre a tampa e o frasco. Essa troca gasosa ocorre em funcéo
dos gradientes de pressao e temperatura entre o interior e o exterior do frasco,
pelo gradiente de concentracdo de gases (O,, CO,, vapor de agua, dentre
outros) e pela velocidade e padrdao de movimento do ar em torno do frasco
(Xiao et al., 2011).

A concentracdo reduzida de CO; no frasco de cultura durante o
fotoperiodo é parcialmente devido a baixa taxa de ventilagdo no sistema
tradicional de cultura in vitro, limitando a disponibilidade de CO, em frascos
pequenos. A baixa concentracdo desse gas inibe a atividade fotossintética das
plantas in vitro e forca o crescimento heterotrofico ou fotomixotréfico pela
absorcdo do acucar do meio de cultura como principal fonte de carbono
(Nguyen & Kozai, 2005).

O aumento ou a manutencdo da concentracdo de CO, durante o
fotoperiodo e a diminuicdo na umidade relativa no interior do frasco podem

reduzir o custo de producdo de plantas propagadas in vitro, devido a reducao
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das perdas durante a aclimatizacdo devido maior capacidade fotossintética dos
explantes (Kozai, 2010).

Para melhorar a ventilagdo de frascos na cultura in vitro de plantas tem
sido utilizadas tampas com membranas que permitem trocas gasosas,
reduzindo a wumidade relativa no interior do frasco de cultura,
consequentemente aumentando a evapotranspiracdo e a efetiva absorcdo de
agua e nutrientes pela planta (Xiao et al., 2011; Kozai, 2010). Além disso, 0 uso
de filmes permeaveis a gases contribuem para a reducdo da porcentagem de
hiperhidricidade (Kozai et al., 1997).

Atualmente, diferentes tipos de membrana tém sido disponibilizados
comercialmente para proporcionar trocas gasosas em frascos de cultura in vitro
de plantas, como: membranas MilliSeal® (MilliSeal, Nihon Millipore
Ltda.,Yonezawa, Japan), Milliwrap® (Millipore Corporation, USA), disco
transparente de polipropileno (Courtaulds Films, Bridgewater, Somerset, UK),
membranas de Teflon (Flora Laboratories; Australia), Suncap® (Sigma, USA) e
discos TQPL® (TQPL Supplies, UK) (Zobayed, 2005).

Diversas espécies ja foram propagadas in vitro com sucesso usando
membranas MilliSeal® para melhorar as trocas gasosas do frasco de cultura in
vitro, dentre essas: Azadirachta indica (Rodrigues et al., 2011), Solanum
melongena (Ribeiro et al.,, 2009), Pfaffia glomerata (larema, 2008), Uniola
paniculata (Valero-Aracama et al., 2007), Hypericum perforatum (Couceiro et
al., 2006), Alha gigraecorum (Zobayed et al., 2006), Eucalyptus tereticornis
(Shavalli Khan et al., 2002). Entretanto, o custo desses dispositivos que
permitem maiores trocas gasosas € alto, restringindo seu uso em sistemas

comerciais. A reducdo no pre¢co dessas membranas € necesséria para maior
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aplicabilidade na propagacdo autotréfica in vitro em larga escala (Nguyen &
Kozai, 2005).

Assim, o presente estudo teve como objetivo comparar a eficiéncia de
novos tipos de membranas de vedagéo com as membranas MilliSeal®, sobre a
morfogénese e o crescimento in vitro de P. glomerata (Spreng.) Pedersen, uma
importante planta medicinal produtora de fictoecdisteroides, conhecida
popularmente como fafia ou ginseng brasileiro. Pela primeira vez na literatura
relatado o wuso de fitas microporosas combinadas com fita de
Politetrafluoretileno (PTFE) como alternativa de baixo custo para promover

trocas gasosas e o0 crescimento in vitro de explantes clorofilados de plantas.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 Material vegetal

Segmentos nodais com aproximadamente 2 cm de comprimento, foram
retirados do acesso 22 pertencente ao banco de germoplasma de fafia mantido
in vitro na UFV em condi¢cdes fotomixotroficas, e foram utilizados como

explantes nesse experimento.

2.2 Condicdes de cultivo

Os explantes foram inoculados sem folhas em meio de -cultura
constituido pelos sais MS (Murashige & Skoog, 1962), vitaminas MS (0,5 mg L
! de &cido nicotinico, 0,5 mg L™ de piridoxina.HCI, 0,1 mg L™ de tiamina.HCl e 2
mg L™ de glicina), 100 mg L™ de mio-inositol e 30 g L™ de sacarose. O meio de
cultura teve o pH ajustado para 5,7 e geleificado com 7 g L™ de agar (Merck®,
Alemanha). Os sais do meio MS foram incorporados ao meio de cultura na
forma de po6 (Sigma Chemical Company, St. Louis, MO, USA; Cat. n° M5519).
O meio foi acondicionado em frascos de vidro com 12 cm de altura por 5 cm de
diametro interno, contendo aproximadamente 50 mL de meio em cada. O meio
de cultura foi esterilizado através da autoclavagem a 121 € e 1,5 atm durante
15 minutos. As culturas foram mantidas em 25 £ 2 € sob irradiancia de

60 pmol m? s™* com fotoperiodo de 16 h.
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2.3 Comparacao entre os sistemas de vedacao

Os tratamentos foram constituidos por diferentes tipos de vedacao:
1. TR: Tampa rigida de polipropileno autoclavavel; 2. MJ: TR com dois orificios
de 10 mm de diametro cobertos por membrana fluoroporo hidrofébica
[Politetrafluoretileno (PTFE); MilliSeal® Air Vent, Téquio, Jap&o]; 3, 4. C2 e M2:
membrana (Figura 1A) composta por duas camadas de fita microporosa C
(Cremer®) ou M (Missner & Missner®) e uma de PTFE Amanco® de 0,05 + 0,01
mm de espessura (C2 e M2, respectivamente); 5, 6. C3 e M3: membrana
(Figura 1B) composta por trés camadas de fita microporosa C ou M e uma de
PTFE Amanco® (C3 e M3, respectivamente), totalizando seis tratamentos. As
plantas crescidas em frascos com TR foram usadas como testemunha, por ser
a condicdo encontrada no sistema tradicional de propagacdo in vitro. As
plantas crescidas em frascos com tampas com MJ foram consideradas como
controle positivo pois, as membranas comerciais MJ séo eficientes no auxilio
do crescimento em diversas espécies de plantas cultivadas in vitro. Durante o
periodo de cultivo ndo foram realizados subcultivos. As tampas com
membranas foram esterilizadas através de autoclavagem, sendo que o0s
resultados apresentados se referem a membranas autoclavadas trés vezes.

O numero de trocas gasosas que cada membrana proporcionou nos
frascos foi determinado conforme metodologia descrita por Fujiwara & Kozai
(1995). Para tanto, o headspace (espaco livre do frasco) de cada frasco
contendo um diferente tipo de vedacao foi saturado com uma mistura de
diéxido de carbono (CO;) na concentracdo de 2,5%. As leituras da
concentracdo de CO; no interior do frasco foram realizadas com o equipamento

Head space Gas Analyzer 6600 (lllinois®). A estimativa do nimero de trocas
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gasosas por hora (N’) em cada condi¢ao de vedacéo foi estimada pela seguinte

C -C -
—Cl L (Fujiwara & Kozai, 1995). Em que T, representa o

1
equacdo: N'==In
T 2 out

tempo em horas entre as leituras em C; e C,; C; e C, a concentracdo de CO,
no interior do frasco nos tempos 1 e 2; C,y, a concentragdo de CO, no

ambiente externo ao frasco.

()

I:l Fita microporosa |:| PTFE Amanco®

Figura 1. Diagrama esquematico da montagem das membranas com fita
microporosa e filme de teflon. A: Membrana composta por duas camadas de
fita microporosa C ou M e uma de PTFE Amanco® (C2 e M2). B: Membrana
composta por trés camadas de fita microporosa C ou M e uma de PTFE (C3 e
M3).

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado com
6 tratamentos e 9 repetices. Cada repeticdo foi constituida por um frasco de
vidro com capacidade de 300 mL, contendo quatro segmentos nodais de fafia

(2 £0,1 cm de comprimento) e aproximadamente 50 mL de meio de cultura.
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2.4 Determinacdo da taxa de perda de vapor de agua de frascos com
diferentes vedacoes

Os frascos com os diferentes tipos de vedacdo foram caracterizados
quanto a taxa de perda de vapor d'agua (TPVA) na condicdo de 25°C e 30% de
umidade relativa (UR), por meio do método gravimétrico. Para tanto, frascos
vedados com tampa rigida ou tampas contendo as diferentes membranas e
20 mL de meio de cultura MS foram pesados em balanca analitica de preciséo
(0,001 g), a cada 24 horas, registrando-se a perda de peso durante uma

semana.

