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Introducéo

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. Atualmente, o género Pfaffia
compreende algumas espécies conhecidas como ginseng
brasileiro devido ao uso de suas raizes como tonico,
afrodisiaco e estimulante [1]. Diante das dificuldades de
propagacdo vegetativa e reprodutiva de P. tuberosa, a
cultura de tecidos vegetais ¢ uma alternativa para a
producdo de mudas nesta espécie. Neste contexto, a
embriogénese somatica in vitro contribui para estudos
fisiolégicos, genéticos e bioquimicos que norteiam o
desenvolvimento embrionério, além de ser um método
apropriado quando se deseja manter a estabilidade
genética [2]. Por outro lado, a organogénese a partir de
calos desperta o interesse dos melhoristas como uma
nova fonte de variabilidade genética, fornecendo
perspectivas de selecdo in vitro ou ex vitro de plantas
superiores [3].

Recentemente, Martins & Nicoloso [4] estudaram a
propagagdo clonal de P. tuberosa in vitro através do
cultivo de segmentos nodais em meio MS [5], no entanto,
ndo ha relatos sobre inducéo de calos e regeneragdo de
plantas via organogénese ou embriogénese somatica
nesta espécie. Em funcéo disso, este estudo teve como
proposito verificar a melhor fonte de explante e tipo de
auxina na inducdo de embriBes somaéticos e na
regeneracdo de plantas em P. tuberosa.

Material e métodos

A. Material vegetal

O material vegetal utilizado constou de plantas de
Pfaffia tuberosa coletadas no Campus da UFSM, sendo
uma exsicata depositada no Herbario do Departamento
de Biologia sob o nimero de SMDB 7818. Segmentos
nodais das plantas foram desinfestados e multiplicados in
vitro conforme metodologia proposta por Flores et al.

[6].

B. Inducdo de embriogénese somatica e organogénese
O meio de cultura basico utilizado foi o MS [5], com
30 gL* de sacarose, 100 mgL™ de mio-inositol, 6 gL™* de

agar e suplementado com &cido naftalenoacético (ANA)
ou 2,4-diclorofenoxiacético  (2,4-D) em  duas
concentragdes (1 ou 10 uM). O pH foi ajustado para 5,9
antes da adicdo do gar e da autoclavagem. Testaram-se
quatro fontes de explantes (folha, segmento nodal,
entrend e raiz), conforme esquema fatorial 2x2x4. Em
todos os tratamentos, 0 meio de cultura foi suplementado
com 1 puM de 6-benzilaminopurina (BAP). Apos, 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 pmol m?s™ e fotoperiodo de
16 horas.

As avaliagdes foram feitas apds 40 dias de cultivo,
considerando-se a formacgdo de calos, a indugdo de
embriogénese somatica e a regeneracéo de brotacdes.

O delineamento experimental foi o inteiramente ao
acaso com quatro repeticBes, 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.

Resultados e discussado

Houve formacédo de calos friaveis albinos em todos os
tratamentos, 0s quais apresentaram  expressdes
morfogenéticas distintas de acordo com o explante e
meio nutritivo. Os explantes provenientes de raizes
apresentaram alta competéncia embriogénica tanto na
presenca do 2,4-D (Fig. 1) como do ANA (Fig. 2).
Independente da concentracdo de 2,4-D, esses explantes
formaram 100% de calos embriogénicos (Fig. 1). Apesar
dos Orgdos reprodutivos serem o0s explantes mais
utilizados para a indugdo de embriogénese somética, em
algumas espécies, os explantes radiculares vem sendo
utilizados com sucesso na formacgdo de embrides [7, 8].
A rota embriogénica também foi induzida em 27% dos
explantes foliares quando cultivados em meio com 1 uM
de 24-D (Fig. 1). Resultados similares foram
observados por Paramageetham et al. [9] em Centella
asiatica L. Além disso, calos nodulares embriogénicos
foram registrados nas raizes cultivadas com 10 uM de
ANA em uma frequéncia de 100% (Fig. 2). Essa
concentracdo de ANA também induziu embriogénese nos
entren6s, porém em baixa frequéncia (3,8%).
Independente do tipo de explante, ndo houve formacéo
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de calos embriogénicos em meio suplementado com 1
uM de ANA (Fig. 2). Desta forma, verificou-se o efeito
positivo tanto do ANA como do 2,4-D na inducdo de
calos nodulares embriogénicos a partir de explantes
radiculares de P. tuberosa, o que concorda com as
observacdes de Zimmerman [2], de que o 2,4-D seguido
pelo ANA sdo as auxinas mais efetivas na indugédo de
embriogénese somatica.

