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APRESENTACAO

Caro leitor (a),

Com muita satisfacdo, apresentamos o novo E-Book intitulado “Debate e
Reflexdo das Novas Tendéncias da Biologia”. Esse E-Book apresenta 19 artigos, com
informacdes atualizadas e temas diversificados sobre tendéncias em Biologia, que
em conjunto debatem e refletem sobre praticas, aplicacées e novas possiblidades na
grande area das Ciéncias Biologicas.

E importante destacar que muitas profissées dependem da biologia como base
para construcdo de um conhecimento cada vez mais especializado. Considerando ser
uma ciéncia muito heterogénea em suas aplicacdes e subareas destacaremos alguns
topicos que merecem cada vez mais atencao.

A complexidade dos seres vivos na natureza varia desde as caracteristicas
morfofisiologicas, seus metabolismos até como eles estao espacialmente distribuidos,
bem como, os fatores ambientais que s&o importantes para manutencdo da
biodiversidade. Nas ultimas décadas as praticas de biotecnologia criaram produtos
utilizados pelo homem em larga escala que agregam muitas técnicas aplicadas a
pesquisabioldgica. Porfim, aspectos inerentes relacionados a crise ambiental englobam
a crescimento populacional, o uso de recursos naturais e a poluicdo ambiental. E
extremamente satisfatério encontrar em um volume areas tao promissoras que
abordam bioquimica, biotecnologia, educacgéao, parasitologia, ecologia aplicada, saude
humana, microbiologia, morfologia de invertebrados.

Os 19 capitulos aqui apresentados foram escritos por autores que abordaram
temas atuais de grande relevancia, por exemplo, a busca de potenciais bioldgicos
atuantes como antioxidantes, técnicas aplicadas a microbiologia e controle ambiental,
a biotecnologia para preservacao de sementes. Outras técnicas inovadoras aplicadas
a manutencgao e multiplicacédo do material biolégico, armazenamento de alimentos, ou
de producédo de mudas sao aqui também discutidas.

A saude humana inclui a aplicacdo da engenharia biolégica, bem como a
identificacédo de produtos com propriedades benéficas que langam perspectivas ao
agronegdcio. Interessantemente, outro tema muito importante abordado € a orientagédo
sexual destinada ao publico do ensino fundamental, que de forma interativa busca
atender as duvidas dos alunos, bem como motivar os professores de forma pratica a
continuar a discutir com seus alunos. As extensdes de feitos cientificos aplicados a
educacao do ensino basico ndo se limitam a temas especificos, permeiam também
desde aulas praticas de bioquimicas, a exposicéo de parasitos na educagao basica
seja de forma dialdgica, dindmica com uso de jogos e de construgcdo de modelos
torna-os palpaveis e observaveis aos alunos desde o ensino médio. A compreensao
facilitada de temas complexos agregada as praticas diarias dos alunos permitem que
eles construam e busquem alternativas particulares no meio em que vivem. Como
consequéncia sao capazes de promover melhorias para si e para o coletivo em que



estao inseridos.

Atualmente com a rapidez que a degradacao ambiental por diversas pressdes
antropicas que aumentam sobre os sistemas naturais ha uma necessidade urgente
em direcionar medidas eficazes de conservacgéo. Adicionalmente mais do que isso,
emerge a necessidade de refletir sobre a educacdo ambiental cada vez mais critica
que se inicia desde os primeiros anos escolares e busca a indissociabilidade entre
desenvolvimento e a sustentabilidade. Por fim, os artigos cientificos escritos em
lingua portuguesa favorecem nao somente um publico diminuto, mas também envolve
estudantes iniciantes a pesquisa. Esses estudantes podem ter contato ndo somente
com estudos especializados em cada area, mas com uma visao holistica de novas
tendéncias e possibilidades na grande area da Biologia.

Boa leitura a todos!

