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RESUMO: Pfaffia glomerata (Spreng.) Pedersen, conhecida como ginseng brasileiro, é muito
utilizada pela medicina popular devido suas propriedades fitoterapicas. Este trabalho teve como
objetivo avaliar o efeito de concentragdes de BAP e de TDZ na propagacéo in vitro de dois
acessos (BRA e JB-UFSM) desta espécie. Segmentos nodais, provenientes de plantas assépticas,
foram cultivados em meio Murashige e Skoog (MS) suplementado com 0,1 e 5 uM de BAP ou
TDZ.Ap6s 30 dias, as plantas foram transferidas para meio MS nao suplementado com citocinina.
Observou-se que a organogénese in vitro de P. glomerata € gendtipo-dependente. O acesso BRA
mostrou um maior potencial para a propagacao in vitro em relagédo ao JB-UFSM. O cultivo dos
segmentos nodais do acesso BRA em meio com 1 uM de TDZ, seguido pelo subcultivo dos
brotos para meio isento de citocininas mostrou ser um método viavel para a propagacao in vitro
devido a alta taxa de multiplicacéo e o bom desenvolvimento das plantas. No acesso JB-UFSM,
o cultivo dos segmentos nodais em meio ndo acrescido de citocinina mostrou ser o método mais
adequado para a producao de um grande nimero de plantas com alta qualidade.
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ABSTRACT: Benzylaminopurine (BAP) and thidiazuron (TDZ) on in vitro propagation of
Pfaffiaglomerata (Spreng.) Pedersen. The plant Pfaffia glomerata (Spreng.) Pedersen, known
as Brazilian ginseng, is extensively used in folk medicine due to its phytotherapic characteristics.
This work aimed to evaluate the effect of BAP and TDZ concentrations on the in vitro propagation
of two sources (BRA and JB-UFSM) of this species. Nodal segments originated from aseptically
grown plants were cultured on Murashige and Skoog (MS) medium supplemented with 0, 1 and 5
UM BAP or TDZ. After 30 days, the plants were transferred to MS medium without cytokinin. The
in vitro organogenesis of P. glomerata is genotype-dependent. The source BRA had greater potential
for in vitro propagation than JB-UFSM. The culture of BRA nodal segments on medium with 1 pM
TDZ, followed by subcultivation of sprouts on cytokinin-free medium, showed to be a viable method
for in vitro propagation due to high multiplication rate and good plant development. In the source
JB-UFSM, the culture of nodal segments on medium without cytokinin was the best method to
obtain a large number of high-quality plants.
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INTRODUCAO

O género Pfaffia (Amaranthaceae) engloba
cerca de 90 espécies naturais da América Central e
América do Sul, incluindo varios Estados do Brasil.
Varias espécies desse género sdo conhecidas como
ginseng brasileiro, pois as raizes tém sido utilizadas
como adaptogenas e afrodisiacas, bem como para o
tratamento de diabetes, reumatismo, esgotamento
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fisico e mental, falta de memoria e estresse (Rates &
Gosmann, 2002).

P. glomerata é a espécie de maior importancia
medicinal e comercial, cujas raizes séo utilizadas como
matéria prima para a producéo de fitoterapicos e
suplementos alimentares (Figueiredo et al., 2004;
Zimmer et al., 2006). Estudos farmacolégicos
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demonstraram gque extratos de raizes de P. glomerata
favoreceram a aprendizagem e a memoaria (Marques
etal., 2004), apresentaram efeitos antiinflamatérios,
analgésicos (Neto etal., 2005) e antioxidantes (Daniel
et al., 2005). Freitas et al. (2003) constataram que
extratos das raizes de P. glomerata protegeram a
mucosa géstrica, confirmando o uso popular da planta
no tratamento de distlrbios géastricos. Além disso,
pesquisas conduzidas com extratos fracionados de
raizes de P. glomerata demonstraram a atividade anti-
hiperglicemiante da planta (Sanches et al., 2001).
Estes efeitos farmacolégicos de P. glomerata séo
atribuidos a presenca de varios compostos quimicos
isolados a partir das raizes das plantas, destacando-
se as saponinas triterpénicas e os fitoecdisterdides
(Shiobaraetal., 1993).

