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RESUMO

Dioscorea multiflora uma planta nativa do Sul do Brasil produz a diosgenina como metabdlito secundario majoritério, uma
substancia potencialmente usada pela indUstria farmacéutica para a producgéo de cortisona e substancias com agdo contraceptiva.
Objetivou-se, neste trabalho otimizar o protocolo de micropropagacéo de D. multiflora, visando a producéo de mudas em escala
comercial. Segmentos nodai s subcultivados em meio MS sélido foram transferidos para multiplicagdo em meio M S suplementado
com BAP (0,01; 0,1; 0,5; 1,0 e 3,0 mg L*) e meio M S suplementado com 0,1 mg L ou 0,5 mg L** de BAP acrescido de diferentes
concentracdes de sacarose (2, 4, 6, 8 e 10%). Para 0 enraizamento, as brotagBes foram cultivadas em meio M S suplementado com AIB
(0,1;0,5; 1,0 e3,0mg L"*) emeio MS suplementado com ANA (0,1; 0,5; 1,0 e 3,0 mg L). Os experimentosin vitro foram instalados
em delineamento experimental inteiramente casualizado e cada tratamento constituiu-se de 3 repeticoes e 10 cubetas/parcela. Plantulas
com e sem raizes foram aclimatizadas em casa de vegetagdo. Melhores resultados de multiplicacdo e enraizamento foram obtidos em
meio MS+ 0,1 mg L de BAP (80%) e em meio MS + 1,0 mg L™ de AIB (42,6%), respectivamente. N&o houve diferenca quanto a
porcentagem de sobrevivéncia das plantulasin vitro eex vitro durante a aclimatizagdo (75%). O protocolo de micropropagacéo para
D. Multiflora é efetivo e pode ser usado para a produgdo em escala comercial .

Termos paraindexagdo: Diosgenina, cultivoin vitro, aclimatizag&o.

ABSTRACT

Dioscorea multiflora is a plant native to southern Brazil that produces diosgenin as a major secondary metabolite, a
substance which is used by the pharmaceutical industry for the production of cortisone and substances with contraceptive action.
The objective of this work was to optimize the micropropagation protocol of D. multiflora, for the production of seedlings on a
commercial scale. Nodal segments subcultured in solid MS medium were transferred for multiplication to MS medium supplemented
with BAP (0.01, 0.1, 0.5, 1.0 and 3.0 mg L*) and MS medium supplemented with 0.1 mg L or 0.5 mg L* BAP plus different
concentrations of sucrose (2, 4, 6, 8 and 10%). For rooting, the shoots were cultured on M'S medium supplemented with IBA (0.1,
0.5, 1.0 and 3.0 mg L) and M S medium supplemented with NAA (0.1, 0.5, 1.0 and 3.0 mg L ). A completely randomized design
was used with treatment consisting of 3 replicates with 10 buckets per plot. Seedlings with and without roots were acclimatized
in agreenhouse. The best results of multiplication and rooting were obtained in MS medium + 0.1 mg L* BAP (80%) and in MS
medium + 1.0 mg L2 IBA (42.6%), respectively. There was no difference in the survival percentage of seedlingsin vitro and during
ex vitro acclimatization (75%). The micropropagation protocol for production of D. multiflora is effective and can be used for
commercial production.

Index terms: Diosgenin, in vitro cultivation, acclimatization.

(Recebido em 18 de junho de 2009 e apr ovado em 17 de mar ¢o de 2010)

INTRODUCAO

A familia Dioscoreaceae € composta por 850
espécies distribuidas em nove géneros, sendo 0 mais
representativo o género Dioscorea, com 600 espécies
encontradas nas regiGes temperadas e tropicais do planeta
(Melo Filho et al., 2000; Shu yu Shu, 2000; Pedralli et
al., 2002). O interesse econdmico por espécies de
Dioscorea foi despertado na década de 30, quando
Taukamoto & Ueno (1936), conseguiram isolar a
diosgenina, a partir de tubérculos de Dioscorea tokoro.
Essa substancia é destacada entre as mais importantes

dentro do grupo das saponinas esteroidais, devido a
possibilidade de sua utilizacdo na producéo de cortisona e
substéncias com ag8o contraceptiva.