2.5 Microscopia de varredura

Trés amostras de cada fita microporosa ou de PTFE tiveram a estrutura
de sua superficie observada e registrada usando um microscoépio eletrénico de

varredura (Hitachi TM 3000).

2.6 Medidas de crescimento

As seguintes caracteristicas de crescimento foram avaliadas: altura, area
foliar, nimero de folhas, massa fresca (MFPA) e massa seca da parte aérea
(MSPA) e massa fresca (MFRA) e massa seca do sistema radicular (MSRA).
Todas as avaliacbes foram realizadas aos 35 dias ap0s a inoculacdo dos
explantes de féafia.

As amostras para a determinacdo da massa seca foram secas a 60 °C
em estufa com circulacdo forcada de ar, até atingir peso constante. Para a

estimativa da area foliar foi amostrada aleatoriamente uma vitroplanta, dentre
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as quatro presentes na unidade experimental, perfazendo sete amostras por

tratamento.

2.7 Determinacao dos pigmentos fotossintéticos

Para a determinacdo dos pigmentos fotossintéticos foram utilizados
quatro discos foliares com 7 mm de diametro retirados do terceiro par de folhas
expandidas a partir do meristema apical. Os discos foram incubados em 5 mL
de dimetilsulféxido (DMSO) durante 48 h em tubos mantidos no escuro, a
temperatura ambiente (Santos et al., 2008). Apds o periodo de incubacéo, a
absorbancia das amostras foi determinada nos comprimentos de onda de 665,
645 e 480 nm (Wellburn, 1994), usando um espectrofotdmetro Genesys 10UV
(Thermo Scientific) com cubeta de quartzo de 10 mm de caminho 6tico. O
calculo das concentracbes das clorofilas a (Cla), b (Clb), total (Cltotal) e
carotenoides foi baseado em metodologia descrita por Wellburn (1994). O teor
de clorofila foi determinado também pelo uso do SPAD-502 (Minolta, Osaka,
Japao). As leituras com o SPAD-502 foram realizadas em trés pontos do limbo
foliar do segundo par de folhas completamente expandidas, na face adaxial da

folha de uma das vitroplantas de cada unidade experimental.

2.8 Aclimatizacéo das plantas

As plantas de fafia foram aclimatizadas aos 35 dias, transferindo-as do
ambiente in vitro para recipientes (copos plasticos com capacidade de 300 mL)

contendo aproximadamente 260 cm?® de substrato comercial Bioplant®. A etapa
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de aclimatizacéo foi inicialmente conduzida em laboratorio, e posteriormente as

vitroplantas foram transferidas para casa de vegetacéao.

2.9 Analise estatistica

As caracteristicas avaliadas foram submetidas ao teste de Bartlett, os

dados de massa seca da parte aérea e taxa de perda de vapor d’agua foram
transformados, usando (\/;), para atender a pressuposi¢cao de homogeneidade
das variancias. Posteriormente os dados foram submetidos a analise de
variancia (ANOVA) e as médias foram comparadas pelo teste de Dunnett ao

nivel de 5% de probabilidade. Todas as analises estatisticas foram realizadas

no software SAS 9.1 (SAS Institute, 2003).
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3. RESULTADOS

3.1 Comparagao entre os sistemas de vedagao

a. Taxa de perda de vapor d’agua de frascos com diferentes vedacdes

A comparacao entre os sistemas de vedacao em relacdo a taxa de perda
de vapor d’agua (TPVA) nos diferentes sistemas de vedacdo encontram-se na
figura 2. Observa-se que ha diferencas significativas (p<0,05) entre os sistemas
de vedacéo avaliados durante 7 dias (Figura 2) em relacdo ao controle negativo
(TR) e ao positivo (MJ). As melhores respostas para TPVA foram observadas
em frascos com membranas que apresentaram maior permeabilidade ao vapor
de agua, sendo que M3 nédo diferiu do controle positivo MJ. O sistema de
vedacdo com M2 apresentou maior perda de agua, diferindo de MJ (Figura 2).
A vedacdo com membranas C2 e C3 apresentou valores intermediarios de
perda de agua, diferindo do controle positivo e do negativo. A testemunha
negativa (TR) apresentou a menor TPVA. Dentre as novas membranas
avaliadas, a M3 apresentou melhor desempenho, comparando-se a membrana
de Politetrafluoretiieno (PTFE) (MJ). O tratamento M2 apresentou melhor
desempenho do que M3, indicando assim que ha influéncia do numero de
camadas de fitas microporosas na confecgdo das membranas sobre a TPVA. E
importante salientar que quanto maior a TPVA maior sera desidratacdo do meio
de cultura. O numero de trocas gasosas por hora estimado com uso de CO2
em cada condicdo de vedacao do frasco de cultivo mostrou comportamento
semelhante a TPVA, sendo o seguinte: 0,03 (TR); 0,86 (MJ); 0,20 (C2); 0,22

(C3);0,76 (M2) e 0,77 (M3).
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Figura 2. Caracterizacdo dos frascos com diferentes veda¢des quanto a taxa
de perda de vapor d’agua (TPVA). A taxa de perda de vapor d'agua foi obtida

na condicdo de 25°C e 30% de umidade relativa (UR). Letras diferentes
representam diferenca estatistica pelo teste de Dunnett a 5% de probabilidade, letras
minUsculas comparam as médias com o controle negativo (TR) e mailsculas com o positivo
(MJ). TR: tampa rigida de polipropileno. MJ: TR com dois orificios cobertos com membranas
MilliSeal®; C2 e M2: TR com dois orificios cobertos com duas camadas de fita microporosa C
(Cremer®) ou M (Missner & Missner®) e uma de PTFE Amanco®; C3 e M3: TR com dois
orificios cobertos com trés camadas de fita microporosa C ou M e uma de PTFE Amanco®.

b. Microscopia eletrénica de varredura

Quando analisamos a superficie das membranas em microscopia
eletrbnica de varredura, verificou-se que os materiais utilizados na confeccéo
das novas membranas apresentam caracteristicas fisicas bem diferentes,
particularmente o arranjo, o tamanho e o niamero de poros (Figuras 3A e 3B).
Observa-se que a membrana PTFE MilliSeal® (MJ) apresenta arranjo uniforme
da fibras de PTFE e poros menores, quando comparado a membrana PTFE
Amanco®. Além disso, essa Ultima, apresenta maior acimulo de residuos sobre
as fibras e orificios maiores. Através da microscopia de varredura, foi possivel
observar que o arranjo das fibras que compde as fitas microporosas € irregular

(Figuras 3A e 3C). A fita microporosa Missner & Missner® apresenta poros
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grandes, e em maior nimero na face com adesivo, quando comparado a
mesma face da fita microporosa Cremer® (Figuras 3B e 3D, respectivamente),

0 que resulta em maior capacidade para trocas gasosas.

Figura 3. Caracterizagdo em microscopia eletrénica de varredura da superficie
dos materiais usados nos diferentes tipos de vedagéo. A,C: Face sem adesivo
da fita microporosa Missner & Missner® ou Cremer® (barra= 200 pm). B, D: Fita
Missner & Missner® ou Cremer® com adesivo (barra= 200 um). E, F: Membrana
de PTFE MilliSeal® ou Amanco® (barra= 10 pym). Or = orificio; Ad= adesivo.
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c. Crescimento das vitroplantas

O tipo de vedacdo dos frascos influenciou significativamente (p<0,05)
(Figura 4) as trocas gasosas entre o ambiente interno e o externo ao frasco, e
consequentemente, o crescimento das vitroplantas de P. glomerata.

Aos 35 dias de cultivo, foi observado que as vitroplantas de fafia
apresentaram maior altura quando os frascos foram vedados com membranas,
quando comparado a testemunha negativa (TR). Entre os sistemas de
membranas ndo houve diferencas significativas (p>0,05) dos tratamentos em
relacdo ao controle positivo MJ (Figura 4A), as maiores meédias foram obtidas
nos tratamentos MJ, M2 e M3 (Figura 4A).

