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RESUMO 

BUENO, Itaina Gonçalves Andrade, D.Sc., Universidade Federal de Viçosa, março de 
2018. Microenxertia e efeito de paclobutrazol e sacarose no desenvolvimento in vitro 
de acessos de Pfaffia glomerata (Spreng.) Pedersen. Orientador: Wagner Campos Otoni. 
Coorientador: Diego Silva Batista.  
 
À luz de que plantas de acessos poliploides de fáfia (Pfaffia glomerata) apresentaram 

aumento de 50% na produção de 20-hidroxiecdisona (20E), em comparação ao acesso 

original diploide, o objetivo desse trabalho foi verificar a microenxertia de combinações 

de epibioto e hipobioto provindos de acessos de fáfia de diferentes ploidias (acesso diploide 

LCT22 e acesso poliploide LCT28),  com o intuito de avaliar seu efeito sobre  a síntese de 

20E. Plantas autoenxertadas de LCT28 apresentaram aumento nos teores de açúcares e 

clorofilas, além de um estabelecimento  precoce da microenxertia na consolidação dos 

tecidos. O mesmo tratamento apresentou elevado acúmulo de biomassa e conteúdo de 20E, 

comparativamente ao acesso poliploide LCT28 sem microenxertia. Outra estratégia 

explorada nesse trabalho foi a indução de tuberização in vitro. Objetivou-se nessa etapa do 

trabalho avaliar a tuberização in vitro em raízes de plantas de P. glomerata cultivada sob 

combinações de Paclobutrazol (PBZ) e sacarose. Para tal, monitorou-se alterações na 

síntese de 20E e na expressão dos genes SPOOK e PHANTOM, relacionados à síntese de 

20E. Os tratamentos com paclobutrazol induziram redução no crescimento vegetal, 

acúmulo de biomassa na parte aérea e radicular. A concentração de 8% de sacarose atuou 

como agente protetivo do estresse oxidativo, culminando na redução da atividade 

enzimática. Paclobutrazol associado com sacarose reduziram o teor de 20E e apresentou 

menor/maior expressão dos genes SPOOK e PHANTOM na parte radicular, 

respectivamente.  
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ABSTRACT  

BUENO, Itaina Gonçalves Andrade, D.Sc., Universidade Federal de Viçosa, March, 2018. 
Micrografting and effect of paclobutrazol and sucrose in vitro development of accesses 
of Pfaffia glomerata (Spreng.) Pedersen. Adviser: Wagner Campos Otoni. Co-adviser: 
Diego Silva Batista.  

 

In light that a polyploid accession of ‘fáfia’ (Pfaffia glomerata) showed a 50% increase in 

the production of 20-hydroxyecdysone (20E), compared to the original diploid access, the 

objective of this work was to verify the micrografting of epibioto and hipobioto (diploid 

access LCT22 and polyploid LCT28 access), with aim to evaluate its effect on the synthesis 

of 20E. Selfgrafted plants of LCT28 showed an increase in sugar and chlorophyll content, 

as well as an early establishment of micrografting in tissue consolidation. The same 

treatment presented high accumulation of biomass and content of 20E, compared to the 

polyploid access LCT28 without micrografting. Another strategy explored in this work was 

the induction of in vitro tuberization. The aim of this work was to evaluate the in vitro 

tuberization of roots of P. glomerata plants grown under combinations of paclobutrazol 

(PBZ) and sucrose. For this, changes in 20E synthesis and SPOOK and PHANTOM genes 

expression related to 20E synthesis were monitored. Treatments with paclobutrazol 

induced reduction in plant growth, accumulation of biomass in shoot and root. The 

concentration of 8% sucrose served as a protective agent of oxidative stress, culminating 

in the reduction of enzymatic activity. Paclobutrazol associated with sucrose reduced the 

content of 20E and presented lower/higher expression of the SPOOK and PHANTOM genes 

in the radicular part, respectively. 
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INTRODUÇÃO GERAL 

Pfaffia glomerata (Spreng.) Pedersen (Amaranthaceae) é uma espécie encontrada 

na América do Sul, sendo o Brasil o mais importante centro de coleta de espécies desse 

gênero para fins medicinais e alimentícios (Corrêa Júnior et al. 2006). Popularmente 

conhecida como fáfia, ginseng brasileiro, para-tudo, batata-do-mato, corango, corrente, 

sempre-viva e suma, nomes que correlacionam-se às propriedades medicinais relatadas 

para as raízes da espécie, tais como diabetes e reumatismo (Flores 2006).  

As utilidades medicinais de fáfia são atribuídas à atividade da 20-hidroxiecdisona 

(20E), o fitoecdisteroide predominante no gênero (Bakrim et al. 2008). Além disso, o 

fitoecdisteroide apresenta utilidade agroquímica, biotecnológica e farmacêutica e está 

envolvido em processos bioquímicos e fisiológicos de plantas (Festucci-Buselli et al. 

2008). No entanto, sua via de biossíntese ainda não está totalmente elucidada. 

Os ecdisteroides são esterois com adição de grupos múltiplos de hidroxilas e estão 

presentes em plantas e em insetos (Dinan 2009). Em artrópodes, os ecdisteroides estão 

envolvidos em vários estágios do ciclo de vida, tais como a regulação da muda, 

metamorfose, desenvolvimento, e reprodução (Speranza 2010). As glândulas protorácicas 

dos insetos secretam a ecdisona, a qual é subsequentemente transformada em 20E 

(Buszczak e Segraves 2000). As enzimas do citocromo P450 (CYP) codificadas pelos 

genes HALLOWEEN – Spook (spo), Phantom (phm), Disembodied (dib), Shadow (sad), e 

Shade (shd) – catalisam uma série de passos de hidroxilações, resultando no hormônio 

ativo de muda, a 20E (Zhou et al. 2016).  

Em plantas, os ecdisteroides são metabólitos secundários que atuam na defesa 

contra insetos herbívoros (Dinan 2009), no crescimento vegetal e na atividade enzimática 
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(Golovatskaya 2004). A presença da biossíntese de ecdisteroides em insetos e plantas é 

uma analogia interessante para a busca do entendimento da regulação da rota desses 

compostos. (Lafont et al. 2005; Festucci-Busceli et al. 2008). Um dos trabalhos 

relacionados com enzimas CYP apresenta genes similares aos genes HALLOWEEN 

envolvidos em biossíntese de fitoecdisteroides, afetando o C20-hidroxilase (Canals et al. 

2005). Isso indica que as plantas por evolução convergente desenvolveram a biossíntese de 

20E como mecanismo de defesa contra insetos herbívoros (Bakrim et al. 2008). O mais 

recente estudo relacionando aos genes HALLOWEEN foi a infecção de plântulas de P. 

glomerata por nematoides, onde constatou-se alto teor de 20E e modulação de sua rota 

pelos genes SPOOK e PHANTOM (Ferreira 2017).  

Um aspecto com grande potencial para investigação da rota da biossíntese de 20E 

é a microenxertia. Esta técnica permite a enxertia de combinações de variedades da mesma 

espécie ou de espécies distintas, aumentando a possibilidade da obtenção de plantas mais 

produtivas (Warschefsky et al. 2016). Em se tratando da espécie Pfaffia glomerata, existe 

um banco de acessos no Laboratório de Cultura de Tecidos (LCTII-UFV), com clones 

apresentando distintas características em relação à produtividade e local de acúmulo da 

20E.  Por meio da indução da poliploidização do acesso diploide LCT22 obteve-se o acesso 

poliploide LCT28, com grande potencial de síntese de 20-hidroxiecdisona (Gomes et al. 

2014). A poliploidização é um evento que ocorre a duplicação do genoma de um 

organismo, resultando em um poliploide mais vigoroso e produtivo (Noori et al. 2017).  

Como técnica alternativa à elevação da produção de metabólitos primários e 

secundários, têm-se a tuberização in vitro. É uma via promissora para otimizar a 

produtividade de espécies medicinais, e atender a demanda da indústria farmacêutica 

(Ashraf et al. 2013). Os estudos relacionados com tuberização foram realizados com 
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diversas espécies como Solanum tuberosum, Plectranthus esculentus, Chlorophytum 

Borivilianum, Dioscorea alata (Bazabakana et al. 2003; Allemann e Hammes 2006; 

Fogaça et al. 2010; Ashraf et al. 2013). 

Vários fatores controlam a tuberização, como sacarose (Teixeira e Pinto 1991), 

reguladores de crescimento (Teixeira e Pinto 1991; Harvey et al. 1991; Pelacho e Mingo-

Castel 1991; Leclerc et al. 1994), fotoperíodo (Ortiz-Montiel e Lozoya-Saldana 1987; 

Pelacho e Mingo-Castel 1991; Seabrook et al. 1993), dentre outros. Neste trabalho utilizou-

se os seguintes fatores: a sacarose e o paclobutrazol (PBZ). 

A sacarose atua como fonte de carbono e agente osmótico, e em altas concentrações 

como um sinal inicial da tuberização (Perl et al. 1991; Liu et al. 2018). O regulador de 

crescimento paclobutrazol impede a síntese de giberelinas, dessa forma estimula o processo 

de tuberização (Jackson e Prat 1996). Esse agente anti-giberelina induz a aceleração do 

início da tuberização (Simko 1994). Para plantas medicinais esse acréscimo de massa é 

interessante pois pode acarretar no incremento dos princípios ativos de interesse (Jones et 

al. 2005).  

As hipóteses deste trabalho baseiam-se nas seguintes questões: 

1. Capítulo 1: Quais são as alterações na histologia, no perfil dos açúcares, na 

biossíntese de 20E e na modulação dos genes SPOOK e PHANTOM em plantas 

microenxertadas originadas de diferentes combinações de acessos de fáfia? 

2. Capítulo 2: Quais são as características da histologia, do perfil de açúcares, do 

sistema antioxidante, da expressão de genes SPOOK e PHANTOM na biossíntese 

de 20E de plantas de fáfia cultivadas em meio de cultura com agentes indutores de 

tuberização in vitro? 



4 

 

Dada a importância de P. glomerata, da 20E e a falta de conhecimento sobre a rota 

de biossíntese, esse estudo pretende: 

1. Capítulo 1: analisar a eficiência da microenxertia de dois acessos de fáfia, utilizados 

na combinação de epibioto e hipobioto, na produção do princípio ativo 20E e na 

modulação dos genes SPOOK e PHANTOM. 

2. Capítulo 2: verificar se as concentrações de paclobutrazol e sacarose adicionadas 

ao meio de cultivo de plantas de fáfia alteram a produção de 20E e o comportamento 

da expressão dos genes SPOOK e PHANTOM. 
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CAPÍTULO 1 

Microenxertia em acessos de fáfia [Pfaffia glomerata (Spreng.) Pedersen]: 

morfoanatomia, expressão dos genes SPOOK e PHANTOM e conteúdo de 20-

hidroxiecdisona 

RESUMO 

Microenxertia baseia-se na enxertia do epibioto com o hipobioto sob condições assépticas, 

o que permite a eliminação de vírus, rejuvenescimento de tecidos vegetais maduros, 

obtenção de plantas altamente produtivas, inclusive a enxertia de combinações de 

variedades da mesma espécie e até entre espécies distintas. Sabendo-se que plantas 

poliploides de fáfia apresentaram um aumento de 50% na produção de 20-hidroxiecdisona 

(20E), em comparação às plantas diploides, o objetivo desse trabalho foi verificar a 

eficiência da associação da técnica da microenxertia em acessos de Pfaffia glomerata de 

diferentes ploidias (acesso diploide LCT22 e acesso poliploide LCT28), com o intuito de 

aumentar a síntese de 20E. Plantas autoenxertadas do acesso poliploide LCT28 

apresentaram aumento nos teores de açúcares solúveis, amido e clorofilas, visto que esses 

teores influenciaram no sucesso da microenxertia e na obtenção de plantas vigorosas e 

produtivas. A autoenxertia do acesso LCT28 apresentou conexão vascular prematura 

comparando-se com os outros tratamentos, resultando no estabelecimento precoce da 

microenxertia. Dessa forma, esse tratamento exibiu uma maior capacidade adaptativa a 

estresses bióticos e abióticos. O mesmo tratamento apresentou elevado acúmulo de 

biomassa e conteúdo de 20E, comparando-se com o acesso poliploide LCT28 sem 

microenxertia. Na autoenxertia com acesso LCT28,  os genes HALLOWEEN mostraram 

menor expressão do gene SPOOK e maior expressão do gene PHANTOM. Por outro lado, 

o acesso LCT28 sem microenxertia apresentou o inverso, maior e menor expressão dos 

genes SPOOK e PHANTOM, respectivamente. 

