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Procedimento simplificado para
descontaminacao, introducao e multiplicacao
in vitro de explantes de ginseng brasileiro
(Pfaffia glomerata [Spreng. ] Pedersen)

Daniela Vasconcelos de Oliveira’
Izulmé Rita Imaculada Santos?
Antonieta Nassif Salomao?

lldeu Soares Martins*

Rosangela Caldas Mundim?®
Rosa de Belém das Neves Alves®

Resumo — Pfaffia glomerata (Spreng.) Pedersen, conhecida popularmente
como ginseng brasileiro, € uma espécie medicinal nativa. Essa espécie se
encontra em situagao vulneravel devido a coleta predatéria para uso fitotera-
pico. O objetivo desse trabalho foi estabelecer um procedimento simplificado
para a introducao e multiplicagao clonal in vitro de explantes de ginseng brasi-
leiro. Segmentos nodais (SN) foram coletados de plantas em crescimento no
campo experimental da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, sub-
metidos a dois tratamentos de descontaminagéo utilizando hipoclorito de s6-
dio e estreptomicina (Tratamento 1), ou apenas a estreptomicina (Tratamento
2), e cultivados in vitro em meio de cultura MS com 3% de sacarose e 0,7%
de 4gar, sem adicéo de reguladores de crescimento. Apdés cada tratamento
os SN foram inoculados in vitro e as culturas foram mantidas em sala de
crescimento a 25 + 2°C, com fotoperiodo de 12 horas de luz, e intensidade
luminosa de 50 ym.m-2., s-1 fornecida por lampadas fluorescentes brancas.
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Plantulas normais com parte aérea e sistema radicular bem desenvolvidos
foram produzidas apds trinta dias de cultivo in vitro. Os percentuais de re-
generagao foram de 92% e 80% para os SN submetidos ao Tratamento 1
ou Tratamento 2, respectivamente. A multiplicagéo in vitro foi realizada por
subcultivo de apices caulinares (AC) e SN coletados das plantulas obtidas in
vitro em meio de cultura MS sem adigdo de reguladores de crescimento. O
procedimento descrito é simples, econdmico, permite a introducéo, regene-
ragdo e multiplicagdo in vitro de P. glomerata para a producéo de estoques
de plantulas para estudos diversos como a criopreservagao, a propagagao
clonal ou a conservagéao ex situ do seu germoplasma.

Termos para indexagao: Féfia, “ginseng” brasileiro, micropropagacéo,
Pfaffia glomerata.
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Simplified procedure for decontamination, introduction and multiplica-
tion in vitro of Brazilian-ginseng (Pfaffia glomerata [Spreng.] Pedersen)
explants

Abstract — Pfaffia glomerata (Spreng.) Pedersen, popularly known as
Brazilian “ginseng”, is a native medicinal species. It is a threatened species
due to predatory harvest of branches for use in phytotherapy. The objective
of this work was to establish a simplified technique for introduction and clonal
multiplication in vitro of P. glomerata explants. Nodal segments (NS) were
harvested from plants growing in the field at Embrapa Genetic Resources
and Biotechnology, Brasilia-DF, and treated with two decontamination treat-
ments with sodium hypochlorite and streptomycin (Treatment 1), or strepto-
mycin alone (Treatment 2), and cultured in vitro using MS culture medium
supplemented with 3% sucrose and 0,7% agar, without growth regulators.
After each treatment NS were inoculated in vitro and the cultures were main-
tained in a growth room at 25 + 2°C, with a 12 hours of light photoperiod,
with a light intensity of 50 ym.m-2.s-1 supplied by fluorescent white lights.
Normal plantlets, with well-developed shoots and roots, were produced after
30 days of in vitro culture. Regeneration percentages average was 92% and
80% for NS decontaminated with Treatment 1 and Treatment 2, respectively.
In vitro multiplication was carried out by subculture of shoot tips (ST) and NS
collected from plantlets obtained in vitro in MS culture medium without growth
regulators. The procedure described here is simple, economical, and ideal for
introduction, regeneration and multiplication in vitro of P. glomerata explants
for production of plantlet stocks for diverse research activities, such as cryo-
preservation, clonal propagation, ex situ germplasm conservation.

