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RESUMO: Diferentes explantes de Pfaffia tuberosa (Spreng.) Hicken foram cultivados em meio
suplementado com benzilaminopurina (BAP) (1 mM) juntamente com 2,4-diclorofenoxiacético
(2,4-D) ou acido naftalenoacético (ANA) (1 ou 10 mM) objetivando o estudo do potencial
morfogenético de calos. Apés 40 dias de cultivo, verificou-se que a formacéo dos calos, bem
como ainducéo da rota organogenética ou embriogenética foram fortemente dependentes do tipo
de explante e das combinac¢des hormonais testadas. Melhores resultados quanto a formacéo de
calos friaveis e a regeneracao de brotos via organogénese indireta foram obtidos a partir de
segmentos nodais cultivados em meio suplementado com 10 e 1 mM de 2,4-D, respectivamente.
Explantes provenientes de raizes formaram calos embriogénicos na presenca de 1 ou 10 mM de
2,4-D ou 10 mM de ANA. O presente estudo demonstrou os melhores explantes e combinacdes
hormonais para estudos que tenham como propdsito o estabelecimento de calos fridveis e a
regeneracao de plantas via organogénese ou embriogénese somatica.
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ABSTRACT: Callus induction and morphogenetic aspects of Pfaffia tuberosa (Spreng.)

Hicken. Different explants of Pfaffia tuberosa (Spreng.) Hicken were cultivated on medium
supplemented with benzylaminopurine (1.0mM) combined with 2,4-dichlorophenoxyacetic (2,4-
D) or a-naphthalene acetic acid (ANA) (1.0 or 10.0mM) aiming to study the morphogenetic potential
of callus. Forty days after inoculation, both callus formation as well as either the organogenetic or
embryogenetic induction route were dramatically dependent on the explant type and on
phytoregulador combination used. The best results for the production of friable callus and
regeneration of shoots using indirect organogenesis were obtained from nodal segments cultivated
on media supplemented with 10.0 and 1.0mM 2,4-D, respectively. Explants from roots formed
embryogenetic callus in the presence of 1.0 or 10.0mM 2,4-D or 10.0mM ANA. The actual study
included the best explant and combination of phytoregulators for studies that aim to obtain friable
callus and the regeneration of plants via organogenesis or somatic embryogenesis.
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INTRODUCAO

Pfaffia tuberosa (Amaranthaceae) € uma
espécie medicinal conhecida popularmente como
corango-de-batata, sendo distribuida de forma
uniforme desde Goias até o Rio Grande do Sul (Smith
& Downs, 1972). Atualmente, o género Pfaffia
compreende algumas espécies conhecidas como
ginseng brasileiro devido ao uso popular de suas raizes
como tbnico, afrodisiaco e estimulante (Magalhaes,
2002); além do fato de suas raizes serem
morfologicamente semelhantes as do ginseng
coreano (Panax ginseng C.A. Meyer). De fato, estudos
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fitoquimicos tém revelado a presenca de diversos
compostos com efeitos adaptégenos nas raizes de
varias espécies de Pfaffia (Nishimoto et al., 1986;
Shiobara et al., 1993).

Ao contrario de outras espécies, a
propagacao de P. tuberosa néo é viavel através de
estacas e o cultivo via sementes, provavelmente
origina plantas muito heterogéneas, haja vista a alta
variabilidade genética presente nesta espécie
(Taschetto et al., 2003). Neste sentido, a aplicacédo
de técnicas biotecnolégicas como a cultura de
tecidos tem auxiliado na propagacdo clonal de
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gendtipos de plantas medicinais, bem como na
obtencao de novas fontes de variabilidade através do
cultivo de calos e células e na engenharia genética
(Pletsch, 1998). A morfogénese in vitro resulta da
interacéo entre os processos de indugdo, competéncia
celular, determinacédo e diferenciacdo celular
(Christianson & Warnick, 1983), que culminam na
obtencéo de 6rgdos ou embrides somaticos. Ainducdo
da rota embriogenética ou organogenética é
influenciada e determinada pelo tipo de explante,
genotipo, fitoreguladores, meio de cultura e condicdes
de cultivo (Hou & Jia, 2004; Paramageetham et al.,
2004). Aembriogénese somatica in vitro contribui para
estudos fisioldgicos, genéticos e bioquimicos que
norteiam o desenvolvimento embrionario (Zimmerman,
1993), além de ser um método apropriado quando se
deseja manter a estabilidade genética, o que é
importante para a propagacéo clonal e transformacéo
genética (Parrot et al., 1991). Em outro contexto, a
organogénese indireta desperta o interesse dos
melhoristas como uma nova fonte de variabilidade
genética, fornecendo perspectivas de selecao in vitro
ou ex vitrode plantas superiores (Tabares et al., 1991).
Adicionalmente, o cultivo de calos e células tém
facilitado a elucidacéo dos fatores que interferem no
metabolismo secundario, tendo em vista a producéo
de compostos de importancia medicinal in vitro
(Oksman-Caldentey & Inzé, 2004).