Em virtude das propriedades medicinais, tem
havido intensa exploragdo das reservas naturais de
P. glomerata, pondo em risco a variabilidade genética
das populacdes naturais, uma vez que existem
poucas areas de cultivo comercial. Conforme
Figueiredo et al. (2004), as ameacas as populacdes
de P. glomerata sdo decorrentes, principalmente, do
uso das raizes da planta e do extrativismo, sendo
necessarios estudos urgentes visando o cultivo
comercial da espécie. Neste sentido, varias pesquisas
vém sendo realizadas no intuito de desenvolver planos
de manejo e estratégias de cultivo para essa espécie.
A propagacdo de plantas homogéneas de P.
glomerata via estaquia, em condicdes de viveiro e
hidroponia, embora sendo viavel, produz um ndmero
de mudas pouco expressivo (Nicoloso et al., 1999).

Em plantas medicinais, a cultura de tecidos
tem auxiliado na producdo comercial de mudas
homogéneas e de qualidade, na conservacao do
germoplasma, além de auxiliar na selecdo e
melhoramento de genétipos com potencial para ser
utilizados pela industria farmacéutica (Rao &
Ravishankar, 2002). Um eficiente protocolo de
micropropagacéo de P. glomerata foi desenvolvido por
Nicoloso et al. (2001), cultivando-se segmentos nodais
em meio MS néo suplementado com fitoreguladores.
Porém, em muitas culturas, o crescimento e a
proliferacdo de brotos in vitro a partir de gemas
axilares é maximizado pela incorporacédo de
citocininas ao meio nutritivo (George, 1996). As
citocininas sdo muito importantes na regulacédo do
crescimento e da morfogénese, pois estimulam a
divisdo das células, a inducéo e a proliferacdo de
brotacdes (Howell et al., 2003). Segundo Mok et al.
(1987), de acordo com a estrutura quimica, as
citocininas sédo classificadas em dois grupos: as
derivadas da adenina (como a 6-benzilaminopurina—
BAP) e as derivadas das feniluréias (como o N-phenyl-
N’-1,2,3-thidiazol-5-ylurea - Thidiazuron, TDZ). Em
geral, meios acrescidos com BAP tém sido utilizados
no cultivo in vitro de espécies de amarantaceas
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(Bennicietal., 1997). O TDZ apresenta propriedades
bioldgicas similares aquelas das citocininas (Mok et
al., 1987) quando adicionado ao meio nutritivo, sendo
muito utilizado na propagacéo clonal de plantas
medicinais (Arikat et al., 2004), inclusive de Pfaffia
tuberosa (Spreng.) Hicken (Flores et al., 2007).
Considerando que estudos sobre os efeitos
morfogénicos das citocininas sdo incipientes no
género, este trabalho teve como propdésito estudar o
efeito da BAP e do TDZ na propagacéao in vitro de
dois acessos de Pfaffia glomerata.

MATERIAL E METODO

O ensaio foi conduzido no Laboratério de
Biotecnologia Vegetal, pertencente ao Departamento
de Biologia da Universidade Federal de Santa Maria
(UFSM), Santa Maria, RS.

Material vegetal e condi¢fes de cultivo

Utilizaram-se plantas dos acessos BRA e
JB-UFSM de P. glomerata (Spreng.) Pedersen
(Amaranthaceae). O acesso BRA foi coletado no
municipio de Queréncia do Norte, PR e 0 acesso JB-
UFSM faz parte do acervo do Jardim Boténico da
UFSM (Santa Maria, RS). Exsicatas encontram-se
depositadas no Herbario do Departamento de Biologia
sob o nimero de SMDB 7606.

O material vegetal utilizado no ensaio
consistiu de plantas estabelecidas in vitro, com 30
dias de idade, as quais foram multiplicadas, a partir
de segmentos caulinares, em meio MS (Murashige
& Skoog, 1962) suplementado com sacarose (30 g
L1), mio-inositol (100 mg L*) e &gar (6 g L), segundo
metodologia descrita Nicoloso et al. (2001). O pH foi
ajustado para 5,9 e o meio foi autoclavado (latm,
120°C) durante 20 minutos. A inoculacéo e a
repicagem das culturas foram realizadas em camara
de fluxo laminar, em condi¢cBes assépticas,
colocando-se um explante por tubo de ensaio (25 mm
de didmetro, 150 mm de altura e 147,26 cm? de
volume interno). As plantas foram cultivadas em sala
de crescimento com temperaturade 25+2°C, 16 horas
de fotoperiodo e 35 UM m-2 s de luminosidade.