Palavras-chave: microenxertia, 20- hidroxiecdisona, poliploidia, açúcares 
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ABSTRACT 

Micrografting is based on the grafting of the epibioto with the hipobioto under aseptic 

conditions, which allows the elimination of virus, rejuvenation of mature plant tissues, 

obtaining highly productive plants, including the grafting of combinations of varieties of 

the same species and even between different species. ‘Fáfia’ polyploid plants showed 

increase 50% in the production of 20-hydroxyecdysone (20E), compared to diploid plants, 

this work aimed to verify the efficiency of the association of the micrografting technique 

in Pfaffia glomerata different ploidy accessions ( LCT22 diploid and polyploid LCT28 ), 

in order to increase the synthesis of 20E. Selfgrafted plants of the polyploid LCT28 showed 

an increase in soluble sugars, starch and chlorophyll content, since these contents 

influenced the success of micrografting and the production of vigorous and productive 

plants. The selfgrafting LCT28 access showed premature vascular connection compared to 

the other treatments, resulting in the early establishment of micrografting. Thus, this 

treatment exhibited a greater adaptive capacity to biotic and abiotic stresses. The same 

treatment presented high accumulation of biomass and content of 20E, comparing with the 

polyploid LCT28 access without micrografting. In the selfgrafting with LCT28 access, the 

HALLOWEEN genes showed lower expression of the SPOOK gene and greater expression 

of the PHANTOM gene. On the other hand, LCT28 access without micrografting showed 

the inverse, higher and lower expression of the SPOOK and PHANTOM genes, 

respectively. 

Key words: micrografting, 20-hydroxyecdysone, polyploidy, sugars 
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INTRODUÇÃO 

A capacidade de regeneração das células vegetais é baseada na teoria da 

totipotência, em que células detém a habilidade potencial em formar um órgão ou uma 

planta completa, quando expostas a um determinado ambiente (Sugimoto et al. 2010; Féher 

2014). Além disso, essa habilidade lhes permite reparar danos causados por vários tipos de 

estresses bióticos e abióticos (Melnyk 2017). Essa característica das células vegetais, de 

aderir tecidos e reconectar após ferimentos (Lough e Lucas 2006), é constatada no processo 

da microenxertia. 

Essa técnica consiste na enxertia, sob condições assépticas, de um meristema ou 

ápice caulinar (epibioto) sobre um porta-enxerto (hipobioto) estabelecido in vitro. A planta 

enxertada é produto do sucesso da adesão de tecidos e reconexão da vascularização da 

região onde se encontra em contato entre o epibioto e hipobioto utilizados no processo de 

microenxertia. Essas mudanças histológicas são estudadas por vários pesquisadores no 

intuito de conhecer e descrever os mecanismos e eventos que levam ao sucesso ou falha da 

enxertia, ou melhor, a compatibilidade e incompatibilidade entre as plantas envolvidas 

(Goldschmidt 2014; Melnyk 2017).  

Alterações fisiológicas e moleculares provindas da enxertia também tem sido alvo 

de estudo no âmbito científico, tanto para embasar melhor o processo (Kumari et al. 2015), 

como ferramenta para o entendimento de princípios do desenvolvimento vegetal, como a 

hipótese de canalização da auxina formulada por Sachs (1969). 

A microenxertia auxilia na eliminação de vírus, rejuvenescimento de tecidos 

maduros, obtenção de plântulas com combinações genotípicas para aumentar a 

produtividade e em estudos de compatibilidade (Richardson et al. 1996; Hartmann et al. 
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1997). Comparando-se a enxertia tradicional, a microenxertia apresenta vantagens, tais 

como rapidez do processo, requerimento de menor espaço, material vegetal livre de 

doenças e produção de plântulas geneticamente uniformes (Işıkalan et al. 2011). Outra 

vantagem dessa alternativa de propagação in vitro é a utilização em qualquer período do 

ano, o que não afeta o sucesso da enxertia e a velocidade na obtenção dos resultados 

(Araújo e Castro-Neto 2002). 

Popularmente conhecida como fáfia, ginseng brasileiro, para-tudo, batata-do-mato, 

corango, corrente, sempre-viva e dentre outros (Flores 2006), Pfaffia glomerata (Spreng.) 

Pedersen (Amaranthaceae) é uma espécie encontrada na América do Sul, sendo o Brasil o 

mais importante centro de coleta de espécies desse gênero para fins medicinais e 

alimentícios (Corrêa Júnior et al. 2008). A atividade do fitoecdisteroide 20-hidroxiecdisona 

(20E) confere às raízes da fáfia propriedades medicinais para o tratamento de diabetes e 

reumatismo (Flores 2006; Bakrim et al. 2008). Além disso, apresenta utilidades 

agroquímica, biotecnológica e farmacêutica e está envolvido em processos bioquímicos e 

fisiológicos de plantas (Festucci-Buselli et al. 2008). No entanto, a via de biossíntese de 

20E, ainda não está totalmente elucidada. 

Em P. glomerata, uma população pode apresentar ampla variabilidade fenotípica, 

inclusive variabilidade expressa em distintos conteúdos de constituintes bioativos 

(Montanari Jr e Perecin 2006).  Os acessos de fáfia apresentam diferenças na produção de 

20E e na massa seca das raízes (Kamada 2006).  

Outra variável interessante relacionada à variabilidade são as plantas poliploides, 

que por definição são plantas com o genoma duplicado (Noori et al. 2017). Estas 

apresentam aumento na tolerância à seca, na resistência à pesticidas, na biomassa e 

tamanho dos órgãos, dentre outros (Osborn et al. 2003). A poliploidização induz maior 
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incremento de biomassa das partes vegetativas (Dhooghe et al. 2011), promovendo maior 

acúmulo de metabólitos secundários em algumas espécies (Gao et al. 1996; Jesus-Gonzalez 

e Weathers, 2003; Kim et al. 2004; Kaensaksiri et al. 2011; He et al. 2012).  

O Laboratório de Cultura de Tecidos (LCTII) da UFV detém em seu Banco de 

Germoplasma em colaboração com a EMBRAPA-Recursos Genéticos e Biotecnologia 

(CENARGEN, Brasília, DF) algunss poliploides, incluindo o poliploide LCT28, provindo 

da poliploidização do acesso diploide LCT22 da espécie, utilizado no presente trabalho. O 

poliploide LCT28 é caracterizado por produzir 50% a mais de 20E do que o diploide 

LCT22 (Gomes et al. 2014). Portanto, a propagação vegetativa de acessos diploide e 

poliploide de P. glomerata, via microenxertia, pode ser uma alternativa para o aumento 

significativo na produção e no esclarecimento da rota do princípio ativo de interesse, o 20E. 

A descrição anatômica de uma série de eventos desse processo é realizada 

baseando-se nas seguintes etapas: corte do tecido vegetal, aderência dos tecidos, expansão 

e divisão celular, formação de calo (Birnbaum e Sanchez Alvarado 2008; Ikeuchi et al. 

2013), diferenciação dos tecidos adjacentes e calos em floema e xilema, e finalmente a 

conexão do epibioto e hipobioto por meio de cordões vasculares.  

Recentemente, por meio de novas técnicas, vários trabalhos relacionados com 

enxertia de hipocótilos, meristemas, cotilédones e inflorescências da planta modelo 

Arabidopsis thaliana (Turnbull et al. 2002), tem fornecido conhecimento acerca do 

entendimento da enxertia e regeneração vegetal e também reforçando a importância da 

realização de trabalhos relacionados com a descrição do processo por meio de análises 

anatômicas. 

Os ecdisteroides estão envolvidos em vários estágios do ciclo de vida dos 

artrópodes, tais como a regulação da muda, metamorfose, desenvolvimento e reprodução. 
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Similarmente, a síntese de 20E está presente em várias plantas (Lafont et al. 2005; Canals 

et al. 2005), inclusive em fáfia. Em insetos, os genes HALLOWEEN – SPOOK e 

PHANTOM - estão envolvidos na biossíntese de 20E, e recentemente observou-se a 

expressão desses genes em fáfia (Batista et al., submetido). Sendo assim, várias lacunas do 

conhecimento, relativos a biossíntese de 20E, podem ser esclarecidas por meio de estudos 

referentes à modulação desses genes em plantas. A técnica de microenxertia é uma 

oportunidade em potencial para buscar esses esclarecimentos. 

As hipóteses deste capítulo baseiam-se nas seguintes questões: Quais as diferenças 

histológicas durante o processo de microenxertia nas diferentes combinações de acessos de 

fáfia? Como o perfil de açúcares se comporta em plantas microenxertadas originadas de 

diferentes combinações de acessos de fáfia? Quais as alterações na biossíntese de 20-

hidroxiecdisona em plantas microenxertadas originadas de diferentes combinações de 

acessos de fáfia? Como é a expressão dos genes SPOOK e PHANTOM na biossíntese de 

20E de plantas microenxertadas? 

Logo, o objetivo desse trabalho foi analisar a eficiência da microenxertia de dois 

acessos de fáfia com ploidias distintas, utilizados na combinação de epibioto e hipobioto, 

visando aumentar a produção do princípio ativo 20E. E, ainda, agregar conhecimento em 

relação ao desenvolvimento ontogenético, às mudanças morfofisiológicas e 

comportamento da expressão de genes SPOOK e PHANTOM da rota metabólica da síntese 

de 20E em plantas microenxertadas de P. glomerata. 
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MATERIAL E MÉTODOS 

Material vegetal 

Ápices caulinares com aproximadamente 1 cm de comprimento e contendo um par 

de folhas foram utilizados como epibioto e segmentos internodais alongados da porção 

basal da planta com aproximadamente 1,5 cm de comprimento foram utilizados como 

hipobioto. Os acessos utilizados foram o diploide LCT22 e o poliploide LCT28. Os 

tratamentos foram: controles (diploide LCT22 e o poliploide LCT28 sem enxertia) e as 

diversas combinações de epibioto-hipobioto (22-22; 28-28; 22-28; e 28-22). 

O preparo dos epibiotos para a microenxertia constituiu-se de uma excisão na 

porção proximal na forma de duplo bisel. Já o hipobioto, no segmento internodal realizou-

se uma fenda na região distal, visando receber o enxerto. 

Após o preparo do hipobioto e epibioto, sob lupa binocular e com auxílio de pinças, 

foi realizada a microenxertia, ou seja, união dessas duas partes conforme metodologia de 

Bandeira et al. (2006). Todos os procedimentos foram realizados sob condições assépticas, 

com utilização de papel filtro umedecido com água destilada. 

As plantas enxertadas foram transferidas para tubos de ensaio contendo 10 mL de 

meio constituído pelos sais MS (Murashige e Skoog 1962), vitaminas MS (0,5 mg L-1 de 

ácido nicotínico, 0,5 mg L-1 de piridoxina, 0,1 mg L-1 de tiamina e 2 mg L-1 de glicina) 100 

mg L-1 de mio-inositol e 30 g L-1 de sacarose. O meio de cultura teve o pH ajustado para 

5,7 e geleificado com 7 g L-1 de ágar granulado (Merck®), sendo posteriormente 

esterilizado por autoclavagem a 121° C e 1,5 atm durante 15 min. As culturas foram 

mantidas a 25 ± 2° C sob irradiância de 150 µmol m-2 s-1 e fotoperíodo de 16 h.  
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Os tratamentos foram dispostos em delineamento inteiramente casualizado em 

arranjo bifatorial (6x2), composto por combinações de epibioto-hipobioto (22;28;22-22; 

28-28; 22-28; e 28-22) x regiões da planta (parte aérea e radicular). A unidade experimental 

foi composta por uma plântula por tubo e o experimento foi composto por 50 

repetições/tratamento. 

Foram realizadas coletas de material vegetal de todos os tratamentos para análise 

anatômica nos seguintes tempos: 7; 14; 21; 35; e 45 dias. As amostras foram coletadas aos 

45 dias para realizar teor de 20E, teor de açúcares, teor de amido, teor de clorofilas e 

expressão gênica. 

 

Avaliação de crescimento 

Após 45 dias de cultivo in vitro, as seguintes mensurações foram realizadas: número 

de plântulas enxertadas, número de plântulas mortas, número de nós, comprimento das 

parte aérea e radicular, massa fresca das parte aérea e radicular, massas seca das partes 

aérea e radicular e porcentagem de eficiência da microenxertia. 

 

Análise Anatômica 

Amostras da região de contato entre o epibioto e hipobioto de todos os tratamentos 

em todos os tempos de coleta, já descritos no item acima, foram coletadas e fixadas em 

solução de Karnovsky (1965). Posteriormente, foram desidratadas em série etílica 

crescente, incluídas em resina metacrilato (Historesina, Leica®) e emblocados em moldes 

plásticos. Os blocos foram cortados com auxílio de micrótomo rotativo de avanço 

automático (RM 2155 - Leica), os cortes de 5 μm de espessura foram aderidos em lâminas 
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histológicas e corados com azul de Toluidina (O’Brien e McCully 1981), com pH 4,0. Após 

a secagem as lâminas foram montadas em resina sintética Permount (Fisher Scientific, Fair 

Lawn, USA). As imagens foram obtidas em microscópio de luz (modelo AX-70 TRF, 

Olympus Optical, Tokyo, Japan) acoplado a câmera fotográfica digital (modelo Zeiss 

AxioCam HRc, Göttinger, Germany) e microcomputador com o programa de captura de 

imagens AxioVision v 4.8.2 (Zeiss, Germany).  