Quanto ao numero de folhas por vitroplanta, observa-se decréscimo com
a presenca de membranas permeaveis a gases nas tampas dos frascos de
cultivo (Figura 4B), C2 néo diferiu do controle negativo. Os tratamentos com
membrana n&o diferiram do controle positivo MJ (Figura 4B). Portanto, o0 maior
namero de folhas foi registrado em frascos sem membranas (TR), as
vitroplantas cultivadas em frascos com as membranas M3 e M2 apresentaram
0 menor numero médio de folhas.

A massa fresca da parte aérea das vitroplantas de fafia ndo apresentou
diferencas significativas em resposta aos diferentes tipos de vedacdo dos
frascos de cultivo com membranas em relagéo ao controle positivo (Figura 4C),
porém o controle positivo diferiu de TR. A massa fresca do sistema radicular
também ndo diferiu entre os tratamentos com membrana em relacdo ao
controle MJ (p>0,05) (Figura 4D), porém MJ e M3 diferiram do controle
negativo (TR), apresentando o maior acumulo de MFRA das vitroplantas

cultivadas. Nos tratamentos C2, C3 e M2 foram encontrados valores
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intermediarios de MFRA e néao diferiram (p>0,05) de RP, apresentou a menor
média.

O acumulo de biomassa seca na parte aérea das vitroplantas de fafia foi
aumentado (p<0,05) pela presenca de membranas que proporcionam trocas
gasosas, diferindo significativamente do controle negativo TR (Figura 4E). As
maiores meédias foram observadas em M3 e M2, néo diferindo de MJ. Em C2 e
C3 as médias de acumulo de biomassa apresentaram-se intermediarias, a
menor média foi observada no controle TR. O acumulo de massa seca no
sistema radicular das vitroplantas de fafia também foi aumentado (p<0,05) com
a presenca de membranas (Figura 4F), sendo as maiores médias observadas
em M3 e M2, nédo diferindo de MJ. Em TR observou-se o menor acumulo de
massa seca, nao diferindo dos tratamentos C2 e C3.

A area foliar das vitroplantas de fafia foi influenciada significativamente
(p<0,05) pelo tipo de vedacéo do frasco de cultivo (Figura 4G). A maior area
foliar ocorreu em vitroplantas cultivadas nos sistemas de vedacdo MJ e C3,
sendo que os tratamentos C2, M2 e M3 apresentaram valores intermediarios, a
presenca de membrana na vedacdo aumentou significativamente a area foliar
em relacdo ao controle TR (Figura 4G). A area foliar em vitroplantas cultivadas
em frascos com membranas n&o apresentou diferenca significativa em relagéo
a MJ (Figura 4G). O tratamento com TR apresentou a menor média de area
foliar por vitroplanta.

Em termos gerais, as vitroplantas de fafia apresentaram os menores
valores das caracteristicas de crescimento nos tratamentos sem a utilizacdo de
tampas com membranas para trocas gasosas (Figura 4), a excecao do numero

de folhas e MFPA. Enquanto que em frascos com maiores trocas gasosas e
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maior taxa de perda de vapor d’agua observou-se as maiores médias de

crescimento para as caracteristicas avaliadas, exceto a area foliar (Figura 4).
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Figura 4. Caracteristicas de crescimento de vitroplantas de Pfaffia glomerata
propagadas em diferentes condi¢cdes de vedacgdo, aos 35 dias. A: Altura. B:
Numero de folhas. C: Massa fresca da parte aérea. D: Massa fresca do sistema
radicular. E: Massa seca da parte aérea. F: Massa seca do sistema radicular.G:
Area foliar. Letras diferentes representam diferenca estatistica pelo teste de Dunnett a 5% de
probabilidade, letras minlsculas comparam as médias com o controle negativo (TR) e
mailsculas com o positivo (MJ). TR: tampa rigida de polipropileno. MJ: TR com dois orificios
cobertos com membranas MilliSeal®; C2 e M2: TR com dois orificios cobertos com duas
camadas de fita microporosa C (Cremer®) ou M (Missner & Missner®) e uma de PTFE
Amanco®; C3 e M3: TR com dois orificios cobertos com trés camadas de fita microporosa C ou
M e uma de PTFE Amanco®.
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Figura 5. Aspecto das vitroplantas de Pfaffia glomerata propagadas em
diferentes condi¢cbOes de vedacédo, aos 35 dias. A: Detalhe dos diferentes tipos
de vedacao. B: Aspecto das vitroplantas de fafia nos diferentes tratamentos. C:
Sistema radicular das vitroplantas de fafia nos diferentes tratamentos. D:
Detalhe do esgotamento do meio de cultura nos diferentes tratamentos. Barra =
3 cm.
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d. Teores de pigmentos fotossintéticos

Os teores de pigmentos fotossintéticos das folhas de fafia variaram
significativamente (p<0,05) entre os diferentes tipos de vedacdo em relacéo
aos controles positivo e negativo, aos 35 dias de cultura in vitro. O teor de
clorofila a oscilou entre os tratamentos de 14 a 50 pg cm?, clorofilab de 5 a 17
ng cm, clorofila total de 19 a 66 pg cm™ e de carotenoides de 3 a 9 ug cm™
(Figura 6). Os melhores desempenhos em relacdo aos pigmentos
fotossintéticos foram atribuidos aos sistemas de vedacdo MJ, M2 e M3, os
quais nao diferem estatisticamente (p>0,05). As vitroplantas de féafia cultivadas
em frascos vedados com membranas MJ e M3 produziram trés vezes mais
clorofila total do que o tratamento TR (controle negativo).

Os sistemas C2 e C3 apresentaram desempenho intermediario, diferindo
estatisticamente do controle negativo e do positivo (Figura 6). As vitroplantas
cultivadas em frascos vedados com TR apresentaram 0s menores valores para
essas caracteristicas. A estimativa do teor total de clorofila pelo SPAD
apresentou comportamento similar aquele estimado pelo método de extracéo
com DMSO (Figura 6C, 6E).

As vitroplantas de fafia cultivadas sob diferentes tipos de vedacado e
transferidas para condicdes ex vitro, apresentaram 100% de sobrevivéncia. No
transplantio para substrato no inicio da aclimatizacdo foi observado maior
desidratacdo das vitroplantas oriundas do tratamento TR. Apd6s 30 dias do
inicio da aclimatizacdo néo foram observadas diferengas morfolégicas entre as

vitroplantas oriundas dos diferentes tratamentos.
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Figura 6. Pigmentos fotossintéticos de folhas de vitroplantasde Pfaffia
glomerata propagadas in vitro em diferentes condicfes de trocas gasosas, aos
35 dias de cultivo. A: Clorofila a. B: Clorofila b. C: Clorofila total. D:
Carotenoides. E: Teor de clorofila em SPAD. Letras diferentes representam diferenca
estatistica pelo teste de Dunnett a 5% de probabilidade, letras minlUsculas comparam as
médias com o controle negativo (TR) e mailsculas com o positivo (MJ). MJ: TR com dois
orificios cobertos com membranas MilliSeal®; C2 e M2: TR com dois orificios cobertos com
duas camadas de fita microporosa C (Cremer®) ou M (Missner & Missner®) e uma de PTFE

Amanco®; C3 e M3: TR com dois orificios cobertos com trés camadas de fita microporosa C ou
M e uma de PTFE Amanco®.
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4. DISCUSSAO

No presente estudo foi observado que o tipo de vedagao influenciou o
crescimento de vitroplantas de P. glomerata, vedacdes que apresentaram
maiores trocas gasosas possibiliataram aumento do crescimento. Resultados
de larema (2008) mostram que a aeracdo dos frascos de cultura com
membranas comerciais de PTFE (MilliSeal® Air Vent, Téquio, Jap&o) favoreceu
o crescimento de vitroplantas de fafia tanto em condigbes fotomixotroficas
como fotoautotroficas. O estimulo de trocas gasosas entre 0 ambiente interno e
0 externo ao frasco favorece a absorgcéo pelas plantas dos nutrientes do meio
de cultura, aumentando o crescimento dos explantes (Arigita et al., 2010). O
presente estudo mostra que em tratamentos em que ocorreu maior perda de
vapor de agua as vitroplantas de fafia apresentaram maior crescimento
(Figuras 4 e 5). Além disso, o0 aumento das trocas gasosas entre o ambiente
interno ao frasco de cultura e o meio externo, pode reduzir a hiperhidricidade
dos explantes cultivados in vitro (lvanova & Van Staden, 2010). As vitroplantas
de féfia cultivadas nas diferentes condicbes de vedacdo ndo apresentaram
sintomas de hiperhidricidade.