Efeito das citocininas BAP e TDZ na
propagacéao in vitro

Segmentos nodais (1 cm e com duas gemas
axilares) de plantas homogéneas de ambos os
acessos (BRA e JB-UFSM) de P. glomerata foram
cultivados em meio MS suplementado com trés
concentragdes (0, 1 e 5 uM) de BAP ou TDZ. Os
explantes foram inoculados verticalmente em tubos
de ensaio, contendo 10 mL de meio nutritivo.

Visando favorecer o alongamento e o
enraizamento, apos trinta dias de cultivo nas diferentes
concentragfes de BAP ou TDZ, os segmentos nodais
dos brotos regenerados foram seccionados e
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transferidos para tubos de ensaio contendo 10
mL de meio MS ndo suplementado com
citocinina.

O material foi avaliado aos 30 dias
apos cada inoculagao através do nimero médio
de brota¢des, nimero médio de segmentos
nodais, comprimento dos brotos (cm),
coloracgéo das brotacdes e percentagem de
enraizamento. Para a avaliagdo da variavel
coloragdo da parte aérea, aplicaram-se 0s
valores 1, 3 e 5 correspondentes a brotos com
coloracé@o vermelho-violacea, brotos como
coloracéo verde e vermelho-violacea pouco
intensa e brotos verdes, respectivamente,
conforme metodologia adaptada de Flores et
al. (1999).

Utilizaram-se cinco repetigbes, sendo
cada repeticdo formada por dez explantes. O
delineamento experimental utilizado foi o
inteiramente ao acaso. Os dados foram
submetidos & analise de variancia e analisados
pelo teste de Tukey, ao nivel de 1% de
probabilidade pelo teste F. Os dados expressos
em percentagem foram transformados
segundo arco seno raiz quadrada de (X/100),
onde X significa o valor percentual obtido. Para
asvariaveis, numero de brotacdes e segmentos
nodais, os dados foram transformados
segundo a raiz quadrada de (X+1),onde X é o
valor obtido por contagem.

RESULTADO E DISCUSSAO

Observou-se o desenvolvimento de
brotacdes axilares em todos os tratamentos
testados. Apos 30 dias de cultivo in vitro,
verificou-se um acréscimo significativo no
niamero médio de brotacdes no material
cultivado em meio contendo BAP ou TDZ
(Tabela 1). O melhor resultado foi observado
no acesso BRAna presencade 1 uMde TDZ,
com média de 3,3 brotagdes por explante,
enguanto que no acesso JB-UFSM, o maior
numero médio de brotos foi registrado em meio
acrescidode 1 ou5 uMde TDZ, cujo valor foi
inferior ao observado no acesso BRA (Tabela
1). O efeito do TDZ na proliferacéo de brotos
de P. glomerata estd de acordo com os
resultados descritos por Flores et al. (2007)
em Pfaffia tuberosa (Spreng.) Hicken.

Por outro lado, maior nimero médio
de segmentos nodais foi observado no acesso
BRA guando cultivado em meio suplementado
com 1 uM BAP (6,4 segmentos nodais por
planta) ou isento de citocinina (6,3 segmentos
nodais por planta). Os explantes provenientes

do acesso JB-UFSM apresentaram um maior nimero de
segmentos nodais em meio acrescido de 1 UM BAP (6,2
segmentos nodais por planta) (Tabela 1). Desta forma, a
BAP mostrou-se mais eficaz que o TDZ na formacéo de
segmentos nodais, especialmente no acesso JB-UFSM.
Segundo Mantell et al. (1994), as taxas de multiplicacéo,
em geral, de 5-10x, variam de acordo com 0 genotipo e
composicao do meio de cultura. A producéo de segmentos
nodais € um parametro importante na propagacao in vitro de
P. glomerata, pois reflete a produgcédo de novas plantas a
cada subcultivo e, de acordo com Zaerr & Mapes (1985),
BAP ¢é acitocinina mais eficaz para a multiplicacao de partes
aéreas da maioria das espécies.

De modo geral, a adigdo de citocinina ao meio
nutritivo reduziu o crescimento das brotagdes. Em ambos
0S acessos, a redug¢ao no comprimento dos brotos foi maior
em meio com TDZ quando comparado a BAP (Tabela 1).
Em geral, o efeito negativo do TDZ no crescimento das
brotag®es in vitro € maior quando comparado as citocininas
derivadas da adenina (Mok et al., 1987). O TDZ também
induziu brotos pouco alongados em Cajanus cajan L. (Eapen
et al., 2004), Lens culinaris Medik (Khawar et al., 2004) e
Pfaffia tuberosa (Spreng.) Hicken (Flores et al., 2007).
Segundo Huetteman & Preece (1993), o efeito do TDZ no
alongamento dos brotos esta relacionado com sua alta
atividade e estabilidade nos tecidos.

