EFEITO DE DOSES E FONTES DE CARBOIDRATOSNO
CRESCIMENTO DE PLANTAS DE GINSENG BRASILEIRO
[Pfaffia glomerata (Spreng.) Pedersen] CULTIVADASIN VITRO

RESUMO - Pfaffia glomerata (Spreng.) Pedersen é
uma das espécies de ginseng brasileiro usada popular-
mente como planta medicinal. Com este trabalho objeti-
vou-se avaliar o efeito de doses (15, 30, 45e60 g.L ) e
fontes de carboidratos (sacarose, frutose, glicose, malto-
se e lactose) no crescimento dessas plantas cultivadas in
vitro. O delineamento experimental foi o inteiramente
casualizado com 15 repeti¢des por tratamento. A parce-
la experimental consistiu de um tubo de ensaio conten-
do 10 mL de meio MS e um segmento nodal de 1,0 cm
de comprimento e sem folhas. Os parametros avaliados
aos 41 dias apds a inoculagdo foram o nimero de brota-
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¢des, 0 numero total de segmentos nodais por pléantula,
a atura média das brotacGes, a alturada maior brotagéo,
a massa fresca e seca da parte aérea e a massa seca das
raizes. A melhor fonte de carbono para o crescimento in
vitro da P. glomerata foi a sacarose, e a lactose € ina-
propriada. O ndimero total de segmentos nodais, altura
média das brotacOes, altura da maior brotagdo, massa
fresca e seca da parte aérea e a massa seca de raizes
aumentam pelo acréscimo das doses de sacarose, e em
30, 45 e 60 g.L™* foram significativamente maiores do
que aguelas proporcionadas pelas demais fontes de car-
bono.

TERMOS PARA INDEXACAO: Cultura de tecidos, espécie medicinal, aclicares, Amaranthaceae.

EFFECT OF CARBOHYDRATE CONCENTRATION
AND SOURCE ON GROWTH OF BRAZILIAN GINSENG
[Pfaffia glomerata (Spreng.) Pedersen] IN VITRO CULTURED PLANTS

ABSTRACT - Pfaffia glomerata (Spreng.) Pedersen is
one of the brazilian ginseng species used as medicinal
plant. The aim of this work was to evaluate the effect of
carbohydrate concentration (15, 30, 45, and 60 g.L™%
and source (sucrose, fructose, glucose, maltose, and
lactose) on the growth of plants grown in vitro. An
entirely random statistical design with 15 replications
per treatment was used. The experimental unity
consisted of a test tube containing 10 mL of MS
medium and 1-node segment of 1,0cm length and
without leaves. After 41 days of the inoculation the
growth parameters analyzed were sprout number, total

number of nodal segment per seedling, average length
of sprouts, length of the highest sprout, fresh and dry
matter weight of aerial parts, and root dry matter
weight. The best carbohydrate source for growth of P.
glomerata in vitro cultured plants was sucrose, and
lactose was found unsuitable. The total number of nodal
segment per seedling, average length of sprouts, length
of the highest sprout, fresh and dry matter weight of
aerial parts, and root dry matter weight increase by
sucrose concentrations, and at 30, 45 and 60 g.L™ all
parameters were significantly higher than those
obtained by other carbon sources.

INDEX TERMS: Tissue culture, medicinal specie, sugars, Amaranthaceae.
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INTRODUCAO

A Pfaffia glomerata (Spreng.) Pedersen, perten-
cente a familia Amaranthaceae, € uma espécie perene
gue cresce espontanemente principalmente entre a Re-
gido Centro-Oeste brasileira e o norte do Estado do Pa-
rand, podendo atingir 2,0 m de altura (Smith & Downs,
1972). Devido ao formato de suas raizes, muito seme-
Ihantes as do ginseng coreano (Panax ginseng C.A.
Meyer) e as suas propriedades tonicas e estimulantes, a
P. glomerata é também conhecida como ginseng brasi-
leiro.