José Max Barbosa De Oliveira Junior
Lenize Batista Calvao
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CAPITULO 14

OTIMIZACAO DA MULTIPLICACAO IN
VITRO DE GINSENG-BRASILEIRO [Pfaffia

Marcelo Silva Passos
Faculdade Maria Milza (FAMAM)

Governador Mangabeira - Bahia

Fabiola Reboucas Rodrigues
Faculdade Maria Milza (FAMAM)

Governador Mangabeira - Bahia
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RESUMO: O objetivo deste trabalho foi
otimizar o protocolo de micropropagacao para
Pfaffia. glomerata, priorizando-se maximizar
a proliferacao de brotos e o enraizamento.
Segmentos nodais foram desinfestados
e introduzidos em meio de cultura de
estabelecimento (MS suplementado com BAP -

Debate e Reflexdo das Novas Tendéncias da Biologia

glomerata (Spreng.) Pedersen]

0,0; 1,0 mg L"). Apés 60 dias, as plantas foram
seccionadas em explantes de 1,0 cm, contendo
um segmento nodal e introduzidas em meio
de cultura de multiplicagdo. Nesta fase, foram
montados dois experimentos, com 5 tratamentos
(0,0; 1,0; 2,0; 3,0 € 4,0 mg L' de BAP) e com
7 repeticoes (5 explantes/repeticao). Os
experimentos 1 e 2 foram estabelecidos com as
plantas oriundas da auséncia e presenca de BAP
(1,0 mg L"), respectivamente. Foram avaliados:
namero de brotos por explante (NB), altura da
parte aérea dos brotos (APAB) e o numero de
folhas (NF). Os brotos foram transferidos para
meio MS e M/2 e, apds 30 dias, foi analisado
o percentual de enraizamento (PE), numero
médio de raizes (NR) e comprimento médio
da raiz principal (CRP). Posteriormente, as
microplantas foram aclimatizadas por 30 dias.
Os resultados demonstraram que o valor
maximo de NB foi obtido na concentracédo
6tima de 2,6 mg L' de BAP. Os dois meios
de enraizamento obtiveram 100% de brotos
enraizados. A aclimatizacéo resultou em 87,5%
de sobrevivéncia de plantas. O protocolo de
micropropagacéo, utilizando 1,0 mg L' de BAP
na fase de estabelecimento, combinado com 3,0
mg L' na fase de multiplicacado, foi altamente
reprodutivo, possibilitando obter 57.000 plantas
ao final de seis meses.
PALAVRAS-CHAVE:

Cultivo in vitro, Citocinina, Micropropagacéo.

Plantas Medicinais,
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OPTIMIZATION OF BRAZILIAN GINSENG [Pfaffia glomerata (Spreng.) Pedersen] IN
VITRO MULTIPLICATION

ABSTRACT: The aim of this study was to optimize the micropropagation protocol of
Pfaffia glomerata in order to maximize shoot proliferation and rooting. Nodal segments
were disinfected and introduced in establishment culture media (MS supplemented
with BAP — 0.0; 1.0 mg L"). After 60 days the plants were sliced into 1.0 cm explants
containing a nodal segment each, and introduced in multiplication culture medium.
At this stage, five experiments with 5 treatments (0.0; 1.0; 2.0; 3.0 and 4.0 mg L
of BAP) and 7 repetitions (5 explants/repetition) were set up. Experiments 1 and 2
were carried out with plants originated from culture media with and without BAP (1.0
mg L"), respectively. Number of shoots (NS) in each explant, height of shoots areal
parts (HSAP), and number of leaves (NL) were assessed. Shoots were transferred
to MS and M/2 media and after 30 days the rooting percentage (RP), the average
number of roots (ANR) and the main root average length (MRAL) were analyzed.
Finally, the microplants were acclimatized during 30 days. The results showed that the
highest NS was obtained in the optimal BAP concentration of 2.6 mg L. In both culture
media 100 % of shoot rooting was observed. Acclimatization resulted in 87.5% of plant
survival. The micropropagation protocol with 1.0 mg L' BAP in the establishment stage
combined with 3.0 mg L in the multiplication stage was highly reproductive resulting in
the production of 57,000 plants after six months.

KEYWORDS: Medicinal Plants, In vitro cultivation, Citocinine, Micropropagation.

