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Micropropagac¢ao do Ginseng Brasileiro [ Pfaffia glomerata (Spreng.) Pedersen)
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RESUMO: Pfaffia glomerata (Spreng.) Pedersen é uma das espécies de ginseng brasileiro usada como
planta medicinal. Este trabalho teve como objetivo desenvolver um método de micropropagagao desta
espécie. No processo de desinfestacdo de brotagdes jovens coletados em condigbes ex vitro, o uso de
HgUl, a 0,1% por 5min, @ eficiente na oblencdo de plantulas assépticas a panir de segmentos nodais. O
apice e base foliar, discos da regidao mediana da folha e segmento de entrend, apresentaram,
respectivamente, para os trés primeiros, alto grau de contaminagao fingica e de sensibilidade ao HgCl,,
para o Ulimo, auséncia de regeneragao. Plantulas completas e bem desenvolvidas foram produzidas em
meio MS, na auséncia de fitorreguladores, num periodo de 3515 dias. Segmentos nodais contendo 1 né de
brotagdes produzidas in vitro foram cultivadas em meio MS variando-se a concentragao dos macronutnentes
(1, 1/2 e 1/3 parte) e/ou a concentragao de carvaoe ativado (0,0, 0,1, 0,2 e 0,3%). A conceniragdo normal
dos macronutrientes do meio MS e a auséncia de carvao ativado favorecem o desenvolvimento das plantulas,
sendo que cerca de 15.000 planias podem ser oblidas de um unico explante deniro de um periodo de seis
meses. O protocolo é altamente reproduzivel e eficiente para a multiplicagao em larga escala, sem avidéncia

de declinio, e apds dois meses de aclimatagao das mudas obteve-se 95% de sucesso no transplantio a
campo

Palavras Chave: Ginseng, Brasil, lisiologia vegetal, eutrofisagao.

ABSTRACT: Micropropagation of Brazilian ginseng (Pfaffia glomerata (Spreng.) Pedersen). Pfaffia
glomerata (Spreng ) Pedersen is one of the Brazilian ginseng species used as medicinal plant. The aim of
this work was 1o formulate a suitable protocol for its efficient micropropagation. Nodal segments collected
from ex vitro shoots onginated aseptic plants after disinlection with HgCl, at 0.1% concentration for 5 min,
Other explants from young leaves (tip, middie, and basal portions) and the internodal segment show, for the
lirst three, a high degree ol fungic contamination and HgCl, sensibility, and for the last, absence ol
regeneration. Wholly developed plants were produced on MS basal medium within 355 days without
growth regulators. /n vitro produced shoots were cut into 1-node segments and cultured on MS media either
with three concenlrations of macronutrients (1/3, 1/2, and full strength) or with the macronutrient at the
basal strength but containing four concentrations of activated charcoal (0.0, 0.1, 0.2, and 0.3%). MS medium
with basal strength macronultrient and the absence of activated charcoal enhances seedling growth, and
around 15,000 plants can be obtained from a single explanl within 6 months. The protocal is highly
reproducible and efficient for mass multiplication without any evidence of decline, and after a two month

hardening phase, there is a 95% transplantation success in the lield.

Key words: Ginseng, Brazil, Plant physiology, eutrophication.

INTRODUGAO

A Pfaffia glomerata (Spreng.) Pedersen,
aspécie pertencente a familia Amaranthaceae, é
conhecida coma fafia, corango-sempre-viva e
ginseng brasileiro. E uma erva alta, encontrando-
se em parte do territorio brasileiro, Guiana, Bolivia
e Argentina, sendo uma espécie seletiva higrdlita
e helidfita bastante rara, que ocorre principalmente
a beira de rios e nas orlas das matas de galerias,
onde pode receber bastante luz (Smith & Downs,
1972).