Em extratos de raizes de P. glomerata, vérios
metabdlitos secundarios foram identificados, tais como:
&cido glomérico e &cido famérico, ecdisterona, rubroste-
rona, &cido oleandlico e oleanotato B-glicopiranosil
(Shiobara et al., 1993). Recentemente, Michihiro et al.
(1998) verificaram que o extrato de P. glomerata, de o-
rigem brasileira, administrado na dose de 1 g.kg™, indu-
Ziu a maior taxa de natalidade, bem como espermatogé-
nese vigorosa, histologicamente analisada, em hamsters
machos. Além disso, a sintese de DNA em espermato-
gbnia de ratos, tratados com o extrato a1 g.kg*, aumen-
tou significativamente. Esses resultados indicam a pre-
senca de atividade esténicaem P. glomerata.

As raizes de P. glomerata, bem como de P. pani-
culata Kuntze, sdo de grande interesse comercial, na
forma de fitomedicamentos e suplementos alimentares,
em razdo de seu uso popular como antitumoral, antidi-
abetes e tbnico afrodisiaco (Montanari et al., 1999). Por
isso, tem ocorrido uma intensa exploracéo predatéria
das reservas naturais dessas espécies, justificando, por-
tanto, que sgjam elaborados planos de manejo ou proje-
tos de cultivo.

Em condi¢Bes de viveiro e em hidroponia sob
ambiente controlado, foi verificado que a propagagdo
vegetativa da P. glomerata via estaquia é viavel. Contu-
do, 0 nimero de mudas obtidas é bastante reduzido em
razéo da pequena disponibilidade de estacas (média de
30) de ramog/planta de dois anos de idade (Nicoloso et
al., 1999, 2001a). Considerando essa limitac&o potencial
da estaquia como método de produgdo de plantas em
larga escala, Nicoloso et a. (2001b) desenvolveram um
protocolo altamente reproduzivel para a micropropaga-
¢do da P. glomerata, em que, a partir de um Unico seg-
mento nodal, em meio de cultura MS (Murashige &
Skoog, 1962) suplementado com 30 g.L™ de sacarose,
foi possivel obter 15.000 plantas dentro de um periodo
de seis meses.

No cultivo in vitro, as plantas perdem parcial-
mente o autotrofismo e, conseqlientemente, necessitam
de uma fonte exdgena de carboidratos. A melhor fonte e

concentracdo de carboidrato (carbono reduzido) depen-
de principalmente da espécie vegetal e da fase do pro-
cesso de micropropagacdo. Borkowska & Szczerba
(1991) observaram que os agUcares sacarose, glicose,
frutose e o dlcool aglicar sorbitol favoreceram o cresci-
mento de Prunus cerasus L. quando as suas concentra-
cBes estavam entre 20 e 30 g.L%; porém, na presenca de
frutose, a proliferacdo foi a mais baixa; entretanto, este-
ve acoplada com a mais ata frequéncia de formagado de
brotagdes longas. Ja para a micropropagagdo de Musa
paradisiaca L., Folliot & Marchal (1993) constataram
que a substituicdo da frutose por sacarose, e 0 aumento
da dose de 40 para 80 g.L™ favoreceram o crescimento.
Romano et a., (1995) verificaram que o reguerimento
de carboidratos durante o processo de micropropagagdo
dependeu da fase do cultivo, em que a sacarose (30 g.L”
) e a glicose (40 g.L™) foram as melhores fontes de
carbono, respectivamente, durante afase de proliferagéo
e de enraizamento de Quercus suber L.

Com o presente trabalho objetivou-se avaliar o
efeito de doses e fontes de carboidratos no crescimento
de plantas de Pfaffia glomerata cultivadasin vitro.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi desenvolvido no Laboratério
de Biotecnologia Vegeta pertencente ao Departamento
de Biologia da Universidade Federal de Santa Maria
(UFSM), RS.

O protocolo utilizado para a micropropagagéo da
P. glomerata foi aquele descrito por Nicoloso et a.
(2001b). Plantas com 40 dias de cultivo in vitro, com
pelo menos uma brotacdo (comprimento médio de 7,5
cm) contendo cinco segmentos nodais, foram utilizadas
como fonte de explantes.