11 INTRODUCAO

Pfaffia glomerata (Spreng.) Pedersen, conhecida como ginseng brasileiro,
pertencente a familia Amaranthaceae, vem sendo popularmente utilizada como ténico
estimulante e afrodisiaco, antitumoral e antidiabético, assim como nos casos de
reumatismo, esgotamento fisico e mental, falta de memoria e estresse, com relevante
importancia comercial em funcdo da elevada utilizacdo na industria de fitoterapicos
e fitocosméticos (RATES; GOSMANN, 2002; MALDANER et al., 2007). Em fungéo
das distintas propriedades medicinais e, além disso, para proporcionar a producéao
de matéria-prima homogénea e de qualidade para a industria de fitoterapicos, bem
como para evitar o extrativismo exploratério é de fundamental importancia o ajuste de
metodologias para propagacao e cultivo dessa espécie.

Nesse sentido, a micropropagacao, uma das técnicas de cultivo in vitro, pode
ser uma alternativa eficiente, uma vez que possibilita propagar rapidamente varias
espécies de plantas, a exemplo das medicinais, além de possibilitar a eliminacéo de
doencas e a producdo de plantas com qualidade genética e sanitaria comprovada
(SOUZA et al., 2013).

Na micropropagacdo de P. glomerata, Flores et al. (2006) obtiveram bons
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resultados no crescimento das brotacbes, enraizamento e aclimatizagcdo, quando
utilizaram o meio MS na auséncia de reguladores vegetais. Contudo, o numero
médio de brotacdes também foi relativamente baixo (1,7 brotos/explantes). Ressalte-
se que, em muitas espécies vegetais, a proliferacdo de brotacdes in vitro em gemas
axilares € maximizada pela suplementagcao do meio de cultura com citocininas, sendo
a 6-benzilaminopurina (BAP) a mais amplamente utilizada (OLIVEIRA; FREIRE;
ALOUFA, 2016).

Para o sucesso de metodologias de micropropagacdo € necessaria a selecao
dos explantes adequados, estabelecendo-se condicbes de desinfestacdo e cultura;
o estabelecimento das condi¢des fisicas e fisiolégicas de desenvolvimento dos
explantes e o enraizamento das partes aéreas formadas apds subcultivos sucessivos
(GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998). Além disso, um numero expressivo de espécies
vegetais micropropagadas nao sobrevive quando transferidas das condi¢des in vitro
para ambiente de casa de vegetacédo ou campo (HARARIKA, 2003).

A maioria das espécies cultivadas in vitro requer um processo de aclimatizacéo,
o qual provoca modificacbes morfoldgicas, anatémicas e fisiolégicas necessarias as
plantas para que possam sobreviver e crescer vigorosamente em um novo ambiente
(GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998; HARARIKA, 2003).

Com isso objetivou-se no presente trabalho otimizar o protocolo de
micropropagacao para P. glomerata, priorizando-se maximizar a proliferacéo de brotos
e 0 enraizamento, para assim aumentar o percentual de sobrevivéncia de plantas
durante a aclimatizacao.

2| MATERIAL E METODOS

O trabalho foi conduzido no Laboratério de Biotecnologia aplicada a saude da
FAMAM — Faculdade Maria Milza, em parceria com a UFRB - Universidade Federal do
Recbncavo da Bahia.

Estabelecimento in vitro: Foram utilizadas como fonte de explantes, plantas
cultivadas em uma residéncia na cidade de Cruz das Almas (12° 40’ 12” S - 39° 06’
07” W), localizada na Regido do Recdncavo Baiano. Os explantes consistiram de
segmentos nodais, que foram lavados em agua corrente e desinfestados em solucao
de alcool etilico na concentragao de 70% durante 2 minutos e em solucéo de hipoclorito
de sodio (NaOH), diluida em agua destilada, na proporcédo 3:1, durante 15 minutos.
ApOs o que foram lavados por trés vezes com agua destilada autoclavada, em camara
de fluxo laminar. Posteriormente, foram introduzidos em placas de Petri (100 x 15 mm)
contendo 20 mL de meio de cultura MS (MURASHIGUE; SKOOG, 1962), suplementado
com 30 g L-1 de sacarose, solidificado com Agar (7 g L-1), fungicida (Carbomax®) na
concentracao de 1,0 mg L-1, em auséncia e presenca (1,0 mg L-1) de BAP, pH entre
5,7 € 5,8, e autoclavado a 120° C por 20 minutos.