Em extratos de raizes de P glomerata
vanas substancias foram identificadas, tais como:
acide glomérico e acido fameérico (dois novos
nortriterpendides), ecdisterona, rubrosterona,
acido oleandlico e oleanotato [-glicopiranosil
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(Shiobara et al., 1993). Recentemente, Michihiro
et al. (1998) verificaram que o extrato de P
glomerata, de origemn brasileira, administrado na
dose de 1000mg kg', induziu maior taxa de
natalidade, bem como espermatogénese
vigorosa, histologicamente analisada, em
hamsters machos. Alem disso, a sintese de DNA
em espermatogonia de ratos, tratados com o
extrato a 1000mg kg', aumentou significativa-
mente. Estes resultades indicam a presenca de
atividade esténica em P. glomerata.

Em condig¢des de viveiro e em hidroponia
sob ambiente controlado, foi verilicado que a
propagag¢ao vegetativa da P glomerata via
estaquia é viavel. Contudo, o nimero de mudas
obtidas & bastante reduzido em fungéo da
pequena disponibilidade de estacas (média de
30) de ramos/planta de dois anos de idade
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(Nicoloso et al., 1999 e 2001). Considerando essa
limitagdo potencial da estaquia como método de
produgao de plantas em larga escala, acredita-se
que a micropropagac¢ao in vitro possa resolver o
problema da demanda de mudas, ja que as
técnicas de micropropagagao tém sido Uteis em
programas de melhoramento genético, em
estudos de eventos fisiolégicos e na produgao
comercial de mudas de diversas espécies.
Durante a micropropagagao, subcultivos
seqlénciais do material vegetal em um meic de
cultivo novo podem resultar em taxas de
multiplicagao entre 2 e 10 novos explantes por
cultura.

Alguns dos fatores que afetam o cresci-
mento das plantas in vitro sdo similares aqueles
limitantes do crescimento de plantas ex wvilro.
Estes incluem, por exemplo, a disponibilidade
de nutrientes minerais (Lumsden ef al., 1990,
Nicoloso, 1994; Karhu, 1997, Pierik, 1997; Sul &
Korban, 1998; Pereira et al., 1999), temperatura
(Pierik, 1997), luz (Pierik, 1997, Gloria ef al., 1999)
e pH (Leifert et al., 1992).

Outros falores sdo, as vezes, importantes
no meio de cultivo in vitro, como a presenga de
carvao ativado, com a fungao de adsorver fendis
liberados pelo explante e/ou outras substancias
onginadas da autoclavagem do meio de cultura
(Linington, 1991). De acordo com a especie
vegetal e as condigbes do processo de
multiplicagao, a adigao de 0,1 a 0,5% de carvaoc
ativado, melhora ou regula o crescimento das
plantulas (George, 1996).

Portanto, o presente trabalho objetivou o
desenvolvimento de um método de micropro-
pagacgéo in vitro da Pfaffia glomerata, estudando
os efeitos da variagao da concentrag@o dos macro-
nutrientes e da presenga de carvao ativado no
meio de cultivo.

MATERIAL E METODO

Os experimentos foram desenvolvidos no
Laboraténo de Biotecnologia Vegetal pertencente
ao Departamento de Biologia da Universidade
Federal de Santa Maria (UFSM), RS.

O trabalho foi dividido em duas pares,
sendo a primeira voltada a obtengdo de plantulas
assépticas, e na segunda, estudou-se as melhores
condigdes de cultivo para a micropropagagao.

O material vegetal utilizado na assepsia
foi retirado de plantas de Pfaffia glomerata
(Spreng.) Pedersen cultivadas em canleiros no
Jardim Botadnico da UFSM, sendo que uma
exsicata foi depositada no Herbdrio do
Departamento de Biologia sob o nimero de SMDB
7606. Estas plantas apresentavam ramos jovens
em pleno crescimento, onde foram escolhidas
brotagdes axilares distantes 20cm do solo e

possuindo até dois segmentos nodais.