Em sistemas de propagacéo in vitro, o uso de membranas que permitem
trocas gasosas entre 0 ambiente externo e o interno ao frasco aumenta a
ventilacdo natural, proporcionando uma concentracdo de CO, adequada,
resultando no aumento da fotossintese e taxa de crescimento (Kozai, 2010).
Em nosso trabalho, as vitroplantas de fafia cultivadas em frascos contendo
membranas apresentaram maior acumulo de massa seca na parte aérea e
sistema radicular (Figuras 4 e 5), evidenciando a importancia das trocas

gasosas na morfogénese in vitro. Diversos estudos relatam que o aumento das
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trocas gasosas nos frascos utilizados na propagacao in vitro de plantas
favorece o desenvolvimento dos explantes (Rodrigues et al., 2011; Ribeiro et
al., 2009; larema, 2008; Valero-Aracama et al., 2007; Couceiro et al., 2006;
Zobayed et al., 2006; ShaValli Khan et al., 2002).

No sistema tradicional de propagacao in vitro a elevada umidade relativa
no interior dos frascos reduz a transpiracdo e como consequéncia pode
diminuir o transporte de ions dependentes do fluxo de massa. Observou-se que
vitroplantas de fafia crescidas em frascos com vedacdo MJ ou M3
apresentaram aumento nos valores das caracteristicas de crescimento em
relacdo aos demais tratamentos, nesses dois tipos de vedacdes foram
observadas maior perda de agua do sistema (Figura 2). O estimulo ao
crescimento pode estar relacionado a melhor nutricdo das vitroplantas,
relacionada com o maior transporte de ions absorvidos do meio de cultura
através do fluxo da seiva do xilema, fluxo este estimulado pela diminuicdo da
umidade relativa in vitro devido a perda de agua do sistema através da
transpiracdo. Acredita-se que a elevacao da transpiracdo nas folhas de plantas
€ requerida para o transporte em longas distancias dos nutrientes na seiva do
xilema (Tanner & Beevers, 2001). Em P. glomerata foi observado que o
aumento das trocas gasosas no frasco de cultivo proporciona maior absorgéo
de nutrientes (larema, 2008).

Em relacdo ao teor de pigmentos fotossintéticos, 0 aumento das trocas
gasosas acarretou aumento da biossintese de pigmentos nas folhas das
vitroplantas de fafia. Resultados similares foram relatados para outras espécies
(Mohamed & Alsadon, 2010; Ivanova & Van Staden, 2010; larema, 2008). A

diminuicdo no teor de clorofila em explantes cultivados em frascos com
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reduzidas trocas gasosas pode estar relacionada ao alto acumulo de etileno,
fato esse foi demostrado em Brassica oleracea pelo aumento do teor de
clorofila em condi¢des de inibicdo da acdo do etileno com nitrato de prata (10
HM) e pelo aumento das trocas gasosas no frasco de cultivo (Zobayed et al.,
1999). O menor teor de pigmentos fotossintéticos nas vitroplantas de féafia
esteve associado a sistemas de vedacao que proporcionaram menores perdas
de umidade do frasco de cultivo (Figura 2). Sugerindo assim que em frascos
com menor perda de agua, ocorreu maior saturacdo de umidade no
microambiente do frasco, diminuindo o teor de pigmentos fotossintéticos.
Estudos com outras espécies de plantas sustentam essa hipotese, em que o
aumento da umidade relativa in vitro pode reduzir o teor de pigmentos
fotossintéticos (Cha-umet al., 2010; Chanemougasoundharam et al., 2004).

A aclimatizacdo de vitroplantas com teor reduzido de pigmentos
fotossintéticos pode comprometer a aclimatizacdo das mesmas para condicdes
ex vitro (Chanemougasoundharam et al., 2004). O acumulo de clorofila total
nas vitroplantas de fafia cultivadas em frascos com as membranas M3 ou MJ
foi semelhante. Os resultados de aclimatizacdo mostram que houve 100% de
sobrevivéncia das vitroplantas de fafia em todos os tratamentos, entretanto,
plantulas com maior crescimento in vitro podem apresentar maior vigor durante
a aclimatizacdo devido a caracteristicas morfo-fisiologicas.

Os resultados obtidos no presente estudo com vitroplantas de fafia
reforcam os relatos que existem na literatura sobre os efeitos das trocas
gasosas na morfogénese in vitro (Rodrigues et al., 2011; Ribeiro et al., 2009;
larema, 2008; Valero-Aracama et al., 2007; Couceiro et al., 2006; Zobayed et

al., 2006; ShaValli Khan et al., 2002).
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Dentre as membranas testadas, a M3 apresentou semelhanca com a MJ
em relagcdo as caracteristicas avaliadas nas vitroplantas de féfia cultivadas in
vitro. Entretanto, a membrana M3 possui um custo de producdo de R$ 0,10
(dez centavos) por unidade, enquanto que a membrana comercial MJ possui
um custo aproximado de R$ 1,20 (um real e vinte centavos) por unidade.
Assim, a utilizacdo da membrana M3 para a promocao de trocas gasosas em
frascos de cultivo in vitro de plantas torna-se atrativa, pois apresenta custo
reduzido, constituindo uma perspectiva de utilizacdo na propagacao in vitro
comercial em larga escala em sistemas de propagacdo fotomixotrofica e

fotoautotrofica.
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CAPITULO Il

O enriguecimento com CO , e o tipo de suporte dos
explantes promovem o crescimento e o acumulo de B-
ecdisona em vitroplantas de  Pfaffia glomerata (Spreng.)

Pedersen em condicdes fotoautotroficas
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1. INTRODUCAO

Na propagacéo in vitro de plantas é usado tradicionalmente agar como
agente geleificante do meio de cultura para fornecer suporte aos explantes
(Thorpe et al., 2008). Entretanto, diferentes tipos de substratos porosos tém
sido usados como suporte dos explantes na propagacédo in vitro de plantas,
como vermiculita (Tibola et al., 2004; Xiao & Kozai, 2006; Cha-um et al., 2011),
combinacdo de vermiculita e fibra de celulose (Florialite®) (Zobayed et al.,
1999; Afreen-Zobayed et al., 2000; Xiao & Kozai, 2006; Marriott & Sarasan,
2010), bagaco de cana (Mohan et al., 2004), perlita (Lucchesini et al., 2006) e
‘rockwool’ (Norikane et al., 2010). O uso de substratos porosos na propagacao
in vitro de plantas aumenta a condutividade hidraulica em relacdo ao meio de
cultura geleificado com &gar, favorecendo a absor¢cdo dos nutrientes do meio
de cultura (Kozai, 2010). Em consequéncia do favorecimento da nutricdo, o
material de suporte desempenha papel fundamental na propagacéo in vitro de
plantas, podendo elevar o vigor das vitroplantas e, consequentemente,
aumentar a porcentagem de sobrevivéncia durante a aclimatizacdo (Afreen-
Zobayed et al., 1999).

O enriquecimento da atmosfera in vitro com CO, tem sido outro fator
essencial para o aumento do crescimento e producdo de vitroplantas de
qualidade capazes de aclimatizar com sucesso (Kozai, 2010; Xiao et al., 2011).
Em condic¢des fotoautotroficas in vitro, o CO; e a luz s&o os fatores que afetam
diretamente o crescimento e a capacidade fotossintética das vitroplantas
(Kozai, 2010; Norikane et al., 2010). Existem varios relatos na literatura
mostrando que na propagacao in vitro de plantas e a elevagéo na concentracéo

de CO, na atmosfera aumenta o crescimento dos explantes (Kozai, 2010;
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Norikane et al., 2010; Badr et al., 2011; Cha-um et al., 2011; Xiao et al., 2011).
A variacdo na concentracdo de CO, na atmosfera leva a mudancas no
metabolismo da planta, podendo diminuir (Norikane et al., 2010) ou aumentar
(Possell & Hewitt, 2009; Yang et al.,, 2010) a atividade da Rubisco, causar
mudancas ultraestruturais (Lucchesini et al.,, 2006), influenciar o perfil
metabdlico (Badr et al.,, 2011) e o acumulo de metabdlitos secundarios
(Zobayed et al., 2003; Mosaleeyanon et al., 2005; Schonhof et al., 2007; Yang
et al., 2010).