Recentemente, Martins & Nicoloso (2004)
estudaram a propagacéo clonal de P, tuberosa in vitro
através do cultivo de segmentos nodais em meio MS
(Murashige & Skoog, 1962), no entanto, ndo ha relatos
sobre inducdo de calos e regeneracédo de plantas via
organogénese ou embriogénese somatica nesta
espécie. Em funcao disso, este estudo teve como
propdsito verificar a melhor fonte de explante e tipo
de auxina no estabelecimento de calos e na
expressao morfogenética de P, tuberosa.

MATERIAL E METODO

O trabalho foi conduzido no Laborat6rio de
Biotecnologia Vegetal, pertencente ao Departamento
de Biologia da Universidade Federal de Santa Maria
(UFSM), Santa Maria, RS. O material vegetal utilizado
constou de plantas de Pfaffia tuberosa coletadas no
Campus da UFSM, sendo uma exsicata depositada
no Herbéario do Departamento de Biologia sob o
ndmero de SMDB 7818.

Utilizaram-se plantas de Pfaffia tuberosa
estabelecidas in vitro e com 30 dias de idade. O meio
de cultura basico para a multiplicacdo do material
vegetal e conducéo do ensaio foi o0 MS (Murashige &
Skoog, 1962), suplementado de 30 g L de sacarose,
100 mg L* de mio-inositol e 6 g L' de agar, conforme
metodologia proposta por Martins & Nicoloso (2004).
O pH foi ajustado para 5,9 antes da adi¢cao do agar e
da autoclavagem. A esterilizacdo do meio foi realizada

em autoclave por 20 minutos a 120°C e 1,0 atm de
pressao.

Para o ensaio de calogénese e morfogénese,
0 meio de cultura foi suplementado com &cido
naftalenoacético (ANA) ou 2,4-diclorofenoxiacético
(2,4-D) em duas concentra¢cdes (1 ou 10 mM).
Testaram-se quatro fontes de explantes (folha,
segmento nodal, entrend e raiz), conforme esquema
fatorial 2x2x4. Em todos os tratamentos, o meio de
cultura foi suplementado com 1 mM de 6-
benzilaminopurina (BAP). O material foi cultivado em
frascos (100 mL) contendo 20 mL de meio, onde foram
inoculados cinco explantes, com cerca de 1 cm, na
posicao horizontal. Os explantes foliares foram
cultivados com a porcao adaxial em contato com o
meio de cultura. Utilizou-se a regido mediana das
folhas.

Apbs, o material foi mantido no escuro, em
sala de crescimento, com temperatura de 25+2°C,
durante o periodo de uma semana. Posteriormente,
foram expostos a uma intensidade luminosa de 35
mmol m-2s* e fotoperiodo de 16 horas.

As avaliacdes foram feitas apds 40 dias de
cultivo, considerando-se as seguintes variaveis:

1) Inducéo de calos : intensidade de calo
formado, intensidade de oxidacéo e caracteristicas
dos calos (consisténcia, textura e colora¢éo). Para a
variavel intensidade de calo, utilizou-se uma escala
de 1 4 4, onde: 1= auséncia de calo; 2= calo com
pequeno tamanho (<1 cm); 3= médio tamanho (1-1,5
cm) e 4= calo grande (> 1,5 cm). Para a variavel
intensidade de oxidacao, utilizou-se uma escala de
1 a 5, onde: 1= auséncia de oxidacdo; 3= calos
parcialmente oxidados e 5= calos totalmente
oxidados (Flores et al., 2000).