A desinfestagao das brotagdes consistiu
de trés elapas sucessivas, COmo segue:

1% etapa - limpeza das brotagdes inteiras em agua
de torneira corrente por 30min e, posteriormente,
em agua com tween-20 (0,7mL L) com agitagao
constante por 30min;

2° etapa - imersdo em HgCl,por 1, 2,4, 5, 10 e
15min (perfazendo seis tratamentos experimen-
tais);

3° etapa - quatro lavagens, por 3min cada, em
agua deionizada e autoclavada.

Apés os tratamentos de desinfestagéo, os
ramos foram secionados em quatro tipos de ex-
plantes, a saber: apice e base foliares com 0,5cm
de comprimento, discos foliares de 0,5cm’, seg-
mentos nodais com 1 nd e entrend com 1,0cm de
comprimento. O delineamento experimental foi o
inteiramente casualizado com 10 repeliges por
tratamento. A unidade experimental consistiu de
um explante por recipiente com capacidade de
10mL, contendo 3mL de meio MS (Murashige &
Skoog, 1962), acrescido de 30g L ' de sacarose
0,5% de agar.

As avaliagbes do desempenho da desin-
festagao foram realizadas a cada rés dias até
completar um més de incubagio.

No estudo das melhores condigdes do
meio de cultivo a micropropagagao, realizou-se
rés experimentos, como segue:

Experimento n® 1 - Os tratamentos
consistiram de trés concentragbes dos macro-
nutrientes do meio MS (normal, 1/2 e 1/3 parte).
O delineamento experimental foi o inteiramente
casualizado com 40 repetigdes por tralamento.
Aos 14 dias apos a inoculagao (DAI) foram avalia-
dos a percentagem de enraizamento € 0 numero
de raizes primarias. Aos 39 DAl foram avaliados
a altura da maior brotagédo, a altura média das
brotagfes, o nimero de nds da maior brotagao, o
numero médio de nds por brotagdo, o numero
médio de brotagdes e 0 peso da matéria seca das
raizes e da parte aérea das plantulas.

Experimento n® 2 - Os tratamentos
consistiram de quatro concentraghes de carvao
ativado (0,0, 0,1, 0,2 & 0,3%) adicionadas no meio
MS ndo modificado. O delineamento experimental
foi 0 inteiramente casualizado com 20 repetigoes
por tratamento. Aos 32 DAI foram avaliados 0
nimero médio de brotagdes, o numero de nos da
maior brotagdo, o niumero médio de noés por
brotagdo, a altura da maior brotagao, a altura
média por brotagdo, o peso da matéria seca da
parie aérea, a percentagem de enraizamento e o
desenvolvimento das raizes (atribuindo-se notas
de 1a 5, onde: a nota 1 - correspondeu a explantes
sem raizes; 2 - poucas raizes, pequenc
desenvolvi-mento e sem ramifica¢des; 3 - raizes
pouco desen-volvidas porém com ramificagdes;
4 - nimero médio de raizes, bem desenvolvidas
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e sem ramifi-cagbes, 5 - grande ndmero de raizes,
bem desen-volvidas e com ramificagoes).

Experimento n® 3 - Os tralamentos
consistiram de trés concentragbes dos
macronutrientes do meio MS (normal, 1/2 e 1/3
parte) na presenca de 0,1% de carvao ativado. O
delineamento experimantal foi o inteiramente
casualizado com 30 repetigées. Aos 60 DAl foram
avaliados a altura da maior brotagao, a altura
média das brotagies, o numera de nos da maior
brotagao e o numero medio de nos par brotagao.

A parcela experimental, nos trés
experimentos, consistiu de um tubo de ensalo
(25mm de diametro, 150mm de altura e
147 .26cm” de volume interno) contende 10mL de
meio MS, solidificado com 0.6% de agar, @ um
segmento nodal contendo um ng, sem folhas e
com 1,0cm de comprimento, obtidos de plantas
assepticas cultivadas em meioc MS nao
modificado. O pH do meio de cultivo foi ajustado
para 5,8 antes da autoclavagem (1atm, 120°C,
15min}. O cultivo dos explantes foi realizado em
cAmara climatizada com temperatura a 25°Ct2°C
e fotoperiodo de 18 horas, sob intensidade
luminosa de 1500lux fornecida por lampadas
fluorescentes branca-frias. Os recipientes de
cultivo foram tfechados com folha de papel
aluminio.