As placas foram mantidas, durante 30 dias, em sala de crescimento sob fotoperiodo
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de 16 horas, a temperatura de 25° + 2 °C e intensidade luminosa de 40 pmol m2 s,
Apos este periodo, as brotacdes foram transferidas para frascos contendo 20 mL do
mesmo meio de cultura anteriormente citado, contendo as mesmas concentragdes de
BAP e mantidos nas mesmas condi¢des de sala de crescimento, por mais 30 dias.

Multiplicacao in vitro: Plantas advindas da cultura de segmentos nodais, com
60 dias de idade, e possuindo cinco segmentos nodais, foram utilizadas como fonte
de explantes. Segmentos nodais de 1,0 cm de comprimento contendo duas gemas e
duas folhas no né consistiram de explantes (excluindo-se segmentos apicais).

Nessa fase foram realizados dois experimentos visando induzir a maxima
proliferacao de brotos. Os experimentos foram montados com as plantas obtidas a partir
do meio de cultura da fase de estabelecimento na auséncia de BAP (experimento 1) e
daquele com 1,0 mg L' de BAP (experimento 2), com a finalidade de avaliar o efeito
residual do BAP da fase de estabelecimento in vitro. Em ambos os experimentos,
os explantes foram introduzidos em frascos contendo 20 mL do meio de cultura MS,
adicionados com 0,0; 1,0; 2,0; 3,0 ou 4,0 mg L' de BAP e mantidos sob fotoperiodo de
16 horas, temperatura de 25° + 2°C e intensidade luminosa de 40 umol m2s, durante
30 dias.

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado com cinco
tratamentos (0,0; 1,0; 2,0; 3,0 e 4,0 mg L' de BAP) e sete repeticoes, sendo cada
repeticdo constituida por um frasco contendo cinco explantes. Ao final dos 30 dias,
foram avaliadas as seguintes caracteristicas: a) numero de brotos/explante; b) nimero
de folhas/broto e c) altura da parte aérea de brotos.

Enraizamento in vitro: Brotagcdes oriundas do tratamento que proporcionou
o0 maior numero de brotos foram individualizadas e utilizadas no experimento de
enraizamento. As brotagdes foram introduzidas em frascos contendo 20 mL do meio
de cultura contendo 100% dos sais do MS (MS) e em meio de cultura contendo
50% dos sais do MS (MS/2), visando induzir o enraizamento dos brotos. Os frascos
foram mantidos, durante 30 dias, em sala de crescimento nas mesmas condicdes de
fotoperiodo, temperatura e luminosidade, anteriormente citadas.

O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado, com dois tratamentos
(meios de cultura MS e MS/2) e vinte repeticoes, sendo cada repeticao constituida por
um frasco com uma brotag¢do. Ao final dos 30 dias foram avaliados o numero médio
de raizes (desconsiderando-se aquelas menores que 1 mm) e o comprimento médio
da maior raiz.

Aclimatizacdo: As microplantas foram retiradas dos frascos e lavadas com
agua corrente com o objetivo de remover o excesso do meio de cultura. Estas
foram acondicionadas em garrafas plasticas transparentes de refrigerante, do tipo
PET (Politereftalato de Etileno), de 600 mL, com quatro pequenos furos na base
para drenagem do excesso de agua. As garrafas foram cortadas na metade de sua
altura para facilitar a adicdo do substrato (terra vegetal autoclavada) e transplante
da muda, ap6s o que foram novamente fechadas por sobreposicdo das metades.
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As plantas foram mantidas em area coberta, para evitar a incidéncia direta da luz
do sol. No primeiro dia, no periodo matutino, retirou-se a tampa da garrafa por 10
minutos, no segundo dia por 20 minutos e foi-se aumentando o tempo gradativamente
até a retirada permanente da tampinha, quando as mudas ja estavam adaptadas ao
meio ambiente. Apds trinta dias as mudas encontravam-se totalmente aclimatizadas.
Durante o periodo de aclimatizagéo, as microplantas foram irrigadas com auxilio de
um borrifador, de forma a manter a umidade relativa do ar elevada. A porcentagem de
sobrevivéncia foi avaliada ao final da aclimatizag¢ao.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados apresentados na Figura 1 demonstraram que houve efeito
significativo do BAP, em relagdo ao numero de brotos/explante, tanto no experimento
1 (oriundo de plantas na auséncia de BAP da fase de estabelecimento), quanto no
experimento 2 (oriundo de plantas com adicionamento de 1,0 mg L' de BAP, da fase
de estabelecimento). Nas Figuras 1A e 1D, observa-se que na concentracéo de 3
mg L' de BAP estdo os maiores valores de numero médio de brotos, entretanto, as
concentragdes Otimas de 3,49 mg L' e 2,59 mg L' de BAP, estimadas pelas equacgoes,
foram aquelas que proporcionaram o numero médio maximo de brotos, nos dois
experimentos realizados na fase de multiplicacéo in vitro, com 5,12 e 6,52 brotos,
valores estimados pelas equacdes respectivamente para os experimentos 1 e 2. E
provavel que o BAP utilizado na fase de estabelecimento (1,0 mg L") tenha exercido
um efeito residual, influenciando na obtencdo de maior numero de brotos, na fase de
multiplicag&o in vitro.

