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Sacar ose e periodo de cultivo in vitro na aclimatizagéo ex vitro de ginseng brasileiro
(Pfaffia glomerata Spreng. Peder sen)

Sucrose and duration of in vitro growth on ex vitro acclimatization of Brazilian ginseng
(Pfaffia glomerata Spreng. Peder sen)

Etiane Caldeira Skrebsky* Fernando Teixeira Nicoloso?> Gregori da Encarnacédo Ferrao®

RESUMO

Pfaffia glomerata (Spreng.) Pedersen é uma planta
extensivamente usada na medicina popular em decorréncia de
possuir propriedades fitoterapicas. Devido a sua baixa capacida-
de fotossintética, as plantas cultivadas in vitro requerem uma fon-
te extra de carboidratos para suprir suas necessidades metabdli-
cas. O tempo de cultivo in vitro influencia as taxas de crescimento
das raizes e da parte aérea de P. glomerata. Este trabalho teve
como objetivos avaliar os efeitos da sacarose e do periodo de cul-
tivoin vitro naaclimatizagéo ex vitro de plantulas de P. glomerata.
Os tratamentos consistiram de uma combinag&o bifatorial (5x2)
entre cinco concentragdes de sacarose (15, 30, 45,60 e 75g L) e
dois periodos de cultivo in vitro (25 e 32 dias apds a inoculagio).
No cultivo in vitro, a parcela experimental consistiu de um tubo
de ensaio contendo 10mL de meio MS e um segmento nodal, obti-
dos de plantulas mantidas in vitro, de 1,0cm de comprimento e
sem folhas. O procedimento de aclimatizacdo consistiu de quatro
fases sucessivas de cultivo ex vitro: (i) abertura dos tubos de en-
saio e exposi¢ao das plantulas ao ambiente de camara climatizada
por trés dias; (ii) transplantio para substrato Plantmax e cultivo
em condicOes de camara climatizada por 21 dias; (iii) transferén-
cia das mudas para ambiente natural parcialmente sombreado,
com duracgdo de 24 dias; e (iv) transplantio para solo em condi-
¢Oes de cultivo a campo. O maior crescimento das plantas obtido
pelo aumento da disponibilidade de sacarose (concentragdes en-
tre45e60g L*) no cultivoin vitro contribuiu para a aclimatizag&o.
Independente do periodo deretirada dasplantasdo cultivoin vitro,
as mudas obtiveram adequada aclimatizagéo. O procedimento de
aclimatizagédo foi 100% eficiente na producédo de mudas de P.
glomerata.

Palavras-chave: micropropagacao, carboidrato, produgdo de
mudas, autotrofismo, heterotrofismo.

ABSTRACT

Pfaffia glomerata (Spreng.) Pedersen is an
extensively used plant in popular medicine due to its phytotherapic
characteristics. Due to low photosynthetic capacity of plants
cultivated in vitro, an extra source of carbohydratesisrequired to
supply their metabolic demands. The growth rate of roots and

shoots of P. glomerata are different during thein vitro cultivation.
The objectives of this study were to evaluate the effect of sucrose
levelsand the duration of in vitro growth on ex vitro acclimatization
of P. glomerata seedlings. Treatments consisted of a bifactorial
combination (5x2) of five sucrose levels (15, 30, 45, 60 and 75g L)
and two periods of in vitro cultivation (25 and 32 days after
inoculation). In the in vitro cultivation, the experimental unit
consisted of a test tube containing 10mL of MS medium and a
nodal segment, fromin vitro cultivated plants, of 1,0cm in length
without leaves. The acclimatization scheme consisted of ex vitro
cultivation by four successive phases: (i) opening of the test tube
and subseguent cultivation in growth room for three days; (ii)
seedlings subcultivation to Plantmax substrate and cultivation in
growth roomfor 21 days; (iii) seedlings transfer to partially shady
natural environment for 24 days; and (iv) seedling subcultivation
to soil under field condition. The greatest plant growth by
increasing the sucrose availability (levels among 45 and 60g L)
during the in vitro growth contributed to acclimatization.
Regardlessof duration of thein vitro growth, the seedlings obtained
and efficient acclimatization. The acclimatization procedure was
100% efficient on seedling production of P. glomerata.