A Pfaffia glomerata é uma planta medicinal, a qual ocorre naturalmente
no Brasil (Pott & Pott, 1994), com grande importancia econdmica devido a
producdo de metabolitos secundarios como a B-ecdisona (20E) (Festucci-
Buselli et al., 2008a). Em P. glomerata (fafia, ginseng brasileiro) a propagacéo
in vitro tem sido estabelecida através do método tradicional com o uso de agar
e em condicdes heterotroficas através da proliferacdo de gemas axilares
(Russowski & Nicoloso, 2003; Nicoloso et al., 2008; Maldaner et al., 2006;
Skrebsky et al., 2006; Flores et al., 2010). Entretanto, estudos apontam para o
sucesso da propagacéo in vitro de P. glomerata em condi¢cfes fotoautotréficas
(larema, 2008) e em condi¢cbes de enriquecimento de CO, (Capitulo 1), ambos
0s estudos usando agar como suporte dos explantes.

Assim, o presente estudo tem como objetivo maximizar as condi¢Ges de
crescimento de in vitro através do uso de substrato poroso combinado com o
enriqguecimento da atmosfera com CO,, visando a aplicacdo em sistemas de
propagacdo in vitro em larga escala. A descricdo das modificacdes
ultraestruturais que ocorrem em resposta ao enriquecimento da atmosfera com

CO, pode gerar informacbes que levem ao entendimento de mudancgas que
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ocorrem na planta num sistema fotoautotrofico com elevacdo da concentracéo
de CO, na atmosfera. Além disso, o acumulo de metabolitos e atividade da
Rubisco pode estar associado a mudancas das condi¢coes de cultivo in vitro. O
presente estudo descreve como a influéncia do tipo de substrato (suporte do
explante) combinado com o enriquecimento da atmosfera com CO, afeta o
desenvolvimento de vitroplantas de P. glomerata. Caracteristicas de
crescimento, acumulo de metabdlitos, atividade da Rubisco e mudancas na

ultraestrutura das folhas das vitroplantas de fafia sdo relatados e discutidos.
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2. MATERIAL E METODOS
2.1 Material vegetal e condi¢des de cultura

Segmentos nodais (2 cm de comprimento), sem folhas e com dois
meristemas axilares pré-existentes, foram retirados de vitroplantas de féafia
mantidas sob condi¢cdes fotomixotréficas e inoculados em meio de cultura
constituido pelos sais MS (Murashige & Skoog, 1962), vitaminas MS (0,5
mg L* de é&cido nicotinico, 0,5 mg L™ de piridoxina.HCI, 0,1 mg L™ de
tiamina.HCl e 2 mg L™ de glicina) e 100 mg L™ de mio-inositol. O meio de
cultura teve o pH ajustado para 5,7 e esterilizado por autoclavagem a 121°C e
1,5 atm durante 15 minutos. Os sais do meio MS foram incorporados ao meio
de cultura na forma de po (Sigma Chemical Company, St. Louis, MO, USA;
Cat. n°> M5519). As culturas foram mantidas em meio de cultura sem sacarose
e sala de crescimento a 28 + 2° C, sob irradiancia de 150 pmol m? st e
fotoperiodo de 16 h.

As trocas gasosas entre o microambiente do frasco e o ambiente da sala
de crescimento foram proporcionadas por dois orificios de 10 mm de diametro
na tampa do frasco cobertos por membrana fluoroporo hidrofébica (PTFE;
MilliSeal® Air Vent, Téquio, Japdo) de 0,45 pym de poro. O nimero de trocas
gasosas de cada frasco com membrana foi estimado conforme Fujiwara &
Kozai (1995) em 0,36 trocas por hora, sendo que no frasco sem membrana as
trocas foram consideradas como zero. Durante o periodo de cultivo de 35 dias
nao foram realizados subcultivos.

Para a obtencdo da atmosfera enriquecida com CO, ou com a

concentracdo ambiente, os frascos de cultivo foram colocados dentro de uma
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camara de acrilico (41 cm de largura x 26 de altura x 50 cm comprimento). O ar
enriquecido com CO; (mistura do ar ambiente com CO, comercial) foi injetado
na camara com fluxo de 1 L min™, e a umidade relativa no interior da mesma foi
mantida em 50 + 10%. A concentracdo de CO, do ar utilizado no tratamento de
1000 pmol mol™* de CO, foi ajustada com auxilio de um analisador de gas no
infravermelho modelo S153 CO, Analyzer da Quibit System.

O delineamento experimental utilizado foi em delineamento inteiramente
casualizado com 10 repeticbes. Cada repeticéo foi constituida por um frasco de
750 mL formado pela unido de duas Magentas® (Sigma Chemical Company,
EUA) de polipropileno invertidas e unidas por acopladores (Sigma Chemical
Company, EUA), contendo cinco segmentos nodais e aproximadamente 100
mL de meio de cultura.

Os tratamentos foram estabelecidos em esquema bifatorial, constituidos
pela combinacédo de dois ambientes (380+20 ou 1000+100 pmol mol™ de CO,)
combinados com dois tipos de suporte do explante [Florialite® (mistura de
vermiculita e celulose, Nisshinbo Industries, Japdo) ou &gar Merck®,

totalizando quatro tratamentos.

2.2 Medidas de crescimento

Foram avaliadas as seguintes caracteristicas de crescimento nas
plantulas de fafia: altura, massa seca da parte aérea (MSPA) e sistema
radicular (MSRA) e massa seca total (MStotal). Todas as avaliacbes foram
realizadas aos 35 dias de crescimento in vitro. As amostras para a
determinacdo da massa seca foram secas a 60 °C em estufa com circulacéo

forcada de ar, durante trés dias.
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2.3 Determinacao dos pigmentos fotossintéticos

Quatro discos foliares com 7 mm de diametro foram retirados do terceiro
par de folhas expandidas a partir do meristema apical e incubados em 5 mL de
dimetilsulféxido (DMSO) durante 48 h em tubos mantidos no escuro, a
temperatura ambiente (Santos et al., 2008). Posteriormente, a absorbancia das
amostras foi determinada nos comprimentos de onda de 665, 645 e 480 nm
(Wellburn, 1994), usando um espectrofotometro Genesys 10UV (Thermo
Scientific, EUA) com cubeta de quartzo de 10 mm de caminho 6tico. O célculo
das concentracbes das clorofilas a, b e carotenoides foi baseado em

metodologia descrita por Wellburn (1994).

2.4 Avaliacdo da atividade da Rubisco

A extracdo da Rubisco (EC 4.1.1.39) foi realizada conforme metodologia
proposta por Geigenberger & Stitt (1993). O preparo dos meios de reacao para
a atividade da Rubisco basearam-se em Geigenberger & Stitt (1993) e Sharkey
et al. (1991). Foram usados dois meios de reacdo, nos quais avaliou-se a
atividade da Rubisco em velocidades inicial e total. Apos a adicdo de RuBP
(ribulose 1,5 bisfosfato) aos meios de reacdo, observou-se a oxidagdo do
NADH por 30 minutos, em leitura espectrofotométrica efetuada a 340 nm. Os
resultados foram expressos em nmol g massa fresca™ s*, a ativacdo em

porcentagem.

82



2.5 Determinacao de fendis, acucares e amido

Para a determinacdo de amido (%), fendis soltveis totais (FEN) (%) e
acucares solaveis totais (AST) (%) foi utilizada uma amostra de
aproximadamente 25 mg de massa seca de folhas para cada repeticdo. Para
isso, a cada amostra foram adicionados uma mistura de metanol/cloroférmio
(1:1) (Bligh & Dyer, 1959), mantidas sob agitacao durante 30 min, seguida de
centrifugacéo a 4000 g por 5 min. O sobrenadante foi coletado e, apés a adicéo
de agua, sob agitacao, a mistura foi centrifugada (4000 g, 5 min), separando-se
a fase cloroférmio da fase metanol/agua.

A concentragédo de FEN foi determinada colorimetricamente (725 nm) no
extrato da fase metanol/agua, utilizando-se do reagente de Folin-Ciocalteu (1:1)
e acido tanico como padrdo. No pellet resultante da extracéo
metanol/cloroférmio determinou-se a concentracdo de amido; para tal, aos
tubos contendo o pellet foi adicionado HCI 3%, permanecendo por 3 h a 100°C,
com a finalidade de quebrar o amido e, apds centrifugacédo a 4000 g por 5 min,
0 sobrenadante foi coletado e os agucares resultantes da hidrélise 4cida, assim
como 0s aguUcares sollveis presentes no sobrenadante da fase metanol/agua,
foram determinados colorimetricamente (620 nm) usando-se 0 reagente de

antrona (Fales, 1951).