A elucidacdo de métodos para a transformagéo da
diosgenina em horménios foi um marco relevante paraa
industria farmacéutica (Chaturvedi, 1979; Zullo et al., 1987;
Nifio et al., 2007) e, atualmente, amaior parte do material
coletado em regides de ocorréncia das espécies do género,
tem como finalidade o fornecimento de matéria-prima para
a extracdo dessa substancia (Zullo et al., 1987; Itharat et
al., 2004; Sautour et a., 2004; Nifio et a., 2007; Olayemi &
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Ajaiyeoba, 2007). Dentre as espécies mais exploradas e
com maior rendimento de diosgenina (1%), encontra-se a
Dioscorea multiflora, nativadaregido sul do Brasil (Costa
& Mukherjee, 1984).

No levantamento bibliogréfico realizado para D.
multiflora, pode-se perceber que a taxonomia para as
espécies do género é problemética, devido ao nimero
elevado e ainda pouco descritas. Mas todas sé@o
conhecidas popularmente como inhame ou card, sdo
trepadeiras herbaceas, formam rizomas ou tubérculos e
apresentam plantas didicas. As flores masculinas sdo
inconspicuas e pequenas e nascem em paniculas
produzidas nas axilas das folhas. As flores femininas so
maiores que as masculinas e hascem em espigas que saem
das axilas das folhas. O ovario possui trés [6culos, sendo
cada um deles com dois 6vulos, com trés estigmas (Coursey,
1980; Pedralli et d., 2002).

Monteiro & Peressin (2002), destaca que o
florescimento de todas as espécies do género Dioscorea em
condicOes brasileiras é raro. Sendo assim, toda a propagacao
das plantas é realizada assexuadamente. Contudo, ainda ndo
hé& um programa consistente de producéo comercial de mudas
ou assisténcia técnica adequada para o cultivo ou manegjo
sustentével de populagdes naturais de D. multiflora, o que
pode comprometer a conservagdo e a propagacdo dos
gendtipos de interesse, principalmente quando se considera
gue o sistema subterraneo €, ao mesmo tempo, a fonte de
matéria-prima empregada na extragdo da diosgenina e o
materia utilizado para a propagacéo. Alizadeh et a. (1998),
ressaltam que, uma das maiores dificuldades encontradas para
0 cultivo em escala comercial de todas as espécies do género,
€ a variagdo nos niveis de diosgenina acumulados nos
tubércul os.

Considerando que a técnica da propagagéo in vitro
de plantas possibilita a preservacéo e a reproducéo das
caracteridticas desgjaveis da planta matriz, a obtencéo de
eevado nimero de plantas num curto periodo de tempo e
espaco reduzido, em excelentes condigdes fitossanitarias
(Bajg et al., 1988; Grattapaglia & Machado, 1998; Pasqual,
2001), essafoi apontada como o método mais adequado para
producdo em escala comercia de clones deD. multiflora.

Objetivou-se, neste trabalho, estabelecer um
protocolo eficiente de micropropagag@o de Dioscorea
multiflora, para que possa ser utilizado como alternativa
na producdo de mudas em escala comercia e conservagéo
de gendtipos da espécie.

MATERIAL E METODOS

Realizaram-se os trabalhos no Laboratério de
Cultura de Tecidos Vegetais do Departamento de

Biotecnol ogia de Plantas Medicinais da Universidade de
Ribeirdo Preto (UNAERP), em Ribeiréo Preto, SP. Plantas
deD. multiflora, foram coletadas no municipio de Araucaria,
PR e um exemplar foi destinado diretamente arealizacdo
dos experimentos.

Como fonte de explantes iniciais, utilizaram-se
segmentos nodais (1 cm) lavados durante duas horas em
agua corrente, posteriormente imersos em solucdo de
fungicida sistémico (0,2% p/v) por 24 horas e transferidos
para solucdo de hipoclorito de sédio (0,5% p/v), por 30
minutos. Os explantes foram inoculados diretamente em
meio MS sélido (Murashige & Skoog, 1962), onde
permaneceram durante duas semanas, para 0O
estabelecimento in vitro.