De forma semelhante ao observado por Nicoloso et
al. (2001), verificou-se que as plantas cultivadas em meio
MS néo suplementado com reguladores de crescimento
apresentaram morfologia similar as plantas matrizes, com
acoloragéo verde predominando na superficie adaxial das
folhas (Figura 1).

No entanto, a adicdo de citocinina ao meio de
cultura modificou a coloragéo das brotacoes regeneradas
em ambos os acessos de P. glomerata (Tabela 1 e Figura
2). ApresengadaBAP ou do TDZ promoveu um incremento
na coloragéo vermelho-violacea nos brotos em detrimento
do verde. Observou-se um aumento significativo na
intensidade da colorag&o vermelho-violacea a medida que a
concentracdo do BAP aumentou no meio de cultura (Tabela
1 e Figuras 2A, 2B, 2C, 2D), sendo os brotos com maiores
alteracdes na coloracao registrados no acesso BRA em meio
acrescido de 5 UM de BAP (Tabela 1 e Figura 2C). No acesso
JB-UFSM, este tratamento também alterou significativamente
a coloracgéo das brotagdes, porém a coloragéo vermelho-
violacea néo foi tdo intensa quanto a observada no acesso
BRA (Tabela 1 e Figuras 2D). Ao contrario da BAP, 0 TDZ
afetou de forma menos intensa a coloracéo das brotacdes,
diferindo significativamente do BAP nas concentragfes 1 e
5 UM (Tabela 1 e Figuras 2C, 2G). Amaioria dos brotos do
genotipo BRA cultivados na presenca de TDZ apresentaram
folhas verdes com peciolos e talos pigmentados de vermelho
(Figuras 2E, 2G), enquanto que no JB-UFSM, as plantas
apresentaram coloragdo verde (Figura 2F), exceto na
concentracdo 5 UM de TDZ (Figura 2H). A coloragéo
vermelho-violdcea presente em P. glomerata e em outras

Rev. Bras. Pl. Med., Botucatu, v.11, n.3, p.292-299, 2009.



FIGURA 1. Aspecto geral de planta de Pfaffia
glomerata (acesso BRA) cultivada in vitro, em meio
MS, durante 30 dias.

espécies pertencentes a familia Amaranthaceae, é
decorrente do pigmento betalaina (Cronquist, 1981).
Recentemente, espécies pertencentes aos géneros
Amaranthus, Gomphrena e Celosia vém sendo
exploradas como fonte de betalaina, o qual é utilizado
como corante e antioxidante pela indUstria alimenticia
(Cai et al., 2005). Nos dias atuais, o potencial de P.
glomerata como fonte de betalaina é pouco estudado.
Contudo, os resultados obtidos no presente estudo
mostraram que a presencga de citocininas exégenas
pode interferir no metabolismo dos pigmentos de
Pfaffia glomerata, o que mostrou ser dependente do
acesso, do tipo e da concentragdo da citocinina
utilizada no meio nutritivo. Estas informacgdes poderéao
fornecer subsidios para futuras pesquisas tendo em
vista a exploracdo dessa espécie como fonte de
betalaina.

Uma alta percentagem de enraizamento foi
observada nos brotos cultivados em meio MS né&o
acrescido de citocinina, enquanto que na presenca
da BAP ou do TDZ houve uma reducéo significativa
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no enraizamento dos brotos (Tabela 1). A
concentragéo de 1 M de BAP proporcionou um
maior enraizamento quando comparada a mesma
concentragdo de TDZ, demonstrando que, em
concentragdes reduzidas, esta citocinina pode
prejudicar aformacéo de raizes (Tabela 1). O efeito
inibitério das citocininas e, em especial, do TDZ na
regeneracao de raizes e no alongamento de brotos é
relatado em varias espécies (Huetteman & Preece,
1993; Khawar et al., 2004; Eapen et al., 2004; Flores
et al., 2007). Esses efeitos podem ser explicados
pelo fato do TDZ alterar o metabolismo de citocininas
naturais, culminado no aumento do teor endégeno
de citocinina (Mok et al., 1987).