Os tratamentos consistiram da combinacdo de
cinco fontes de carboidratos (sacarose, frutose, glicose,
lactose e maltose; todas PA.) e quatro concentraces
dessas fontes (15, 30, 45 e 60 g.L™) adicionadas ao
meio MS (Murashige & Skoog, 1962), modificado ape-
nas na concentragdo e fonte de carbono, como especifi-
cado pelo tratamento. Aos 41 dias apés ainoculagdo, fo-
ram avaliados o0 nimero de brotacdes, o nimero total de
segmentos nodais por plantula, a altura da maior brota-
G0, a atura média das brotagdes, a massa fresca e seca
da parte aérea e a massa seca das raizes.

O delineamento experimental foi o inteiramente
casualizado com 15 repeticBes por tratamento. A parcela
experimental consistiu de um tubo de ensaio (25 mm de
diametro, 150 mm de altura e 147,26 cm® de volume in-
terno) contendo 10 mL de meio MS, solidificado com
0,6% de &gar, e um segmento nodal de 1,0 cm de com-
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primento e sem folhas. O pH do meio de cultivo foi a
justado para 5,8 antes da inclusdo do &gar e da autocla-
vagem (1 atm, 120°C, 15min). O cultivo dos explantes
foi realizado em camara climatizada com temperatura de
25 +2°C e fotoperiodo de 16 h, sob intensidade lumino-
sa de 1.500 lux fornecida por |ampadas fluorescentes
brancas-frias.

A andlise dos dados foi realizada por regressio
(fator doses de carboidratos) e por comparagéo de mé-
dias (fator fonte de carboidratos, dentro de cada dose)
utilizando-se o software SOC/EMBRAPA — Campinas,
SP.

RESULTADOSE DISCUSSAO

O numero de brotagdes por explante foi influen-
ciado pelafonte e dose de carboidratos (Figura 1a). Tan-
to na metade da dose (15 g.L™*) como naquela usual-
mente recomendada (30 g.L™), o efeito da sacarose i-
gualou-se ao dalactose, onde houve 0 menor nimero de
brotages, apesar de ter ocorrido aumento desse paré
metro pelo acréscimo dessas duas fontes de carboidra-
tos. Ao contrério do observado para sacarose, que influ-
enciou de modo positivo e linear, a lactose em dose su-
perior a 30 g.L™ reduziu o nimero de brotagdes, tor-
nando-se a pior fonte de carbono. A frutose, glicose e
maltose, na dose de 15 e 30 g.L™, proporcionaram res-
postas semelhantes, sendo superiores aquelas da sacaro-
se e lactose. A partir de 45 g.L ™, o efeito da sacarose i-
gualou-se ao da frutose e maltose, e essas fontes foram
superiores a glicose, que reduziu linearmente o nimero
de brotagBes. Em qualquer dose das fontes de carbono
testadas, o0 mais alto nimero de brotagdes obtido (média
= 1,80) foi semelhante aquele observado para mesma
espécie por Nicoloso et a. (2001b), demonstrando que a
P. glomerata ndo apresenta grande plasticidade quanto
a0 numero de brotagdes.

O ndmero total de segmentos nodais produzidos
por plantula foi maior com uso da sacarose nas doses de
30, 45 e 60 g.L* (Figura 1b). Entretanto, o maior valor
obtido (ponto de méxima eficiéncia técnica estimada =
7,40) foi semelhante aquele observado por Nicoloso et
a. (2001b) em P. glomerata. 1sso demonstra que apesar
de a sacarose sobressair-se sobre as demais fontes de
carbono testadas, nesse importante parametro de cres-
cimento, visando a uma alta taxa de multiplicagdo para
producéo de mudas em larga escala, o acréscimo na do-
se de sacarose, sob 0 ponto de vista custo/beneficio, ndo
traria aumento significativo.

A atura média das brotagfes (Figura 1c) e altura
da maior brotagdo (Figura 1d) também foram maiores

quando a sacarose foi a fonte de carbono utilizada, nas
doses de 30, 45 e 60 g.L ™. Diferentemente do que acon-
teceu para 0 nimero de brotagdes (Figura 1a) e nimero
total de segmentos nodais (Figura 1b), os vaores da al-
tura média das brotacGes e da altura da maior brotacdo
s80 maiores do que aqueles observados em P. glomerata
por Nicoloso et al. (2001b), que registraram valores de,
respectivamente, 6,3 e 8,0 cm nesses pardmetros; de-
monstrando que 0 aumento da dose de sacarose, como
ja constatado por Romano et al. (1995) em Quercus
suber L., favorece a elongacéo das brotagles, permitin-
do um maior aproveitamento dos segmentos nodais du-
rante a repicagem.

