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Nitrogen and phosphorus on growth of brazilian ginseng [Pfaffia
glomerata (Spreng.) Pedersen] in vitro cultured plants

RESUMO

O ginseng brasileiro [Pfaffia glomerata (Spreng.)
Pedersen] apresenta propriedades medicinais marcantes e,
por isso, atualmente, é largamente explorado de forma
extrativista, tanto por parte dos coletores de ervas como pela
indústria farmacêutica. Este trabalho objetivou caracterizar o
efeito da variação isolada da concentração de N e P do meio
MS no crescimento de plantas de P. glomerata cultivadas in
vitro. Segmentos nodais de 1,0cm de comprimento e sem fo-
lhas, de plantas já estabelecidas in vitro, foram cultivados em
meio MS contendo cinco concentrações (0, 25, 50, 100 e 150%
da concentração padrão do meio de cultura MS) de nitrogê-
nio ou fósforo. Aos 15 dias após a inoculação (DAI), o núme-
ro de raízes e o percentual de enraizamento são maiores na
concentração de N e P equivalentes a 50% daquela do meio
de cultura MS. Aos 40 DAI, o crescimento em altura das
brotações, número de segmentos nodais, índice de área foliar,
número de folhas, matéria seca de raízes, da parte aérea e
total da planta é maior na concentração de N e P, em média,
próxima a 80% daquela do meio de cultura MS.

Palavras-chave: micropropagação, macronutrientes, cultu-
ra de tecidos, Amaranthaceae.

ABSTRACT

Brazilian ginseng [Pfaffia glomerata (Spreng.)
Pedersen] has expressionable medicinal properties, and
therefore, nowadays it is extensively exploited either by the

herb collectors as well as the pharmaceutical industry. The aim
of this work was to characterize the effect of N and P
concentrations from the MS medium on growth of P. glomerata
in vitro cultured plants. 1-node segment without leaves, from in
vitro cultivated plants, were grown on five levels (0, 25, 50,
100, and 150% of the strength of the MS medium) of N and P.
After 15 days of  inoculation, root number and rooting
percentage are greater on N and P levels of the MS medium
with 50% strength. After 40 days of inoculation, growth, based
on sprout height, number of nodal segments per plant, leave
area index per plant, number of leaves per plant, dry weight of
aerial parts, roots and of the whole plant, is greater when the N
and P levels of the MS medium is near to 80% strength.

Key words: micropropagation, macronutrient, tissue culture,
Amaranthaceae.

INTRODUÇÃO

As raízes de Pfaffia glomerata (Spreng.)
Pedersen, bem como de Pfaffia paniculata (Mart.) O.
Kuntze, ambas pertencentes à família Amaranthaceae
e conhecidas como ginseng brasileiro, são de grande
interesse comercial na forma de fito-medicamentos e
suplementos alimentares, devido aos seus usos popu-
lares como antitumorais, antidiabetes e tônicos
afrodisíacos. Em razão disso, tem ocorrido uma intensa
exploração predatória das reservas naturais destas
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espécies, portanto justificando que sejam elaborados
planos de manejo ou projetos de cultivo
(MONTANARI et al., 1999).

Devido à propagação vegetativa da P.
glomerata via estaquia ser fisiologicamente viável,
porém tecnicamente de baixo rendimento (NICOLOSO
et al., 1999; NICOLOSO et al., 2001a), NICOLOSO et al.
(2001b) desenvolveram um protocolo altamente
reproduzível para a micropropagação desta espécie
onde, a partir de um único segmento nodal, foi possí-
vel obter 15.000 plantas dentro de um período de seis
meses.

O crescimento das culturas de células e te-
cidos vegetais in vitro depende em parte da otimização
da concentração de três grupos de componentes do
meio de cultura, a saber: os fitoreguladores, as subs-
tâncias orgânicas e os nutrientes minerais. Para
MORARD & HENRY (1998) e MORARD et al. (1999),
em alguns casos, a alteração da composição mineral
parece ser a que mais traz benefícios. Em P. glomerata
foi observado que a concentração padrão dos
macronutrientes do meio MS (MURASHIGE & SKOOG,
1962) e a ausência de carvão ativado favoreceram o
crescimento das plântulas (NICOLOSO et al., 2001b).