O presente estudo mostrou que as
concentracdes de BAP ou TDZ incrementaram a
regeneracao de brotacdes, sendo os melhores
resultados obtidos com 0 TDZ e no acesso BRA de
P. glomerata. Apesar de o TDZ ter sido superior ao
BAP na proliferacdo de brotos, esta citocinina
mostrou-se mais eficaz que o TDZ na formacao de
segmentos nodais, especialmente no acesso JB-
UFSM. Em ambos 0s acessos, a adi¢ao de citocinina
reduziu o comprimento, alterou a pigmentac¢ao dos
brotos e reduziu o enraizamento. Além disso,
observou-se uma reducédo no tamanho das folhas do
acesso BRA, quando cultivado em meio contendo 5
UM de BAP (Figura 2C) ou 5 uMde TDZ (Figura 2G),
0 que demonstra que concentragdes superiores a
esta podem causar toxidez aos explantes.

As citocininas s&o muito utilizadas durante
a fase de multiplicagéo in vitro, pois promovem a
guebra da dominancia apical, maximizam o niimero
de brotos regenerados, favorecendo a propagagao in
vitro; no entanto, em concentragdes ndo adequadas,
podem causar distlrbios fisiol6gicos caracteristicos
nas plantas, como redu¢cdo no alongamento,
encurtamento dos entrends, vitrificacdo, inibicdo do
enraizamento, entufamento e outros (George, 1996).
Segundo Pattnaik et al. (1996) e Huetteman & Preece
(1993), concentracdes inferioresa 5 tMde BAP e 1

UM de TDZ séo eficientes para a proliferagéo e
crescimento de brotos in vitro, no entanto teores mais
elevados reduzem o comprimento dos brotos, o
tamanho das folhas e inibem o enraizamento. De
acordo com Flores etal. (2007), uma alternativa para
minimizar os efeitos das citocininas no crescimento
da parte aérea e no enraizamento de plantasin vitro
€ atransferéncia dos brotos para um meio nutritivo
isento de regulador de crescimento.

Houve declinio na producéo de brotos quando
os explantes foram transferidos para meio MS n&o
suplementado com fitoreguladores (Tabelas 1 e 2),
embora os resultados obtidos com o acesso BRA na
presencade 1 uM de TDZ (média de 2,0 brotagbes

por planta) e com o acesso JB-UFSM com 5 uM de
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TABELA 1. Morfogénese em segmentos nodais de dois acessos de Pfaffia glomerata, cultivados em meio MS
suplementado com concentracdes de BAP ou TDZ, durante 30 dias.

Acesso  Citocinina Ndmerode Numerode  Comprimento  Coloragdo das Enraizamento
(M) brotagdes* segmeptgs dos bro}os brotagdes®,** (%)*
nodais (cm)
0 1,7d 6,3 ab 6,7 a 5,0a 100 a
BAP 1 26b 6,4 a 2,0d 2,0f 70,0 b
BRA
5 26b 6,2b 1,3 e 109 0d
0 1,7d 6,3 ab 6,7a 50a 100 a
TDZ 1 33a 52 d 06 h 45¢ 20,0 ¢
5 27b 45e 08¢ 45c¢c 0 d
0 14 e 50d 6,2b 50a 100 a
BAP 1 23c 6,2b 2,0d 4,0d 100 a
B-
UéSM 5 2,2¢c 56¢c 23c 30e 0d
0 14 e 50d 6,2b 50a 100 a
TDZ 1 26b 2,79 0,7 gh 5,0a 0 d
5 26b 42f 1,1f 48b 0d

* Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si, pelo Teste de Tukey, em nivel de 1% de probabilidade de erro. ** Onde: 1= brotos
com coloragdo vermelho-violacea; 3= brotos com colora¢édo verde e vermelho-violacea pouco intensa e 5= brotos com coloragédo verde.

BAP ou TDZ (média de 1,7 e 1,6 brotagdes,
respectivamente) tenham sido superiores em relacéo
aquele obtido na auséncia de citocinina (Tabela 2).
Estestratamentos também favoreceram o nimero de
segmentos nodais regenerados pelas plantas. No acesso
BRA, 0 uso de 1 uM de TDZ aumentou significativamente
a formacdo de novos segmentos nodais (11,8
segmentos nodais por planta), ja a BAP reduziu o
namero de segmentos nodais apos subcultivo para
meio isento de citocininas (Tabela 2). No acesso JB-
UFSM, a concentracdo de 5 mM de BAP ou de TDZ
foi superior as demais concentragdes testadas na
regeneracao de segmentos nodais (Tabela 2).

