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Sacarose e nitrogénio na multiplicagdo in vitro de Pfaffia glomerata (Spreng.) Pedersen

Sucrose and nitrogen on in vitro multiplication of Pffafia glomerata (Spreng.) Pedersen
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RESUMO

Pfaffia glomerata (Spreng.) Pedersen, conhecida
como ginseng brasileiro, é uma planta extensivamente usada
na medicina popular em decorréncia de possuir propriedades
fitoterapicas. Este trabalho teve como objetivo determinar a
melhor combinagdo de concentragdo da sacarose (30, 45 e
60g L) e do nitrogénio (50, 75, 100 e 125% da concentragéo
padrdo do meio MS) para a multiplicacdo in vitro de P.
glomerata. Aos 30 dias de cultivo, verificou-se que
concentragdes entre 40 e 45g L de sacarose e 50% de N
propiciaram maior crescimento em altura e nimero de
segmentos nodais por plantula. O ndmero de brotacdes foi
maior na concentracdo de 55g L de sacarose combinada
com 70% de N. A matéria seca de raizes, da parte aérea e do
total da plantula foi maior na concentracdo de 45g L de
sacarose associada com 50% de N. No geral, a redugdo da
concentragdo de N para 50% daquela padrdo do meio MS,
associada a um incremento na dose de sacarose para 45g L,
favorece o crescimento em altura, nimero de segmentos nodais
e brotacdes, bem como a produg¢do de biomassa de P.
glomerata cultivada in vitro, devido ao estimulo ao uso do
carbono.

Palavras-chave: Ginseng brasileiro, Amaranthaceae, cultivo
in vitro, carboidrato, nutriente mineral.

ABSTRACT

Pfaffia glomerata (Spreng.) Pedersen, known as
brazilian ginseng, is an extensively used plant in folk medicine
due to its phytotherapic characteristics. This work aimed to
determine the best combination of sucrose (30, 45 and 60 g L%)
and nitrogen (50, 75, 100 and 125% of the strength of MS
medium) on micropropagation of P. glomerata. In 30 days of
cultivation, sucrose ranging from 40 to 45g L* and nitrogen at

50% increased the height and the number of nodes. The number
of shoots was greater at concentration of 55g L sucrose
combined with 70% N. The dry matter of roots, aerial parts,
and of the whole seedling was increased on 50% N and 45g L*
sucrose. Altogether the halved concentration of nitrogen and
the increased concentration of sucrose to 45g L increase the
height, the number of nodes and the shoots as well as biomass
production improved due to an enhancemednt of carbon use.

Key words: Ginseng brasileiro, Amaranthaceae, in vitro
culture, carbohydrate, mineral nutrient.

INTRODUCAO

Pfaffia glomerata (Spreng.) Pedersen,
conhecida como ginseng brasileiro, ¢ uma das espécies
da familia Amaranthaceae de grande interesse comercial
na forma de fitomedicamentos e de suplementos
alimentares por  possuir  propriedades
rejuvenescedoras, revitalizantes, inibidoras do
crescimento de células cancerigenas, antidiabéticas,
tonicas, afrodisiacas, entre outras. A intensa exploragao
predatoria das reservas naturais justifica a elaboragéo
de planos de manejo ou projetos de cultivo para P.
glomerata (MONTANARI JUNIOR, 1999). Neste
sentido, varias pesquisas vém sendo realizadas no
intuito de desenvolver protocolos eficientes de
micropropagagao para essa espécie (NICOLOSO et al.,
2001b; RUSSOWSKI & NICOLOSO, 2003; NICOLOSO
etal.,2003; SKREBSKY etal.,2004).
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A propagacao de P. glomerata via estaquia,
em condigdes de viveiro e hidroponia, embora sendo
viavel, produz um niimero de mudas pouco expressivo
(NICOLOSO et al., 1999, 2001a). Em funcdo dessa
limitagdo, NICOLOSO et al. (2001b) propuseram um
protocolo altamente reproduzivel para a
micropropagagio da espécie, quando obtiveram, a partir
de um tnico segmento nodal cultivado em meio MS
(MURASHIGE & SKOOG, 1962), suplementado com
30g L! de sacarose, 15.000 plantas em seis meses.