 

Teor de 20-hidroxiecdisona 

A determinação do teor de 20-hidroxiecdisona foi quantificada pela técnica de 

cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE), analisando-se amostras de massa seca das 

folhas, obtidas por extrato metanólico. Utilizou-se o método descrito por Kamada (2006), 

e o material processado foi acondicionado em freezer (-20 ºC). 

As amostras foram preparadas a partir de 100 mg de material vegetal para 10 mL 

de metanol, as quais ficaram armazenadas em temperatura ambiente (25 ± 2 ºC) durante 

oito dias, sob agitação diária do extrato. Após esse período, os extratos foram centrifugados 

(15 minutos/5.000 rpm) e o sobrenadante coletado. Depois de obtido o extrato metanólico, 

foi analisado por CLAE sob as seguintes condições: equipamento (Shimadzu) modelo LC-

10AI, equipado com detector SPD-10AI, CBM-10ª, coluna Bomdesil C 18 (5,0 μm x 4,6 

mm x 250 mm). A fase móvel foi composta por metanol-água na proporção 50:50 (v/v) 

com fluxo esperado de 1,2 mL min-1 e tempo de corrida da amostra de 15 minutos. Os 

dados foram integrados por meio do "software" Shimadzu LC10. 

A curva de calibração foi obtida com padrão de 97% de pureza de 20-

hidroxiecdisona (Sigma Chem. Co., EUA), em concentrações de 5, 10, 20, 40, 80, 100 e 



17 

 

160 mg L-1 metanol, os quais foram injetados 20 μL. Os valores obtidos nos 

cromatogramas, correspondentes às concentrações das amostras-padrão, foram plotados no 

gráfico e obtido a equação para cálculo do teor de 20-hidroxiecdisona dos indivíduos. 

 

Determinação do conteúdo de açúcares e teor de clorofilas 

Amostras foliares foram submetidas à extração etanólica determinando-se, na 

fração solúvel, os teores de glicose, frutose e sacarose segundo metodologia descrita por 

Fernie et al. (2001). Inicialmente, em cada microplaca, foram adicionados a cada poço 160 

μL do meio de reação (HEPES/KOH 100 mM com MgCl2 3 mM pH 7, ATP 118 mM, 

NADP+ 48,4 mM, e 56 unidades de desidrogenase da glicose-6-fosfato - G6PDH (5 mg 

mL-1)), 30 μL do extrato e 20 μL de etanol 80%. Por meio de um leitor de microplacas 

(OptiMax Tunable Microplate Reader) foram realizadas leituras das absorbâncias à 340 nm 

com intervalos entre leituras de 1 min. Uma vez ocorrida a estabilização da densidade ótica 

(OD), adicionou-se 5 μL, sucessivamente, das seguintes enzimas: hexocinase (1,5 U por 

reação), fosfoglicose isomerase (0,7 U por reação) e invertase (5 U por reação), após 

intervalo aproximado de 25 min entre cada aplicação. Para estimar a concentração dos 

açúcares, resultados expressos em μmol g-1, utilizou-se equação baseada na lei de Lambert-

Beer: μmol NADPH = ΔOD/ (2,85*6,22). 

Os pigmentos fotossintéticos foram determinados como descrito por Porra et al. 

(1989). 

 

Determinação do conteúdo de amido 

A concentração de amido foi determinada como descrito previamente por Fernie et 

al. (2001). Aos tubos contendo o precipitado resultante da extração etanólica e o NaOH 0,1 
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M, foram adicionados 70 μL de ácido acético 1 M para neutralização do extrato. Uma 

alíquota de 40 μL da suspensão foi retirada e colocada em uma microplaca, a qual continha 

60 μL do mix de hidrólise do amido, composto pelas enzimas amiloglicosidase (0,14 

unidades μL-1) e α-amilase (0,01 U μL-1) ressuspendidas em acetato de sódio 0,5 M pH 4,9. 

A microplaca foi vedada com fita de alumínio (3M Modelo 425®) e incubada por 1 h a 55 

°C, com leve agitação. Posteriormente, 25 μL do extrato hidrolisado foram transferidos 

para uma microplaca nova, que continha 160 μL do meio de reação composto por tampão 

HEPES/KOH 1M pH 7,0 MgCl2 3 mM, ATP 118 mM, NADP+ 48,4 mM e 56 unidades de 

desidrogenase da glicose-6-fosfato– G6PDH (0,7 unidades μL-1), por poço. Por meio de 

um leitor de microplacas (OptiMax Tunable Microplate Reader) foram lidas as 

absorvâncias das respectivas amostras a 340 nm, com 1 min de intervalo entre leituras. 

Uma vez estabilizado a OD, foi adicionado aos poços 2 μL de hexocinase (2 unidades por 

reação). O conteúdo de amido foi então calculado de acordo com a equação Lambert-Beer 

e os resultados expressos em μmol de glicose por g-1 de massa seca (MS). 

 

Extração de RNA, síntese de cDNA e análise de RT-qPCR  

O RNA total foi isolado a partir de amostras da parte áerea e radicular de plântulas 

com e sem microenxertia dos acessos diploide LCT22 e poliploide LCT28 de P. glomerata 

após 45 dias de cultivo in vitro usando TRI Reagent® (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, 

USA) e tratado com DNAse I (Thermo Scientific NanoDrop Technology, Wilmington, 

Delaware, USA) para remover contaminação do DNA genômico.  

O cDNA foi sintetizado a partir de 500 ng de RNA total usando a enzima MMLV 

Transcriptase reversa, (Ludwig Biotec®, Alvorada, Brazil). Níveis de expressão do 

ecdisteroide 25-hidroxilase (“Phantom” - Cyp306a1) e citocromo P450 família 307 
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subfamília A (“Spook” - Cyp307a1) foram acessadas pelo RT-qPCR com gene de primers 

específicos. O RT-qPCR foi conduzido em um CFX96 Touch™ (BIO-RAD). O gene 

glicerol-3-fosfato desidrogenase (PgGAPDH) de P. glomerata foi usado como gene de 

referência interno com primers específicos. Os primers foram obtidos a partir do 

transcriptoma de P. glomerata (Batista et al., submetido). Os primers utilizados foram: 

GAPDH gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase, primer direto (5´-

GCCAGCCCTCAATGGTAAGT-3´), primer reverso (5´-

CGGTGTAACCAAAATGCCC-3´), e P. glomerata CYP306A1, ecdisteroides 25-

hidroxilase [Phantom], primer direto (5´-GTCCTGGTGATGTTGGCCT-3´), primer 

reverso (5´-TGGGCATGGAATAGCACGTA-3´), e citocromo P450, família 307, 

subfamília A [Spook], primer direto (5´-GCGGTACGATGAAGGTCGAT-3´), primer 

reverso (5´-TCAACCCTAGCCACGTTTCC-3´). 

 Os programas de PCR foram os seguintes: 2 min a 50 ºC e 10 min a 90 ºC, seguido 

por 40 ciclos de 16 s a 95 ºC e 1 min a 60ºC, e 15 s a 95 ºC, 1 min a 60 ºC, 30 s a 95 ºC, e 

15 s a 60 ºC. Os níveis de transcrito foram determinados usando o método 2−ΔΔCt (Livak e 

Schmittgen 2001) com três réplicas biológicas e pelo menos três réplicas técnicas (reações), 

estando cada réplica técnica composta por uma reação de PCR.  

 

 Análise dos dados 

Os dados provindos da expressão gênica foram analisados estatisticamente por 

análise de variância (ANOVA), com as médias comparadas pelo teste de Dunnet, com nível 

de significância de 5%. 
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As análises de crescimento, fisiológicas e bioquímicas foram analisadas pelo teste 

de variância ANOVA a 5% probabilidade e separação de médias pelo teste Tukey a 5% de 

significância utilizando o programa estatístico GENES (Cruz 2013). 

 

RESULTADOS  

Aspectos do crescimento das plântulas microenxertadas de Pfaffia glomerata  

As microenxertias apresentaram diferenças na porcentagem de eficiência do 

estabelecimento da enxertia. Sendo que as autoenxertias dos acessos LCT22 e LCT28 

apresentaram maior porcentagem de eficiência (Tabela 1). 

 

Tabela 1. Eficiência do pegamento da microenxertia com combinações de acessos de Pfaffia 
glomerata 

 
                 Tratamentos                                               Eficiência do pegamento (%) 

 

22-22 90 a 

28-28 90 a 

28-22 64 a 

22-28 48 a 
As médias seguidas de uma mesma letra, não diferem entre si, pelo teste de Tukey a 5% de significância. 

 

O processo da microenxertia e a alteração das combinações do epibioto e hipobioto 

não influenciaram no número de nós das plântulas (Figura 1).  
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Figura 1. Número de nós dos acessos LCT22, LCT28 e das microenxertias (autoenxertias 
e recíprocas) de Pfaffia glomerata após 45 dias de cultivo in vitro. As médias seguidas de 

uma mesma letra, não diferem entre si, pelo teste de Tukey a 5% de significância.  

 

Por outro lado, quando o acesso poliploide LCT28 passou de hipobioto para 

epibioto, o comprimento da parte aérea diminuiu consideravelmente em comparação com 

os outros tratamentos (Figura 2). 

 

Figura 2. Comprimento das partes aérea e radicular dos acessos LCT22, LCT28 e das 
microenxertias (autoenxertias e recíprocas) de Pfaffia glomerata após 45 dias de cultivo in 
vitro. As médias seguidas de uma mesma letra, não diferem entre si pelo teste de Tukey a 

5% de significância. Letras minúsculas equivalem a diferenças entres as partes aérea e 

radicular e letras maiúsculas equivalem a diferenças entre os tratamentos. 

 

A autoenxertia com o acesso LCT22 apresentou maior valor de massa fresca da 

parte aérea. Já em relação à massa fresca da parte radicular, as microenxertias com o acesso 
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LCT22 como hipobioto apresentaram maiores valores. Quando o acesso LCT28 foi usado 

como hipobioto observou-se diminuição da massa fresca da parte aérea (Figura 3A).  

O maior valor de massa seca da parte aérea foi observado na autoenxertia do acesso 

LCT22. (Figura 3B).  

 

Figura 3. Massas fresca (A) e seca (B) das partes aérea e radicular dos acessos LCT22, 
LCT28 e das microenxertias (autoenxertias e recíprocas) de Pfaffia glomerata após 45 dias 
de cultivo in vitro. As médias seguidas de uma mesma letra, não diferem entre si, pelo teste 

de Tukey a 5% de significância. Letras minúsculas equivalem a diferenças entres as partes 

aérea e radicular e letras maiúsculas equivalem a diferenças entre os tratamentos. 

 

Análise anatômica do desenvolvimento das regiões de instalação da microenxertia 

Após sete dias da realização da microenxertia na combinação 22-22, observou-se 

que o hipobioto estava conectado às bordas da incisão sendo notados alterações visíveis 

nos tecidos do epibioto e hipobioto (Figura 4A). Embora já estivessem conectados aos 14 

dias, o contato entre o epibioto e o hipobioto não era uniforme, apresentando muitos 
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espaços vazios. Os resíduos das paredes celulares de células danificadas podiam ser vistos 

na superfície do epibioto, enquanto células arranjadas frouxamente foram observadas na 

superfície do hipobioto (Figura 4B). Aos 21 dias, a proliferação de células pode ser 

observada em algumas regiões do parênquima medular do epibioto, próximo a região da 

incisão (Figura 4C). Na mesma fase, na região de conexão observou-se inúmeras divisões 

celulares e a formação de células com formatos variados e arranjo desorganizado, o que 

favoreceu a união entre o epibioto e hipobioto. (Figura 4C). Aos 35 dias, o epibioto e 

hipobioto apresentaram-se consolidados e observou-se que o sistema vascular do epibioto 

foi direcionado para a região de contato (Figura 4D). Aos 45 dias, observou-se a 

diferenciação das células procambiais no parênquima do calo, tornando assim a região com 

continuidade de conexão vascular (Figura 4E). 
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Figura 4. Microenxertias entre os acessos 22 (epibioto) e 22 (hipobioto). A. Aos 7 dias: 

epibioto e hipobioto aderidos. Presença de divisão celulares (setas) B. Aos 14 dias: resíduos 

das células danificadas e presença de células frouxamente arranjadas no hipobioto 

(asterisco). C. Aos 21 dias: proliferação celular no epibioto (seta) e presença de células de 

formatos variados e arranjo desorganizado (asterisco). D. Aos 35 dias: sistema vascular 

direcionados para a região de contato. E. Aos 45 dias: diferenciação das células 

procambiais no parênquima do calo. Abreviações: sv: sistema vascular; xi: xilema; fl: 

floema; ep: epibioto; hi: hipobioto. Barras: A: 10 µm; B, C e D: 30 µm; E= 15 µm. 