K ey wor ds: micropropagation, carbohydrate, seedling production,
autotrophy, heterotrophy.

INTRODUCAO

O género Pfaffia, particularmente a espé-
cie Pfaffia glomerata, estende-se por todaaAmérica
do Sul desde aGuiana até aBoliviaeArgentina, e no
Brasil ocorreemtodasasregites (SMITH & DOWNS,
1972). A Pfaffia glomerata, umadas espécies conhe-
cidas como ginseng brasileiro, é considerada medici-
nal por possuir caracteristicas rejuvenescedoras,
revitalizantes, inibidoras do crescimento de células
cancerigenas, ativadoras dacirculagdo do sangue, es-
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timulantes das fungdes sexuais, antidiabéticas, com-
batente de estresses e enfermi dades como inflamactes
e reumatismo (MONTANARI JUNIOR., 2002).

Devido a propagacéo vegetativa da P.
glomerata via estaquia ser fisiologicamente viével,
porém tecnicamente de baixo rendimento
(NICOLOSO et al., 1999; NICOLOSO et al., 2001a),
NICOLOSO et d. (2001b) desenvolveram um proto-
colo para a micropropagacdo desta espécie onde, a
partir de um Unico segmento nodal, foi possivel obter
15.000 plantulas dentro de um periodo de sei's meses.

Ascélulas, tecidos e plantulas cultivadasin
vitro ndo encontram condic¢des adequadas deilumina-
¢d0 e concentracdo de CO; e, as vezes, hdo apresen-
tam teores de clorofila suficientes para realizar a
fotossintese que sustenta o crescimento (DALTON &
STREET, 1977; SOLiSet ., 1989; GROet ., 1993).
Portanto, devido & baixa capacidade fotossintética das
plantas cultivadas in vitro, essas requerem a adicéo de
carboidratos parasuprir suas necessi dades metabdlicas,
quer participando nageracdo de energiaou como fonte
de esqueletos carbdnicos para varios processos
bi ossintéti cosimplicados nadiferenciaco e crescimento
celular (LEIFERT et al., 1995), sendo a sacarose o
carboidrato mais apropriado para o cultivo da P.
glomerata (NICOLOSO et al., 2003).

AsadaptacBesinduzidas as plantul as cul -
tivadasin vitro quando levadas ao ambiente ex vitro
s8o denominadas comumente de aclimatizagdo. Esse
processo consiste de modificacdes morfo-
anatdmico-fisiol gicas necessérias as plantas para
gue possam sobreviver em um novo ambiente (CAR-
VALHO et a., 1999). O aumento, aeliminagdo e/ou
areducdo da concentracdo de carboidratos no meio
de cultivo pode ser determinante no sucesso da
aclimatizag@o (SOLAROVA et al., 1989; LIM et dl.,
1992; LEIFERT et al., 1995; CALVETE, 1998;
LEITE et al., 2000).

Asmaiorestaxas de crescimento deraizes
e parte aérea de plantulas de P. glomerata foram
verificadas em momentos distintos do cultivo in
vitro, sendo que até 15 dias apds a inoculacéo dos
explantes pouco incremento de biomassa da parte
aéreaforam observados (NICOLOSO et al., 2001b).
Sabe-se que 0 sucesso ho pegamento de mudas de
varias espécies é dependente da razdo entre a
biomassa de raizes e da parte aérea. Portanto, o tem-
po de cultivoin vitro deve influenciar o pegamento
ex vitro das mudas.

Este trabalho teve como objetivo avaliar
o efeito da sacarose e do periodo de cultivo in vitro
na aclimatizagéo ex vitro de plantulas de P.
glomerata.