Aos 60 dias de cultivo de explantes de ba-
naneira cv. Prata Anã, DINIZ et al. (1997) observaram
que as quantidades de nutrientes totais absorvidas
pelos propágulos seguiram uma ordem diferente, como
o segue: K>N>Ca≥P>Mg≅ S, além disso, o P foi o nutri-
ente absorvido mais rapidamente, sendo extraído 75%
do P inicial do meio, nos primeiros 30 dias. Segundo
BARBAS et al. (1993), a cessação da produção da
biomassa no híbrido Juglans nigra x Juglans regia foi
precedida por um decréscimo no nível de P nos teci-
dos, enquanto nenhuma grande alteração ocorreu nos
teores de N, K, Mg, Fe e Ca. Estes resultados levaram
NICOLOSO et al. (2001b) a sugerir que a resposta line-
ar positiva da P. glomerata cultivada in vitro à varia-
ção conjunta da concentração de todos
macronutrientes do meio MS deveu-se, possivelmen-
te, ao rápido esgotamento dos nutrientes N, P e K do
meio de cultivo, devido a sua alta taxa de crescimento.

O presente trabalho objetivou caracterizar
o efeito da variação isolada da concentração de N e P
do meio MS no crescimento de plantas de P. glomerata
cultivadas in vitro.

MATERIAL E MÉTODOS

O experimento foi desenvolvido no Labora-
tório de Biotecnologia Vegetal pertencente ao Depar-
tamento de Biologia da Universidade Federal de Santa
Maria (UFSM), RS.

Plantas assépticas, advindas de cultura de
segmentos nodais (segundo o protocolo descrito por
NICOLOSO et al., 2001b), com 35 dias de idade, culti-
vadas em meio MS (MURASHIGE & SKOOG, 1962)
completo, suplementado com 30g L-1 de sacarose e na
ausência de fitoreguladores, com pelo menos uma
brotação possuindo cinco segmentos nodais, foram
utilizadas como fonte de explantes. Segmentos nodais
de 1,0cm de comprimento contendo duas gemas no nó
e sem folhas, obtidos apenas da maior brotação, con-
sistiram os explantes (excluindo-se segmentos nodais
apicais).

Realizaram-se 10 tratamentos, que consisti-
ram de cinco concentrações (0, 25, 50, 100 e 150% da
concentração padrão do meio de cultura MS) de nitro-
gênio e de fósforo, variando-as isoladamente. Os de-
mais nutrientes do meio de cultura permaneceram cons-
tantes na concentração original do meio de cultura MS.
Além disso, não se alterou a distribuição entre as fon-
tes de N-NO3 

- e N-NH4 

+ em todos tratamentos.
O delineamento experimental foi o inteira-

mente casualizado com 25 repetições por tratamento.
A parcela experimental consistiu de um tubo de ensaio
(20cm altura x 2cm ∅ , volume interno = 125,7cm3) con-
tendo 10mL de meio MS, geleificado com 0,6% de ágar,
suplementado com 30g L-1 de sacarose, e um segmento
nodal. O pH do meio de cultivo foi ajustado para 5,8
antes da inclusão do ágar e da autoclavagem (1atm,
120°C, 15min). O cultivo dos explantes foi realizado em
câmara climatizada com temperatura de 25±2°C e
fotoperíodo de 16h, sob intensidade luminosa de
35µmol m-2 s-1 fornecida por lâmpadas fluorescentes
extra luz do dia (Philips). Os recipientes de cultivo fo-
ram fechados com folha de papel alumínio e filme plás-
tico de PVC.

Aos 15 dias após a inoculação (DAI), fo-
ram avaliados o número de raízes por planta e o
percentual de enraizamento, e aos 40 DAI, foram ava-
liados o percentual de enraizamento, número médio de
brotações por planta, altura média das brotações, nú-
mero médio de segmentos nodais por planta, índice de
área foliar por planta, aérea foliar unitária, número mé-
dio de folhas por planta e a matéria seca da parte aé-
rea, matéria seca das raízes e matéria seca total por
planta, bem como a relação entre a matéria seca da
parte aérea e das raízes. A determinação do índice de
área foliar foi realizada através da análise
computadorizada pelo software SITTER 1.0 para
Windows (desenvolvido pelo Departamento de Enge-
nharia Rural da UFSM, acoplado a uma mesa
digitalizadora).

As análises estatísticas foram executadas
pelo software estatístico SOC (Software Científico-
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NTIA/EMBRAPA) em nível de 5% de probabilidade
de erro.

RESULTADOS E DISCUSSÃO

Independente da variação da concentração
de N e P, as raízes produzidas emergiram na base dos
explantes aos 10 dias após a inoculação (DAI), proces-
so que ocorreu logo após o início do desenvolvimento
das primeiras folhas. Entretanto, o desenvolvimento
da parte aérea só ocorreu após um considerável cresci-
mento das raízes, aos 13 DAI. Aos 15 DAI, o número
de raízes por planta foi maior na concentração de N
equivalente a 50% daquela do meio de cultura MS (Fi-

gura 1a), enquanto a variação da concentração de P
não provocou nenhum efeito sobre esse parâmetro.
Em Solanum tuberosum, SARKAR & NAIK (1998)
observaram que a redução até a quarta parte da con-
centração de N do meio MS proporcionou aumento no
número de raízes por planta. Já NICOLOSO et al.
(2001b) não constataram influência da variação con-
junta de todos macronutrientes do meio MS no núme-
ro de raízes de plantas de P. glomerata aos 14 DAI.