 

A autoenxertia do acesso LCT28, aos sete dias de cultivo, apresentou o sistema 

vascular do hipobioto direcionando-se à região de contato com o epibioto (Fig. 5A), ao 

passo que o epibioto apresentou células parenquimáticas medulares medula ainda 

organizadas (Fig. 5B). Aos 14 dias, a intensa proliferação de células pode ser observada 

em algumas regiões da conexão entre o epibioto e o hipobioto, onde observou-se traços do 

sistema vascular (Fig. 5C). Aos 21 dias (Fig. 5C), 35 dias (Fig. 5D) e 45 dias (Fig. 5E) o 

epibioto e hipobioto já apresentavam o sistema vascular conectados. 
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Figura 5. Microenxertias entre os acessos 28 (epibioto) e 28 (hipobioto). A. Aos 7 dias: 
sistema vascular direcionado do hipobioto para epibioto. B. Aos 14 dias: proliferação 
celular na região de contato (seta) aos C.  21, D.  35 e E. 45 dias: conexão do sistema 
vascular do epibioto e hipobioto (seta). Abreviações: sv: sistema vascular; xi: xilema; fl: 
floema; ep: epibioto; hi: hipobioto. Barras: A, B, C: 10 µm; D e E= 30 µm.  
 

Após sete dias da microenxertia na combinação 22-28, observou-se alterações nos 

tecidos do epibioto e hipobioto. No epibioto (LCT 22) foram observados os resíduos das 

paredes celulares de células danificadas, ao passo que no hipobioto (LCT 28) foram 

observadas a proliferação de células com organização irregular a partir do parênquima 

medular (Figura 6A). Aos 14 dias, observou-se que cordões procambiais estavam 

direcionados para a região de contato com o hipobioto. Este apresentava células diminutas 

com citoplasma denso e algumas células de protoxilema (Figura 6B). Aos 21 dias, a 

proliferação de células pode ser observada em algumas regiões no parênquima medular do 

epibioto, próximo da região da incisão (Figura 6C). Estas características também foram 

observadas aos 35 dias (Figura 6D). Aos 45 dias, observou-se que os tecidos do epibioto e 

hipobioto estavam unidos e que o sistema vascular do epibioto estava direcionado para os 

tecidos do hipobioto, mas ainda não havia conexão por meio do sistema vascular (Figura 

6E).  
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Figura 6. Microenxertias entre os acessos 22 (epibioto) e 28 (hipobioto). A. Aos 7 dias: 
presença de resíduos de células danificadas (setas) e proliferação celular no hipobioto 
(asterisco) B. Aos 14 dias: presença de cordões cambiais direcionados para o hipobioto 
(asterisco) e protoxilema conectando ao enxerto (setas). C. Aos 21 dias e D. Aos 35 dias: 
proliferação celular no epibioto (asterisco) E. 45 dias: ausência de conexão vascular entre 
epibioto e hipobioto. Abreviações: sv: sistema vascular; xi: xilema; fl: floema; ep: epibioto; 
hi: hipobioto. Barras: A, B, C: 10 µm; D e E= 30 µm.  

Aos 7 (Figura 7A) e 14 (Figura 7B) dias de microenxertia do tratamento 28-22, 

observou-se que o hipobioto (LCT 22) apresentava alterações em seus tecidos com a 

formação de calo com células de formatos variados e paredes delgadas, próximo à região 

de contato com o epibioto (LCT 28) (Figura 7A), ao passo que o epibioto apresentou células 

parenquimáticas da medula ainda organizadas (Figura 7B). Aos 21 dias, nota-se intensa 

proliferação celular em algumas regiões no parênquima medular do epibioto e na região da 

incisão do hipobioto, assim os conectando (Figura 7C). Nesta fase, não foram observados 

traços vasculares nessa região.  Aos 35 dias (Figura 7D) e 45 dias (Figura 7E), o epibioto 

e hipobioto apresentavam-se unidos e observou-se a conexão dos sistemas vasculares. 
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Figura 7. Microenxertias entre os acessos 28 (epibioto) e 22 (hipobioto). A. Aos 7 dias: 
inserção do epibioto 28 no hipobioto 22. Notar a proliferação de células no hipobioto 
(asterisco). Observar o espessamento das paredes celulares na zona de contato dos 
explantes (setas pretas). B. Aos 14 dias: zona de proliferação celular do epibioto (asterisco). 
Notar o espessamento das paredes celulares na zona de contato dos explantes (setas 
brancas). C. Aos 21 dias: diferenciação do sistema vascular na zona de proliferação do 
hipobioto (asterisco). Notar cordões cambiais (seta preta) e o espessamento das paredes 
celulares (setas brancas). D. Aos 35 dias: região de conexão entre os explantes. Notar que 
o sistema vascular se apresenta contínuo entre o epibioto e hipobioto. E. Aos 45 dias: 
detalhe do sistema vascular diferenciado conectando os explantes. Abreviações: hi: 
hipobioto; ep: epibioto; xi: xilema; fl: floema. Barras: A, D: 50 µm; B, E: 25 µm; C: 20 
µm.  

 

Variações no teor de clorofilas de plântulas microenxertadas 

O acesso LCT28 sem enxertia apresentou o maior teor de clorofila a. Em 

contrapartida, o acesso LCT22 sem enxertia e a microenxertia 28-22 apresentaram menor 

teor de clorofila a (Figura 8A). 

Em relação ao teor de clorofila b, o acesso LCT22 sem microenxertia apresentou 

menor valor em comparação aos demais tratamentos (Figura 8B). O acesso LCT22 sem 

microenxertia e a microenxertia 28-22 apresentaram menor valor de teor de clorofila (Chl) 

total (Figura 8C). A microenxertia influenciou negativamente na relação Chla/Chlb, em 

que os tratamentos sem microenxertia apresentaram maiores teores Chla do que Chlb. Já 

os tratamentos com microenxertia apresentaram um aumento no teor de Chlb (Figura 8D). 
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Figura 8. Teor de clorofilas a (A), b (B), total (C) e Chla/Chlb (D) dos acessos 

LCT22, LCT28 e das microenxertias (autoenxertias e recíprocas) de Pfaffia 

glomerata após 45 dias de cultivo in vitro. As médias seguidas de uma mesma letra, 

não diferem entre si, pelo teste de Tukey a 5% de significância. 

 

Análise dos teores de açúcares redutores e amido 

Nas microenxertias que foram realizadas com o acesso LCT28, observou-se maior 

teor de glicose na parte aérea. Por outro lado, a microenxertia 22-22, acesso LCT22 e 

acesso LCT28 sem enxertia apresentaram menor teor de glicose na parte aérea. Já na parte 

radicular, observou-se altos teores de glicose em todos os tratamentos em comparação com 

a parte aérea dos mesmos (Figura 9A). 

Entre os tratamentos, o acesso LCT28 sem enxertia apresentou menor teor de 

frutose. Em todos os tratamentos, a parte aérea apresentou maior teor de frutose do que a 

parte radicular (Figura 9B).  
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Dentro os tratamentos, a microenxertia 22-22 apresentou maior teor de sacarose na 

parte aérea. Já em relação a parte radicular, todos os tratamentos apresentaram valores 

imperceptíveis à análise de açúcares realizada neste trabalho (Figura 9C). 

As autoenxertias 22-22 e 28-28 apresentaram maior teor de amido na parte aérea, 

em comparação entre os órgãos vegetais (Figura 9D). 

 

 

Figura 9. Teores de açúcares das partes aérea e radicular dos acessos LCT22, LCT28 e 
das microenxertias (autoenxertias e recíprocas) de Pfaffia glomerata após 45 dias de 
cultivo in vitro. A.  Glicose; B. Frutose; C. Sacarose; D. Amido. As médias seguidas de 

uma mesma letra, não diferem entre si, pelo teste de Tukey a 5% de significância. Letras 

minúsculas na vertical equivalem as diferenças entre as partes aérea e radicular do mesmo 

tratamento e as letras maiúsculas na horizontal equivalem a diferenças entre os 

tratamentos. 

 

Teor e expressão de genes envolvidos na rota da síntese de 20-hidroxiecdisona  

A microenxertia atuou positivamente na produção de 20-hidroxiecdisona (20E), 

sendo que autoenxertia envolvendo o acesso LCT28 apresentou maior teor de 20E na parte 
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aérea. Não houve diferença estatística quando observada a produção de 20E pelas raízes 

(Figura 10). 

 

Figura 10. Teor de 20-hidroxiecdisona (20E) das partes aérea e radicular dos acessos 
controle e das microenxertias (autoenxertias e recíprocas) de Pfaffia glomerata aos 45 dias. 

As médias seguidas de uma mesma letra, não diferem entre si, pelo teste de Tukey a 5% de 

significância. Letras minúsculas na vertical equivalem a diferenças entres as partes aérea e 

radicular e letras maiúsculas na horizontal equivalem a diferenças entre os tratamentos. 

 

Não houve diferença estatística na expressão do gene SPOOK entre tratamentos e 

entre os órgãos vegetais (Figura 11). 

 

Figura 11. Expressão relativa normalizada do gene SPOOK das partes aérea e radicular 
dos acessos LCT22, LCT28 e das microenxertias (autoenxertias e recíprocas) de Pfaffia 
glomerata após 45 dias de cultivo in vitro. Utilizou-se o teste Durmett a 5% de 
significância. 
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Não houve diferença estatística na expressão do gene PHANTOM entre tratamentos 

e entre os órgãos vegetais (Figura 12). 

 

Figura 12. Expressão relativa normalizada do gene PHANTOM das partes aérea e radicular 
dos acessos LCT22, LCT28 e das microenxertias (autoenxertias e recíprocas) de Pfaffia 
glomerata após 45 dias de cultivo in vitro. Utilizou-se o teste Durmett a 5% de 
significância. 

 

DISCUSSÃO  

A microenxertia e ploidia dos acessos incrementaram o crescimento vegetal 

A intensidade com que a enxertia promove o crescimento vegetativo depende das 

características dos epibiotos e hipobiotos (Ito 1992). O hipobioto interfere no 

desenvolvimento do epibioto de várias formas, afetando o desenvolvimento vegetativo, 

tolerância ao estresse, dentre outros (Lee et al. 2010; Gregory et al. 2013). O controle desta 

interferência é, possivelmente, realizada por meio de alterações dos sinais químicos da raiz 

para o caule e/ou vice versa (Gregory et al. 2013). Recentemente diversos estudos de 

sinalização à longa distância via enxertia evidenciaram vários tipos de sinais móveis, tais 

como hormônios (Sorce et al 2007; Etehadnia et al. 2008; Aloni et al. 2010; El-Sharkawy 

et al. 2012), proteínas (Corbesier et al. 2007), RNAs (Harada et al. 2010) e outros. 
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Os poliploides apresentam o início da brotação das gemas axilares tardiamente, 

quando comparadas aos diploides, o que leva ao desenvolvimento de plantas com menores 

estaturas (Notini 2013). Neste trabalho observou-se esse decréscimo na estatura das plantas 

quando ocorreu a inversão de hipobioto para epibioto, ou vice-versa do acesso poliploide 

LCT28, o que pode ser constatado no encurtamento dos nós das plântulas provindas da 

combinação 28-22 e, ainda, no atraso ou ausência de conexão vascular na combinação 22-

28. Estes fatos podem ter relação também com incompatibilidade entre os acessos ou algum 

empecilho no transporte de nutrientes e água para a parte aérea (Khalafalla e Daffalla 

2008), com isso prejudicando o desenvolvimento vegetativo das plântulas 

microenxertadas. A formação de conexões vasculares entre tecidos é um dos principais 

marcos do sucesso da enxertia, embora isso não garanta o sucesso a longo prazo. Uma falha 

na formação das conexões vasculares quase sempre levará a falha na enxertia (Aloni et al. 

2010).  

As alterações morfológicas e fisiológicas dos tecidos adjacentes para compensar e 

cicatrizar o “ferimento” (Melnyk 2017) acarreta mudanças no desenvolvimento vegetal 

(Mudge et al. 2009; Lee et al. 2010), como foi constatado com as autoenxertias dos acessos 

LCT22 e LCT28, onde observou-se incremento do desenvolvimento da parte área e 

radicular por meio do acréscimo de massa vegetal.  

Corroborando as premissas de que poliploidização induz maior acúmulo de 

biomassa das partes vegetativas (Dhooghe et al. 2011), quando utilizou-se o acesso LCT28 

como epibioto, apresentou-se o incremento da massa seca na parte aérea e radicular das 

plântulas microenxertadas. 
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Alterações anatômicas na microenxertia  

Inicialmente pode-se pensar que a camada de células danificadas seja uma reação 

de incompatibilidade entre as plantas utilizadas na microenxertia, ao contrário, é uma 

resposta ao ferimento realizado no tecido vegetal (Yeoman et al. 1978). Essa resposta atua 

como um mecanismo da planta para reduzir a perda de água e nutrientes e, ainda, uma 

barreira de resistência contra infeção por patógenos (Mo et al. 2017). 