Para ainducdo de multiplas brotacdes nos explantes,
instalaram-se dois experimentos de multiplicagdo: 1) MS
suplementado com 0,01; 0,1; 0,5; 1,0 e 3,0 mg L*de BAP
(6-benzilaminopurina), totalizando cinco tratamentos; 2)
MS suplementado com 0,1 mg Lt ou 0,5 mg L de BAP
acrescido de 2, 4, 6, 8 e 10% de sacarose em esguema
fatorial (2x5), totalizando 10 tratamentos.

Para 0 enraizamento das brotacGes, também foram
instalados dois experimentos: 1) MS suplementado com
0,1; 0,5; 1,0 e3,0mg L* de AIB (&cido indol-butirico); 2)
MS suplementado com 0,1; 0,5; 1,0 e3,0 mg L* de ANA
(&cido naftaleno-acético).

Plantulas com e sem raizes foram transferidas para
vasos de polietileno de 2 litros, contendo areia para
aclimatizacdo em casa de vegetagdo. As plantulas foram
irrigadas diariamente e a umidade foi mantida com a
sobreposic¢do de frascos de vidro transparente (5 cm
de didmetro x 8,5 cm de altura), sobre cada pléantula
durante 40 dias.

Para ainstalagéo dos experimentosin vitro utilizou-
se 10 mL de meio solidificado com 3 g L* defitagel® e o pH
foi aferido para 6 + 01, antes da autoclavagem. Foram
utilizadas cubetas de vidro (85 mm x 15 mm) vedadas com
tampa pléastica e com plastico do tipo parafilme. As cubetas
foram mantidas em sala de crescimento sob condicfes
controladas de temperatura 26+1° C, fotoperiodo de 16
horas e intensidade luminosa de 25 pmol m? s? fornecida
por |&mpadas do tipo fluorescente branca fria.

Os experimentos de multiplicacdo e enraizamento
in vitro foram instalados em delineamento experimental
inteiramente casualizado (DIC) e cada tratamento constituiu-
se de trés repeticles e 10 cubetas/parcela. As avaliagdes
foram realizadas aos 60 dias quanto ao ndmero,
comprimento das brotacfes e porcentagem de explantes
com brotos e quanto a porcentagem de plantul as enraizadas
e nimero de raizes por plantula.
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Para 0 experimento de aclimatizacdo, utilizaram-se
50 plantulas enraizadas e 50 plantulas ndo enraizadas e a
avaliacdo foi realizada apds 90 dias quanto ao indice de
sobrevivéncia das plantulas e enraizamento ex vitro.

RESULTADOSE DISCUSSAO

O método empregado na assepsiade D. multiflora
foi eficiente na desisnfestacdo dos segmentos nodais, com
90% de descontaminacdo. O trabalho realizado por Kulkarni
et a. (2007), com sementes de Dioscorea drageanaindicou
a efetividade do cloreto de mercirio na descontaminagdo
de explantes. Entretanto, o procedimento de assepsia
utilizando fungicida e hipoclorito de sodio utilizado no
presente trabalho é certamente mais vantgjoso devido a
baixa toxicidade e reduzido impacto ambiental desses
compostos, quando comparado ao cloreto de mercurio.
Os resultados com D. multiflora corroboram com os
trabalhos realizados por Pereira et a. (2000) e Biondo et al.
(2007), quando obtiveram éxito na assepsia de segmentos
nodais para multiplicacéo in vitro de Pothomorphe
umbellata e Mandevilla velutina, respectivamente.

A otimizac&o de protocolos de micropropagagdo com
éxito depende da elucidacao de vérios fatores diretamente
envolvidos no processo. Para o inicio dos trabalhos, dois
fatores sd0 importantes e devem ser considerados: o tipo de
explante a ser utilizado para o estabelecimento da culturain
vitro e a assepsia. Dentre os tipos de explantes mais
utilizados, as gemas apicais e axilares e 0s segmentos nodais,
promovem clones “true-to-type”, ou sgja, idénticos a planta
matriz e por isso sdo 0s mais indicados para a multiplicagéo
e conservacdo in vitro de gendtipos dlites e, a assepsia
determinara a possibilidade ou ndo de continuacdo dos
trabalhos, no que se refere a obtengdo de culturas totalmente
axénicas. Varios autores ressaltam que os cuidados iniciais
na selecdo e na desinfestacdo dos explantes séo
fundamentais para o sucesso do cultivoin vitro (Bajaj et .,
1988; Grattapaglia & Machado, 1998; Pasqual, 2001; Moraes
eta., 2007).