2) Morfogénese: percentagem de calos
embriogénicos, percentagem de calos com brotos e
percentagem de calos com raizes adventicias.

O delineamento experimental foi o
inteiramente ao acaso com quatro repeticdes, sendo
cada repeticdo formada por um frasco com cinco
explantes. Os dados foram submetidos a analise da
variancia e as médias comparadas pelo teste de
Duncan, com a 0,01.

RESULTADO E DISCUSSAO

1. Inducéo de calos

Houve formacédo de calos em todos os
tratamentos, os quais variaram em tamanho, textura
e potencial morfogénico de acordo com as
combinacdes hormonais e explantes utilizados. As
diferencas observadas na proliferacdo dos calos
ocorrem porque os explantes podem variar em sua
sensibilidade para os fitoreguladores e/ou devido a
diferencas no teor endégeno de hormonios (Karp,
1995).
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FIGURA 1. Intensidade média de calo em P. tuberosa ap6s 40 dias de cultivo in vitro em meio MS acrescido de BAP e
concentragdes de 2,4-D ou ANA. A) Intensidade média de calo em explantes cultivados com 1 ou 10 mM de 2,4-D; B)
Intensidade média de calo em explantes cultivados com 1 ou 10 mM de ANA. Médias seguidas de mesma letra mindscula
ndo diferem quanto as concentracdes de auxinas e mailusculas quanto aos explantes, pelo Teste de Duncan (a 0,01). *
Onde: 1= auséncia de calo ; 2=calo com pequeno tamanho; 3=calo médio e 4= calo grande.

O crescimento dos calos foi influenciado
significativamente pela interacdo entre tipo de
explante, concentracdes de auxina e tipo de auxina.
A Figura 1-A e 1-B mostra o efeito da interacéo entre
0s explantes e concentragBes de 2,4-D e ANA,
respectivamente, na intensidade de calo. Os dados
demostraram que os explantes foliares seguido pelos
entrends produziram calos mais desenvolvidos quando
cultivados em meio contendo 1 mM de 2,4-D. Em
meio contendo 10 mM de 2,4-D os segmentos foliares
e nodais formaram calos com maior intensidade em
relacdo aos demais explantes (Figura 1-A).

Os melhores resultados no que diz respeito
a intensidade de calo com o uso do ANA foram
registrados com a concentragéo 10 mM utilizando-
se como explantes os segmentos nodais, entrends
e raizes, os quais nao diferiram estatisticamente entre
si. Em todos os explantes estudados o uso de 10
mM de ANA mostrou-se superior a concentracéo 1
mM. Esta concentracdo mostrou-se ineficiente, ndo
estimulando de forma satisfatéria a proliferacao celular
em todos os explantes testados (Figura 1-B). Apesar
de o ANA ser mais utilizado na inducéo de calos em
outras espécies de Amarantaceas, como Gomphrena
e Amaranthus (Mercier et al., 1992; Vieira et al., 1995;
Bennici et al., 1997), em P. tuberosa, a analise do
efeito isolado das auxinas, mostrou que o 2,4-D
(intensidade = 3,0) foi estatisticamente superior ao
ANA (intensidade = 2,4) no que diz respeito a
intensidade média de calo.

Os calos obtidos foram fridveis, de facil
desagregacao e coloracdo predominante albina.
Contudo, apesar de o material ter sido cultivado
inicialmente no escuro, niveis variados de oxidacao
foram observados nos calos provenientes de diferentes
explantes. Uma maior intensidade de oxidacao foi

observada nos calos oriundos de explantes foliares
seguido por aqueles formados a partir de raizes
(Figura 2). Entretanto, nestes, a presenca de oxidac&o
deteve-se apenas aquelas areas do explante nao
substituidas pelo calo. Além do tipo de explante, a
oxidacéao é influenciada pelo genétipo, componentes
do meio nutritivo e condi¢bes de cultivo in vitro
(Grattapaglia & Machado, 1998).