Constatou-se também que houve uma tendéncia de decréscimo, em ambos 0s
experimentos, no numero de brotos para concentracdes entre 3,0 mg L"e 4 mg L™,
conforme Figura 1 (A e D). Os resultados encontrados neste trabalho corroboram
com resultados obtidos por outros autores, estudando plantas medicinais, relatando
efeito fitotobxico do BAP, onde elevadas concentracdes reduzem a formacédo de
brotos adventicios: em Mikania glomerata Spreng (DINIZ et al., 2006) e em Vernonia
condensata (VICENTE et al., 2009, dentre outros.

Trabalhos com micropropagacao de P. glomerata, relatam o desenvolvimento
de um protocolo altamente reprodutivel, admitindo a possibilidade de se obter 15.000
plantas a partir de um Unico segmento nodal, em periodo de seis meses (NICOLOSO
et al., 1999; NICOLOSO et al., 2001). Entretanto, estes autores nao avaliaram o efeito
de reguladores vegetais na proliferacdo de brotos, embora este numero de plantas
seja extremamente expressivo, quando comparado com os métodos convencionais
de multiplicacdo desta espécie (por semente ou estaquia). E relevante destacar que
metodologias de multiplicag&o in vitrode P. glomerata devem ser estabelecidas visando
a maxima producao de segmentos nodais, uma vez que, isso vai refletir na producéo
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de novas plantas em cada subcultivo, sendo a citocinina BAP a mais utilizada para
alcancar a maxima proliferacéo de brotos (OLIVEIRA; FREIRE; ALOUFA, 2016).

No trabalho aqui realizado com a utilizacdo de BAP, na concentracéo de 3,0 mg
L', na fase de multiplicacao in vitro e com explantes (segmentos nodais) oriundos
de plantas estabelecidas com 1,0 mg L' de BAP, é possivel estimar a obtencéao de
aproximadamente 57.000 plantas a partir de um unico segmento nodal, realizando-se
trés subcultivos na fase de multiplicagao in vitro, no periodo de seis meses. Portanto,
trata-se de um protocolo muito eficiente na producédo de mudas micropropagadas de
P. glomerata. Nao obstante, sera necessario avaliar o indice de variagdo somaclonal,
visando assegurar a fidelidade genética da espécie.
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FIGURA 1. Numero de brotos, de folhas e altura de brotos em fungéo das concentragbes de
BAP (mg L-1). A, B e C) Resultados referentes ao experimento oriundo do estabelecimento
dos explantes em meio MS sem BAP (experimento 1); D, E, e F) Resultados referentes ao
experimento oriundo do estabelecimento dos explantes em meio MS com 1,0 mg L-1 de BAP
(experimento 2). Barras seguidas das mesmas letras ndo diferem estaticamente entre si pelo
teste Tukey (P< 0,05).

A analise do numero de folhas/brotacées demonstrou também efeito significativo
para as concentracdes de BAP, em ambos os experimentos. A concentracéao de 2,03
mg L-1 de BAP foi aquela que assegurou o maior numero médio de folhas/brotagdes,
nos dois experimentos, com 21,00 e 15,02 folhas/brotos, respectivamente (Figura 1B
e 1E).