Houve regeneracdo de brotos a partir de células
superficiais dos calos provenientes de segmentos nodais
cultivados na presenca de 1 uM de 2,4-D. A percentagem
de calos regenerativos foi 10%, os quais formaram 1 a 2
brotos/calo. O uso de uma combina¢do hormonal que
favorece o crescimento do calo e a0 mesmo tempo a
regeneracdo indireta também foi relatado em Cuminum
cyminum L. [10]. Ndo se observou a regeneracdo de
brotos em meio com o ANA, o0 que pode ser devido ao
uso de concentragdes muito elevadas deste fitoregulador,
pois em Gomphrena officinalis Mart., a presenca do
ANA em concentragcdes superiores a 0,5 uM inibiu a
regeneracéo [11].

Os resultados obtidos no presente trabalho relataram
importantes fatores que interferem na determinacdo da
rota organogenética ou embriogenética em P. tuberosa.
O cultivo de segmentos nodais com o 2,4-D mostrou-se
importante para trabalhos que tenham como objetivo a
regeneracdo indireta de brotacGes, tendo em vista a
obtencdo de somaclones. Por outro lado, os explantes
radiculares mostraram-se ideais para trabalhos que
tenham como proposito a inducdo de embriogénese
somatica. Apesar da regeneracdo de plantas ser possivel
via embriogénese ou organogénese, atualmente os
esforgos estdo concentrados na regeneracdo de plantas a
partir de embriGes somaticos, 0s quais possuem apices
caulinares e radiculares conectados diretamente [2]. Ao
contrério, a formac&o de brotos e raizes a partir dos calos
ocorre de forma independente em relagdo ao tempo e a
localizagdo, sendo necessario a formulagcdo de meios
especificos para a regeneracdo indireta, isolamento,
multiplicacdo e enraizamento dos brotos. Até o presente
momento, ndo ha registros de outros relatos referentes a
organogénese indireta e embriogénese somatica em P.
tuberosa. No entanto, posteriores estudos serdo
necessarios para estudar a origem, a ontogenia e a
conversao dos embrides somaticos em plantas completas,
bem como, testar combinag¢Bes hormonais que favorecam
a regeneracdo brotos a partir de calos.

Os resultados permitem concluir que explantes
radiculares de P. tuberosa produzem calos nodulares
embriogénicos quando cultivados em meio contendo 1
uM BAP juntamente com 1 ou 10 uM de 2,4-D ou 10
uM de ANA. Por outro lado, a regeneracéo de brotos via

organogénese indireta ocorre quando segmentos nodais
sdo cultivados com 1 uM de BAP e 1 uM de 2,4-D.
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Figura 1. Efeito de concentracdes de 2,4-D e de diferentes explantes na percentagem média de calos embriogénicos em P. tuberosa,
apos 40 dias de cultivo in vitro em meio MS. Médias seguidas de mesma letra mindscula ndo diferem quanto as concentracfes de
auxinas e mailsculas quanto aos explantes, pelo Teste de Duncan («=0,01).
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Figura 2. Efeito de concentracdes de ANA e de diferentes explantes na percentagem média de calos embriogénicos em P. tuberosa,
apos 40 dias de cultivo in vitro em meio MS. Médias seguidas de mesma letra mindscula ndo diferem quanto as concentracfes de
auxinas e mailsculas quanto aos explantes, pelo Teste de Duncan («=0,01).
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