As exigéncias nutricionais requeridas para
um tecido em condi¢des in vitro variam de acordo com
0 genotipo, necessitando-se, assim, otimizar os meios
de cultura para a micropropagacédo. Essa otimizagdo,
em geral, ¢ feita a partir de variagdes de trés
componentes essenciais: fitoreguladores, substancias
orgénicas e nutrientes minerais (NAGAO et al., 1994;
LEIFERT et al., 1995; CALDAS etal., 1998).

O nitrogénio e a sacarose sao oS
componentes em maior quantidade nos meios de cultura
(NAGAO etal., 1994). O nitrogénio ¢é essencial por fazer
parte de inimeras estruturas organicas, compondo os
nucleotideos, que formam os acidos nucléicos (RNA e
DNA), como também aminoacidos, que constituem as
proteinas, estando presente ainda na propria molécula
de clorofila. E o principal nutriente inorganico de
qualquer meio de cultura, independentemente da
espécie e do objetivo do cultivo. A quantidade e a fonte
de N pontualmente também influenciam o crescimento
das culturas in vitro, seu metabolismo quimico € a
formagéo e produgdo de metabolitos (RUSSOWSKI,
2001).

Ao testar o efeito da variacdo isolada das
concentragdes de N e P do meio MS no crescimento de
P. glomerata, foi verificado que o ntimero de raizes por
planta, bem como o percentual de enraizamento, foi
maior na concentragdo de N equivalente a 50% daquela
do meio de cultura MS. Contudo, a altura de brotac¢des
e o numero de segmentos nodais por plantula foram
maiores, respectivamente, em 100 e 65% de N do meio
MS. Ja a biomassa foi maior na concentragdo de 80%
de N (RUSSOWSKI & NICOLOSO, 2003).

O fluxo fotonico fotossintético fornecido
pelos sistemas convencionais de iluminagdo das
camaras de crescimento em cultivos in vitro é muito
baixo (30 a 60pmol m? s'). Portanto, isto torna
insuficiente o crescimento autotréfico dos tecidos
vegetais e, assim, os carboidratos sdo suplementados
aos meios nutritivos como fonte adicional de energia e
como precursores para a formagdo de macromoléculas
mais complexas (LEIFERT et al., 1995, CALDAS etal.,
1998). Pesquisas de NICOLOSO et al. (2003)
demonstraram que a presenca de sacarose nas doses

de 30, 45 ¢ 60g L', dentre as cinco fontes de carbono
utilizadas, proporcionou o maior crescimento em altura
de brotagdes, numero de segmentos nodais, biomassa
de raiz e parte aérea de P. glomerata cultivada in vitro.
Também tem sido caracterizada a existéncia de uma alta
correlagdo, tanto em nivel fisioldgico como molecular,
do metabolismo do carbono e do nitrogénio sobre o
crescimento das plantas, sendo que a presenga de
carbono reduzido, principalmente sacarose, estimula a
assimilacao do nitrato (CORUZZI, 2003).

O objetivo deste trabalho foi determinar a
melhor combinagdo de concentragdo da sacarose e do
nitrogénio para a multiplicagdo in vitro de P. glomerata.

MATERIAL E METODOS

Como fonte de explantes, foram utilizados
segmentos nodais (1,0cm de comprimento e sem folhas)
de plantas de P. glomerata cultivadas in vitro em meio
de culturaMS (MURASHIGE & SKOOG, 1962), segundo
metodologia descrita por NICOLOSO et al. (2001b).