2.6 Determinacao do teor de B-ecdisona

O teor de [B-ecdisona (20E) foi determinado nas folhas e caule das
vitroplantas de fafia pela técnica de cromatografia liquida de alta eficiéncia

(CLAE), analisando-se amostras obtidas por extrato metandlico (Kamada et al.,
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2009). O teor de 20E nao foi determinado nas raizes devido a baixa producéo

de massa seca.

2.7 Microscopia eletrénica de transmissao (MET)

Para analise ultraestrutural, amostras foliares das vitroplantas de féafia
foram fixadas em solugdo de Karnovsky [solucdo de glutaraldeido (2,5%) e
paraformaldeido (4%), em tampdao cacodilato de sodio (pH 7,2), acrescido de
cloreto de célcio 5 mM] (Karnovsky, 1965). Posteriormente, foram submetidas a
pés-fixagdo com tetréxido de ésmio a 1%, desidratadas em série de
concentracdo crescente de acetona, infiltradas e polimerizadas em resina
epOxica de baixa viscosidade Spurr. Os blocos foram preparados para
ultramicrotomia em um desbastador (EM Trim, Leica Microsystems Inc., USA).
Seccgdes com 70 nm de espessura foram obtidas em um ultramicrotomo (Leica
UC6, Leica Microsystems Inc., USA) e contrastadas com acetato de uranila e
citrato de chumbo (Reynolds, 1963). As analises foram realizadas em
microscoépio eletrénico de transmisséo, em 80 kV, com camera digital acoplada

(EM900, Zeiss, Alemenha) do NAP/MEPA (ESALQ/USP).
2.8 Andlise estatistica

Todas as caracteristicas avaliadas foram submetidas ao teste de Bartlett

para verificar a homogeneidade das variancias. Para as analises estatisticas

foram transformadas, usando-se \& para as seguintes caracteristicas: altura,
massa seca da parte aérea, radicular e total. Todas as analises estatisticas

foram efetuadas usando o software SAS 9.0 (SAS Institute, 2003).
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3. RESULTADOS

3.1 O crescimento das vitroplantas de fafia € aumen tado em fungédo do
tipo de suporte e da concentracdo de CO , no ambiente

Houve incremento em todas as caracteristicas de crescimento das
vitroplantas de féfia cultivadas em atmosfera enriquecida com CO, (1000 pumol
mol™) (Figuras 1 e 2) em relacdo a concentracéo controle de CO,.

A altura n&o variou significativamente em relacdo ao tipo de suporte
(4gar ou Florialite®), porém o aumento na concentracdo de CO, no ambiente de
360 para 1000 pmol mol™* acarretou no aumento da altura das vitroplantas de
fafia (Figura 1), ndo havendo interacao significativa entre os fatores (p>0,05). O
cultivo em Florialite®, sob 1000 umol mol* de CO,, acarretou em aumento
significativo (p<0,05) da MSPA, MSRA e MStotal em relacdo aquele em agar e
no mesmo ambiente (Figura 1). O ganho de massa seca na parte aérea das
vitroplantas cultivadas em Florialite®, e em ambiente com 1000 pmol mol™ de
CO, foi de 3,2 vezes em relagdo ao ambiente controle. No ambiente com 360
pumol mol™ de CO, foram observadas as menores médias das caracteristicas
de crescimento (Figura 1), sendo que nao ocorreu diferenca significativa entre
o crescimento em &gar ou Florialite®. Em MSPA, MSRA e Mstotal ocorreu
interacao significativa entre os fatores (p>0,05) tipo de suporte e concentracao
de CO; no ambiente (Figura 1). Na condicdo de enriqguecimento com CO,,
ocorreu aumento nestas caracteristicas (MSPA, MSRA e Mstotal) em relacéo

ao tipo de suporte agar.
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Figura 1. Variaveis de crescimento de vitroplantas de Pfaffia glomerata
propagadas in vitro em diferentes suportes e concentracbes de CO,, aos 35

dias de cultivo. Letras mindsculas comparam médias (p<0,05) pelo teste de Tukey entre
tratamentos na variavel altura. Nas demais caracteristicas letras mindsculas comparam médias
(p<0,05) dentro de cada ambiente e mailsculas comparam médias do tipo de suporte entre
ambientes.

86
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Figura 2. Aspecto geral da cultura in vitro de Pfaffia glomerata. A: Detalhe da
vedacdo usada nos frascos. B, D, E: Vitroplantas crescidas em Florialite® em
1000 ou 360 pmol mol™ de CO,. C, F, G: Vitroplantas crescidas em agar em
1000 ou 360 pmol mol™* de CO,. Barra = 2 cm.
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3.2 Os pigmentos fotossintéticos aumentam com a ele  vacdo de CO, e em
resposta ao tipo de suporte em baixa concentragdod e CO;

O tipo de suporte (a4gar ou Florialite®) e a concentracdo de CO; no
ambiente (360 ou 1000 pmol mol™) influenciaram significativamente o teor de
clorofilas a, b, total e carotenoides nas folhas (Figura 3). Vitroplantas de fafia
cultivadas em meio com &gar ou Florialite® e em 1000 pmol mol* de CO,

apresentaram aumento no teor de todos os pigmentos fotossintéticos (Figura

3).
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Figura 3. Pigmentos fotossintéticos de folhas de vitroplantas de Pfaffia

glomerata, aos 35 dias de cultivo. Letras mindsculas comparam médias (p<0,05) pelo
teste de Tukey dentro de cada ambiente. Letras mailsculas comparam médias do tipo de
suporte entre ambientes.
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Em ambiente com 360 pmol mol* em Florialite® ocorreu aumento
significativo (p<0,05) no teor de clorofilas a, b, total e carotenoides de
vitroplantas em relacdo ao cultivo em agar e nesse mesmo ambiente (Figura 3).
No ambiente com 1000 pmol mol* de CO, o teor de pigmentos ndo variou
significativamente em relacdo ao tipo de suporte do explante, agar ou

Florialite®, ndo ocorrendo interacéo significativa entre os fatores.

3.3 A atividade da Rubisco nao foi influenciada pel  os tratamentos

A atividade da Rubisco nao diferiu (p>0,05) entre os tratamentos, tanto
na atividade inicial, final e no estado de ativagao (Figura 4). Entretanto, foram
observadas maiores meédias de atividade inicial e final em vitroplantas
cultivadas em meio de cultura com agar e em ambiente com 1000 pmol mol™
de CO,. O estado de ativacdo da Rubisco das vitroplantas apresentou maiores
médias no ambiente com 1000 umol mol* de CO,, independendo do tipo de

suporte (Figura 4).
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Figura 4. Atividade da Rubisco em folhas de vitroplantas de Pfaffia glomerata.

MF= massa fresca. Letras minGsculas comparam médias (p<0,05) dentro de cada
ambiente, com o teste de Tukey.

3.4 O teor de amido, FST e AST variou em funcdo das concentracdes de
CO; e com o tipo de suporte

As vitroplantas de fafia cultivadas em 360 ou 1000 pmol mol* de CO,
ndo apresentaram diferencas significativas (p>0,05) quanto ao acumulo de
amido (Figura 5) nas folhas. Porém, vitroplantas cultivadas em &agar
apresentaram maior acimulo de amido em relacdo as cultivadas em Florialite®

(Figura 5), ndo ocorrendo interacdo entre os fatores tipo de suporte e

concentracédo de CO; para o acumulo de amido.
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Figura 5. Teor de amido, fendis sollveis totais (FST) e agucares sollveis totais
em folhas de vitroplantas de Pfaffia glomerata. Letras mindsculas comparam médias
(p<0,05) pelo teste de Tukey entre tratamentos no teor de amido e FST. Em AST letras
minUsculas comparam médias (p<0,05) dentro de cada ambiente e mailsculas comparam
médias do tipo de suporte entre ambientes.

O acumulo de FST em folhas de vitroplantas cultivadas em agar ou
Florialite® ndo diferiu significativamente (p>0,05), entretanto, ocorreu diferenca
significativa em resposta a concentracdo de CO, no ambiente (Figura 5). O
maior acumulo de FST ocorreu em vitroplantas cultivadas em ambiente com
360 pmol mol™ de CO.,.