A presença do calo permite uma via de comunicação entre o epibioto e hipobioto e 

também uma região que proporcionará a conexão vascular (Mo et al. 2017). De acordo com 

Wang e Kollmann (1996), o calo não deve ser associado como uma reação de 

compatibilidade e sim como uma resposta passiva ao ferimento realizado por meio da 

técnica de microenxertia. 

Em Carya illinoensis, a diferenciação dos elementos do tecido vascular e a conexão 

vascular ocorreu no intervalo de 20-30 dias do cultivo (Mo et al. 2017). Já nas 

microenxertias de fáfia observou-se uma variação grande nessas fases, sendo que o 

intervalo foi de 14 a 45 dias, dependendo do acesso utilizado.  

Também observou-se diferenças, como a conexão vascular prematura aos 21 dias 

de cultivo da combinação 28-28, sendo que os demais tratamentos apresentaram tal 

conexão a partir dos 35 dias. Essa rapidez na conexão vascular pode ser devido o epibioto 

e hipobioto serem do mesmo acesso, a poliploidia que acarreta em maior taxa de 

desenvolvimento vegetal e o estresse causado à planta pela microenxertia, o que faz com 

que a planta acelere o seu metabolismo para compensar o estresse. Para a maioria dos 

pesquisadores a conexão vascular é o marco de sucesso da enxertia (Olmstead et al. 2006).  
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A microenxertia influenciou na redução da relação Cla/Clb  

O teor de clorofilas não apresenta uma relação direta com a capacidade 

fotossintética, porém é um bom indicador do status do aparato fotossintético vegetal. Sendo 

assim, o seu decréscimo pode limitar a taxa fotossintética devido à diminuição da absorção 

de luz (Christensen et al. 2008). A autoenxertia atuou de forma antagonista nos diferentes 

acessos em relação ao teor de clorofila a, sendo que com o acesso LCT22 ocorreu um 

acréscimo, e com o acesso LCT28 tendeu a um decréscimo.  Nas microenxertias variando 

os dois acessos observou-se menor teor de clorofila a quando o acesso LCT28 foi o 

epibioto. Já em relação ao teor de clorofila b, o acesso LCT22 sem microenxertia 

apresentou menor valor em comparação aos demais tratamentos. O acesso LCT22 sem 

microenxertia e a microenxertia 28-22 apresentou menor valor de teor de clorofila total. A 

microenxertia influenciou negativamente na relação Chla/Chlb, ou seja, os acessos LCT22 

e LCT28 apresentaram maior teor de Chla do que Chlb. Já os tratamentos com 

microenxertia apresentaram aumento no teor de Chlb, indicado possivelmente que as 

plantas microenxertadas estão sob estresse, o que acarreta no aumento de exigência 

energética da planta. Com isso necessita-se de pigmentos acessórios, no caso a Chlb, para 

maior captação de energia luminosa, com intuito de compensar os gastos energéticos. 

Diante disso, pode-se pressupor não só que a enxertia influenciou nos teores de 

clorofila a e b, mas também a ploidia de cada acesso de fáfia. Plântulas poliploides tendem 

a apresentar maior quantidade de clorofilas (Notini 2013) e dependendo da compatibilidade 

ou incompatibilidade entre as plântulas envolvidas na microenxertia pode ocorrer 

alterações nos parâmetros relacionados com o crescimento vegetal (Melnyk 2017).  Uma 

vez que a redução de clorofilas é um dos principais fatores que afetam negativamente o 
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cultivo in vitro tradicional, o aumento no teor das mesmas facilita a interação das plântulas 

com a radiação luminosa incidente nas folhas e o estabelecimento de uma estrutura 

fotossintética mais eficiente que favoreça o desenvolvimento vegetal (Alvarez et al. 2012). 

 

Acúmulo de açúcares solúveis e amido  

Carboidratos são sintetizados nas folhas vegetais a partir da fotossíntese. Açúcares 

solúveis consistem primariamente de sacarose, glicose e frutose (Webb e Burley 1964). 

Elevados níveis de carboidratos e hormônios vegetais específicos são requeridos para a 

formação de calo (Hunter et al. 2004), mas poucos trabalhos descrevem a relação entre os 

dois (Phillips et al. 2015). O acúmulo de açúcares é um indicador de estresse, e com 

frequência interfere na resposta aos ajustes e reprogramação da planta (Ferreira 2017).  

A sacarose é a principal fonte de carbono e energia, na qual a formação ocorre por 

meio de vários processos metabólicos (Xing et al. 2015). É sintetizada no citoplasma das 

células das folhas, onde é levada para o floema e transportada para os tecidos (Tognetti 

2013). Os tratamentos LCT28 sem enxertia e a microenxertia 22-22 apresentaram maior 

teor de sacarose na parte aérea. Já em relação a parte radicular, todos os tratamentos 

apresentaram valores imperceptíveis à análise de sacarose realizada neste trabalho. 

Sacarose é um composto osmorregulatório bem caracterizado, no qual o acúmulo é 

observado em muitas plantas em resposta a estresse osmótico e hídrico (Gavaghan et al. 

2011).  

Nas microenxertias que foram realizadas com o acesso LCT28, observou-se maior 

teor de glicose na parte aérea. Por outro lado, a microenxertia 22-22, acesso LCT22 e 

acesso LCT28 apresentaram menor teor de glicose na parte aérea. Já na parte radicular, 



40 

 

observou-se altos teores de glicose em todos os tratamentos em comparação com a parte 

aérea dos mesmos. Sacarose e glicose estimulam proliferação celular, resultando em maior 

crescimento e eventualmente em diferenciação de tecidos (Roitsch e Gonzalez 2004). 

Os tratamentos com microenxertia apresentaram maior teor de frutose na parte 

aérea do que os tratamentos sem enxertia. Em todos os tratamentos, a parte aérea 

apresentou maior teor de frutose do que a parte radicular. Os resultados do trabalho de 

Karimi (2017) indicaram uma correlação positiva entre teor de açúcares solúveis do 

epibioto e percentagem de sucesso da enxertia. Isto pode ser devido a função dos 

carboidratos na divisão celular na enxertia. Também resultados identificaram que não 

houve correlação entre teor de açúcares solúveis de hipobioto e sucesso de enxertia e 

mortalidade. (Yildiz et al. 2003; Karimi 2017). 

Observou-se incremento do teor de amido nas partes aérea e radicular dos 

tratamentos com microenxertia, e os tratamentos sem enxertia apresentaram menores teores 

de amido tanto para parte aérea quanto radicular. Amido está diretamente envolvido na 

formação de calo e no crescimento vegetativo (Hunter et al. 2004). O hipobioto pode afetar 

o status hídrico, fotossíntese, o acúmulo de amido e massa seca do epibioto (Padgett-

Johnson et al. 2000), e consequentemente influencia no crescimento vegetativo e na 

produtividade vegetal (Sabbatini e Howell 2013). 

 

Incremento do teor de 20E  

Os poliploides são bastante notáveis para plantas medicinais, em virtude de 

exibirem aumento da biomassa e da quantidade dos compostos de interesse farmacológicos 

(Gao et al. 1996). Como foi notado em poliploides de Artemisia annua (Jesus-Gonzalez e 
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Weathers 2003), Panax ginseng (Kim et al. 2004), Centella asiatica (Kaensaksiri et al. 

2011) e Pinellia ternate (He et al. 2012). No trabalho realizado por Gomes et al. (2014), 

constatou-se teor elevado de 20-hidroxiecdisona nas plantas do acesso poliploide LCT28, 

o que indica o seu potencial em relação à produção do composto secundário de interesse 

nesse trabalho. No presente estudo observou-se um incremento discrepante do teor de 20E 

na parte aérea da autoenxertia do acesso poliploide LCT28. Por meio deste, podemos 

constatar que além da poliploidia influenciar no aumento do teor do princípio ativo de 

interesse, a microenxertia também atuou nesse incremento consideravelmente.  

Em estudos realizados por Ferreira (2017) a infecção das raízes de plantas de Pfaffia 

glomerata com nematoides incrementou o teor de 20E, o que foi acompanhado pelo 

aumento e redução da expressão dos genes SPOOK e PHANTOM, respectivamente. Além 

disto, demonstrou-se que o acúmulo de 20E em algumas plantas como a fáfia pode ser 

induzido por ferimentos de insetos (Ferreira 2017) ou mecânicos, como observado no 

presente trabalho.  

 

CONCLUSÃO 

De acordo com os resultados deste trabalho, a utilização da técnica de microenxertia  

induziu o aumento dos teores de açúcares solúveis, amido e clorofilas, sendo que estes 

influenciaram na obtenção de plantas autoenxertadas vigorosas e produtivas do acesso 

poliploide LCT28. Além disso, na parte aérea deste último, ocorreu o incremento do teor 

de 20E.  

Diante dessas informações, faze-se necessário estudos relacionados com 

características morfoanatômicas iniciais e um perfil hormonal das plantas autoenxertadas 
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do acesso LCT28, com intuito de detalhar esse processo que demonstrou grande 

importância principalmente devido ao incremento do teor do 20E. 
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CAPITULO 2 

Efeito do paclobutrazol e sacarose sobre o teor de 20-hidroxiecdisona, expressão dos 

genes SPOOK e PHANTOM, sistema antioxidante e teor de açúcares de plântulas de 

Pfaffia glomerata 

 

RESUMO 

Paclobutrazol (PBZ) e sacarose são compostos que atuam efetivamente no acúmulo 

de biomassa e interferem na síntese de metabólitos secundários. Além disso são agentes 

que induzem a tuberização in vitro. Este processo ocorre quando há a repressão do 

desenvolvimento do sistema caulinar, o que aumenta a biomassa das raízes, culminando no 

estímulo do metabolismo secundário. O objetivo desse trabalho foi observar alterações na 

produção do metabólito secundário (20-hidroxiecdisona; 20E) e na expressão dos genes 

SPOOK e PHANTOM provindas do processo de tuberização in vitro induzido em plantas 

de Pfaffia glomerata. Os tratamentos influenciaram na redução do crescimento vegetal, 

acúmulo de biomassa na parte aérea e radicular. A concentração 8% de sacarose atuou 

como agente protetivo do estresse oxidativo, culminando na redução da atividade 

enzimática. O PBZ, associado com a sacarose, não aumentou o teor de 20E, porém alterou 

a modulação dos genes SPOOK e PHANTOM. 

 
Palavras-chave: paclobutrazol, sacarose, citocromo P450, 20-hidroxiecdisona 
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ABSTRACT 

Paclobutrazol (PBZ) and sucrose are compounds that effectively act on the accumulation 

of biomass and interfere with the synthesis of secondary metabolites. In addition, they are 

agents that induce in vitro tuberization. This process occurs when there is repression of the 

development of the caulinar system, which increases the biomass of the roots, culminating 

in the stimulation of the secondary metabolism. The objective of this work was to observe 

changes in the production of the secondary metabolite (20-hydroxyecdysone; 20E) and the 

expression of the SPOOK and PHANTOM genes from the in vitro tuberization process 

induced in Pfaffia glomerata plants. The treatments influenced in the reduction of the plant 

growth, accumulation of biomass in the aerial and radicular part. Concentration 8% of 

sucrose acted as a protective agent of oxidative stress, culminating in the reduction of 

enzymatic activity. PBZ associated with sucrose did not increase the 20E content, but 

altered the SPOOK and PHANTOM gene modulation. 

Key words: paclobutrazol, sucrose, cytochrome P450, 20-hydroxyecysone 
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INTRODUÇÃO 

Pfaffia glomerata (Spreng.) Pedersen (Amaranthaceae) é popularmente conhecida 

como fáfia, ginseng brasileiro, dentre outros. O centro de coleta mais importante das 

espécies desse gênero é o Brasil (Corrêa Júnior et al. 2006). As raízes de fáfia são utilizadas 

na medicinal tradicional na prevenção e cura de várias doenças (Flores 2006).  

P.glomerata produz e acumula fitoesteroides, como o estigmasterol, sitosterol, 

alantoína, ecdisteroides, triterpenoides e nortriterpenoides. Fitoecdisteroide é o maior 

grupo isolado em fáfia, e 20-hidroxiecdisona (20E) é o mais encontrado no gênero (Bakrim 

et al. 2008). Esses compostos apresentam utilidade agroquímica, biotecnológica medicinal 

e farmacêutica e estão envolvidos em processos bioquímicos e fisiológicos das plantas 

(Festucci-Buselli et al. 2008). É possível que 20E atue na defesa de plantas contra insetos 

fitófagos (Dinan et al. 2009). No entanto, sua via de biossíntese, bem como os fatores que 

nela interferem, ainda não estão claramente elucidados (Festucci-Buselli et al.  2008). 