Key words: “Brazilian ginseng”, Cryopreservation, fafia, , micropropagation,
Pfaffia glomerata.
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Introducao

O género Pfaffia, Amaranthaceae, inclui cerca de 90 espécies e possui
ampla distribuicao geografica na América Central e América do Sul. No Brasil
ocorrem 20 espécies desse género, encontradas desde a regido Centro-
oeste até o norte do Parana (Alvim et al., 1999; Marchioretto, 2008; Souza e
Lorenzi, 2005). A fafia (Pfaffia glomerata [Spreng.] Pedersen) destaca-se pelo
grande potencial de uso como fitoterapico pela industria farmacéutica, um
segmento que tem apresentado crescimento significativo. A espécie também
€ conhecida popularmente como “ginseng brasileiro” devido as semelhangas
com o “ginseng” sul coreano (Panax ginseng C.A Meyer) quanto ao forma-
to humanoide de suas raizes (Nicoloso et al., 2003). As raizes da fafia séo
tradicionalmente utilizadas na medicina popular como ténico corporal (para
tratamento de esgotamento fisico e mental, falta de memoria e estresse),
como afrodisiaco e no controle de diabetes e reumatismo (Magalhaes, 2000;
Otofuji, 2005; Rates e Gosmann, 2002). Analises da composig¢édo quimica dos
compostos isolados em extratos de raizes de fafia detectaram a presenca
dos acidos glomérico, pfamérico e oleandlico, ecdisterona e rubrosterona,
substancias bioativas de reconhecido efeito tbnico e que promovem aumento
da resisténcia fisica (Shiobara et al., 1993). Estudos farmacoldgicos também
foram realizados e confirmaram as propriedades medicinais desses compos-
tos (Nakai et al., 1984; Nishimoto et al., 1984, 1987, 1988; Shiobara et al.,
1992, 1993).

A domesticacéo e a sistematizacdo do cultivo do ginseng-brasileiro em
escala comercial tém tido progressos limitados devido a caréncia de informa-
cOes sobre a germinagao das sementes, suas fenofases (época de brotacao,
floracao e frutificagao) e a produgéo de mudas. Portanto, a obtengcéo de ma-
téria seca para consumo popular ou para produgao comercial € baseada na
coleta predatéria em populacdes nativas. A confirmagdo das propriedades
farmacoldgicas das substancias bioativas presentes nas raizes da fafia acen-
tuou ainda mais a coleta predatéria de plantas em populagdes nativas para
uso popular ou comercial, levando a redugéo das mesmas, a disponibilidade
de matéria prima e de variabilidade genética de populacdes naturais. Essa si-
tuacao de fragilidade e o grande potencial econdmico da fafia desencadeou a
proposicao de politicas e agbes de pesquisas em varias frentes, como planos
para o manejo sustentavel nas areas de ocorréncia e estratégias de propaga-
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¢ao e cultivo para a produgao comercial e conservagao de germoplasma da
espécie em bancos genéticos, em condi¢cdes que garantam a preservagao da
sua integridade genética e biolégica e sua disponibilidade para usos futuros
(Alves et al., 2006; Vieira et al., 2002).