O percentual de enraizamento aos 15 DAI
também foi maior na concentração de 50% de N do
meio de cultura MS, obtendo-se em torno de 98% de
enraizamento, não havendo efeito significativo para as
concentrações de P estudadas (Figura 1b). Por outro

Figura 1 – Efeito da variação da concentração de nitrogênio e fósforo do meio de cultura MS no número de raízes (a) e no percentual
de enraizamento (b) aos 15 dias após a inoculação (DAI), e aos 40 DAI, na altura das brotações (c) e no número de
segmentos nodais por planta (d) de Pfaffia glomerata cultivada in vitro.
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lado, aos 40 DAI, o enraizamento não foi alterado pela
variação da concentração de ambos macronutrientes,
cujas médias foram de 98,4% e 100%, respectivamente,
para o N e P. Estudos realizados por NICOLOSO et al.
(2001b) mostram que a percentagem de enraizamento
(91%) da P. glomerata não foi influenciada pela varia-
ção conjunta de todos macronutrientes do meio de cul-
tura MS aos 14 DAI. Segundo LEIFERT et al. (1995), a
redução da concentração de N pela metade da concen-
tração do meio MS é um procedimento muito comum
na indução de enraizamento. Estudos em Solanum
tuberosum, por ZARRABEITIA et al. (1997), e em
Syzygium alternifolium, por KHAN et al. (1999), tam-
bém mostraram que a iniciação e o crescimento do sis-
tema radicular foram maiores quando a concentração
de N foi reduzida pela metade daquela do meio MS.
Diferentemente do que ocorreu em P. glomerata, a re-
dução da concentração de P pela metade favoreceu o
enraizamento de Albizia procera (KUMAR et al., 1998).
O alto percentual de enraizamento obtido aos 40 DAI
na ausência de N e P no meio de cultura MS, se deve ao
fato da P. glomerata enraizar com facilidade
(NICOLOSO et al., 1999; NICOLOSO et al., 2001a).

O número de brotações por planta não va-
riou pela modificação das concentrações de N e P, cujas
médias foram, respectivamente de 1,68±0,66 e 1,65±0,49.
Estes resultados foram semelhantes aos encontrados
por NICOLOSO et al. (2001b), demonstrando que a P.
glomerata não apresenta plasticidade quanto ao nú-
mero de brotações formadas por explante de segmento
nodal contendo um nó e duas gemas.

A altura das brotações (Figura 1c) apresen-
tou ponto de máxima eficiência técnica estimada
(PMET) à variação isolada de N e P, respectivamente,
de 100 e 60% daquela do meio de cultura MS. Para o
número de segmentos nodais por plântula (Figura 1d),
o PMET foi 65% da concentração do meio de cultura
MS para ambos nutrientes. Em experimentos realiza-
dos por NICOLOSO et al. (2001b), estes parâmetros de
crescimento responderam linearmente à variação con-
junta de todos os macronutrientes do meio MS. A dose
ideal de N para o crescimento da planta in vitro não
depende apenas da espécie vegetal, mas também da
cultivar. AVILA et al. (1998) observaram que das três
cultivares de Solanum tuberosum analisadas, a cv.
Spunta apresentou o maior comprimento das brotações,
número de segmentos nodais e matéria seca quando a
concentração de N foi de 50%, fato que os autores atri-
buíram ao aumento da eficiência do uso do carbono.

O índice de área foliar por planta (Figura 2a)
apresentou resposta cúbica à variação da concentra-
ção de N e P no meio, sendo as maiores respostas em
150% da concentração do meio de cultura MS. Entre-

tanto, valores próximos a 50% proporcionaram respos-
tas bastante próximas daquela obtidas em 150%. Já a
área foliar unitária (Figura 2b), respondeu apenas à
variação do N, sendo maior na concentração de 150%
daquela do meio de cultura MS. A resposta à variação
da concentração de N e P no número de folhas por
planta (Figura 2c) indica que, em função do PMET a
esses nutrientes ser, respectivamente, 60% e 140%

Figura 2 – Efeito da variação da concentração de nitrogênio e
fósforo do meio de cultura MS no índice de área
foliar (a), área foliar unitária (b) e número de folhas
por planta (c) de Pfaffia glomerata cultivada in vitro
aos 40 dias após a inoculação.
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daquela do meio de cultura MS, o N afeta mais o cresci-
mento da área foliar e o P o número de folhas emitidas por
planta, embora ambos nutrientes sejam importantes nes-
tes dois eventos fisiológicos, como constatado por
FREDEEN et al. (1989), LYNCH et al. (1991),
MARSCHNER (1995) e ERICSON (1995). Segundo
MARSCHNER (1995), um baixo mas contínuo suprimen-
to de N promove, inicialmente, a formação de raízes e o
seu crescimento contínuo, além de induzir síntese de
citocininas, que são importantes na expansão da área foliar.