Vários estudos foram realizados com o intuito de aumentar o conteúdo de 20E e 

esclarecer sua rota de biossíntese em fáfia. Dentre eles encontra-se o trabalho de Saldanha 

et al. (2013), onde plantas foram submetidas a ambiente enriquecido com CO2, indução de 

poliploidização (Corrêa et al. 2016), e recentemente infecção de plantas por nematoides 

(Ferreira 2017).  

Além desses estudos, outra possibilidade de aumentar o conteúdo de 20E e 

colaborar para esclarecimento dessa lacuna do conhecimento científico é a indução da 

tuberização in vitro. Entretanto, para que haja sucesso, a escolha do acesso a ser utilizado 

é fundamental. Desta forma, optou pela utilização do acesso LCT22, visto apresentar maior 

acúmulo de 20E nas raízes (Cruz 2011).  
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A indução de tuberização in vitro é uma via promissora para otimizar a 

produtividade de espécies medicinais, e atender a demanda da indústria farmacêutica 

(Ashraf et al. 2013). Várias espécies como Solanum tuberosum, Plectranthus esculentus, 

Chlorophytum Borivilianum, Dioscorea alata (Bazabakana et al. 2003; Allemann e 

Hammes 2006; Fogaça et al. 2010; Ashraf et al. 2013) são investigadas quanto ao processo 

de tuberização. 

 Vários fatores controlam a tuberização, como sacarose (Teixeira e Pinto 1991), 

reguladores de crescimento (Harvey et al. 1991; Pelacho e Mingo-Castel 1991; Leclerc et 

al. 1994), fotoperíodo (Ortiz-Montiel e Lozoya-Saldana 1987; Pelacho e Mingo-Castel 

1991; Seabrook et al. 1993), luz (Slimmon et al. 1989) e componentes do meio de cultura 

(Teixeira e Pinto 1991). Neste trabalho a indução de tuberização in vitro foi realizada a 

partir da adição de concentrações distintas de sacarose e paclobutrazol ao meio de cultivo 

de plantas de P. glomerata. 

A sacarose atua como fonte de carbono e agente osmótico (Liu et al. 2018). Em 

altas concentrações suprime o efeito inibitório do ácido giberélico (Aksenova et al. 2012) 

e atua como um sinal inicial da tuberização (Perl et al. 1991). Além disso, esse agente 

osmótico afeta o crescimento vegetal e a diferenciação celular, acarretando aumento de 

biomassa e mudanças profundas no formato das plantas (Tognetti et al. 2013; Liu et al. 

2018). Alguns trabalhos indicaram a sacarose como sinal inicial de indução de vias 

relacionadas com a defesa das plantas e como fonte essencial de carbono para o 

metabolismo secundário (Berger et al. 2004; Bolton, 2009). 

Os compostos triazois, como paclobutrazol, são fungicidas sistêmicos, que 

apresentam propriedades de reguladores de crescimento vegetal. São capazes de alterar o 

equilíbrio dos hormônios vegetais, incluindo giberelinas, ácido abscísico e citocininas 
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(Ribeiro et al. 2012). Esses compostos induzem uma variedade de respostas morfológicas 

e bioquímicas em plantas, incluindo inibição do alongamento caulinar, estímulo do 

desenvolvimento radicular e aumento da síntese de citocininas (Pinto et al. 2006). Com o 

aumento da biomassa vegetal, em plantas medicinais, o paclobutrazol induziu o aumento 

de vários metabólitos secundários como em Catharanthus roseus (Jaleel et al. 2007). A 

redução da síntese de giberelinas causada pela adição de paclobutrazol estimula o processo 

de tuberização (Simko 1994; Jackson e Prat 1996).  

A identificação de metabólitos primários como glicose, frutose, sacarose e amido é 

uma abordagem interessante para compreender o metabolismo e a fisiologia vegetal 

envolvidos nas adaptações de plantas a diferentes ambientes (Guarnerio et al. 2012), uma 

vez que estes metabólitos influenciam no crescimento e metabolismo do vegetal.  

O sistema antioxidante está envolvido na regulação do metabolismo dos radicais 

livres quando as plantas são expostas a experiências de estresses bióticos ou abióticos 

(Adição de PBZ e alta concentração de sacarose). Essa regulação pode ser investigada por 

meio das alterações nas mensurações das atividades das enzimas antioxidantes (Jaleel et al. 

2007). Um dos mecanismos de defesa contra o estresse oxidativo é o aumento das 

atividades das enzimas superóxido dismutase (SOD), catalase (CAT), peroxidase (POD) e 

ascorbato peroxidase (APX).  

As enzimas do citocromo P450 (CYP) são codificadas pelos genes Halloween – 

spook (spo), phantom (phm), disembodied (dib), shadow (sad), e shade (shd), que catalisam 

uma série de passos de hidroxilações, resultando no hormônio ativo de muda, o 20E (Zhou 

et al. 2016). A relação da biossíntese de ecdisteroides envolvidos na muda dos insetos como 

nas plantas é uma ferramenta interessante para entender a regulação dessa rota biossíntética 



54 

 

nas plantas (Festucci-Busceli et al. 2008), visto que a síntese de 20E foi observada em 

várias plantas (Lafont et al. 2005). Plantas de Pfaffia glomerata infectadas com nematoide 

apresentaram alto teor de 20E relacionado com a regulação dos genes SPOOK e 

PHANTOM (Ferreira 2017).  

As hipóteses deste trabalho baseiam-se nas seguintes questões: Como o perfil de 

açúcares se comporta em plantas de fáfia cultivadas em meio de cultura com agentes 

indutores de tuberização in vitro? Como o sistema antioxidante se comporta em plantas de 

fáfia cultivadas em meio de cultura com agentes indutores de tuberização in vitro? Como 

é a expressão de genes SPOOK e PHANTOM na biossíntese de 20E de plantas de fáfia 

cultivadas em meio de cultura cultura com agentes indutores de tuberização in vitro? 

Desse modo, o objetivo desse trabalho foi verificar se as concentrações de PBZ e 

sacarose adicionadas ao meio de cultivo de plantas de fáfia induziriam a tuberização in 

vitro, alterariam a produção do princípio ativo 20E e o comportamento da expressão dos 

genes SPOOK e PHANTOM. 

 

MATERIAL E MÉTODOS 

Material vegetal 

Plantas do acesso LCT22 mantidas por subcultivos mensais heterotrófico foram 

transferidas para diferentes concentrações combinadas de Paclobutrazol (PBZ) x Sacarose 

[(0 e 0,6 mg L-1) x (3% e 8%)]. Quatro segmentos nodais (1 cm de comprimento) com 

folhas, foram inoculados em frascos (600 mL) contendo 120 mL de meio constituído pelos 

sais MS (Murashige e Skoog 1962), vitaminas MS (0,5 mg L-1 de ácido nicotínico, 0,5 mg 

L-1 de piridoxina, 0,1 mg L-1 de tiamina e 2 mg L-1 de glicina) 100 mg L-1 de mio-inositol. 
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O meio de cultura foi ajustado para pH 5,7 e geleificado com 2,8 g L-1 de fitagel, sendo 

posteriormente esterilizado por autoclavagem a 121 °C e 1,5 atm, durante 15 min. As 

culturas foram mantidas a 25 ± 2 °C sob irradiância de 150 µmol m-2 s-1 e fotoperíodo de 

16 h.  

Ao final de 45 dias de cultivo foram retiradas amostras vegetais para a análise 

anatômica, teores de açúcares amido, clorofilas, 20E, enzimas do estresse oxidativo e 

expressão gênica.   

Inicialmente foram realizados experimentos pilotos para estabeler as concentrações 

viáveis. Diversas concentrações ocasionaram na redução extrema do crescimento ou morte 

das plantas, o que dificultou a coleta de massa vegetal suficiente para realização das 

análises pretendidas. 

Diante disso, os tratamentos propostos foram: paclobutrazol (PBZ) x sacarose x 

região da planta [(0 e 0,6 mg L-1) x (3% e 8%) x (Parte aérea e radicular)]. Dispostos em 

delineamento inteiramente casualizado em arranjo trifatorial (2x2x2). A unidade 

experimental foi composta por quatro plantas por frasco e o experimento foi composto por 

10 repetições/tratamento. 

 

Avaliação do crescimento 

Após 45 dias foram avaliados parâmetros do crescimento: número de nós, 

comprimento das partes aérea e radicular, massa fresca e seca das partes aérea e radicular. 

 

Teor de 20E 

As amostras foram preparadas a partir de 100 mg de material vegetal para 10 mL 

de metanol, as quais ficaram armazenadas em temperatura ambiente (25 ± 2 ºC), durante 
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oito dias, sob agitação diária do extrato. Após esse período, os extratos foram centrifugados 

(15 min/5.000 rpm) e o sobrenadante coletado. O extrato metanólico, foi analisado por 

cromatografia líquida de alta eficiência, utilizando as seguintes condições: equipamento da 

Shimadzu modelo LC-10AI, equipado com detector SPD-10AI, CBM-10A; coluna 

Bomdesil C 18 (5,0 μm x 4,6 mm x 250 mm); a fase móvel foi composta por metanol-água 

na proporção 50:50 (v/v), com fluxo esperado de 1,2 mL min-1 e tempo de corrida da 

amostra de 15 min.  

A curva de calibração foi obtida com padrão de 97% de pureza de β-ecdisona 

(Sigma Chem. Co., EUA), em concentrações de 5, 10, 20, 40, 80, 100 e 160 mg L-1 metanol, 

os quais foram injetados (20 μL). Os valores obtidos nos cromatogramas, correspondentes 

às concentrações das amostras-padrão, foram plotados no gráfico e obtido a equação para 

cálculo do teor de 20E dos indivíduos. 

 

Determinação do teor de açúcares e de clorofilas 

Amostras das partes aérea e radicular dos tratamentos foram coletadas no fim do 

dia (1 h antes do escurecer) e submetidas à extração etanólica determinando-se, na fração 

solúvel, os teores de glicose, frutose e sacarose segundo metodologia descrita por Fernie et 

al. (2001). Inicialmente, em cada microplaca, foram adicionados em cada poço 160 μL do 

meio de reação (HEPES/KOH 100 mM com MgCl2 3 mM pH 7, ATP 118 mM, NADP+ 

48,4 mM, e 56 unidades de desidrogenase da glicose-6-fosfato - G6PDH (5 mg mL-1)), 30 

μL do extrato e 20 μL de etanol 80%. Por meio de um leitor de microplacas (OptiMax 

Tunable Microplate Reader) foram realizadas leituras das absorvâncias a 340 nm com 

intervalos entre leituras de 1 min. Uma vez ocorrida a estabilização da densidade ótica 

(OD), adicionou-se 5 μL, sucessivamente, das seguintes enzimas: hexocinase (1,5 U por 
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reação), fosfoglicose isomerase (0,7 U por reação) e invertase (5 U por reação), após 

intervalo aproximado de 25 min entre cada aplicação. Para estimar a concentração dos 

açúcares, resultados expressos em μmol g-1, utilizou-se a equação baseada na lei de 

Lambert-Beer: μmol NADPH = ΔOD/ (2,85*6,22). 

Os pigmentos fotossintéticos foram determinados de amostras da parte aérea de 

todos os tratamentos, como descrito por Porra et al. (1989). 

 

Determinação do teor de amido 

A concentração de amido foi determinada como descrito previamente por Fernie et 

al. (2001). Aos tubos contendo o precipitado resultante da extração etanólica e o NaOH 0,1 

M, foram adicionados 70 μL de ácido acético 1 M, para neutralização do extrato. Uma 

alíquota de 40 μL da suspensão foi retirada e colocada em uma microplaca, a qual continha 

60 μL do mix de hidrólise do amido, composto pelas enzimas amiloglicosidase (0,14 

unidades μL-1) e α-amilase (0,01 U μL-1) ressuspendidas em acetato de sódio 0,5 M pH 4,9. 

A microplaca foi vedada com fita de alumínio (3M Modelo 425®) e incubada por 1 h a 55 

°C, com leve agitação. Posteriormente, 25 μL do extrato hidrolisado foram transferidos 

para uma microplaca nova, que continha 160 μL do meio de reação composto por tampão 

Hepes/KOH 1M pH 7,0 MgCl2 3 mM, ATP 118 mM, NADP+ 48,4 mM e 56 unidades de 

desidrogenase da glicose-6-fosfato– G6PDH (0,7 unidades μL-1), por poço. Por meio de 

um leitor de microplacas (OptiMax Tunable Microplate Reader) foram lidas as 

absorvâncias das respectivas amostras a 340 nm, com 1 min de intervalo entre as leituras. 