Para a inducdo de brota¢des multiplas nos
segmentos nodais, observou-se que a espécie respondeu
significativamente a acdo de reguladores vegetais testados.
A adicgo de baixas concentractes de BAP (0,01 mg L %) a0
meio MSfoi suficiente parainduzir amultiplicac@oin vitro.
No entanto, maior porcentagem de explantes brotados
(80%) foi obtidaem 0,1 mg L-* de BAP. Quando adicionou-
se 3,0 mg Lt de BAP a0 meio de multiplicagdo, ndo ocorreu
desenvolvimento de gemas. Concentragdes de BAP
superiores a 1,0 mg L podem ter causado um efeito
fitotoxico nos explantes, e por isso, a porcentagem de
brotacbes foi significativamente menor quando comparada
ao resultado obtido em 0,1 mg L-* (Tabela 1). Alguns autores
relatam que 0 BAP, por ter um efeito mais expressivo quanto
a multiplicag&o in vitro, quando comparado as outras
citocininas, pode realmente, apresentar fitotoxicidade em
algumas espécies quando utilizado em concentracdes
relativamente altas, acarretando um efeito negativo quando
0 objetivo é ainducdo de multiplos brotos (Grattapaglia &
Machado, 1998; Pasqual, 2001; Souzaet al., 2007).

Esta afirmativa tem sido cada vez mais consolidada,
segundo os resultados apresentados nos inimeros trabal hos
desenvolvidos visando a propagacdo in vitro de espécies de
interesse. Em estudos realizados por Chen et a. (2003), Kadota
& Niimi (2004) e Poornima & Ravishankar Rai (2007), sobre o
efeito do BAP na multiplicag8o in vitro de Dioscorea
zingiberebsis, Dioscorea japonica e Dioscorea oppositifolia
e Dioscorea pentaphylla, respectivamente, os autores
observaram que melhores respostas, quanto a multiplicacdo
dein vitro, também ocorreram quando menores concentrages
dessa citocinina foram adicionadas a0 meio de cultura,
corroborando com os resultados obtidos neste trabal ho.

O efeito negativo atribuido a atas concentragdes
de BAP quanto a inducdo de mdltiplos brotos in vitro,
pode estar também, relacionado ao reduzido crescimento
das brotagGes, visto que, em alguns casos ela acontece,
mas pode ser mascarada pelo pouco crescimento dos
brotos formados, ndo sendo possivel a individualizagdo
para a contagem segura e posterior repicagem.

Tabela 1 — Efeito do BAP namultiplicacdo in vitro, em segmentos nodais de Dioscorea multiflora.

Concentragdo BAP (mgL™)  Numero brotagdes ~ Comprimento brotacdo (cm) % explantes brotados
0,01 10b 06b 20c
0,1 15b 16a 80a
0,5 10b 15a 56 b
1,0 26a 05b 33c
30 Oc Oc od

M édias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott («5%).

Ciénc. agrotec., Lavras, v. 35, n. 1, p. 92-98, jan./fev. 2011



Micropropagagdo de Dioscorea multiflora... 95

Quando avaliou-se 0 numero de brotacBes na
presenca de 1,0 mg L de BAP, embora os resultados
tenham apresentado um valor superior (2,6 brotos) em
comparagdo com 0s outros tratamentos, somente 33% dos
explantes brotaram com comprimento médio de 0,5 cm. De
acordo com Grattapaglia & Machado (1998), brotacdes
adequadas para 0 enraizamento in vitro devem apresentar
um comprimento igual ou superior a1,0 cm, o que corrobora
com o valor de 1,6 cm obtido, neste trabalho, na presenca
de 0,1 mg L* de BAP, em que 0 nimero de brotagdes foi
de15(Tabelal).