2. Morfogénese

Os calos apresentaram expressfes
morfogenéticas distintas de acordo com o explante e
meio nutritivo, o que concorda com as observacdes
de George & Sherrington (1984), os quais relataram
que, de forma geral, o tipo de calo formado em um
determinado gendétipo, seu grau de diferenciacao
celular e potencial morfogénico dependem do explante
e dos constituintes do meio de cultura.
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FIGURA 2. Intensidade média de oxidacéo fendlica em
calos de P. tuberosa em funcao do tipo de explante.
Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre os
explantes, pelo Teste de Duncan (a 0,01). * Onde: 1=
calos ndo oxidados; 2=calos parcialmente oxidados;
3=calos totalmente oxidados.
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FIGURA 3 — Percentagem média de calos embriogénicos em P. tuberosa, apos 40 dias de cultivo in vitro em meio MS
suplementado com BAP e concentragfes de 2,4-D ou ANA. A) Efeito de concentra¢des de 2,4-D e tipos de explantes na
percentagem de calos embriogénicos; B) Efeito de concentracdes de ANA e tipos de explantes na percentagem de calos
embriogénicos. Médias seguidas de mesma letra miniscula ndo diferem quanto as concentracdes de auxinas e
mailsculas quanto aos explantes, pelo Teste de Duncan (a 0,01).
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FIGURA 4. Percentagem média de regeneragdo de raizes em calos de P. tuberosa, ap6s 40 dias de cultivo in vitro em
meio acrescido de BAP e concentragdes de 2,4-D ou ANA. A) Efeito de concentragBes de 2,4-D e tipos de explantes na
regeneracdo de raizes em calos; B) Efeito de concentragcdes de ANA e tipos de explantes na regeneracéo de raizes em
calos. Médias seguidas de mesma letra minUscula ndo diferem quanto as concentragdes de auxinas e mailsculas
quanto aos explantes, pelo Teste de Duncan (a 0,01).

FIGURA 5. Caracteristicas de calos de P. tuberosa ap6s 40 dias de cultivo em meio MS suplementado com 2,4-D, ANA e
BAP. A) Calo friavel com textura nodular e com embrides somaticos, obtido a partir de segmento radicular cultivado em
meio acrescido de 10 uM de ANA e 1 uM de BAP (3,0X). B) Broto regenerado a partir de células superficiais de calo friavel
induzido a partir de segmento nodal na presenca de 1 uM de 2,4-D e 1 uM de BAP (5,0X).

Rev. Bras. Pl. Med., Botucatu, v.8, n.3, p.89-95, 2006.



Adicionalmente, Paramageetham et al. (2004)
induziram a formacédo de calos organogénicos ou
embriogénicos dependendo dos tipos e concentracdes
de auxinas e citocininas adicionadas ao meio nutritivo.
O efeito da fonte de explantes e combinacdes
hormonais na morfogénese também foi constatado
por Hou & Jia (2004).

2.1. Embriogénese

A formacdo de calos nodulares
embriogénicos ocorreu como resposta a uma
interacdo entre auxina, concentracdo e tipo de
explante. Os explantes provenientes de raizes
apresentaram alta competéncia embriogenética
(Figura 3-A; 3-B). Independente da concentracdo de
2,4-D, esses explantes formaram 100% de calos
embriogénicos. Apesar dos 6rgaos reprodutivos serem
os explantes mais utilizados para a inducao de
embriogénese somatica, em algumas espécies, como
no ginseng coreano (Panax ginseng C.A. Meyer),
raizes cultivadas em meio com o 2,4-D também
formaram embribes somaticos (Chang & Hsiang,
1980). Recentemente, a inducdo de embrides
somaticos a partir de raizes também foi constatada
em Oncidium ‘Gower Ramsey’ (Wu et al., 2004).

A rota embriogenética também foi induzida
em 27% dos explantes foliares quando cultivados em
meio com 1 mM de 2,4-D (Figura 3-A). Resultados
similares foram observados por Paramageetham et
al. (2004), onde explantes foliares de Centella asiatica
L. formaram embrides somaticos quando cultivados
em meio MS acrescido de 2,4-D em combinag¢édo com
0 BAP.