Dentre os métodos disponiveis para a propagacao e a conservagao de
germoplasma vegetal, destaca-se a cultura de tecidos in vitro. Essa tecnolo-
gia compreende diversas técnicas de introducédo e cultivo em condigcbes as-
sépticas de explantes (estruturas vegetativas ou reprodutivas diminutas), em
frascos contendo meio de cultura nutritivo composto por diversos sais mine-
rais, vitaminas, uma fonte de carbono (tipicamente a sacarose), reguladores
de crescimento, antioxidantes (normalmente o carvao ativado), e um agente
gelificante (geralmente o agar) e fundamenta-se na totipoténcia da célula ve-
getal, principio pelo qual, as células podem ser induzidas a voltar ao estado
meristematico e seu padrao de diferenciagao celular pode ser redefinido para
dar origem a novos 6rgaos, embrides ou a uma planta completa (Termignoni,
2005). Usando essa tecnologia é possivel produzir milhares de copias exatas
(clones) de plantas matrizes com mais rapidez do que seria possivel usando
métodos tradicionais de propagacgdo, como a estaquia, enxertia, divisao de
estruturas, entre outros. Apds a introdugao in vitro, as culturas sdo mantidas
em condi¢des controladas de luz e temperatura (George et al., 2008). Hoje,
a cultura in vitro € uma tecnologia polivalente e de reconhecida importancia
para a pesquisa cientifica basica, e com muitas aplicagcbes praticas em es-
tudos bioquimicos, fisiolégicos, fitopatoldgicos, citogenéticos, reprodutivos,
limpeza clonal, transformagédo genética, entre outros (George et al., 2008;
Engelmann, 2011; Sarasan et al., 2006).

Aintrodugao e cultivo in vitro de explantes de Pfaffiaem meio de cultura MS
suplementado com combinagdes diversas de reguladores de crescimento foi
realizada anteriormente com resultados satisfatérios, evidenciando que essa
tecnologia é eficaz para induzir o estabelecimento, crescimento e desenvolvi-
mento dos explantes testados, bem como para a micropropagacgéo e produ-
¢ao de plantulas (Alves et al., 2008, 2010; Flores et al., 2009; Nicoloso et al.,
2001, 2003; Maldaner et al., 2006; Murashigue e Skoog, 1962). Entretanto,
os procedimentos testados sdo complexos e ndo ha consenso quanto ao
tratamento adequado para a descontaminagao dos explantes procedentes de
plantas de fafia mantidas a campo.
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Assim, o objetivo desse trabalho foi estabelecer um procedimento simpli-
ficado para descontaminacao, introdugcao e multiplicagdo in vitro de Pfaffia
glomerata.

Material e Métodos

Material vegetal

O material vegetal utilizado foi obtido de plantas do acesso 2209-09,
disponivel na colecdo de germoplasma de fafia do Banco Ativo de Plantas
Medicinais, instalado no campo experimental da Embrapa Recursos
Genéticos e Biotecnologia Brasilia — DF. Ramos jovens foram retirados de
plantas adultas em crescimento no campo e transferidos imediatamente para
frasco de vidro contendo agua destilada esterilizada. O recipiente foi fechado
com papel aluminio e levado ao Laboratorio de Criobiologia Vegetal (LCV) da
Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia onde todos os experimentos
foram realizados. Segmentos caulinares (SC) com 1,0 cm de comprimento
(Figura 1A) foram isolados dos ramos coletados e submetidos aos tratamen-
tos de descontaminagao descritos abaixo. A unidade experimental para intro-
ducgéo in vitro consistiu de segmentos nodais (SN) com 0,5 cm de comprimen-
to, contendo uma gema lateral (Figura 1B).

Foto: Daniela Vasconcelos Oliveira, 2014.

Figura 1 — Estrutura vegetal de Pfaffia glomerata utilizado para a introducédo e o cultivo in
vitro: (A) Segmentos caulinares (SC) e (B) segmentos nodais (SN) isolados de ramos de plantas
em crescimento no campo.
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Descontaminagao
Foram testados dois tratamentos para a descontaminagéo dos SC.