O parametro utilizado para o
encerramanto dos experimentos loi quando 25%
das repetigoes do tratamento com melhor
desempenho, quanto a altura da maior brotagao,
alcangou a altura maxima do recipiente de cultive.

A andlise dos dados fol realizada por
regressao atraves do uso do software SOC/
EMBRAPA — Campinas, SP. Os dados sobre a
percentagem de explantes enraizados foram
transformados segundo arco seno raiz quadrada
de x/100; os dados sobre o aspecto geral (notas)
do desenvolvimento do sistema radicular, segundo
log (x+1).

RESULTADO E DISCUSSAO

Desinfestagcao do material vegetal

Os explantes de plantas sob condigbes
ex vitro apresentaram grau variado de
suscetibilidade ao crescimento de fungos apos as
etapas de desinlestagao e cullivo em condigdes
asséplicas. A presencga de bactérias, cormo conta-
minantes dos explantes, nao ulirapassou 5% dos
casos. Estes resultados indicam que um tralamen-
lo preventivo com fungicida sistémico e de contato
poderia aumentar o grau de desinfestagao,

Dos quatro tipos de explantes lestados,
as lolhas apresentaram o maior grau de contami-
nagao (100%) e de sensibilidade ao HgCl,, sendo
lotaimente téxico no tempo de Smin. © melhor
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tratamento de desinfestagao para segmentos
nodais e de entrend foi obtido a medida que o
tempo de imersac em HgCl, prolongou-se, sendo
de no maximo 20% até 4min. Contudo, aumentou
para 80, 80 e 100%, respectivamente, nos tempos
de 5, 10 e 15min. Entretanto, no tempo de
imersdo de 10 e 15min, verificou-se diminuigao
sensivel na taxa de crescimento das brotagoes e
das raizes, sendo que com 15min houve morte
de 30% dos explantes.

O HgCl, tem sido utilizado em matenais
vegetais provenientes do campo com alta proba-
bilidade de conlaminagao (Rathore ef al, 1992),
caso contrario, a combinagao de alcool e hipoclo-
rito de sdadio apresenta-se sulicientemente
efliciente.

Os segmentos nodais desinfetados e
sadios apresentaram crescimento aparente apos
duas semanas de cultivo. Acs 30 dias apés a
inoculagao (DAl) dos explantes, fez-se a
transferéncia dos explantes para lubos de ensaio
(25 x 150mm) contendo 10mL de meio MS. Acs
60 DAI constatou-se a formagao de plantulas
completas, contendo em geral uma brotagao bem
desenvolvida com altura similar a do recipiente
de cultivo. Segmentos nodais possuindo um no
desias plantas asseépticas, apos o subcultivo em
um meio de cultura novo, apresentaram melhor
taxa de crescimento, onde a emissdo de raizes
ocorreu a partir do oitavo dia e a parle aérea
apresentou-se com crescimento mais lento nesse
periodo, porém aos 15 DAI teve aumento rapido
no crescimento das brotagbes e, aos 3545 DA
alcangou o maximo em altura, Varios subcultivos
subsequentes, atualmenie por mais de dois anos,
nas mesmas condi¢ctes, tém apresentado o
mesmo padrdo de desenvolvimentio das
plantulas, indicando a estabilizagao das condi-
¢oes de crescimento no ambiente utilizado, bem
como sem nenhuma evidéncia de declinio.

Cerca de 200 plantulas foram transfendas
para condi¢cbes ex vitro a campo (apds 1 més
com iluminagdo indireta sob condigdes de
laboraténo e posteriormente para viveiro — sob
sombrite a 2,0m de altura), obtendo-se 95% de
sucesso no transplantio. Portanto, o protocolo
descrilo pode ser usado para a multiplicagao de
mudas, bem como a preservagdo de
germoplasma.