Adicionalmente, calos nodulares
embriogénicos foram registrados nas raizes cultivadas
com 10 mM de ANA em uma frequéncia de 100%
(Figura 3-B; 5-A). Essa concentracao de ANAtambém
induziu embriogénese nos entrends, porém em baixa
frequéncia (3,8%). Independente do tipo de explante,
nao houve formacéao de calos embriogénicos em meio
suplementado com 1 mM de ANA (Figura 3-B). O
efeito de concentracdes de 2,4-D, ANA e BAP foram
estudadas na embriogénese de Psophocarpus
tetragonolobus (L.) DC por Dutta Gupta et al. (1997),
sendo os melhores resultados obtidos com 0,2 mg L-
tde ANA e 2 mg L* de BAP. Os autores verificaram
gue a substituicdo do ANA pelo 2,4-D nao induziu
embriogénese. Ao contrario, no presente trabalho,
apenas a concentracdo mais elevada (10 mM) de ANA
favoreceu a embriogénese. Além disso, os dados
demonstraram o efeito positivo do ANA como do 2,4-
D na inducéo de calos nodulares embriogénicos a
partir de explantes radiculares, o que concorda com
as observacdes de Parrot et al. (1991) e Zimmerman
(1993), de que o 2,4-D seguido pelo ANA séo as
auxinas mais efetivas na inducdo de embriogénese
somatica.

93

2.2. Organogénese

Dependendo do explante, tipo e concentracao
de auxina, registrou-se a regeneracdo de raizes e
brotos via organogénese indireta. Aregeneracao de
raizes foi influenciada pela interacéo entre explantes
e concentracBes de auxinas (Figura 4-A; 4-B). Em
meio suplementado com o 2,4-D, uma maior
percentagem de calos rizogénicos foi observada nos
explantes foliares, o qual diferiu significativamente dos
demais explantes. Nao houve diferenca estatistica
entre as concentracdes de 2,4-D naregeneracgéo de
raizes (Figura 4-A). Ao contrario, em meio contendo
0ANA, todos os explantes regeneraram raizes, porém
em diferentes frequéncias. Independente da
concentracdo de ANA, os explantes foliares também
mostraram-se muito responsivos. Além disso, uma
alta percentagem de raizes foi observada nos
segmentos nodais cultivados com 1 mM de ANA
seguido pelos entrenés. Em meio contendo 10 mM
desta auxina, os explantes foliares mostraram-se
superiores e diferiram significativamente dos demais
explantes (Figura 4-B). De fato, a analise isolada das
auxinas evidenciou que o ANA (60,8%) induziu uma
maior regeneracdo de raizes nos calos em relacao
ao 2,4-D (7,5%). Dutta Gupta et al. (1997) salientaram
que explantes foliares de Psophocarpus
tetragonolobus (L.) DC cultivados em meio contendo
altas concentracfes de ANA e baixas concentracdes
de BAP produziram calos com pequeno tamanho e
alta producéo de raizes. Da mesma forma, Thao et
al. (2003) registraram a regeneracdo de raizes em
calos de Alocasia cultivados em meio contendo BAP
e ANA.

Houve regeneracdo de brotos a partir de
células superficiais dos calos provenientes de
segmentos nodais cultivados na presenca de 1 mM
de 2,4-D (Figura 5-B). A percentagem de calos
regenerativos foi 10%, os quais formaram 1 a 2 brotos/
calo. O uso de uma combinacdo hormonal que
favorece o crescimento do calo e a0 mesmo tempo a
regeneracao indireta também foi relatado em
Cuminum cyminumL. (Ebrahimmie et al., 2003). Estes
autores verificaram que, nessa espécie, 0s explantes
contendo tecidos meristematicos produzem calos
mais rapidamente e apresentam maior potencial para
a regeneracao de brotos quando comparado com
explantes que ndo apresentam regides
meristematicas. Desta forma, em P. tuberosa, a maior
eficiéncia na regeneracéo de brotos via organogénese
indireta, a partir de segmentos nodais, quando
comparado com os demais explantes (entrend, folha
e raiz) pode ser explicado pelo fato dos primeiros
apresentarem gemas. De fato, a regido das gemas
respondeu mais rapidamente em relacéo as demais
regides do explante, formando calos friaveis
competentes para a rota organogenética. Por outro
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lado, em outras espécies pertencentes a familia
Amarantaceae, entrenés e segmentos de folhas
cultivados em meio MS suplementado com ANA e
BAP regeneraram brotos de forma indireta (Mercier
et al., 1992; Bennici et al., 1997). Em P. tuberosa,
nao se observou a regeneracao de brotos em meio
com o ANA, o que pode ser devido ao uso de
concentracdes muito elevadas deste fitoregulador, pois
em Gomphrena officinalis Mart., a presenca do ANA
em concentracdes superiores a 0,5 mM inibiu a
regeneracao (Mercier et al., 1992). Por outro lado,
em Amaranthus cruentus, Bennici et al. (1997)
constataram que a melhor combinacéo hormonal para
estimular a producéo de brotos em calo foi 2,7 mM
de ANA e 4,4 mM BAP, onde foram obtidos 54% de
calos regenerativos.