O subcultivo do material em meio isento de
citocininas favoreceu o crescimento das plantas em
ambos os acessos (Tabelas 1 e 2), contudo o
comprimento da maioria dos brotos foi inferior ao
registrado no material cultivado na auséncia de
citocinina (Tabela 2). Ao contrario, as plantas do
acesso BRA, inicialmente regeneradas com 1 uM
de TDZ, apresentaram maior crescimento (média de
7,6 cm) em relacdo aos demais tratamentos (Tabela
2). Estes resultados sao corroborados com os de
Mok et al. (1987) e Flores et al. (2007) que sugerem
qgue os efeitos benéficos das citocininas na
organogénese persistiram apads o subcultivo das plantas.

A transferéncia das brotacdes para meio
isento de reguladores vegetais também favoreceu a
regeneracao do sistema radicular e de brotagdes com
coloracéo verde (Tabela 2). Contudo, as plantas

pertencentes ao acesso BRA, regeneradas com 5
UM de BAP ou TDZ, apresentaram folhas com
coloracao vermelho-violacea pouco intensa (Tabela 2).
Independente do tipo de citocinina, a concentragao
de 5 uMtambém reduziu a percentagem de plantas
enraizadas nesse acesso, sendo que os resultados
obtidos com o BAP (80%) foram superiores aos
registrados com o TDZ (50%). No acesso JB-UFSM,
todos os brotos formados apresentaram coloragio verde
e sistema radicular, independente da concentracdo e
tipo de citocinina utilizada anteriormente (Tabela 2).
Os resultados obtidos no presente estudo
mostraram que os efeitos negativos das citocininas
no crescimento e coloracgéo dos brotos, bem como
no desenvolvimento do sistema radicular foram, em
geral, sanados apés a transferéncia do material para
meio isento de citocinina. Neste caso, a maioria das
plantas apresentou brota¢des vigorosas e raizes bem
desenwvolvidas, sendo morfologicamente semelhantes
as plantas matrizes (Figura 1), o que segundo
Huetteman & Preece (1993), pode ser explicado pela
reducao dos niveis de citocininas durante o subcultivo.
Similarmente, em Pfaffia tuberosa (Spreng.) Hicken,
as citocininas tém sido utilizadas apenas na fase de
multiplicacéo, sendo o alongamento e 0 enraizamento
dos brotos conduzidos em meio isento de
fitoreguladores (Flores etal., 2007). Entretanto, neste
estudo com P. glomerata e, principalmente no acesso
BRA, a concentragdo 5 UM mostrou-se excessiva e
deve ser evitada durante a propagacéao in vitro, pois
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FIGURA 2. Aspecto geral de brotagdes de dois acessos de P. glomerata cultivadas em meio MS suplementado

com BAP ou TDZ, durante 30 dias. A) Brota¢des do acesso BRA, cultivadas em meio MS acrescido de 1 uMde
BAP (2,5X); B) Brotos do acesso JB-UFSM, cultivados em meio MS suplementado com 1 pM de BAP (2,5X); C)
Brotag6es do acesso BRA regeneradas em meio MS com 5 uM de BAP (2,5X); D) Brota¢des do acesso JB-UFSM,
cultivados em meio MS acrescido de 5 uM de BAP (2,5X); E) Brotos do acesso BRA, regenerados em meio MS
acrescido de 1 uM de TDZ (2,5X); F) Brota¢des do acesso JB-UFSM, cultivadas em meio MS acrescido de 1 uM
de TDZ (2,5X); G) Brotag6es do acesso BRA, cultivadas em meio MS acrescido de 5 uM de TDZ (2,5X); H)
BrotagOes de P. glomerata, acesso JB-UFSM, cultivadas em meio MS acrescido de 5 uM de TDZ (2,5X).

prejudicou desenvolvimento normal das plantas,
mesmo apos subcultivo para meio isento de citocinina
(Tabela 2).