Tratamento 1: 60 SC foram acondicionadas em frasco de vidro e lavados
com 100 ml de agua corrente com 5-8 gotas de detergente comercial em agi-
tacao manual por 2 - 4 min., para a remocgao de poeira e outros detritos. Apos
trés enxagues com agua destilada esterilizada, os SC foram imersos em so-
lugdo comercial de hipoclorito de sodio (2,0 — 2,5% de cloro ativo) acrescida
de 5 - 8 gotas de Tween 80. O material permaneceu nessa solugéo por 15
minutos sob agitagdo em agitador horizontal tipo “shaker” (90 rpm). Apos o
descarte dessa solugédo, 100 ml de solugao do antibidtico estreptomicina a
concentragao de 0,45g/50 ml (2,25 / 250 ml) foram adicionados ao frasco.
Transcorridos 5 min., a solugao de antibiético foi descartada e os explantes
foram enxaguados trés vezes com agua destilada esterilizada em autoclave
(121°C, 1,5 atm, 15 min.), com agitagdo manual por 1 - 2 min. a cada troca.

Tratamento 2: 60 SC foram acondicionadas em frasco de vidro, lavados
em agua corrente de torneira e em seguida submersos com solugéo de an-
tibidtico estreptomicina a concentragao de a 0,45g / 50 ml (2,25/250 ml) por
5 min. Em seguida, os SC foram enxaguados trés vezes com agua destilada
esterilizada em autoclave (121°C, 1,5 atm, 15 min.) com agitagdo manual por
1 - 2 min. a cada troca.

A descontaminacéo foi realizada em cabine de fluxo laminar, tendo sido uti-
lizadas duas amostras com 60 SC para cada tratamento de descontaminacgao.

Introdugao e multiplicagao in vitro

Apés a descontaminagdo, segmentos nodais (SN) com 0,5 mm de com-
primento contendo um gema lateral (GL) foram isolados dos segmentos cau-
linares (SC) e inoculados individualmente em tubos de ensaio (25 mm de
largura, 150 mm de altura, 147,26 cm3 de volume interno) contendo 10 ml de
meio de cultura MS-62 basico (Murshigue & Skoog, 1962), com pH ajustado
para 5,8, seguindo-se com a adigao de 7,0 g / L de agar e a esterilizagdo em
autoclave (1,5 atm, 120°C, 15 min.). O cultivo dos explantes foi feito em sala
de crescimento a temperatura de 25 + 2°C, fotoperiodo de 12 horas luz e
intensidade luminosa de 40 um.m-2., s-1 foi fornecida por lampadas fluores-
centes brancas.
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A ocorréncia de contaminagéo e o desenvolvimento dos explantes de fafia
foram monitorados semanalmente e a avaliagdo final foi feita apds 30 dias de
cultivo.

Plantulas de fafia regeneradas in vitro a partir das gemas laterais dos SN,
com 30 dias de cultivo foram utilizadas para a multiplicacéo clonal e produgao
de estoque de plantulas para os testes de criopreservagao realizados poste-
riormente. Apices caulinares (AC) e SN (2,0-3,0 mm) dessas plantulas foram
isolados e transferidos para tubos de ensaio contendo 10 ml de meio de cul-
tura MS-62 e cultivados nas mesmas condigdes descritas acima. No primeiro
subcultivo foram repicados 240 explantes. Esse material clonal foi repicado
regularmente para a manutencao do estoque de plantas.