Uma vez estabilizado a OD, foi adicionado aos poços 2 μL de hexocinase (2 unidades por 

reação). O conteúdo de amido foi então calculado de acordo com a equação Lambert-Beer 

e os resultados expressos em μmol de glicose por g-1 de massa seca (MS). 
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Enzimas do estresse oxidativo  

Foi quantificada a atividade das enzimas peroxidase, ascorbato peroxidase, catalase 

e superóxido dismutase. Para isso, foram adicionados 100 mg de parte áerea e parte 

radicular de cada tratamento, maceradas em nitrogênio líquido e homogeneizadas, 2 mL de 

tampão de extração (Tampão fosfato de potássio 0,1 M, pH 6,8; EDTA 0,1 mM; fluoreto 

de fenilmetilsulfonil (PMSF) 1 mM; polivinilpolipirrolidona (PVPP) 1%) com posterior 

centrifugação a 12.000 g, por 15 min. O sobrenadante obtido foi utilizado como extrato 

bruto na determinação das atividades enzimáticas. Todas as etapas necessárias ao processo 

de extração foram conduzidas à 4°C. 

Peroxidase (POX): A atividade da POX foi determinada pela adição de 0,1 mL do 

extrato enzimático bruto a 4,9 mL de meio de reação (tampão fosfato de potássio 50 mmol 

L-1, pH 6,8, pirogalol 20 mmol L-1 e H2O2 20 mmol L-1 (Kar e Mishra, 1976). A produção 

de purpurogalina foi determinada pelo aumento da absorvância durante o primeiro minuto 

de reação a 420 nm, a 25°C. A atividade enzimática foi calculada utilizando-se o 

coeficiente de extinção molar de 2,47 mM-1 cm-1 (Chance e Maehley, 1955) e expressa em 

μmol min-1 mg-1 proteína.  

Ascorbato peroxidase (APX): A atividade da APX foi determinada de acordo com 

o método de Nakano e Asada (1981), modificado por Koshiba (1993). Alíquota de 100 μL 

do extrato enzimático foi adicionada a 2,9 mL de meio de reação (tampão fosfato de 

potássio 50 mM, pH 6,0, ácido ascórbico 0,8 mM e H2O2 1 mM). O decréscimo na 

absorbância a 290 nm, a 25°C, foi medido durante o primeiro minuto de reação, sendo, a 

atividade da APX determinada com base na inclinação da reta nos primeiros segundos, 

após o início da reação. A atividade enzimática foi calculada utilizando-se o coeficiente de 
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extinção molar de 2,8 mM-1 cm-1 (Nakano e Asada 1981) e o resultado expresso em μmol 

min-1 mg-1 proteína. 

Catalase (CAT): A atividade da CAT foi determinada pela adição de 0,1 mL do 

extrato enzimático bruto a 2,9 mL de meio de reação (tampão fosfato de potássio 50 mmol 

L-1, pH 7,0 e H2O2 12,5 mmol L-1) (Havir e Mchale, 1987). O decréscimo na absorbância, 

no primeiro minuto de reação, foi medido a 240 nm a 25°C. A atividade enzimática foi 

calculada utilizando-se o coeficiente de extinção molar de 36 M-1 cm-1 (Anderson et al. 

1995) e expresso em μmol min-1 mg-1 proteína.  

Superóxido dismutase (SOD): A atividade da SOD foi determinada pela adição de 

50 μL do extrato enzimático bruto a 5 mL de meio de reação (tampão fosfato de sódio 50 

mmol L-1, pH 7,8, contendo metionina 13 mmol L-1, azul de p-nitro tetrazólio (NBT) 75 

μmol L-1, EDTA 0,1 mmol L-1 e riboflavina 2 μmol L-1). A reação foi conduzida a 25°C, 

numa câmara de reação sob iluminação de uma lâmpada fluorescente de 15 W, mantida no 

interior de uma caixa coberta com papel alumínio. Após 5 min de exposição à luz, a 

iluminação foi interrompida e a formazana azul, produzida pela fotorredução do NBT, foi 

medida pela absorvância a 560 nm. A absorvância a 560 nm de um meio de reação 

exatamente igual ao anterior, mantido no escuro por igual período, serviu de branco e foi 

subtraído da leitura das amostras que receberam iluminação (Giannopolitis e Ries 1977). 

Uma unidade de SOD foi definida como a quantidade de enzima necessária para inibir em 

50% a fotorredução do NBT (Beauchamp e Fridovich 1971). 

 

Extração de RNA, síntese de cDNA e análise de RT-qPCR  

Aos 45 dias de cultivo, o RNA total foi isolado a partir de amostras das partes áerea 

e radicular de plântulas de P. glomerata de todos os tratamentos já descritos acima, usando 
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TRI Reagent® (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA) e tratado com DNAse I (Thermo 

Scientific NanoDrop Technology, Wilmington, Delaware, USA) para remover 

contaminação do DNA genômico.  

O cDNA foi sintetizado a partir de 500 ng de RNA total usando a enzima MMLV 

Transcriptase reversa, (Ludwig Biotec®, Alvorada, Brazil). Níveis de expressão do 

ecdisteroide 25-hidroxilase (“Phantom” - Cyp306a1) e citocromo P450 familia 307 

subfamilia A (“Spook” - Cyp307a1) foram acessados pelo RT-qPCR com gene de primers 

específicos. RT-qPCR foi conduzido em CFX96 Touch™ (BIO-RAD). O gene glicerol-3-

fosfato desidrogenase (PgGAPDH) de Pfaffia glomerata foi usado com um gene de 

referência interno com primers específicos. Os primers foram obtidos a partir do 

transcriptoma de P. glomerata (Batista et al., submetido). 

Os primers foram obtidos a partir do transcriptoma de P. glomerata (em 

preparação). Os primers utilizados foram: GAPDH gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase, 

primer direto (5´-GCCAGCCCTCAATGGTAAGT-3´), primer reverso (5´-

CGGTGTAACCAAAATGCCC-3´), e P. glomerata CYP306A1, ecdisteroides 25-

hidroxilase [Phantom], primer direto (5´-GTCCTGGTGATGTTGGCCT-3´), primer 

reverso (5´-TGGGCATGGAATAGCACGTA-3´), e citocromo P450, família 307, 

subfamília A [Spook], primer direto (5´-GCGGTACGATGAAGGTCGAT-3´), primer 

reverso (5´-TCAACCCTAGCCACGTTTCC-3´).  

Os programas de PCR foram os seguintes: 2 min a 50 ºC e 10 min a 90 ºC, seguido 

por 40 ciclos de 16 s a 95 ºC e 1 min a 60ºC, e 15 s a 95 ºC, 1 min a 60 ºC, 30 s a 95 ºC, e 

15 s a 60 ºC. Os níveis de transcrito foram determinados usando o método 2−ΔΔCt (Livak e 

Schmittgen 2001) com três réplicas biológicas e pelo menos três réplicas técnicas (reações), 

estando cada réplica técnica composta por uma reação de PCR.  
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Análise dos dados 

Os dados provindos da expressão gênica foram analisados estatisticamente por 

análise de variância (ANOVA), com as médias comparadas pelo teste de Dunnet, com nível 

de significância de 5%. 

As análises de crescimento, fisiológicas e bioquímicas foram analisadas pelo teste 

de variância ANOVA a 5% de probabilidade e separação de médias pelo teste Tukey a 5% 

de significância utilizando o programa estatístico GENES (Cruz 2013). 

 

RESULTADOS 

Aspectos morfológicos e de crescimento 

 No tratamento controle (0x3), as plântulas apresentaram crescimento normal tanto 

da parte aérea quanto radicular (Figura 1A). Presença de folhas grandes e expandidas e 

com raízes finas e longas (Figura 1B e Figura 1C). 

 Por outro lado, no tratamento com acréscimo de PBZ (0,6x3) observou-se plântulas 

com redução do crescimento da parte aérea e radicular (Figura 1D). Presença de folhas 

pequenas, mais espessas, coloração verde escuro, formato cordiforme e redução 

considerável do tamanho dos nós (Figura 1E). Raízes mais curtas, porém mais espessas 

(Figura 1F). 

No tratamento com acréscimo de 8% de sacarose (0,6x8) apresentou também 

prejuízo no crescimento vegetal (Figura 1G). Presença de folhas pequenas, mais espessas, 

coloração verde escuro a amarelada, formato cordiforme e redução considerável do 

tamanho dos nós (Figura 1H). Raízes mais curtas, porém mais espessas (Figura 1I). 
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Figura 1. Efeito das concentrações de PBZ e sacarose sobre explantes de Pffafia 
glomerata após 45 dias de cultivo in vitro. A-C. Explantes cultivados sem PBZ + 
sacarose 3%. D-F. Explantes cultivados em 0,6 mg/L PBZ + sacarose 3%. G-I . 
Explantes cultivados em 0,6 mg L-1 PBZ + sacarose 8%. Barras: A: 5 cm; B-C: 2,5 
cm; D-H: 4,5 cm. 
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Aspectos do crescimento das plantas de Pfaffia glomerata expostas a PBZ x Sacarose 

O tratamento 0x3 apresentou maiores valores para o comprimento da parte aérea e 

radicular. Observou-se também que a adição de PBZ e o aumento da sacarose atuaram na 

diminuição dos comprimentos da parte aérea e radicular (Figura 2). 

 

Figura 2. Comprimento das partes aérea e radicular da plantas de fáfia expostas a 
concentrações de PBZ e sacarose após 45 dias de cultivo in vitro. As médias seguidas de 

uma mesma letra, não diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de significância. Letras 

minúsculas equivalem a diferenças entres as partes aérea e radicular e letras maiúsculas 

equivalem a diferenças entre os tratamentos. 

 

Os maiores valores para massa fresca da parte aérea e radicular foram do tratamento 

0x3 (Figura 3A). 

Observou-se que o PBZ atuou no aumento da massa seca da parte aérea e radicular. 

Já o aumento da concentração de sacarose influenciou no decréscimo do valor de massa 

seca da parte aérea. O tratamento 0x3 apresentou os menores valores para massa seca tanto 

da parte aérea quanto radicular (Figura 3B). 
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Figura 3. Massas fresca (A) e seca (B) das partes aérea e radicular da plantas de fáfia 
expostas a concentrações de PBZ e sacarose após 45 dias de cultivo in vitro. As médias 

seguidas de uma mesma letra, não diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de 

significância. Letras minúsculas equivalem a diferenças entres as partes aérea e radicular e 

letras maiúsculas equivalem a diferenças entre os tratamentos. 

 

Variações no teor de clorofilas  

O tratamento 0,6x3 apresentou maiores valores de clorofila a (Figura 5A), clorofila 

total (Figura 5C) e razão Cla/Clb (Figura 5D). Nos dados apresentados pelos gráficos 

observou-se que a adição de PBZ aumentou todas as variáveis analisadas, exceto clorofila 

b (Figura 5B), enquanto à adição de sacarose promoveu a redução desses teores. 
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Figura 5. Teores de clorofila a (A), b (B), total (C) e a razão Clorofila a/clorofila b 
(D) das plantas de fáfia expostas a concentrações de PBZ e sacarose após 45 dias de 
cultivo in vitro. As médias seguidas de uma mesma letra, não diferem entre si pelo 

teste de Tukey a 5% de significância. Letras minúsculas equivalem a diferenças entres 

as partes aérea e radicular e letras maiúsculas equivalem a diferenças entre os 

tratamentos. 

 

Análise dos teores de açúcares redutores e amido 

Todos os tratamentos apresentaram maior teor de glicose na parte radicular 

comparando-se com a parte aérea. (Figura 6A).  

O tratamento 0x3 apresentou maior teor de frutose na parte aérea. E o tratamento 

0,6x3 apresentou menores teores de frutose para as partes aérea e radicular. A parte 

radicular dos tratamento 0,6x3 e 0,6x8 apresentaram maior teor de frutose do que a parte 

aérea dos mesmos tratamentos (Figura 6B). 

O tratamento 0x3 apresentou menor teor de sacarose na parte aérea. Houve um 

aumento do teor de sacarose com adição de PBZ. (Figura 6C). 
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O tratamento 0,6x8 apresentou maior teor de amido na parte aérea. Já o 0x3 

apresentou maior teor de amido na parte radicular. A parte aérea dos tratamento 0,6x3 e 

0,6x8 apresentaram maior teor de amido do que a parte radicular dos mesmos tratamentos 

(Figura 6D). 

 

 

Figura 6. Teores de glicose (A), frutose (B), sacarose (C) e amido (D) das partes aérea 
e radicular das plantas de fáfia expostas a concentrações de PBZ e sacarose após 45 
dias de cultivo in vitro. As médias seguidas de uma mesma letra, não diferem entre si 

pelo teste de Tukey a 5% de significância. Letras minúsculas equivalem a diferenças 

entres as partes aérea e radicular e letras maiúsculas equivalem a diferenças entre os 

tratamentos. 