A matéria seca de raízes apresentou PMET
à variação isolada de N e P, respectivamente, de 80% e
85% da concentração do meio de cultura MS (Figura
3a). NICOLOSO et al. (2001), variando conjuntamente
a concentração de todos macronutrientes, não obser-
varam alteração na matéria seca de raízes de P.

glomerata. Já SARKAR & NAIK (1998), alterando
isoladamente a concentração de N, verificaram que a
matéria seca de raízes de Solanum tuberosum dimi-
nuiu pelo decréscimo da concentração de N de 100%
para 75%. Para LEIFERT et al. (1995), a concentração
de P do meio MS foi muito baixa para sustentar o cres-
cimento normal de plantas de Hemerocallis, Iris e
Delphinium.

Semelhantemente às respostas observadas
na matéria seca de raízes, a matéria seca da parte aérea
respondeu à variação da concentração de N e P no
meio, com PMET, respectivamente, de 80 e 50% daque-
la do meio de cultura MS (Figura 3b). Considerando o
comportamento da altura das brotações, número de
segmentos nodais por planta, índice de área foliar por
planta, área foliar unitária e o número de folhas por

Figura 3 - Efeito da variação da concentração de nitrogênio e fósforo do meio de cultura MS na matéria seca das raízes (a), matéria
seca da parte aérea (b), matéria seca total (c) e na relação entre a matéria seca da parte aérea e das raízes (d) por planta de
Pfaffia glomerata cultivada in vitro aos 40 dias após a inoculação.
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planta, a concentração de N e P que proporciona o
melhor crescimento da parte aérea da P. glomerata fica
entre 60 e 100% daquela do meio de cultura MS. Esses
resultados corroboram as observações de
MURASHIGE & SKOOG (1962) e ERICSON (1995) para
outras espécies. Vários autores relataram respostas
positivas na produção de biomassa pelo aumento iso-
lado da concentração de P do meio de cultura. CURTIS
et al. (1991) verificaram que doses crescentes de P no
meio MS aumentaram a matéria seca de cultivos celula-
res de Papaver soniferum. ROBINS & RATCLIFFE
(1984) observaram em Humulus lupulus que, em con-
centrações entre 0 a 4mM de P, houve aumento
exponencial da matéria fresca, mantendo-se constante
até 15mM, quando começou a decrescer linear e dras-
ticamente até 50mM.

Os PMET da concentração de N e P na pro-
dução da matéria seca total da planta foram, respecti-
vamente de, 60 e 70% daquela do meio de cultura MS
(Figura 3c). Um fator que deve ser levado em conside-
ração na escolha do nível adequado de um nutriente
no meio de cultura, ou de outro fator qualquer, como a
presença de um fitoregulador, é a sua relação com a
distribuição da biomassa entre os órgãos da planta,
haja visto que isto pode influenciar no processo de
aclimatização das mudas micropropagadas (SERRET
et al., 1997; SARTORI, 2000). Portanto, a relação entre
a matéria seca da parte aérea e das raízes (RPAR) é de
extrema valia, na qual se observou que os valores mais
adequados foram de 80 e 100% da concentração do
meio de cultura MS, respectivamente, para o N e P
(Figura 3d). Em mudas de espécies florestais, a serem
levadas a campo, valores de RPAR próximos a 2,0 são
considerados ideais (DANIEL et al., 1997).

Considerando o aumento na altura das
brotações (Figura 1c), número de segmentos nodais
por planta (Figura 1d), índice de área foliar por planta
(Figura 2a), número de folhas por planta (Figura 2c),
matéria seca de raízes (Figura 3a), da parte área (Figura
3b) e total da planta (Figura 3c), devido ao aumento
isolado da concentração de N e P do meio de cultura
MS, fica demonstrado que o crescimento da P.
glomerata cultivada in vitro é limitado quando a con-
centração destes macronutrientes fica, em média, abai-
xo de 80% daquela do meio de cultura MS, fato que
justifica em parte àquelas respostas encontradas por
NICOLOSO et al. (2001b). Entretanto, estes resultados
também sugerem que outros macronutrientes, além do
N e do P, como talvez o K, possam ter influência sobre
a limitação do crescimento da P. glomerata cultivada
in vitro, caso contrário níveis de N e P acima de 80% da
concentração do meio de cultura MS aumentariam o
crescimento como um todo, fato observado por

NICOLOSO et al. (2001b), quando elevaram a concen-
tração de todos macronutrientes conjuntamente até
100% daquela do meio de cultura MS.
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