Nas doses de 30, 45 e 60 g.L ™, as massas fresca
(Figura 2a) e seca (Figura 2b) da parte aérea, bem como
a massa seca de raizes (Figura 2c) também foram maio-
res na presenca de sacarose do que com qualquer outra
fonte de carbono. Interessantemente, a massa seca das
raizes (Figura 2c) foi influenciada mais drasticamente,
apresentando resposta linear a0 aumento da dose de sa
carose, do que a parte aérea, que teve resposta cubica.
Desse modo, 0s quocientes entre a massa seca de raizes
e da parte aérea, que foram em média de 0,37, 0,36,
0,69 e 0,81, respectivamente nas doses de 15, 30, 45 e
60 g.L de sacarose, ateraram-se consideravelmente.
Sabe-se que 0 sucesso no pegamento de mudas de espé-
cies florestais (Daniel et al., 1997) é dependente desse
quociente, e valores préximos a 0,5 sdo ideais. Portanto,
apesar do aumento geral na producédo de massa seca dos
Orgdos da P. glomerata pela elevagdo da concentragdo
da sacarose, sugere-se pesquisas futuras no sentido de
estabelecer qual seria a melhor dose dessa fonte de car-
bono para a fase de aclimatizagdo e pegamento das mu-
das. Na formagao de raizes adventicias de Quercus sub-
er L., Romano et a. (1995) observaram que essafoi for-
temente dependente do suprimento de carboidratos,
sendo a glicose a fonte de carbono mais efetiva na pro-
mo¢ao do enraizamento, seguida da sacarose e da fruto-
se filtrada e esterelizada. Entretanto, a resposta do enra-
izamento, induzida pela frutose, dependeu do procedi-
mento de esterilizacdo, em que a frutose autoclavada
ndo apresentou resultados positivos. Diferentemente de
outras espécies, principamente das lenhosas, a P. glo-
merata cultivada in vitro dentro de um periodo de
35+5dias, apds ainoculagdo, apresenta excelente desen-
volvimento do sistema radicular junto aquele da parte
aérea (dados deste trabalho e de Nicoloso et a., 2001b),
evidenciando que para a micropropagagdo dessa espécie
ndo é necessa&rio usar diferentes fontes de carbono para
melhorar o crescimento da plantula como um todo.
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O uso da sacarose como a mais usual fonte de
carbono para o cultivo in vitro, visando aos mais varia-
dos propdsitos, tem sido observado para muitas espécies
vegetais. Sul & Korban (1998), testando trés fontes de
carbono (sacarose, glicose e frutose) na indugdo de ge-
mas adventicias de embrides de Pinus sylvestris L., ob-
servaram que os explantes cultivados no meio Gresshoff
e Doy contendo sacarose produziram a mais alta fre-
guéncia de regeneracdo (81%), bem como auséncia de
hiperhidricidade das brotacdes adventicias. Em cultura
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6tima producdo de biomassa, bem como o mais ato
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sacarose (Odnevall & Bjork, 1989). Esses mesmos auto-
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turas menos diferenciadas usaram toda glicose disponi-
vel antes da utilizag8o da frutose.
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FIGURA 1 - Efeito de doses de sacarose, frutose, glicose, maltose e lactose no nimero de brotagdes (a), nimero
total de segmentos nodais (b), altura média das brotagdes (c) e altura da maior brotagéo (d) por plantula de Pfaffia

glomerata, aos 41 dias ap0s ainocul agéo.
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A preferéncia pela frutose em relagdo a sacarose,
como fonte de carbono, por algumas espécies e tecidos,
pode estar relacionada a necessidade de as células ex-
cretarem a enzima invertase ao meio de cultivo, visando
a hidrdlise da sacarose antes da absor¢éo da fonte de
carbono (Hew & Mah, 1989). No presente experimento
com P. glomerata, verificou-se que a sacarose foi a me-
Ihor fonte de carbono para o crescimento; portanto, essa
espécie ndo apresenta dificuldades em absorver a saca-
rose diretamente do meio e/ou também seus produtos de
hidrélise.