 

Análise da atividade de enzimas do estresse oxidativo 

A Superóxido dismutase (SOD) demonstrou menor atividade no tratamento 0,6x8 

(Figura 7A). A Peroxidase (POX) teve sua maior atividade detectada no tratamento 0x3. A 

presença de PBZ implicou em uma menor expressão de POX no tratamento, e expressão 
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dessa enzima diminuiu ainda mais com o aumento da concentração de sacarose (Figura 

7B).   No caso da  Ascorbato peroxidase (APX) apresentou menor atividade com a adição 

de PBZ e 8% de sacarose (Figura 7C).  Já a  Catalase (CAT) demonstrou maior atividade 

no tratamento 0x3. A adição de PBZ e 8% de sacarose influenciou na redução considerável 

da expressão da Catalase (Figura 7D). 

 

Figura 7. Atividade das enzimas do estresse oxidativo SOD (A), POX (B), APX (C) 
e CAT (D) da parte aérea das plantas de fáfia expostas a concentrações de PBZ e 
sacarose após 45 dias de cultivo in vitro. As médias seguidas de uma mesma letra, não 

diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de significância. Letras minúsculas 

equivalem a diferenças entres as partes aérea e radicular e letras maiúsculas equivalem 

a diferenças entre os tratamentos. 

 

Teor de 20E e expressão de genes envolvidos na rota da síntese de 20E 

O tratamento 0x3 apresentou maior teor de 20E na parte aérea. A adição de PBZ e 

8% de sacarose ao meio de cultura influenciou na redução do teor de 20E na parte aérea. 

A parte aérea dos tratamento 0x3 e 0,6x3 apresentaram maior teor de 20E do que a parte 
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radicular dos mesmos tratamentos. Não houve alteração no teor de 20E da parte radicular 

entre os tratamentos (Figura 8). 

 

Figura 8. Teor de 20E das partes aérea e radicular das plantas de fáfia expostas a 
concentrações de PBZ e sacarose após 45 dias de cultivo in vitro. As médias seguidas de 

uma mesma letra, não diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de significância. Letras 

minúsculas equivalem a diferenças entres as partes aérea e radicular e letras maiúsculas 

equivalem a diferenças entre os tratamentos. 

 

O gene SPOOK apresentou menor expressão na parte radicular dos tratamentos 

0,6x3 e 0,6x8 (Figura 9). 

 

Figura 9. Expressão relativa do gene SPOOK em plântulas de fáfia expotas a 
concentrações de PBZ e sacarose após 45 dias de cultivo in vitro. As médias foram 
comparadas pelo teste de Dunnet, a 5% de significância de. O asterisco (*) indica a média 
que apresentou diferença estatística. 
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O gene PHANTOM apresentou maior expressão na parte radicular do tratamento 

0,6x3 (Figura 10). 

 

Figura 10. Expressão relativa do gene PHANTOM em plântulas de fáfia expostas a 
concentrações de PBZ e sacarose após 45 dias de cultivo in vitro. As médias foram 
comparadas pelo teste de Dunnet, a 5% de significância. O asterisco (*) indica a média 
que apresentou diferença estatística. 

 

DISCUSSÃO 

Plantas de fáfia expostas à PBZxSacarose apresentaram redução no crescimento da parte 

aérea e radicular 

O PBZ possui certa similaridade estrutural com o ent-caureno e ent-caurenol, 

compostos essenciais na via da biossíntese de giberelinas (Ribeiro et al. 2011). 

Consequentemente, inibe o citocromo P450 monoxigenases, prejudicando a oxidação de 

ent-caureno e ent-ácido caurenoico (ICI 1986; Rademarcher 2000). Como consequência 

dessa inibição, o PBZ pode acarretar na redução nos níveis de giberelinas ao longo da 

planta (Rademarcher 2000), levando à redução do crescimento da parte aérea e radicular, 

e ainda podendo causar colorações verde escuro nas folhas (ICI 1986). 

Corroborando as informações anteriores, neste trabalho observou-se plantas com 

crescimento da parte aérea e radicular prejudicadas, presença de folhas pequenas e 
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coloração verde escuro, nos tratamentos com acréscimo de PBZ (0,6x3 e 0,6x8). O 

aumento da concentração de sacarose desencadeou na diminuição do potencial hídrico, e 

consequentemente no prejuízo para absorção de água e nutrientes (Lédo et al. 2007), 

resultando na coloração amarelada das folhas das plântulas de fáfia.  

Em plantas tratadas com PBZ, a parte aérea apresentou menor desenvolvimento e 

acumulou maior quantidade de massa seca, porém devido ao seu tamanho reduzido, o 

excedente de assimilados produzidos pela planta foi redirecionado para a parte radicular, o 

que induziu o aumento da massa seca dessa região (Ribeiro et al. 2011). Na espécie 

estudada observou-se o mesmo comportamento, onde ocorreu o aumento da massa seca da 

parte aérea e radicular.  

Já com o aumento da concentração de sacarose observou-se o decréscimo da massa 

seca da parte aérea, o que é embasado pelo fato da sacarose atuar negativamente na 

biossíntese de giberelinas (Xu et al. 1998). A presença de PBZ e aumento da concentração 

de sacarose induziu a tuberização in vitro do sistema radicular, indicado pelo aumento da 

massa seca desse órgão. 

 

Variações no teor de clorofilas  

Na análise de todos os teores relacionados com clorofila, observou-se aumento 

quando adicionou-se PBZ e redução quando aumentou-se a concentração de sacarose. 

Elevado conteúdo de clorofila pode ser induzido pelo PBZ, pois este estimula a 

síntese de citocinina que aumenta a diferenciação de cloroplastos e biossíntese de clorofila, 

e ainda previne a degradação de clorofila (Jaleel et al. 2007). Inibidores da biossíntese de 
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giberelinas aumentaram o conteúdo de citocinina em Dianthus caryophyllus (Sebastian et 

al. 2002). Em contrapartida, altas concentrações de sacarose no meio de cultura podem 

inibir o acúmulo de clorofila de plantas in vitro (Neumann e Bender 1987). A redução no 

teor de clorofila em explantes cultivados in vitro pode limitar a taxa fotossintética pela 

redução na absorção de luz (Christensen et al. 2008).  

 

Análise dos teores de açúcares redutores e amido 

Houve um aumento do teor de sacarose com adição de PBZ. E como era esperado, 

também observou-se aumento do teor de sacarose conforme a adição de maior 

concentração de sacarose ao meio de cultura. Possivelmente, isso ocorreu devido o PBZ 

estimular as enzimas envolvidas na síntese de sacarose, o que corrobora com os resultados 

de vários trabalhos que também constataram o aprimoramento da produção de carboidratos 

em distintos tecidos por meio da exposição a PBZ (Wieland e Wample 1985). 

Conforme adicionou-se o PBZ e aumentou a concentração de sacarose no meio, 

observou-se aumento/redução do teor de amido da parte aérea e radicular, respectivamente. 

Esse comportamento foi visto no trabalho de Hua et al. (2016), onde a redução do teor de 

amido na raiz foi explicada pelo aumento transitório no crescimento das folhas e caules, 

em que o amido foi clivado e redirecionado para gastos energéticos do crescimento da parte 

aérea. E o incremento do teor de amido nas partes aéreas é devido ao atividade de enzimas 

metabólicas relacionadas com carboidrato. 
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Análise da atividade de enzimas do estresse oxidativo 

A Superóxido dismutase (SOD) demonstrou maior atividade no tratamento 0x3 e 

0,6x3. Isso indica que essa enzima está cumprindo com o seu papel, convertendo as 

moléculas de superóxido em peróxido de hidrogênio (Mittler 2002), assim provocando 

redução da formação do radical hidroxil e mantendo concentrações baixas de superóxido 

(Sarvajeet e Narendra 2010).  

Por outro lado, com a elevação da concentração de sacarose para 8% observou-se a 

redução da atividade da SOD, provavelmente pela atuação da sacarose como agente 

osmótico (Liu et al. 2018). Esta habilidade lhe permite auxiliar no ajuste osmótico, 

culminando na desintoxicação de espécies reativas de oxigênio e integridade da membrana 

das células vegetais (Pireivatloum et al. 2010).  

A atividade da POX, APX e Catalase induzem resistência ao estresse em plantas 

por meio da remoção do peróxido de hidrogênio dos ciclos biológicos (Hodges et al. 1997). 

As enzimas POX, APX e Catalase demonstraram menor atividade na presença de PBZ e 

maior quantidade de sacarose. A atividade reduzida dessas enzimas pode ser devido a 

elevada atuação da sacarose como agente protetivo do estresse oxidativo (Liu et al. 2018). 

Estudos de Uemura e Steponkus (2003) demonstraram a capacidade da sacarose de 

reduzir as espécies reativas de oxigênio. Em baixas concentrações, a sacarose atua como 

sinal e substrato às alterações induzidas por estresse, enquanto que em altas concentrações 

pode funcionar como um agente protetivo. Este mecanismo deve estar ligado aos radicais 

livres de sacarose oxidada, o que fornece um mecanismo eficiente e estável devido à grande 

capacidade desses radicais livres se regenerarem in vivo. Estes processos devem ser de 

grande importância em vacúolos de tecidos de células que acumulam açúcar, em tecidos 
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associados com o floema ou em algumas células com alta concentração de sacarose (Ende 

et al. 2009). 

 

Teor de 20E e expressão dos genes SPOOK e PHANTOM  

A adição de PBZ ao meio de cultura reduziu o teor de 20E na parte aérea, enquanto 

que na parte radicular não houve diferença estatística entre os tratamentos.  

 PBZ apresenta uma certa similaridade estrutural com ent-caureno e lanosterol que 

são compostos intermediários das vias de biossíntese de giberelinas e esteroides 

(Sugavanam 1984; Ribeiro et al. 2011). Essa similaridade deve acarretar no bloqueio da 

atividade das enzimas da família citocromo P450 envolvidas nas duas vias de biossíntese 

(Sugavanam 1984), assim resultando na redução do níveis de giberelinas e conteúdo de 

esteroides, dentre eles o 20E.  

O gene PHANTOM codifica 25-hydroxilase em insetos (Warren et al. 2004) e o 

gene SPOOK é essencial nos passos de hidroxilação terminal na biossíntese de 

ecdisteroides nos insetos (Namiki et al. 2005). Em estudo relacionado com transcriptoma 

de fáfia (Batista et al., submetido) constatou-se a presença dos genes SPOOK e PHANTOM. 

Diante disso, em estudo com plantas de fáfia infectadas com nematoides constatou-se o 

incremento do teor de 20E, modulação da rota desse composto por meio dos genes SPOOK 

e PHANTOM e forneceu maior embasamento da teoria de que esses genes são análogos na 

modulação de 20E em plantas e insetos (Ferreira 2017). 

Esses dois genes, denominados de genes HALLOWEEN, codificam essas enzimas 

do citocromo P450 em insetos (Zhou et al. 2016). Essas enzimas catalisam hidroxilações, 

resultando no hormônio 20E. Em espinafre observou-se catálise da hidroxilação de 
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ecdisona em 20E nos microssomos (Grebenok e Galbaraith 1996), indicando que esses 

genes e enzimas atuam também nas plantas. Plântulas de fáfia infectadas com nematoide 

apresentaram alto teor de 20E, e maior e menor expressão dos genes SPOOK e PHANTOM, 

repectivamente (Ferreira 2017). Em contrapartida, no presente trabalho, a expressão dos 

genes SPOOK e PHANTOM apresentaram menor e maior expressão, respectivamente, na 

parte radicular das plantas de fáfia exposta a PBZ, resultando na redução de 20E na parte 

aérea.  

 

CONCLUSÃO 

Diante dos resultados desse trabalho, pode-se constatar que o PBZ induziu a 

redução no crescimento vegetal e o acúmulo de biomassa na parte aérea e radicular. Alta 

concentração de sacarose atuou como agente protetivo do estresse oxidativo, culminando 

na redução da atividade enzimática.  

Por fim, a exposição às concentrações de PBZ e sacarose induziu tuberização in 

vitro do sistema radicular, entretanto não apresentou acréscimo do teor de 20E. Com a 

adição de PBZ, a modulação dos genes SPOOK e PHANTOM na parte radicular foi alterada 

e houve a redução do teor de 20E na parte aérea. 

Sugere-se estudos futuros correlacionando concentrações menores de PBZ com o 

teor de 20E, modulação dos genes ligados a rota biossintética do 20E, conteúdo de 

giberelinas e ontogênese do processo de tuberização in vitro.  
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CONCLUSÕES GERAIS 

1. A utilização da técnica de autoenxertia  no acesso LCT28 induziu o aumento dos 

teores de açúcares solúveis, amido e clorofilas; 

2. A autoenxertia do acesso poliploide LCT28 influenciou no incremento do conteúdo 

de 20-hidroxiecdisona;  

3. O PBZ reduziu o crescimento vegetal e aumentou o acúmulo de biomassa na parte 

aérea e radicular;  

4. O PBZ influenciou na redução dos teores de glicose e frutose nas plantas;  

5. Alta concentração de sacarose atuou como agente protetivo do estresse oxidativo, 

culminando na redução da atividade da POX, APX e CAT; 

6. A exposição ao PBZ influenciou na modulação dos genes SPOOK e PHANTOM na 

parte radicular.  