Aclimatacao e formagao de mudas in vivo

Apo6s 30 dias de cultivo in vitro a capacidade de aclimatagao e sobrevivén-
cia das plantulas obtidas em ambiente in vivo foi testada. O procedimento de
aclimatagao foi conduzido gradualmente, e iniciou-se com a retirada do filme
plastico que vedava os tubos de ensaio contendo as plantulas regeneradas a
partir de SC submetidos aos dois tratamentos de descontaminagao. Os tubos
permaneceram abertos por cinco dias nas condicdes de temperatura e umi-
dade do ambiente do LCV. Em seguida, as plantulas foram cuidadosamente
retiradas dos tubos de ensaio, lavadas em agua corrente para remogao de
residuos de meio de cultura e plantadas em copos plasticos (300 ml) con-
tendo vermiculita saturada com agua de torneira. Os copos foram colocados
em bandejas, as quais foram cobertas com sacos plasticos transparentes e
colocadas a meia sombra ao ar livre por um periodo de 20 dias. Transcorrido
esse periodo, os sacos plasticos de cobertura foram removidos e as plantas
foram transplantadas para sacos de polietileno contendo substrato esterili-
zado em autoclave preparado com quantidades iguais de terra vermelha (la-
tossolo vermelho-amarelo), areia, esterco, calcario, adubo (Super Simples)
para serem cultivadas ao ar livre. O crescimento e desenvolvimento dessas
plantulas foram acompanhados por 30 dias. Durante esse periodo as plantas
foram regadas diariamente com agua de torneira.
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Anadlise estatistica

Os dados de sobrevivéncia e regeneragao foram submetidos a analise
de variancia (ANOVA) e as médias de regeneragao foram comparadas pelo
Teste de Tukey, a 1% de significancia. Os dados estatisticos foram analisados
utilizando o programa estatistico SAEG 9.1 (Saeg, 2007).

Resultados e Discussao

Os resultados obtidos no presente trabalho estdo apresentados na Tabela 1
e nas Figuras, 2 e 3.

Os tratamentos de descontaminacdo testados foram eficientes para a
erradicagao de fungos, pois nenhum dos explantes inoculados apresentou
contaminagéo fungica. Porém, os tratamentos foram menos eficazes para
a eliminacdo de bactérias, pois SN submetidos a ambos os tratamentos
apresentaram contaminagao bacteriana. A combinagdo de hipoclorito de
sédio e de antibidtico (Tratamento 1) foi mais eficiente, sendo que apenas 8
% dos SN tratados apresentaram contaminagéo bacteriana. Por outro lado,
SN submetidos ao Tratamento 2 (descontaminagdo somente com solugao
de antibidtico) apresentaram 20% de contaminagéo por bactérias ao fim do
experimento (Tabela 1). Todos os explantes que apresentaram contaminagao
bacteriana ndo demonstraram crescimento de brotacdes. Varios trabalhos de
introdugéao in vitro relatam efeitos similares do hipoclorito de sédio na redugao
da contaminacédo de explantes por microrganismos. Pereira et al. (2015) em
estudo de enraizamento in vitro do abacaxizeiro, Chaves et al. (2004) na
introdugdo in vitro de segmentos nodais do porta-enxerto cv. Mr. S. 2/5 de
pessegueiro, Souza et al. (2006) apds tratamento de explantes caulinares de
goiabeira serrana e de pitangueira, Oliveira e Nino (2009) na desinfestacao
de quatro cultivares de framboeseira e Costa et al. (2007) em seu trabalho
de micropropagacao de alecrim-pimenta relataram a obtencdo de maiores
porcentagens de explantes limpos apos o tratamento com hipoclorito de
soédio. Entretanto, em alguns casos esse produto quimico ndo mostrou a
mesma eficiéncia para a descontaminacdo de explantes. Lima e Moraes
(2006), por exemplo, ndo observaram reducao significativa nos percentuais
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de contaminacédo bacteriana em explantes de bananeira apds a imersao
em solugao com 0,8 % de hipoclorito de sodio, tendo observado 70% de
contaminagdo dos explantes. Os autores sugeriram que a baixa eficiéncia do
produto se deve a sua acao superficial nos tecidos do explante, nao sendo
efetivo para eliminagcao de microrganismos presentes nas camadas de tecido
mais internas do mesmo.