Os tratamentos consistiram de uma
combinagdo bifatorial completa de quatro
concentragdes de N (50, 75, 100 e 125% da
concentragdo padrdo do meio MS) e de trés
concentragdes de sacarose (30,45 e 60g L'). Os demais
nutrientes minerais e organicos do meio de cultura ndo
foram alterados. Também foi mantida a proporg¢ao entre
as fontes de N 2 NO 01 NH' ,) em todos os tratamentos.
O pH do meio de cultivo foi ajustado para 5,8 antes da
inclusao do agar (0,6%) e da autoclavagem (latm,
120°C, 15min). A parcela experimental consistiu de um
tubo de ensaio (25mm de didmetro, 150mm de altura e
147, 26cm? de volume interno) contendo 10mL de meio
de cultura MS, modificado nas concentragdes de
nitrogénio e sacarose, € um segmento nodal. O
delineamento experimental utilizado foi o inteiramente
casualizado, com 30 repeti¢des.

Apos inoculagdo, os explantes foram
cultivados em sala de cultivo com temperatura
controlada de 25+2°C, fotoperiodo de 16h e intensidade
luminosa de 35umol m? s™! por lampadas fluorescentes
brancas-frias. O percentual de enraizamento foi
avaliado aos 7, 8,9, 10, 12 e 15 dias apos a inoculagdo
(DAI), e aos 30 DAI foram avaliadas a altura das
brotagdes, o numero de segmentos nodais de cada
brotagdo, o numero total de segmentos nodais e o
numero de brotagdes por planta, bem como a produgéo
da massa seca da parte aérea, da raiz e do total da
planta.

Os dados experimentais foram submetidos
a analise de variancia. O comportamento individual dos
parametros de crescimento das plantas foi avaliado por
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regressoes polinomiais em nivel de 5% de probabilidade
de erro. As variaveis de porcentagem foram
transformadas previamente em arco seno (x/100)"2.
Utilizou-se o software cientifico NTIA, desenvolvido
pelo Centro Nacional de Pesquisa Tecnoldgica em
Informatica para Agricultura (EMBRAPA, 1997).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Até 15 dias apds a inoculagao (DAI), o
maior percentual de enraizamento (55 a 56%) foi obtido
na presenca de duas situagdes opostas, ou seja: pela
combina¢do da menor dose de sacarose associada a
maior dose de nitrogénio ou com a maior dose de
sacarose combinada @ menor de nitrogénio (Figura 1a).
Em funcdo desses componentes nutritivos serem
aqueles em maior concentragdo no meio MS
(MURASHIGE & SKOOG, 1962), provavelmente, a
combinacdo de altas doses de N e sacarose afetam
negativamente o enraizamento através do aumento do
potencial osmdtico do meio, fator sabidamente
conhecido como inibidor do desenvolvimento radicular
durante o processo de propagacdo vegetativa.
SKREBSKY et al. (2004), variando isoladamente a
concentracdo de sacarose do meio de cultivo MS,
verificaram que o maior nimero de raizes, aos 15 DAI,
foi obtido entre as concentragdes de 45 e 60g L.

A altura da maior brotagdo também
apresentou interagdo significativa entre as
concentracdes de N e sacarose no meio de cultivo,
sendo que a dose de maxima eficiéncia técnica estimada
(DMET) foi 45g L' de sacarose e 50% de nitrogénio
(Figura 1b). RUSSOWSKI & NICOLOSO (2003),
testando o efeito isolado da variagdo de doses de N e
P, registraram que o melhor crescimento em altura de
plantulas de P. glomerata foi obtido na dose de 100%
de N do meio MS. Ja SKREBSKY et al. (2004), ao
testarem o efeito isolado de doses de sacarose no meio
de cultivo, observaram que a altura das brota¢des de P.
glomerata apresentou DMET a sacarose de 30 a 45g
L'aos 10 DAI e aos 25 € 32 DAI, entre 45 ¢ 60g L.
GUIMARAES et al. (1999) registraram maior
comprimento de brotos de samambaia-espada
(Nephrolepsis exaltata) na auséncia de sacarose ¢ a
25% de N. No crescimento dos brotos de crisantemo
(Dendranthema grandiflora), OLIVEIRA (1994)
verificou que o melhor tratamento foi a combinagéo da
baixa concentracdo de sacarose associada a baixa
porcentagem de N no meio de cultura. Estes resultados
demonstram que as respostas a interagdo entre doses
reduzidas de N e C no meio de cultivo variam em fungao
da espécie vegetal em questdo.