N&o houve diferenca estatistica significativa para
0 numero de brotagdes entre as concentragdes de 0,01
e 0,5 mg L de BAP. Entretanto, pode-se inferir que o
tratamento mais adequado para a multiplicag8o in vitro de
D. multiflorafoi a suplementacdo do meio MS com 0,1 mg L*!
de BAP, hga vista a obtencéo de maior porcentagem de
explantes com brotagdo, com comprimento adequado a etapa
de enraizamentoiin vitro (Tabela 1).

Os resultados de multiplicac&o obtidos neste
trabalho corroboram com agueles apresentados por Biondo
et a. (2007), quando estudaram a indugdo de multiplos
brotos em segmentos nodais de Mandevilla velutina, cujo
sistema subterréneo também é composto por tubérculos.
Assim como para a espécie em estudo, o melhor meio de
multiplicagdo foi o MS, suplementado com 0,1 mg L de
BAP.

Quando avaliou-se o efeito de diferentes
concentracdes de BAP e sacarose, constatou-se interacdo
entre as variaveis analisadas. Os valores obtidos para
numero e comprimento de brotagdes diminuiram a medida

gue se aumentou a concentracdo de sacarose no meio de
cultura(Tabela 2).

Os resultados obtidos neste experimento diferem
dagueles encontrados por Alizadeh et a. (1998), quando
encontraram melhores respostas para a inducéo de
microtubércul os e desenvolvimento da parte aérea in vitro
de D. composita, na concentragéo de 8% de sacarose.

Em um trabalho de revisdo realizado por Stadem &
Fowlds (1992), mostra-se que vérias espécies de Diocorea
sp. cultivadas in vitro sob niveis reduzidos de sacarose,
apresentam formacdo de microtubércul os aéreos. A reducdo
da concentracdo de sacarose no meio de cultura favoreceu
a proliferacdo de brotos em D. multiflora, mas ndo
promoveu aformagdo de minitubércul os.

Os resultados obtidos neste experimento
demonstraram que um numero satisfatério de brotacdes
(4,1), pode ser obtido em concentracdes relativamente
baixas de BAP (0,1) e sacarose (2%). Esse fato implica,
diretamente, na reducdo de custos, 0 que é extremamente
relevante quando o objetivo é a producdo de mudas em
escala comercial.

Quando as brotagdes foram transferidas para o meio
de enraizamento, os resultados mostraram que aindugéo de
raizes adventicias in vitro foi ineficiente na presenca das
duas auxinas testadas, pois somente 42,6% das brotactes
apresentaram em média 1,5 raizes (Tabela 3). Em plantulas
enraizadas in vitro, péde-se observar que as raizes
adventicias desenvolveram-se somente na regido basal das
brotagdes, 0 que pode ser uma caracteristica desse género,
uma vez que isso também foi relatado por Alizadeh et al.
(1998), em trabalho realizado com D. composita.

Tabela 2 — Efeito de reguladores vegetai s e concentragdes de sacarose ha multiplicagdo in vitro, em segmentos nodais

de Dioscorea multiflora.

Concentragdo BAP (mg L™) Sacarose (%) NUmero brotagdes Comprimento brotacdo (cm)
2 4,1a 05a
4 11c 0lc
01 6 10c 0lc
8 18b 0,3b
10 1l1c Olc
2 33a 05a
4 40a 0,6a
0,5 6 10c 05a
8 15b 04b
10 16b 04b

M édias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott (a2 5%).
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Tabela 3 — Efeito da concentracdo de IBA e NAA, no enraizamento de Dioscorea multiflora.

Regulador vegetal Concentragéo (mg L™) Enraizamento (%) NuUmero de raizes/ plantula

0,1 Oc Ob
0,5 20b 12a

ANA 1,0 Oc 0b
3,0 Oc Ob
0,1 20b 13a

AlB 0,5 Oc Ob
1,0 43a 15a
3,0 Oc Ob

M édias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott (o 5%).

Assis & Teixeira (1998) e Grattapaglia & Machado
(1998) ressaltam que a dificuldade encontrada para induzir
0 enraizamento em espécies vegetais € mais expressiva
em lenhosas quando comparadas as herbaceas.
Entretanto, D. multiflora, € uma espécie herbécea e o
protocol o para o enraizamento adventicioin vitro ndo foi
obtido com éxito.