O crescimento e o desenvolvimento in vitro das GL contidas nos SN foi rapido,
sendo que os primeiros indicios de crescimento das GL foram observados aos
sete dias de cultivo. Apds 15 dias de cultivo a maioria dos SN j& apresentava
um ou dois brotos com 1,0-1,5 cm de comprimento. O maior percentual de
regeneracao (92 %) foi obtido para os explantes tratados com hipoclorito
de sodio e antibiotico (Tratamento 1) e os SN submetidos ao Tratamento
2 apresentaram 80% de regeneragdo. A primeira vista esses resultados
sugerem que a regeneracgéo de brotagbes a partir dos SN de fafia teve uma
correlagao com os tratamentos de descontaminagéo. Entretanto, a analise
estatistica dos resultados indica que nao houve diferenca significativa (P =
1%) entre os percentuais médios de regeneracédo dos explantes submetidos
aos dois tratamentos de descontaminacao (Tabela 1).

Tabela 1 — Percentuais de regeneragéo in vitro de gemas laterais de Pfaffia glomerata a partir
de segmentos nodais submetidos a dois tratamentos de descontaminacédo antes da introdugao

e cultivo in vitro.

Tratamento | Regeneracéo média por tratamento (%)
1 92 A
2 | 80 A

Letras maiusculas iguais nas linhas nao diferem significativamente entre si, P = 1%, pelo
Teste de Tukey. T1: solugdo comercial de hipoclorito de sédio (2,0 — 2,5% de cloro ativo) por 15
minutos + solugéo de estreptomicina a concentracéo de 0,45g/50 ml (2,25 / 250 ml) por 5 min.;

T2: solugdo de estreptomicina a concentragdo de a 0,45g / 50 ml (2,25 / 250 ml) por 5 min.

Transcorridos 15 dias de cultivo cada broto com 1,0-1,5 cm de comprimento
apresentava pelo menos um par de folhas expandidas e uma ou duas raizes
com comprimento aproximado de 0,5 — 1,0 cm (Figura 2B). Passados 30
dias da introdugao in vitro, as plantulas encontravam-se bem formadas com
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aspecto morfolégico normal idéntico ao das plantulas mée, com altura média
de aproximadamente 10,0 cm, sistema radicular bem desenvolvido com
raizes bem formadas, ramificadas e caule tipicamente dividido em entrends e
nds. Os noés caracteristicamente apresentavam um par de folhas expandidas
lateralmente. Caules e folhas apresentavam coloragédo verde mesclada com
coloragéo rosada, tipica das plantas dessa espécie em condi¢des in vitro
(Figura 2A).

Figura 2 - Estagios de desenvolvimento de gemas laterais de Pfaffia glomerata: 7 (C),
15 (B) e 30 (A) dias ap6s a sua introdugao in vitro. Foto: Daniela Vasconcelos Oliveira 2014.

Apods 30 dias do cultivo in vitro em meio de cultura MS basico suplementado
apenas com 3% de sacarose foram obtidas plantulas normais e bem
desenvolvidas a partir de SN submetidos aos dois tratamentos de
descontaminagao. Esses resultados indicam que o meio de cultura MS basico
com 3% de sacarose é adequado para induzir a expressao da capacidade
organogénica das gemas laterais de féafia, resultando em altas taxas de
regeneracdo, nao sendo necessario fazer alteragdes na formulagéo basica
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do meio de cultura (Murashigue e Skoog, 1962) e nem na suplementacao
com reguladores de crescimento exdgenos, carvao ativado ou outro tipo de
substancia, conforme relatado previamente (Alves et al., 2010). Estudos de
micropropagacao de ginseng brasileiro realizados previamente em outros
laboratérios reportam que ha necessidade de alterar a formulagado padrao
do meio de cultura MS (Murashigue e Skoog, 1962) para incrementar a
regeneracao in vitro de fafia, tendo sido testadas variagbes na concentragdo
padrao de nitrogénio, fosforo, sacarose e a adicdo de reguladores de
crescimento, como benzilaminopurina (BAP), thidiazuron (TDZ) e de carvao
ativado, entre outros componentes (Flores et al., 2009; Nicoloso et al, 2001,
2003; Passos et al. 2016, 2018; Russowski e Nicoloso, 2003). O procedimento
de cultivo in vitro usado no presente trabalho é bastante simples, tornando-o
pratico, econdmico e com baixo potencial de indugao de variagao somaclonal
durante o processo de cultivo in vitro, obtendo caracteristicas desejaveis no
estabelecimento de cole¢des de germoplasma vegetal in vitro.