MATERIAL E METODOS

Os tratamentos consi stiram de uma combi-
nacdo bifatorial (5x2) entre cinco concentragdes de
sacarose (15, 30, 45, 60 e 75g L1) e dois periodos de
retirada das pléntulas do cultivo in vitro (25 e 32 dias
aposainoculacdo). No experimento de cultivoin vitro,
o delineamento experimental foi o inteiramente
casualizado com 60 repeti¢des por tratamento. A par-
cela experimental consistiu de um tubo de ensaio
(25mm de didmetro, 150mm de aturae 147,26cm® de
volume interno) contendo 10mL de meio MS
(MURASHIGE & SKOOG, 1962), solidificado com
0,6% de &gar e um segmento nodal de 1,0cm de com-
primento sem folhas. Os explantes foram obtidos de
plantulas mantidas in vitro na auséncia de
fitoreguladores obtidas segundo o protocolo de
NICOLOSO et a. (2001b). O pH do meio de cultivo
foi gjustado para 5,8 antes da inclusdo do agar e da
autoclavagem (latm, 120°C, 15min). O cultivo dos
explantes foi realizado em cémara climatizada com
temperatura de 25+1°C e fotoperiodo de 16h, sob in-
tensidade luminosa de 1.500lux fornecida por |ampa-
das fluorescentes branca-frias. Os recipientes de cul-
tivo foram fechados com folha de papel aluminio e
filme pléstico PVC. Efetuaram-se avaliagbes do nu-
mero de raizes aos 7, 8, 9, 10, 12 e 15 dias apos a
inoculagdo (DAI), eans 10, 25 e 32 DAI foram com-
putadas a média da altura de brotacGes e média do
nimero de segmentos nodais por brotagdo, bem como
a matéria seca da parte aérea, de raizes e total das
plantulas aos 25 e 32 DAI.

Plantas cultivadas in vitro até 25 e 32 DAI
foram submetidas ao processo de aclimatizacdo ex
vitro, que consistiu de quatro etapas sucessivas. Na
primeira etapa, com duracdo de trés dias, as plantulas
(30 por tratamento) ficaram expostas ao ambiente da
camara climatizada retirando-se o papel aluminio e o
filme pléstico PVC que fechavam a abertura dos tu-
bos de ensaio. Na segunda etapa, as plantulas (15 por
tratamento) foram transplantadas pararecipientes plas-
ticos contendo 250cm?® de substrato comercial
Plantmax Hortalicas e permaneceram sob condicdes
de cémara climatizada por 21 dias. A umidade do
substrato foi mantida entre 45 e 60% da capacidade
decampo, através deirrigacdo com guadestiladasem-
pre por meio de aferi¢cdes diarias por pesagem. Nessas
duas primeiras etapas, as condi¢des de luminosidade,
temperatura e fotoperiodo foram as mesmas dagquelas
utilizadas no cultivo in vitro, eaumidade do ar foi de
60%.

Na terceira etapa, as plantas (10 por trata-
mento) foram transferidas, por um periodo de 24 dias,
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paraviveiro de mudas sob condi¢des de sombrite (ma-
Ilha 50%). A irrigagdo das plantas foi redlizada por
microaspersdo a cada duas horas, seis vezes ao dia
Nas trés primeiras etapas de aclimatizago, utilizou-
se 0 delineamento experimental inteiramente
casualizado, sendo aparcelaexperimental constituida
de uma planta.

Naquartaetapa, as plantas (5 por tratamen-
to) foram transferidas para condi¢des de cultivo acam-
po. As plantas foram retiradas dos recipientes plésti-
cos e transplantadas para o solo (Argissolo Vermelho
distréfico arénico) previamente preparado em covas
de +25cm de profundidade, col ocando-se 25g de adu-
bo NPK (5-20-20), num espacamento de 1m entre li-
nhas e 0,60cm entre plantas. A irrigacéo foi realizada
diariamente por meio de regadores manuais, devido a
intensa radiagdo solar observada durante os dois me-
sesinicials.

No final da segunda e terceira etapas de
aclimatizacdo, foram retiradas cinco amostras de plan-
tas paraaavaliacdo da matéria secada parte aérea, de
raizesetotal dasplantulas, bem como asobrevivéncia
das plantas no final das trés tltimas etapas. A andlise
dos dados foi realizada por regressdo (fator concen-
tracdo de sacarose) e por comparacdo de médias (fa-
tor época de retirada das plantas do cultivo in vitro)
utilizando-se o software SOC/EMBRAPA — Campi-
nas, SP, ao nivel de 5% de probabilidade de erro.