Diferentemente do teor de amido e de FST, o teor de AST nas folhas

apresentou interacdo entre o tipo de suporte e a concentracdo de CO, no
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ambiente (Figura 5). O teor maximo de AST foi observado em folhas de
vitroplantas cultivadas em &agar ou Florialite® em ambiente com 1000 pmol mol™*
de CO,, ou naquelas cultivadas em Florialite® em 360 umol mol* de CO..
Quando compara-se o tipo de suporte dentro de 1000 pmol mol™* de CO; nota-
se que nao ha diferenca significativa para o teor de AST (Figura 5). Entretanto,
no ambiente com 360 pmol mol™ de CO,, maior média de AST foi observada

em folhas de vitroplantas cultivadas em Florialite® (Figura 5).

3.5 O teor de B-ecdisona (20E) é aumentado em funcéo do tipo de su  porte
e da concentragao de CO , no ambiente

O acumulo de 20E nas folhas e caule de fafia variou significativamente
(p<0,05) em funcgéo da concentracdo de CO, no ambiente e do tipo de suporte
(Figura 6), havendo interacao significativa entre os fatores. O acumulo 20E nas
folhas das vitroplantas cultivadas em Florialite® em ambiente com 1000 umol
mol® de CO, aumentou em relacdo as cultivadas em &gar nesse mesmo
ambiente (Figura 6). O teor de 20E em folhas de vitroplantas cultivadas em
atmosfera com 360 pumol mol* de CO, ndo diferiu em relacdo ao tipo de
suporte (a4gar ou Florialite®) (Figura 6). Ocorreu menor actmulo de 20E nos
caules em relacdo as folhas (Figura 6A e 6B). No ambiente controle o teor de
20-E em vitroplantas cultivadas em agar ou Florialite® foi semelhante (Figura
6B), porém em 1000 pmol mol™ de CO, o teor de 20E no caule de vitroplantas
cultivadas em agar aumentou significativamente em relacdo as cultivadas em

Florialite® (Figura 6B).
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Figura 6. Producéo de B-ecdisona (20E) na parte aérea e caule em vitroplantas
de Pfaffia glomerata cultivadas in vitro em diferentes condi¢cbes de cultivo e

concentracbes de CO,, aos 35 dias de cultivo. A) Folha. B) Caule. Letras
mailsculas comparam médias com o teste de Tukey (p<0,05) dentro de cada ambiente, e
letras minUsculas comparam médias do tipo de suporte entre ambientes.

Foi observado que em condi¢cbes de enriquecimento de CO, (1000 pumol
mol™?) o acimulo de 20E entre caule e folha foi diferenciado em resposta ao
tipo de suporte. Nas folhas das vitroplantas de fafia, o Florialite® favoreceu o
acumulo de 20E em relacdo ao agar, o qual favoreceu o acumulo de 20E no

caule em relacéo ao Florialite® (Figura 6).

3.6 O enriguecimento da atmosfera com CO , causa mudancas
ultraestruturais nos cloroplastos de vitroplantas de fafia

AlteracOes ultraestruturais foram observadas nos cloroplastos de
vitroplantas cultivadas em atmosfera enriquecida com CO, (1000 pmol mol™),
nao apresentando diferencas em relacdo ao tipo de suporte utilizado (agar ou

Florialite®).
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Figura 7. Ultraestrutura dos cloroplastos de vitroplantas de Pfaffia glomerata.
Microscopia eletrénica de transmissédo. (A-C) Vitroplantas cultivadas em
atmosfera com concentracdo ambiente de CO, (360 umol mol™) (Barras = 1
pum; 1 um; 0,5 um, respectivamente). (D-F) Vitroplantas cultivadas em
atmosfera enriquecida com CO, (1000 pmol mol®) (Barras = 1pm).
Abreviaturas : d, dilatacdo dos tilacéides; g, grana; p, plastoglébulos; Te,
Tilacoide do estroma; (»), ondulagcbes nas membranas internas dos
cloroplastos.

Nos tratamentos controle (360 pmol mol™* de CO,), os cloroplastos das
folhas de fafia apresentaram formato oval tipico (Figura 7A) e suas membranas
dos tilacéides foram claramente diferenciadas em pilhas de grana e tilacoides
do estroma (Figuras 7B e 7C). Em condi¢cOes de atmosfera enriquecida com
CO,, um aumento do padrédo de lamelacdo foi observado nessa organela
(Figuras 7 D-F). Contudo, as membranas dos tilacoides mostraram uma

organizagdo frouxa, com areas onduladas e intensas dilatagbes entre as
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mesmas (Figuras 7 E-F). O namero de pilhas de grana foi consideravelmente
menor. Grdos de amido néo foram observados nos cloroplastos de vitroplantas

de fafia, em nenhuma das condi¢des de cultivo avaliadas (Figura 7).
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4. DISCUSSAO

O crescimento de plantas é modulado por diversos fatores como o fluxo
fotossintético de foétons, concentracdo de CO,, temperatura do ar,
disponibilidade de agua, nutricdo, dentre outros. O presente estudo mostra que
0 aumento da concentracdo de CO, no ambiente in vitro resultou em aumento
significativo do crescimento das vitroplantas de fafia (Figura 1). Pela primeira
vez na literatura é relatado o efeito do enriquecimento com CO, e do tipo de
suporte dos explantes no crescimento in vitro, atividade da Rubisco e no teor
de metabdlitos secundarios em P. glomerata.

Comparando as vitroplantas de P. glomerata crescidas em ambiente
enriquecido com CO; e as crescidas em ambiente controle (360 umol mol™* de
CO,), foi verificado aumento de caracteristicas como altura, massa seca da
parte aérea e do sistema radicular e massa seca total (Figura 1), resultando em
vitroplantas mais vigorosas.

No presente estudo verificou-se que o cultivo em ambiente com 1000
pmol mol™ de CO, proporcionou condi¢des para maior actiimulo de massa seca
total das vitroplantas, sugerindo que essa condicdo de enriquecimento nao
inibiu a capacidade fotossintética durante o periodo de cultivo.

Muitas vezes a limitacdo da fotossintese pode ocorrer devido a baixa
atividade da Rubisco e pelo acumulo de carboidratos durante a assimilacdo de
carbono (Reddy et al.,, 2010). No presente estudo ndo houve diferenca
estatistica entre a atividade da Rubisco das vitroplantas de fafia em resposta
aos diferentes tratamentos, porém, foi observado que sua atividade maxima
ocorreu em resposta ao cultivo em ambiente com 1000 pmol mol* de CO; e

agar como suporte; ja em Florialite® observou-se pequena diferenca na
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atividade da Rubisco em reposta a diferenca na concentracdo de CO; no
ambiente (Figura 4). Entretanto, sugere-se que pode estar ocorrendo uma
limitacdo da atividade da Rubisco no tratamento que apresentou maior acumulo
de massa seca total (Figura 1) das vitroplantas (Florialite® + 1000 umol mol™ de
CO,) devido ao esgotamento das fontes de nitrogénio do meio de cultura. Em
condi¢cbes de enriquecimento de CO; pode ocorrer a diminuicdo da capacidade
fotossintética quando ha falta de suprimento de nitrogénio (Harmens et al.,
2000). Essa inibicdo traz como consequéncia a reducdo da taxa maxima de
carboxilacdo da Rubisco (Sholtis et al., 2004). Em condi¢Ges de elevacao do
CO, o crescimento da planta pode ser favorecido pelo aumento da eficiéncia de
carboxilacdo da Rubisco, visto que em atmosfera enriquecida com CO, diminui
0 nivel de oxigenacado desta enzima (Possell & Hewitt, 2009). A atividade da
Rubisco nas reacdes de assimilacdo de CO, na fotossintese devido a
carboxilacdo da RuBP possui relacao direta com os mecanismos fisioldgicos e
bioquimicos do sistema fonte-dreno (Stitt & Schulze, 1994). A manutencao de
drenos ativos em plantas é necessaria para efetivo estimulo e manutencéo da
fotossintese em condicbes de enriguecimento de CO,. O acumulo de
carboidratos pode levar a reducdo na transcricAo génica e producdo da
Rubisco, reduzindo a atividade do ciclo de Calvin e, consequentemente, a
producdo de agucar (Sholtis et al., 2004).

Os resultados de ultraestrutura reforgcam a ideia que em atmosfera com
1000 pumol mol* de CO, é estimulada a fotossintese, pois, alteracdes
ultraestruturais foram observadas nos cloroplastos de vitroplantas cultivadas
em atmosfera enriquecida com CO,. As mudancas ultraestruturais que ocorrem

nos cloroplastos de plantas submetidas a altas concentragbes de CO, podem
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ser atribuidas a alta demanda energética requerida para o crescimento rapido
(Griffin et al., 2001).