Além disso, verificou-se que no experimento 1 houve, de modo geral, maior nUmero
de folhas por brotos. Isto pode corroborar com o efeito residual do BAP utilizado na fase
de estabelecimento, em virtude do experimento 2 (na presenca de BAP) ter apresentado
maior niumero de brotos/explantes e consequentemente reduzindo o numero de folhas.
Villa et al. (2005), trabalhando com amoreira-preta (Rubus sp.), observaram que o
aumento da concentracdo de BAP, promoveu decréscimo na quantidade de folhas
formadas. Isso pode ser atribuido ao fato deste regulador de crescimento estimular
a formacao de maior numero de brotos, porém, de tamanho reduzido, apresentando
menor numero de folhas. Ja Blank et al. (2008), micropropagando a espécie Lippia
sidoides (Cham.), demonstraram que a concentracao de 4 mg L-1 de BAP apresentou
maior numero de folhas/explante. Contrastando com estas respostas, Nascimento et
al. (2008), trabalhando com a espécie uvaieira (Eugenia pyriformis Cambess), ndo
observaram diferencas significativas no numero de gemas, comprimento de brotacées
e numero de folhas, sendo que a concentracdo de 1,0 mg L-1 de BAP apresentou
0s maiores valores: 7,00 gemas por explante, 1,14 cm de comprimento para a maior
brotacédo e 13,70 folhas por explante. Esses resultados corroboram que a resposta
morfogenética in vitro € genétipo/dependente.

Com relacao a altura (comprimento da parte aérea) das brotagdes, houve efeito
significativo entre as concentracbes de BAP. Constatou-se que o BAP influenciou de
forma negativa, onde os meios de cultura com auséncia do fitorregulador apresentaram
as melhores médias para esta caracteristica, conforme Figura 1 (C e F),com 6,60 cm e
4,80 cm de altura, nos experimentos 1 e 2, respectivamente. Este resultado evidenciou
que o BAP induziu maior proliferagado de brotos/explante, mas reduziu o crescimento
vegetal. E possivel que esta reducdo ndo seja um efeito inibidor do BAP, como afirmam
alguns autores, mas deva-se, provavelmente, a maior competicao entre as multiplas
brotacdes, pelos nutrientes do meio de cultura. Grattapaglia e Machado (1998), por
exemplo, afirmam que as citocininas estimulam a maior producao de partes aéreas das
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brotacdes até uma determinada concentragdo, a partir da qual ocorre diminuicdo da
altura em virtude de um possivel efeito fitotoxico da citocinina. Trabalho realizado por
Vicente et al. (2009), estudando a multiplicacéo in vitro da planta medicinal Vernonia
condensata L. Becker, ndao encontraram diferencas significativas para a altura de
brotos, nas diferentes concentracdes de BAP avaliadas, o que também nao reforca a
afirmacéo dos autores anteriores.

Na Figura 2 é possivel observar plantas oriundas do cultivo in vitro de explantes
na auséncia e presenca de BAP (1,0 mg L-1), assim como a presenca de multiplas
brotacdes, enraizamento e aclimatizacdo das plantas. O enraizamento in vitro em
funcao das concentracdées do meio de cultura mostrou diferenca significativa apenas
para o numero de raizes (Figura 3A), 0 que nao foi constatado no comprimento da maior
raiz (Figura 3B). Entretanto, houve formacgao de raizes em 100% dos brotos avaliados
(Figura 2E). O meio de cultura com metade dos sais do MS (MS/2) apresentou um maior
numero de raizes por brotos, diferindo significativamente daquele meio com 100% dos
sais do MS (MS). Ja para o comprimento da raiz principal, apesar da maior média
ocorrer no meio de cultura MS/2, ndo houve diferenca significativa entre os tratamentos.
Trabalhos realizados com cultivo in vitro de P. glomerata ja haviam demonstrado que
esta espécie nédo necessita do adicionamento de reguladores vegetais, especialmente
auxina, para promover o enraizamento dos brotos (Nicoloso et al., 1999; Nicoloso et al.,
2001). Tem sido usual, em trabalhos de cultura de tecidos, a utilizacao de diferentes
concentragdes de sais, em meios de cultura, para favorecer o enraizamento dos brotos.
Neste sentido, em Miltonia flavescens foi avaliada distintas concentracées do meio MS
por Lemes et al. (2016), que observaram maiores valores nas caracteristicas numero
de raiz e comprimento da maior raiz em meio MS com concentracdes basicas diluidas
para 50%. Esse percentual de enraizamento em meio MS/2 pode ser justificado,
provavelmente, pelo acimulo da sintese de auxinas enddgenas em virtude da baixa
disponibilidade de sais no meio de cultura, aumentando a atividade metabdlica do
tecido e, consequentemente, a formacéo de raizes (WAREING; PHILLIPS, 1981).
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FIGURA 2. Micropropagacao de Pfaffia glomerata (Spreng.) Pedersen. a e b) Plantas
estabelecidas in vitro, em meio de cultura MS na auséncia e presenga de BAP (1,0 mg L-1),
respectivamente; ¢) segmentos nodais, contendo folhas, oriundos de plantas estabelecidas
in vitro e introduzidos em meio de multiplicacdo, adicionado de BAP; d) multiplas brota¢des