RESUL TADOSE DISCUSSAO

As primeiras raizes surgiram na base dos
explantes aproximadamente aos 7 dias apés a
inoculagcdo (DALI), logo apds o surgimento das pri-
meiras folhas. O maior nimero de raizes foi obtido
entre as concentracfes de 45 e 60g L aos 15 DAI
(Figura 1a). Resultados relatados por NICOLOSO et
a. (2001b) mostraram que plantas de P. glomerata
cultivadas in vitro em meio de cultura MS
suplementado com 30g L * de sacarose, dentro deum
periodo de 35+5 DAI, apresentaram excel ente desen-
volvimento do sistema radicular, bem como da parte
aérea.

Osniveis de sacarose no substrato de cul-
tivo in vitro influenciam varios processos metab6-
licos nas culturas, apresentando efeito sobre o cres-
cimento e diferenciacdo dos tecidos. GEORGE
(1996) verificou que o0 aumento da concentragéo de
sacarose, de modo geral, estimulao crescimento ea
formacdo de raizes de algumas espécies. Ja em ou-
tros trabalhos, na fase de enraizamento, a reducéo
daconcentrac&o de sacarose no meio de culturavem
sendo citado como benéfico na melhoria da quali-

dade do sistema radicular, bem como na sobrevi-
véncia das pléantulas transplantadas (ANDRADE,
1998).

Aos 10 DAI, as médias da altura das
brotagbes e do niUmero de segmentos nodais por
brotagcdo responderam a variag8o da concentracdo de
sacarose com maxima eficiéncia técnica estimada
(MET) de30a45gL* eaos25e 32 DAI, entre45 e
60g L (Figura 1b, c). Resultados semelhantes foram
obtidos por RIBEIRO et a. (1998), que constataram
maior crescimento paraembrifesdelaranja“ pérd’ nas
concentracOes de sacarose entre 45 e 60g L.

A média da altura de brotacdes e média do
niimero de segmentos nodais por plantula foi maior
aos 32 DAI do que aos 25 e 10 DAL, fato queindicao
incremento crescente da biomassa das plantulas culti-
vadas in vitro. De acordo com NICOLOSO et al.
(2003), comparando quatro concentracfes de cinco
fontes de carbono, a sacarose nas concentragfes de
30, 45 e 60g L foi a melhor fonte de carboidratos
guanto ao nimero de brotacdes, altura de brotacdes,
média da altura de brotagdes e nimero total de seg-
mentos nodais por planta de P. glomerata, portanto,
demonstrando que esse carboidrato é o mais apropria-
do ao cultivo in vitro dessa espécie.

Com relag8o a matéria seca da parte
aéreadasplantulasde P. glomerata cultivadasin vitro,
aos 25 DAI, aMET asacarose foi de 67,2g L, sendo
essa maior do que aquela obtida aos 32 DAI, a qual
apresentou MET de 57,1g L* (Figura 1d). A matéria
secade raizes apresentou resposta clbica com rel agéo
as concentracfes de sacarose (Figura 1€) e a matéria
secatotal das plantasteve comportamento quadratico,
com MET de 63,99 L™ de sacarose (Figura 1f). Resul-
tados semelhantes a esses foram obtidos por
NICOLOSO et al. (2003), onde a€el evagdo da concen-
trac8o de sacarose de 30 até 60g L promoveu maior
producdo de biomassa dos 6rgdos de P. glomerata
cultivadas in vitro. O aumento da producéo de
biomassa da raiz para a cultura do morangueiro
(Fragariax ananassa Duch) foi crescenteaté45g L
desacarose (CALVETE, 1998). Ja paraasamambaia
espada (Nephrolepis exaltata L. Schott) propagadain
vitro, 0 aumento de sacarose tendeu a apresentar os
piores rendimentos (GUIMARAES et al., 1999).