A partir da obtengao de plantulas assép-
ticas procedeu-se o estudo das melhores condi-
¢oes de cultivo para a micropropagagao em larga
escala.

Efeito da concentragao de macronutrientes

do meio MS
A percentagem de enraizamento (media

= 91145,75%) @ o numero de raizes primarias
(média = 6,25+2,75 planta ') nao foram influencia-
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dos significativamente pela variagao da concen-
tragdo dos macronutrientes do meio MS aos 14
DAl dos explantes. Karhu (1997) observou em
Lonicera caeruiea L. (Capriloliaceae) que a redu-
Géo da concentragao de nutrientes minerais do
meio MS proporcionou maior elongagao das
raizes, mas nao afetou o numero de raizes prima-
rias. Ja Pierik (1997), constatou que a percenta-

¥=5.66+2.46x ('=0,86)

WIUTE 8 MaOr Brolecko (o)
-
TR Teben OAs Brotdes (om)

A+ T e — T P s

LR 043 053 a8 ar a8 o9
conceriragio de Macron tnenies 5o msic ME

3 y=108e157x (F=0.99)

- - e e
0.33 043 053 ces on 08 083

concenracdo de macronuinentes 0o mas MS

o}

208 4

003

A VOCA B parte an | plars)

-

gem de enraizamento @ 0 numero de raizes de
explantes de caule de Aosa hybrida E. H. L.
Krause '‘Motrea’ (Rosaceae) in vitro, aumentou
pela elevagéo da concentragao (de zero a 1 parte)
dos macronutrientes do meio MS, enquanto
decresceu nas concentragoes mais elevadas.

Y4 ,26+2.05x (=0, B8]

3 J—— r v T
0,33 043 0583 o83 s B | ansy 083

conceniratho 08 MECofUlnanies oo mMek MS

yu B4+ 1 50n (r w0 90)

N mischo e nte par brotaghe

033 UER] 953 063 .7 o83 083
conceriracho O MACTBnUINEnes 0o meg MS

-

0.08 yu 00231 001140 |7 =003

03  oa3  as

ern ol 0.9

corcantrac o oa maomrinenies do mes MS

FIGURA 1 - Efeito da variagdo da concentrag@o dos macronutrientes do meio MS (a) na altura da maior
brotagéo, (b) na altura média das brotagdes, (c) no numero de nés da maior brotagéo, (d) no nimero médio
de nés por brotagdo e (e) no peso da matéria seca da parte aérea da Pfaffia glomerata aos 39 dias apds a

inoculagao,
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Na avaliagao aos 39 DA, observou-se
que a altura da malor brotagao (Figura 1a), a altura
media das brotagdes (Figura 1b), o numero de
nés da maior brotagéo (Figura 1¢), o niimero me-
dio de nos por brotagao (Figura 1d) e o peso da
maléria seca da pane aérea (Figura 1e) apresenta-
ram resposta linear positiva ao aumento da con-
centragao dos macronutrientes do meio MS. Por
oulre lado, nao houve efeito significativo no name-
1o de brotagdes (média = 1,74+0,53planta') e no
peso da matéria seca das raizes (média =
0.01620,009q planta').

Estes resultados indicam que a redugdo
da disponibilidade dos macronutrientes do meio
MS afeta negativamente importantes parametros
do crescimento da parte aérea da plantula e a
melhor concentragdo dos macronutrientes testada
corresponde a normal do meio MS. Entretanto,
devido as respostas positivas terem sido de
carater linear, recomenda-se testar doses mais
elevadas.

Na concentragdo normal de macronu-
trientes do meio MS, o quociente entre o peso da
maténa seca de raizes e da parle a¢rea foi de
0,46, valor considerado adeqguado na produgdo
de mudas de varias espécies.