A micropropagacao permite a produgéao rapida de grande numero de plantas
com alta qualidade e livres de doencas, independente da estagdo do ano
ou do clima (George et al., 2008). Durante o cultivo in vitro, as plantas sao
mantidas em condigdes de alta umidade, luminosidade, temperatura amena
e nutrigdo ideal e porisso um dos maiores gargalos no uso dessa tecnologia
para a produgao de plantas em larga escala é a fase de aclimatacgao, ou seja,
a transferéncia dessas plantas das condicdes de laboratério para condi¢des
de casa de vegetagdo ou campo (condi¢des in vitro para ex vitro), pois as
plantulas transferidas para condigbes ex vitro em casas de vegetagado ou
no campo sdo expostas a estresses abiodticos (temperatura, intensidade
luminosa e umidade) e bioticos (microflora do substrato). A irradiagdo € muito
mais alta e a umidade do ar muito mais baixa do que nos frascos de cultura,
ja o potencial hidrico do substrato € mais alto do que o potencial hidrico do
meio de cultura, a condutividade hidraulica do sistema radicular é baixa e
os estdmatos foliares ndo funcionam adequadamente, resultando na rapida
murcha das plantas. Muitas plantas nao resistem as novas condi¢des e a
taxa de mortalidade nessa fase € alta (Deb e Imchen, 2010). Apds 30 dias de
cultivo in vitro as plantulas de fafia obtidas a partir de SN submetidos a dois
tratamentos de descontaminagao mostraram alta capacidade de aclimatagao
e sobrevivéncia em cultivo in vivo (Figura 3), sendo que a maioria das plantas
retomou o crescimento evidenciado pelo aumento em altura e no tamanho
das folhas (Figura 3A), ndo tendo sido observada influéncia do tratamento
de descontaminagdo sobre a capacidade de aclimatacdo das plantulas.
As plantas apresentaram a morfologia normal da espécie e crescimento
vigoroso conforme pode ser visualizado na Figura 3B. Esses resultados
indicam que o procedimento de aclimatagado gradual adotado no presente



BOLETIM DE PESQUISA E DESENVOLVIMENTO 335 17

trabalho, foi adequado e permitiu a obtencéo de altas taxas de sobrevivéncia
e estabelecimento das plantulas produzidas in vitro nas novas condigbes
de crescimento. A aclimatacdo gradual como foi realizada nesse trabalho
também se mostrou mais eficiente para outras espécies de plantas, como
por exemplo no caso da aclimatagdo de Chlorophytum borivilianum apoés a
propagacao clonal in vitro (Mathur et al., 2008).

Foto: Daniela Vasconcelos Oliveira, 2014.

Figura 3. Pfaffia glomerata (Spreng) Pedersen: (A) Plantulas obtidas por cultivo in
vitro e transferidas para vermiculita; (B) mudas estabelecidas em terra.



18 BOLETIM DE PESQUISA E DESENVOLVIMENTO 335

Conclusoes

A Segmentos nodais de fafia cultivados in vitro em meio de cultura
MS bésico apresentaram percentuais médios de regeneracgéo variando de 80
a 92 %.

Os tratamentos testados para a descontaminagao dos explantes mostraram-
se eficientes para a erradicagdo de contaminagéo fungica e para a reducao
da contaminagdo bacteriana. Os menores percentuais de contaminacao
bacteriana foram obtidos com a combinagdo de hipoclorito de sdédio e
antibidtico.

O procedimento descrito € simples e eficiente para a micropropagacao de
fafia e apos os 30 dias de cultivo in vitro, as plantulas obtidas podem ser
aclimatadas com sucesso.
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