Os resultados obtidos para a P.
glomerata, considerando varios parametros de cres-
cimento, indicam que concentragfes acimade 60g L-
1 de sacarose ndo sdo benéficas, sejapelaelevadapres-
s80 osmética do meio de cultivo (CALDAS et a.,
1998) ou por um desbalanco nutricional qualquer
(LEIFERT et a., 1995). Essesresultadostambém cor-
roboram aqueles de GUIMARAES et al. (1999), se-
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Figura 1l - Efeito de concentragdes de sacarose no nimero de raizes (a), média da altura de brotagGes (b), média do nimero de segmentos
nodais por brotagdo (c), matéria seca da parte aérea (d), de raizes (€) e total das plantulas (f) de Pfaffia glomerata cultivadas in

vitro.

gundo os quais as otimizagdes do meio de culturade-
pendem da espécie estudada.

Aos 21 dias de cultivo ex vitro em camara
climatizada, houve efeito quadrético das concentra-
¢Oes de sacarose, com MET de 52,99 L paraa maté-
ria seca da parte aérea (Figura 2a) e 53,29 L* para a
matéria seca total (Figura 2c). A maior producéo de
matéria secadaparte aérea etotal das plantasfoi obti-

daparaasplantasretiradasaos 32 DAIl. Comrelagcdo a
matéria seca de raizes, as plantas retiradas do cultivo
in vitro aos 25 DA apresentaram respostalinear posi-
tivaasacarose. Ja as plantas cultivadas até os 32 DAI
apresentaram resposta quadrética com amaior produ-
¢80 de biomassaem 50,79 L de sacarose (Figura 2b).

A maior acumulacdo de biomassa da parte
aérea e total das plantas oriundas do cultivo in vitro

CiénciaRural, v.34, n.5, set-out, 2004.
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SOLIS et al., 1989; GRO et al.,
1993), nota-se que, em funcdo dos
. _ . dados, essas plantas acumularam

- mai s reservas de sol utos, que podem
ter sido utilizadas durante a
aclimatizagdo e, com isto, proporci-
oharam maior crescimento e desen-
volvimento ex vitro. Estes dados cor-
roboram aqueles relatados por
CALVETE (1998) parao moranguei-
ro.

Aos 24 diasdecultivo ex
vitro sob sombrite, a matéria seca
daparte aérea, deraizes etotal das
plantas respondeu a variacéo da
concentracdo de sacarose com
MET de 50g L (Figura 2d, e, f).
Interessantemente, a diferenca no
crescimento entre as plantas retira-
dasaos 25 e 32 DAl até a2 fase de
aclimatizag&o, deixou de existir aos
24 dias de cultivo sob sombrite. Por-
tanto, pode-se inferir que, apés um
- certo periodo de cultivo ex vitro, que
nesse caso coincidiu com otempo de
. cultivo sob sombrite, as diferencas
existentes pela maior producdo de
biomassa das plantas retiradas do
z x cultivo in vitro aos 32 DAI, sd0 so-
brepujadas por outros fatores do
ambiente que igualam o crescimen-

3 T

FH b

Figura2 - Efeito de concentractes de sacarose e de épocas de retirada das plantas do cultivoin
vitro sobre a produgdo de matéria seca da parte aérea (a), de raizes (b) e total das
plantas (c) cultivadas em camara climatizada por 21 dias, bem como na matéria seca
da parte aérea (d), deraizes (€) etotal das plantas (f) de Pfaffia glomerata cultivadas

sob sombrite por 24 dias.

a0s 32 DAI (Figura2a, ¢), demonstraque o maior cres-
cimento das plantas em funcéo da permanéncia mais
prolongada no sistema in vitro ndo prejudica a
aclimatizag@o ex vitro daP. glomerata. Além disso, o
beneficio na producéo de biomassa advindo do au-
mento da disponibilidade de sacarose, durante o culti-
Vo in vitro, também ndo prejudicou a aclimatizacdo.
Para 0s pardmetros de crescimento estuda-
dos, constata-se o efeito positivo da aclimatizag8o ex
vitro sobre as mudas P. glomerata produzidasin vitro
em diferentes concentracfes de sacarose. Apesar das
plantas oriundas do cultivo in vitro sob atas concen-
tracOes de sacarose, provavel mente, apresentarem me-
nor taxadefotossintese (DALTON & STREET, 1977,

to das plantas com diferentesidades
decultivoin vitro.