As diferencas morfogénicas entre os
acessos BRA e JB-UFSM de P. glomerata mostraram-
se evidentes em todos os parametros estudados
(Tabelas 1 e 2). Diferengas morfogénicas entre
gendtipos sao muito freqlientes e ja foram observadas
em Vvarias espécies propagadas in vitro (Bennici et
al., 1997). De acordo com a producéo de segmentos
nodais, constatou-se que o acesso BRA apresenta
um maior potencial para a multiplicagao in vitro em
relacao ao JB-UFSM (Tabelas 1 e 2), podendo ser
propagado em meio MS ndo acrescido de
fitoreguladores, cuja producdo média € de 6,3
segmentos nodais a cada 30 dias. Adicionalmente,
verificou-se que o cultivo do acesso BRA em meio
com 1 uM de TDZ, seguido pelo subcultivo em meio
sem fitoreguladores, aumentou significativamente a
producao de segmentos nodais e, consequentemente,
a producéo de plantas in vitro. Assim, considerando-
se que sdo produzidos, em média, 5,2 novos

segmentos nodais por planta na fase de multiplicagdo
com 1 uM de TDZ e 11,8 segmentos nodais apés
subcultivo em meio isento de reguladores vegetais,
cerca de 60 plantas completas in vitro poderao ser
obtidas de um Unico explante dentro de um periodo
de 2 meses. Desta forma, esta metodologia podera
ser utilizada, alternativamente, para a producéo rapida
de um grande ndimero de plantas desse acesso de P.
glomerata. Da mesma forma, em P. tuberosa
(Spreng.) Hicken, plantas regeneradas com 1 uM de
TDZ apresentaram alta taxa de multiplicacdo e bom
desenvolvimento das raizes e partes aéreas (Flores
etal., 2007).

Por outro lado, os resultados mostraram que
maior producéo de plantas no acesso JB-UFSM foi
obtida na presenca de 5 uM de BAP, sendo registrado
uma média de 5,6 e 5,4 segmentos nodais na fase
de multiplicacdo e apds subcultivo em meio isento
de citocinina, respectivamente (Tabelas 1 e 2).
Contudo, essas plantas apresentaram menor
crescimento (média de 3,1 cm) quando comparadas
as plantas regeneradas na auséncia de citocinina
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TABELA 2. Morfogénese em segmentos nodais provenientes de plantas de dois acessos de Pfaffia glomerata,
inicialmente regeneradas em meio com BAP ou TDZ e ap6s subcultivados, durante 30 dias, em meio MS ndo

suplementado com citocinina.

Acesso Citocinina NL’Jmer9 df Ndmero de Comprimento Colorac,:éo*dis Enraizamento
(uM) brotagdes ser?orglz?stgs do?Ct;:;)}os brotagbes*, (%)*
0 16b 6,0b 6,6 b 50a 100 a
BAP 1 1,2d 45g 41d 50a 100 a
BRA 5  13cd 41h 37e 4,5b 80,0 b
0 1.6b 6,0b 6,6 b 50a 100 a
TDZ 1 20a 1,82 7,64 50a 100 a
5 1,2d 56¢c 3,7e 40c 50,0 c
0 14c 50f 60c 50a 100 a
BAP 1 1,2d 3.2 3.1f 50a 100 a
u%vl 5 1,7b 54d 3,1f 5,0a 100 a
0 14c 50f 6,0c 50a 100 a
TDZ 1 10e 34i 2,44 50 a 100 a
5 1,6b 52e 2449 50a 100 a

* Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si, pelo Teste de Tukey, em nivel de 1% de probabilidade de erro. ** Onde: 1= brotos
com coloragdo vermelho-violacea; 3= brotos com coloragdo verde e vermelho-violacea pouco intensa e 5= brotos com coloragéo verde.

(média de 6 cm) (Tabela 2). De fato, varias pesquisas
conduzidas com esse acesso de P. glomerata relatam
a viabilidade de produzir plantas homogéneas e de
qualidade através da micropropagacao de segmentos
nodais em meio MS (Nicoloso et al., 2001).

Os resultados obtidos no presente estudo
permitiram concluir que: a) as respostas in vitro de P.
glomerata variam de acordo com o acesso; b) o cultivo
dos segmentos nodais do acesso BRA, em meio MS
suplementado com 1 uM de TDZ, seguido do
subcultivo dos brotos em meio isento de reguladores
vegetais é uma metodologia viavel para a producgéo
rapida de um grande nimero de mudas e ¢) no acesso
JB-UFSM, o cultivo das plantas em meio MS néo
acrescido de reguladores de crescimento favorece a
propagacao in vitro.
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