O numero de segmentos nodais da maior
brotagdo (Figura 1c) e o total por plantula (Figura 1d)

foram maiores na presenga de 40 a 50g L' de sacarose
associada a 50% de N. Quanto as respostas em relagdo
a variacdo isolada da concentracdo de sacarose,
NICOLOSO etal. (2003) verificaram que o nimero total
de segmentos nodais, juntamente a outros parametros
de crescimento da P. glomerata, aumentaram pelo
acréscimo das concentragdes de sacarose, ¢ em 30, 45
e 60g L' foi significativamente maior do que aquelas
proporcionadas por outras fontes de carbono. Ja
SKREBSKY et al. (2004) verificaram que o aumento de
30 para 60g L' de sacarose incrementou o nimero de
segmentos nodais por brotagdo de P. glomerata em
27%. Quanto ao N, RUSSOWSKI & NICOLOSO (2003)
constataram que a redugdo da concentragdo padrdo
do meio MS para 50% apenas alterou o niimero de
segmentos nodais em 7%; entretanto, a producdo de
massa seca total da planta foi alterada em 35% nessa
mesma condigdo. Estes resultados indicam que o ganho
em numero de segmentos nodais por plantula, sob o
ponto de vista custo/beneficio, pode trazer vantagens
significativas porque ¢ um importante parametro de
crescimento; fundamental, portanto, quando se visa a
uma alta taxa de multiplicagdo para producdo de mudas
em larga escala.

O ntimero de brotag¢des por planta também
apresentou interacdo entre os fatores sacarose e N,
sendo maior na presenga de 70% da concentracdo de
N e de 55g L' de sacarose (Figura 1¢). Este resultado
demonstra que a variagdo de componentes essenciais
do meio MS pode alterar o padrdo de desenvolvimento
das plantas. Em P. glomerata cultivada in vitro,
NICOLOSO etal. (2001b) e RUSSOWSKI & NICOLOSO
(2003) verificaram que o niimero de brotagdes tem sido
o pardmetro de crescimento menos variavel conforme
as alteragdes dos nutrientes do meio MS.

As matérias secas de raizes, da parte aérea e
do total das plantas apresentaram respostas
semelhantes as variagdes das concentragdes de N e
sacarose para outros parametros de crescimento, sendo
que o aumento da concentragdo de sacarose até 45g L,
combinado com 50% da concentragdo de N do meio
MS, proporcionou o maior incremento em biomassa
(Figura 2a, b, ¢). RUSSOWSKI & NICOLOSO (2003),
variando isoladamente as concentragdes de N e P do
meio de cultivo, observaram que a massa seca das
plantulas de P. glomerata foi maior na presenca de
50% de N. Também variando isoladamente a
concentragao de sacarose do meio de cultivo,
NICOLOSO et al. (2003) verificaram que a biomassa
das plantulas de P. glomerata aumentou
significativamente pelo incremento da concentragdo
de sacarose de 30 para 60g L. Ja para a cultura do
morangueiro (Fragaria x ananassa Duch), CALVETE
(1998) observou que a biomassa radicular foi maior na
dose de 45g L.
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Figura 1 - Efeito de concentragdes de nitrogénio e sacarose do meio MURASHIGE & SKOOG (1962) no percentual de enraizamento
(a), altura da maior brotag@o (b), nimero de segmentos nodais da maior brotag¢do (c), numero total de segmentos nodais (d)
e niimero de brotagdes por plantula (e) de Pfaffia glomerata cultivada in vitro por 30 dias ap6s a inoculagdo dos explantes.