Nesse caso, pode-se inferir, do mesmo modo, que
também existe dificuldade nainducdo de raizes adventicias
in vitro em espécies herbaceas, cujo sistema subterraneo
é diferenciado em tubérculos, xilopddios e outras
estruturas. Os resultados obtidos nos experimentos com
D. multiflora, corroboram com os trabal hos realizados por
Corréa et a. (2003), Biondo et al. (2007) e Poornima &
Ravishankar (2007), quando estudaram o enraizamento e/
ou atuberizacdo in vitro de |pomoea batatas, Mandevilla
velutina e Dioscorea oppositifolia e Dioscorea
pentaphylla.

Assim como a etapa de assepsia, 0 enraizamento
das espécies vegetaisin vitro tem merecido maior atencéo
na otimizacdo de protocolos de micropropagacéo.
Segundo Souza & Pereira (2007), o desenvolvimento do
sistemaradicular a partir daformagéo de raizes adventicias
em plantas propagadas vegetativamente sob condi¢oes
invitro ouin vivo € um processo de grande complexidade
e envolve diversos fatores que ainda ndo estéo
completamente elucidados.

No entanto, mesmo que o enraizamento in vitro
de D. multiflora ndo tenha sido satisfatorio, este fato
ndo foi limitante para a obten¢o de mudas. As plantulas
que ndo desenvolveram raizes in vitro e que foram
transferidas para casa de vegetacdo para aclimatizagdo,
formaram raizes ex vitro trés meses ap0s o plantio em
substrato, com indice de sobrevivéncia (75%) idéntico
ao das plantulas enraizadas in vitro. Esse resultado é

relevante no contexto da otimizag&o do protocolo de
micropropagacdo, umavez que a etapa de enraizamento
ex vitro tem sido apontada como vantajosa do ponto de
vista de reducgdo de custos e do tempo para a obtencéo
de mudas e portanto, almejada quando o objetivo é a
producdo em escala (Assis & Teixeira, 1998; Grattapaglia
& Machado, 1998; Pasqual, 2001; Almeidaet al., 2008).
Rochaet al. (2009), também conseguiram aclimatizar mudas
de heliconia micropropagadas. Contudo, as brotactes
foram enraizadasin vitro.

O processo de enraizamento adventicio envolve a
conjugacdo entre auxinas internas e externas e quando a
espécie possui uma concentracéo adequada do hormdnio
enddgeno AlA (&cido indol-acético), a conjugacdo com
reguladores vegetais sintéticos, como AIB ou ANA por
determinados periodos entre dez e vinte dias,
aproximadamente, j& é suficiente parainduzir aformag&o
deraiz sob condi¢Besin vitro. A permanéncia da brotag&o
na presenca da auxina sintética por periodos prolongados,
pode acarretar na inibicdo do crescimento das raizes
induzidas (Gaspar & Hofinger, 1988; Grattapaglia &
Machado, 1998; Souza & Pereira, 2007).

Logo, pode-se afirmar que aretirada das brotactes
de D. multiflora do meio de cultura contendo AlIB ou
ANA e aclimatizagdo das plantulas em substrato sem
reguladores vegetais, culminou no desenvolvimento e
crescimento das raizes adventicias sob condicbes ex
vitro. Os resultados apresentados para a espécie em
estudo, corroboram com aguel es relatados por Poornima
& Ravishankar Rai (2007), quando estudaram a
propagacéo in vitro de Dioscorea oppositifolia e
Dioscorea pentaphylla. O enraizamento ex vitro paraas
duas espécies foi superior em relagdo ao enraizamentoin
vitro e 90% das pléntulas sobreviveram na etapa de
aclimatizacdo. Os autores também ressaltam que as
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auxinas podem ter um efeito negativo no crescimento de
raizes adventicias in vitro, quando as plantulas
permanecem durante todo o tempo na presenca dessas.

CONCLUSOES

Foi possivel estabelecer um protocolo eficiente para
amicropropagagdo de Dioscorea multiflora, sendo uma
aternativa Gtil paraa producéo em escala comercia dessa

espécie.
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