Em plantas, o crescimento em condicfes de elevacao do CO, pode levar
ao acumulo de carboidratos nas folhas, o que pode ocorrer quando a taxa
fotossintética excede a capacidade de dreno (Ainsworth et al., 2004). No
presente estudo ocorreu menor acumulo de amido nas folhas das vitroplantas
de fafia cultivadas em Florialite® (Figura 5), as quais apresentaram maior
crescimento em relacdo as cultivadas em &agar e em atmosfera com
enriqguecimento de CO, (Figura 1), sugerindo que as vitroplantas de fafia
cultivadas em Florialite® apresentaram maior forca de dreno. Em condicées em
que plantas apresentem potencial de dreno para a translocacédo e acumulo de
carboidratos geralmente ndo se observa inibicdo da capacidade fotossintética,
estimulando o crescimento das mesmas em atmosfera enriquecida com CO,
(Reddy et al., 2010). No presente estudo foi observado maior acumulo de
acucares soluveis totais em folhas de vitroplantas de fafia expostas a atmosfera
enriquecida com CO, e em atmosfera controle e em Florialite® (Figura 5). De
acordo com Reddy et al. (2010), o aumento de acucares soluveis em folhas de
plantas submetidas a atmosfera enriquecida com CO, esta associado com o
aumento da atividade da hexocinase (EC 2.7.1.1). Portanto, sugerimos que
deve-se examinar a atividade dessa enzima em estudos futuros.

Em relagé@o ao teor de fendis soluveis totais, foi observado aumento nas
folhas das vitroplantas cultivadas em 360 pmol mol™ de CO, em relacédo as
cultivadas em ambiente com 1000 pmol mol™* de CO,. O acimulo de fenéis em
plantas em resposta ao enriquecimento da atmosfera com CO, pode ser

variado. Em Dactylis glomerata e Bromus erectus o teor de fendis em
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condicbes de enriquecimento de CO, pode aumentar, inalterar e € genotipo
dependente (Castells et al., 2002). Porém, em Cecropia longipes ocorre
diminuicdo no teor de compostos fendlicos nas folhas de plantas submetidas a
atmosfera enriquecida com CO; (Coley et al., 2002). Os resultados obtidos no
presente estudo sugerem que ha uma relacdo inversa entre 0 acumulo de
biomassa e o teor de fendis nas vitroplantas de fafia.

O acumulo de metabdlitos secundarios pode estar relacionado a
capacidade fotossintética das plantas. Existem evidéncias que o0
enriquecimento da atmosfera com CO, pode aumentar (Castells et al., 2002;
Mosaleeyanon et al., 2005; Schonhof et al., 2007), manter-se inalterado
(Castells et al., 2002; Zobayed & Saxena, 2004) ou diminuir o acumulo (Coley
et al., 2002; Zobayed et al., 2003) de metabdlitos secundarios, dependendo do
estadio e da cinética de crescimento da planta (Neumann et al., 2009). Nas
condi¢cbes do presente estudo foi verificado que o teor de 20-E nas vitroplantas
de fafia aumentou (Figura 6) em resposta ao enriqguecimento da atmosfera com
CO,, com diferenciacao no teor de 20E entre caule e folha, sendo que as folhas
apresentaram maior acumulo. A P. glomerata apresenta distribuicdo
diferenciada do teor de 20-E nos 6rgdos, sendo que em condi¢cdes ex vitro o
maior acumulo ocorre nas raizes (Festucci-Buselli et al., 2008b). Os teores de
20-E encontados no presente estudo nas folhas das vitroplantas de fafia, séo
semelhantes aos encontrados em raizes de P. glomerata por Festucci-Buselli
et al. (2008b) em condi¢des ex vitro, apos 120 dias de cultivo. Em Hypericum
perforatum foi observado aumento no teor de hipericina em condi¢cbes de
elevacdo de CO; no ambiente, composto que apresenta grande interesse

farmacéutico (Zobayed & Saxena, 2004). O aumento de 20-E nas folhas das
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vitroplantas de fafia (Figura 6) em resposta ao suporte Florialite® em condicées
de enriquecimento da atmosfera com CO,, pode estar relacionado com a maior
aeracdo do substrato que o Florialite® proporciona em relacdo ao A&gar,
favorecendo o metabolismo primario e secundario. No cultivo de suspensao
celular de Morinda citrifolia 0 aumento no acumulo de metabdlitos secundarios
é regulado pela aeracéo do meio de cultura (Ahmed et al., 2008).

O efeito do cultivo de vitroplantas de P. glomerata em diferentes
suportes para o explante e em duas concentacées de CO, na atmosfera foi
relatado no presente estudo. Todas as caracteristicas de crescimento das
vitroplantas cultivadas em condicdes de elevacdo de CO, e em Florialite®
aumentaram. Em atmosfera enriquecida com CO, foram produzidas
vitroplantas de P. glomerata com alto acumulo de biomassa e de 20E. O
presente estudo mostra que um sistema fotoautotréfico com enriquecimento de
CO, pode ser atrativo para a aplicacdo na producdo comercial massal de
mudas de fafia ou ainda, para a producdo de biomassa de fafia com um teor

elevado de [(B-ecdisona.
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CONSIDERACOES FINAIS

O presente estudo mostrou a influéncia das trocas gasosas e do
enriqguecimento com CO; na propagacéo in vitro de P. glomerata. Na literatura
nao ha relatos sobre o cultivo in vitro da P. glomerata em condi¢cdes de
enriqguecimento da atmosfera com CO,. No primeiro capitulo, foi verificado que
a espécie apresenta elevado potencial para a propagacao in vitro em atmosfera
enriquecida com CO; devido ao aumento das caracteristicas de crescimento.
Além disso, verificou-se que a perda de agua das folhas destacadas das
vitroplantas em condi¢cdes ex vitro € reduzida em funcdo de serem cultivadas
em ambiente com enriquecimento com CO,. Devido a producgéo de vitroplantas
com caracteristicas morfo-fisiologicas desejaveis para producgdo clonal massal,
essa modalidade de propagacdo pode ser uma alternativa para as industrias
que necessitem a producdo em larga escala de matéria-prima uniforme (quanto
ao aspecto fitoquimico) e de qualidade.

No segundo capitulo foram apresentadas varias membranas que
mostraram caracteristicas desejaveis em um sistema de propagacao in vitro de
plantas em larga escala, pois incrementou o crescimento das vitroplantas de
fafia e apresenta custo unitario reduzido em comparacdo com membranas
comercializadas atualmente. Dentre as membranas testadas, a M3 apresentou
semelhanca com a MJ (comercial) em relacéo as caracteristicas avaliadas nas
vitroplantas de fafia. Desta maneira, o resultado do presente estudo constitui-se
na perspectiva de utilizacdo desta membrana de baixo custo na propagacéo in
vitro comercial em larga escala em sistemas de propagacdo fotomixotrofica e

fotoautotroéfica.

106



O capitulo 3 apresentou o efeito do cultivo de vitroplantas de
P. glomerata em diferentes suportes para o explante e em duas concentragdes
de CO, na atmosfera. Todas as caracteristicas de crescimento das vitroplantas
cultivadas em condicées de elevacdo de CO, e em Florialite® aumentaram. Foi
verificado que a atmosfera enriqguecida com CO, contribuiu para alto acumulo
de biomassa e de 20E. Notadamente, nas condicbfes experimentais, 0
enriqguecimento com CO, mediante a ventilacdo forcada resultou em obtencéo
de teores de 20E em folhas compativeis aqueles relatados em raizes
tuberiformes de fafia sob condi¢cdo de campo.

O presente estudo mostra que um sistema fotoautotréfico com
enriqguecimento de CO, pode ser atrativo para a aplicacdo na producéo
comercial massal de mudas de fafia ou ainda, para a producao de biomassa de
fafia com um teor elevado de B-ecdisona. Além disso, pode ser um sistema
atrativo para estudos relacionados a regulacdo da via de biossintese de
B-ecdisona. Estudos relacionados ao enriqguecimento com CO, em biorretores
também sédo uma possibilidade para a espécie estudada, visto que apresenta
alto potencial de crescimento em sistema fotoautotréfico. Outro aspecto a ser
investigado € o comportamento da fafia em relacdo a producdo de 20E em
condicdes de inducéo estresse abidtico em atmosfera enriquecida com COs..

O sistema de enriquecimento da atmosfera com CO, apresentado no
presente estudo pode ser aplicado em outras espécies de plantas para estudos

relacionados a propagacao fotoautotrofica.
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