O metabolismo do carbono e do nitrogénio,
analisados sob aspectos moleculares e fisiologicos,
interagem com forte correlacdo, na qual a presenca de
carbono reduzido estimula tanto a expressdo génica
como a atividade de enzimas da assimilac¢do do nitrato
(CORUZZI, 2003). AVILA et al. (1998), analisando as
respostas de trés cultivares de batata (Solanum
tuberosum) a concentracéo e fontes de N, constataram

que o numero de segmentos nodais, o comprimento
das brotagdes e a biomassa aumentaram na cv. “Spunta”
quando a concentragdo de N foi diminuida a metade,
fato que os autores atribuiram ao aumento da eficiéncia
do uso do carbono.

Os niveis de nutrientes organicos e
inorganicos nos substratos de cultivo in vitro
influenciam varios processos metabolicos nas culturas,
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Figura 2 — Efeito de concentragdes de nitrogénio e sacarose do meio

MURASHIGE & SKOOG (1962) na produgdo de matéria seca
da raiz (a), da parte aérea (b) e do total (c¢) de plantulas de
Pfaffia glomerata cultivadas in vitro por 30 dias ap6s a inoculagdo
dos explantes.

apresentando efeito sobre o crescimento e a
diferenciacdo dos tecidos. GEORGE (1996)
verificou que o aumento na concentragdo de
sacarose, de modo geral, estimula o
crescimento e a formagao de raizes de algumas
espécies. Ja em outros trabalhos, na fase de
enraizamento, a redugdo da concentragdo de
sacarose no meio de cultura vem sendo citada
como benéfica na melhoria da qualidade do
sistema radicular, bem como na sobrevivéncia
das plantulas transplantadas (ANDRADE,
1998). Testando a influéncia de CO, e sacarose
na fotossintese e transpiragdo de explantes
de Actinidia deliciosa cultivados in vitro,
ARGITA et al. (2002) verificaram que os
melhores resultados foram aqueles em que os
explantes foram expostos a 600umol CO, mol’!
+ 20g L' sacarose nos primeiros 20 dias,
sendo, em seguida, transferidos para um meio
sem sacarose até o final do periodo de cultivo.
Esta condi¢do proporcionou um completo
desenvolvimento do aparato fotossintético,
possibilitando uma maior eficiéncia na fase
de transferéncia das plantas para condi¢des
ex vitro. Apesar disso, SKREBSKY etal. (2004)
verificaram que plantulas de P. glomerata
beneficiaram-se da maior disponibilidade de
sacarose (50g L!; suplementado no cultivo
in vitro) durante a fase de aclimatizagéo.
Considerando-se que as plantas
matrizes utilizadas no presente experimento
foram obtidas em meio MS padrio,
suplementado com 30g L' de sacarose,
permanece davida quanto a repetibilidade do
ganho de biomassa e quanto ao numero de
segmentos nodais por plantula obtidos pela
combinacgo da reducdo do N para 50% do padrdo
do MS, associada ao aumento do suprimento
da sacarose para 45g L', se fossem utilizadas
plantas matrizes subcultivadas sucessivamente
na nova composi¢do de N e sacarose. Para tal,
ensaios experimentais estdo sendo realizados
visando a comprovagdo dessa hipotese por
testar (i) sucessivos subcultivos na nova
condigdo nutricional indicada por este trabalho,
bem como (ii) checar a eficiéncia do processo de
aclimatizacdo das plantulas nesta condic@o.

CONCLUSAO
A reducdo da concentragcdo de N

para 50% daquela padrio do meio MS,
associada a um incremento na dose de
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sacarose até 45g L', favorece o crescimento em altura,
nimero de segmentos nodais e brotagdes, bem como a
produgdo de biomassa de P. glomerata cultivada in
vitro.
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