Considerando-se a resposta observada na
concentragao normal dos macronutrientes do
meio MS sobre o0 numero médio de brolagdes por
planta (media = 1,74+0,53) e no numero medio
de nos por brotagao (Figura 1d), obtém-se em
média 7,71 novos segmentos nodais por pidntula
em cada cultivo (taxa de multiplicagdo = n® de
segmentos nodais final + n® de segmentos nodais
inicial). Portanto, cerca de 15.000 plantas podem
ser obtidas de um Unico explante dentro de um
periodo de seis meses.

As possiveis causas as respostas
observadas no crescimento da Pfaffia glomerata,
em relagdo a variagao da concentragdo dos
macronutrientes do meio MS, devem ser
semelhantes aquelas atribuidas a outras espécies
vegelais, ou seja: o rapido esgotamento dos
nutrientes N, P e K do meio de cultivo devido a
alta taxa de crescimento. Folliot & Marchal (1993)
veriticaram que durante ¢ periodo de crescimento
de plantulas de Musa paradisiaca L. (Musaceae)
in vitro, houve uma relagao direta entre 0 aumento
da biomassa e a absorgao dos nutrientes do meio
de cultivo, sendo que acs 24 diastodoo K e N
tinham sido exaundos do meio. Em cultura de
células de Catharanthus roseus (L.) G. Don
{Apocynaceae), Nicoloso (1994) observou gue o
P do meio foi quase totalmente absorvido pelas
células num periodo de 24 horas apds a
inoculagao.

Pereira el al. (199%) verificaram que a
redugdo da concentragao de sais do meio MS, na
micropropagacgao de morangueiro (Fragaria x
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ananassa Duchesne; Rosaceae) aumentou o nu-
mero de raizes nas duas cultivares estudadas,
porém o comprimento de raizes e o desenvolvi-
mento da parte aérea foi somente melhor emuma
das cultivares. Portanto, as distintas respostas
entre cultivares da mesma espécie podem ser atn-
buidas a diferengas genéticas entre elas.

A concentragao de sais do meio de cultura
pode influenciar o desenvolvimento dos explantes
in vitro de modeo isclado ou interagindo com outros
fatores, como exemplo a presenga de
titorreguladores e fontes de carboidratos.
Deschamps & Pinto (1995) observaram que na
auséncia da benzilamincpurina (BAP), a
percentagem de explanies alongados foi maior
no meio WPM (Wood Plant Medium), que
apresenta baixa concenltragio de sais, que 0 meio
MS, um dos meios mais ricos @ém sais. Por outro
lada, na presenga de BAP (alé 4,4uM), o
crescimento das brotagdes foi maior no meio MS.
Ja Sul & Korban (1998), verificaram a existéncia
de interagéo significativa entre sete meios de
cultura, em suas concentragdes normais de sais,
e trés fontes de carbono na indugdo de brotos
adventicios de embrides de Pinus sylvestris L.
(Pinaceae); onde os explantes cultivados no meio
Gresshoff & Doy, na presenga de sacarose
(58,4mM), produziram a rmais alta frequéncia de
regeneragdo (B1%) e com nenhuma
hiperidricidade nas brotagoes emn
desenvolvimento. Portanto, fica caracterizado que
o ajuste dos componentes do meio de cultura
variam conforme a espécie e cultivar, bern como
com a fase da micropropagacgéo in vitro.

Efeito da concentragao de carvao ativado

Observou-se aos 35 DAl dos explantes
que o aumento da concentragdo de carvéo ativado
no meio de cultivo causou resposta quadratica
na altura da maior brotagao (Figura 2a), na altura
média das brotagdes (Figura 2b), no nimero de
nés da maior brotagdo (Figura 2¢) e no numero
médic de nos por brotagac (Figura 2d), com ponto
de minima eficiéncia técnica a 0,2%. O peso da
matéria seca da parte aérea (Figura 2e) e 0
desenvolvimento do sistema radicular (Figura 2f)
também decresceram na presenga de carvao,
porém ambos com resposta cubica. Por outro lado,
o numero de brotagbes (média = 1,630 45planta
') e a percentagem de enraizamento (meédia =
86110,8%) nao foram influenciados pela presenca
de carvao.