Quanto aporcentagem de
sobrevivénciadas plantas cultivadas
ex vitro, tanto aos 21 dias de cultivo
em camara climatizada (Figura 3a)
como aos 24 dias de cultivo sob
sombrite (Figura 3b), observou-se
gque aguelasretiradasdo cultivoin vitro aos 25 DAI na
presencade 15 e 75g L * de sacarose foram as que apre-
sentaram as menores percentagens de sobrevivéncia.
Para as plantas desenvolvidas na presencade 30, 45 e
60g L de sacarose, ndo houve diferencas entre ague-
lasretiradasaos 25 e 32 DA, asquaisobtiveram 100%
de sobrevivéncia.

A porcentagem de sobrevivénciaaos 30 dias
sob cultivo a campo indicou que as plantas obtiveram
excelente aclimatizac&o, independe do periodo dare-
tirada das plantas do cultivo in vitro, bem como da
concentracdo de sacarose utilizada, exceto para aque-
lasoriundas de 159 L de sacarose que ndo obtiveram
100% de sobrevivéncia (Figura 3c). Para CALVETE

CiénciaRural, v.34, n.5, set-out, 2004.
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Figura 3 - Efeito de concentractes de sacarose e de épocas de reti-
rada das plantas do cultivo in vitro sobre a porcentagem
de sobrevivéncia de plantas de Pfaffia glomerata aos
21 dias do cultivo em cdmara climatizada (a), 24 dias
em sombrite (b) e 30 dias a campo (c).

(1998), a maior taxa de sobrevivéncia do moranguei-
ro, encontrada na presencade 459 L de sacarose, em
relacdo as plantas oriundas da concentragéo de 159 L-
1, pode ter ocorrido pelo acimulo de sélidos nos teci-
dos, conferindo maior resisténciaasfolhas, sugerindo
gue apresencadereservas de carbono nasfolhas pode
ser aprincipal formade sustentar a sobrevivéncia das
plantas, durante as primei ras semanas de aclimatizacdo
ex vitro.

O periodo total de aclimatizacao testado
para as plantas de P. glomerata, desde os trés dias
sem a presenca do papel aluminio e filme pléstico,
mais os 21 dias de cultivo em cAmara climatizada e
0s 24 dias sob sombrite, totalizou 7 semanas. De
acordo com CALVETE (1998), considerando um pe-
riodo de 8 semanas de aclimatizac¢&o para 0 moran-
gueiro, as plantas necessitam de 3 a4 semanas para
se adaptarem as novas condic¢des ambientais, e so-
mente apds retomam o crescimento. Desse modo,

parece que a P. glomerata apresenta comportamen-
to semelhante ao morangueiro.

Os resultados obtidos neste trabalho indi-
cam gue a nutri¢do autotréfica, induzidain vitro, nem
sempre conduz a um melhor crescimento das plantas
guando comparado com aguele obtido em um meio
de cultivo contendo sacarose. Alguns trabalhos mos-
tram ainfluéncia positiva da sacarose no crescimento
das plantas mesmo que se tenha enriquecido o ambi-
ente com CO,. Em pléntulas de fumo (Nicotiana
tabacum L.), o crescimento foi 6timo quando as con-
dicBes de enriquecimento de CO, foram combinadas
com o meio de cultivo contendo 20g L de sacarose
(SOLAROVA et al., 1989). Em Dendrobium, LIM et
al. (1992) também verificaram que o crescimento das
plantas foi maior na presenca de sacarose.

CONCLUSOES

O maior crescimento de plantas de P.
glomerata é proporcionado pel as concentrages de 45
e60g L* de sacarose no cultivo in vitro. O periodo de
retirada das plantas do cultivo in vitro ndo afetou a
capacidade de aclimatizag&o das pléantulas.
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