Os resultados obtidos no presente trabalho
relataram importantes fatores que interferem no
estabelecimento de calos friaveis, bem como na
determinacdo da rota organogenética ou
embriogenética em P. tuberosa. Resultados
superiores em relacéo a proliferacdo de calos friaveis
e organogénese indireta foram obtidos a partir de
segmentos nodais na presencade 10 e 1 mM de 2,4-
D, respectivamente. Estes calos, juntamente com
aqueles formados a partir de entrends, utilizando 1
mM de 2,4-D ou 10 mM de ANA podem ser Uteis para
o cultivo de células de P. tuberosa, haja vista a alta
friabilidade obtida. Além disso, os resultados obtidos
com o uso do 2,4-D sao importantes para trabalhos
gue tenham como objetivo a regeneracédo indireta de
brotaces, tendo em vista a obtencéo de somaclones.
Adicionalmente, o efeito do 2,4-D na regeneracéo de
brotos e do ANA na regeneracéo de raizes a partir
dos calos, fornecem subsidios para estudos
fitoquimicos em calos organogénicos, uma vez que,
a diferenciacéo de 6rgaos a partir dos calos tem sido
uma alternativa para aumentar a producdo de
metabdlitos de interesse em plantas medicinais
(Oksman-Caldentey & Inzé, 2004). Furuya et al.
(1986) verificaram que as raizes de Panax ginseng
C.A. Meyer, regeneradas in vitro, produziram mais
saponinas quando comparadas com calos ou com
as raizes da planta matriz.

Por outro lado, os explantes radiculares
mostraram-se ideais para trabalhos que tenham como
propésito a inducdo de embriogénese somatica.
Apesar da regeneracao de plantas ser possivel via
embriogénese ou organogénese, atualmente os
esforcos estdo concentrados na regeneracédo de
plantas a partir de embriGes somaticos, 0s quais
possuem apices caulinares e radiculares conectados
diretamente. Ao contrario, a formacéo de brotos e
raizes a partir dos calos ocorre de forma independente
em relacdo ao tempo e a localizacao, sendo
necessario a formulacéo de meios especificos para
a regeneracdao indireta, isolamento, multiplicacéo e

enraizamento dos brotos. Até o presente momento,
nao ha registros de outros relatos referentes a
organogénese indireta e embriogénese somatica em
P. tuberosa. No entanto, posteriores estudos seréo
necessarios para estudar a origem, a ontogenia e a
conversao dos embries somaticos em plantas
completas, bem como, testar combinacdes
hormonais que favorecam a regeneracao brotos a partir
de calos.

De modo geral, constatou-se que o0s
segmentos foliares apresentaram resultados inferiores
em relacdo aos demais explantes dado a elevada taxa
de oxidacao. Desta forma, o uso viavel desse explante
depende do desenvolvimento de estratégias que
minimizem a oxidacéo fendlica, como a substituicdo
do BAP por outra citocinina e o uso de agentes
antioxidantes no meio de cultura (Grattapaglia &
Machado, 1998).

CONCLUSAO

Os segmentos nodais e as raizes
apresentaram melhores respostas quanto a
proliferacdo de calos friaveis e morfogénese em
relacdo aos entrends e segmentos foliares.

Uma maior proliferacao de calos fridveis é
obtida cultivando-se segmentos nodais com 1 mM
de BAP e 10 mM de 2,4-D. Aregeneracédo de brotos
via organogénese indireta ocorre quando esses
explantes sédo cultivados com 1 mM de BAP e 1 mM
de 2,4-D. Por outro lado, o ANA mostra-se mais efetivo
que o 2,4-D naregeneracao de raizes adventicias.

Explantes radiculares induzem calos
nodulares embriogénicos quando cultivados em meio
contendo 1 mM BAP juntamente com 1 ou 10 mM de
2,4-D ou 10 mM de ANA.
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