A lactose como fonte aternativa de carbono,
sendo um subproduto residual da inddstria do leite, ndo
foi adequada ao crescimento da P. glomerata em quase
todos par&metros de crescimento analisados (Figuras
1b, 1c, 1d, 2a, 2b e 2c), sendo excegdo o nimero de
brotactes na dose de 30 g.L ™, que se igualou & sacarose
(Figura 1a). Efeitos negativos desse carboidrato também
foram observados em outras espécies. Callebaut & Mot-
te (1988) constataram que a utilizagdo da lactose junto
a0 meio MS em cultura de células em suspenséo de Cu-
cumis sativus L. comegou somente ap6s uma longa fase
lag e foi acompanhada por um aumento na atividade ex-
tracelular de B-gal actosidase especifica de lactose. Além
disso, a adicéo de sacarose, como fonte suplementar de
carbono, teve efeito de reduzir a duragdo da fase lag.
Desse modo, os resultados obtidos em P. glomerata,
semelhantes aos verificados para outras plantas, de-
monstram que essa espécie talvez ndo possua um siste-
ma eficiente para a absorgéo e utilizagdo da lactose (Fi-
gura 1a).

A fonte de carbono para o cultivo de vegetais in
vitro pode alterar a estrutura do aparato fotossintético e,
também, seu funcionamento. Dalton & Street (1977) e
Gro et a. (1993) observaram, respectivamente, em cutu-
ra de Spinacea oleracea L. e Arachis hypogea L., que o
contetido de clorofila e Rubisco, bem como a sua ativi-
dade, decresceram quando aglcares prontamente assi-
milaveis (sacarose, glicose, frutose e maltose) foram a
dicionadas a0 meio de cultura, enquanto outras fontes
de carbono, tais como inulina e rafinose, estimularam o
acumulo de clorofila em culturas de Spinacea oleracea.
Em calos de Zea mays L., a sacarose foi incapaz de
promover a obtencdo de culturas fotomixotroficas esta
veis (Soliset al., 1989).

Desse modo, o beneficio advindo do aumento da
concentraggo de sacarose, de 30 até 60 g.L™* no meio de
cultivo, apesar de indicar um ganho sob o ponto de vista
da obtencdo de um maior nimero de explantes (Figura
1b), visando a propagacdo em larga escaa, bem como
maior tamanho das brotages (Figuras 1c, 1d) e maior

producédo de massa fresca e seca (Figuras 2a, 2b, 2c),
pode néo representar uma situacdo de melhor condicéo
fisiol6gica das plantulas durante o processo de aclimati-
zacdo, em que consideréveis modificagdes morfofisio-
|6gicas devem ocorrer, como ja constatado na transfe-
réncia das plantas de P. glomerata cultivadasin vitro, na
presenca ou auséncia de benzilaminopurina, para o am-
biente ex vitro (Sartori, 2000). Essa observagdo vem ao
encontro dos resultados de Serret et al. (1997), em que o
decréscimo na concentragdo de sacarose (de 30 para 15
g.L™) no meio de cultivo induziu a um maior grau de
desenvolvimento foto-autotréfico de plantulas de Gar-
denia jasminoides Ellis durante dois estégios sucessivos
de cultivo (multiplicac8o de brotagdes e indugao radicu-
lar).

CONCLUSOES

A melhor fonte de carbono para o crescimento in
vitro da P. glomerata é a sacarose, sendo a lactose ina-
propriada.

O numero total de segmentos nodais, altura mé-
dia das brotacOes, altura da maior brotagdo, massa fres-
ca e seca da parte aérea e a massa seca de raizes aumen-
taram pelo acréscimo das doses de sacarose, e em 30, 45
e 60 g.L™* foram superiores aquelas proporcionadas pe-
las demais fontes de carbono.
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