A adigdo de carvao ao meio de cullivo
nem sempre tem se mostrado vantajosa. Lameira
et al, (1997) cbservaram que a presenca de 0,3%
de carvao no meio MS sdlido diminuiu significati-
vamente o nimero e o tamanho de propagulos
de Cordia verbenaceal. (Boraginaceae) propaga-
das in vitro. Em sarandi (Sebastiania schottiana
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Muell. Arg.; Euphorbiaceae), Deschamps & Pinto
(1995) também constataram efeito negativo do
carvio ativado (0,1%) no nimero de explantes
alongados sob infludncia da benzilaminopurina.

Devido o efeito negativo do carv@o
ativado no desenvolvimento das plantulas de
Pglomerata, decidiu-se verificar se a presenga
do carvdo estaria ligada a diminuigdo da
disponibilidade dos macronutrientes no meio.
Portanto, na presenca de 0,1% de carvao
procedeu-se a variago da concentragdo dos
macronutrientes do meio MS para 1/3, 1/2 e 1
parte. Semelhante ao constatado anteriormente
(Figura 1), o crescimento da parie aérea quanto
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a altura da maior brotagao (Figura 3a), a altura
média das brotagdes (Figura 3b), 0 numero de
nés da maior brotagdo (Figura 3c) e o numero
médio de nés por brotagdo (Figura 3d) foi
significativamente diminuldo pela redugéao da
concentragio dos macronutrientes. Entretanto, o
tempo necessério para que a brotagdo mais
desenvolvida atingisse a altura maxima do tubo,
na concentragdo normal dos macronutrientes, foi
de 60 DA, isto é 21 e 25 dias depois daquela
observada na auséncia de carvdo,
respectivamente, no experimento 1 (Figura 1) e
no experimento 2 (Figura 2).
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FIGURA 2 - Efeito da variag&o da concentragdo de carvao ativado (a) na altura da maior brotagao, (b) na
altura média das brotagbes, (c) no nimero de nés da maior brotagdo, (d) no numero médio de nés por
brotagéo, (e) no peso da maltéria seca da parte aérea e () no desenvolvimento do sistema radicular da

Pfaffia glomerata aos 35 dias apés a inoculagio.
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FIGURA 3 - Efeito da variagao da concentragao dos macronutrientes do meio MS, na presenga de 0,1% de
carvao ativado, sobre a (a) altura da maior brotagao, (b) altura média das brotagdes, (c) numero de nos da
maior brotagao e (d) nimero médio de nos por brotagao da Pfaffia glomerata aos 60 dias apos a inoculagao.

Estes resultados indicam que o carvdo
ativado adsorve consideravelmente os elementos
quimicos presenies no meio, diminuindo desse
modo a disponibilidade dos mesmos. Como todos
os explantes utilizados nesse trabalho
aparentemente nao liberaram substancias
fendlicas no meio de cultivo, observagéo baseada
pela auséncia de mudangas de cor do meio, @ 0
crescimento das plantulas foi diminuido pela
presenga de carvio (Figura 2 e 3) conclui-se que
0 uso de carvéo ativado na micropropagagio da
Piaffia glomerala é inapropriado.

CONCLUSAO

O uso de HgCl, a 0,1% por 5min no
processo de desinfestagéo de brotagbes jovens
coletados em condigbes ex vitro, é eficiente na
obtengdo de plantulas assépticas a partir de
segmentos nodais.

A clonagem de Pfaffia glomeratla pelo
cultivo de segmentos nodais in vitro é viavel.

A concentragdo normal dos
macronutrientes do meioc MS e a auséncia de
carvao ativado favorecem o desenvolvimento das
plantulas.
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