oriundas do experimento 2, cultivadas na concentracao de 3,0 mg L-1 de BAP, na fase de
multiplicag&o in vitro; e) brota¢des enraizadas em meio de enraizamento MS/2 e f) plantas na
fase de aclimatizac¢do, acondicionadas em garrafas de refrigerante do tipo PET e contendo terra
vegetal.
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FIGURA 3. Numero de raizes e comprimento da raiz principal em fungéo da concentragéo de
sais no meio de cultura. A) nimero de raizes e B) Comprimento da raiz principal. MS (meio de
cultura com 100% dos sais do MS), 1/2 MS (meio de cultura com 50% dos sais do MS. Barras
seguidas das mesmas letras ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste Tukey (P< 0,05).

Na fase de aclimatizacdo observou-se que houve sobrevivéncia de 87,5% das
plantas, apds 30 dias do processo (Figura 2F). Esta taxa mostra-se satisfatoria,
especialmente devido a utilizacdo de garrafas de refrigerante do tipo PET, como
recipientes para as plantas. Esse processo de aclimatizagcédo, com utilizacéo de garrafas
PET, acaba sendo mais econémico e de excelente contribuicdo para a sustentabilidade
ambiental. O primeiro relato da utilizacdo de garrafas PET, como recipiente para
aclimatizacao de plantas in vitro, foi citado por Vicente et al. (2009), que obtiveram
100% de sobrevivéncia na aclimatizacao de plantas de Vernonia consensata L. Becker
provenientes do cultivo in vitro. Araujo et al. (2002) relataram que mudas de Aloe vera
enraizadas in vitro apresentam 80% a 95% de sobrevivéncia na aclimatizagéo, mas
nao utilizaram garrafas PET. Estes autores também relataram que naqueles brotos
desprovidos de sistema radicular a taxa de sobrevivéncia cai para 30%. Portanto, a
formacéo de um sistema radicular bem desenvolvido € fundamental para o sucesso na
aclimatizacdo das plantas in vitro. Além disso, é imprescindivel selecionar um substrato
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que favoreca o crescimento e desenvolvimento das plantas micropropagadas, para
nao interferir no sucesso da aclimatizacao (LIMA et al., 2007).

41 CONCLUSOES

A concentragao 6tima de 2,6 mg L-1 de BAP na fase de multiplicac&o, utilizando
explantes oriundos das plantas estabelecidas em meio de cultura MS com 1,0 mg L-1
de BAP, foi aquela que proporcionou a maxima proliferacéo de brotos.

O meio de cultura MS/2 mostrou-se mais eficiente para induzir o nUmero de
raizes e comprimento da maior raiz.

A aclimatizacédo de plantas de Pfaffia glomerata (Spreng.) Pedersen oriundas
do cultivo in vitro, utilizando garrafas de refrigerante do tipo PET, constitui-se em um
processo possivel e viavel nas condi¢coes avaliadas.

O protocolo de micropropagacédo de Pfaffia glomerata (Spreng.) Pedersen,
definido neste trabalho, permite obter 57.000 mudas no periodo de seis meses de
cultivo in vitro.
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