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RESUMO 

NOTINI, Marcela Morato, M. Sc., Universidade Federal de Viçosa, janeiro de 
2013. Influência das condições de cultivo in vitro e ex vitro no 
crescimento e acúmulo de metabólitos secundários em plantas diploides 
e tetraploides de Pfaffia glomerata (Spreng.) Pedersen. Orientador: Wagner 
Campos Otoni. 
 
Pfaffia glomerata (Amaranthaceae), conhecida como ginseng brasileiro, é uma 

importante espécie medicinal nativa do Brasil. O objetivo do presente estudo foi 

avaliar a influência da ploidia das plantas e das condições de cultivo in vitro e 

ex vitro no crescimento e produção de metabólitos secundários em P. 

glomerata. Nesse trabalho foram utilizados explantes diploides e tetraploides 

induzidos artificialmente por uso de colchicina. Nas condições in vitro foram 

avaliados os efeitos da poliploidização, da adição de sacarose ao meio de 

cultura e da concentração atmosférica de CO2 nos parâmetros de crescimento 

e acúmulo de 20E em P. glomerata. Enquanto nas condições ex vitro analisou-

se o crescimento, acúmulo de pigmentos, densidade estomática, teores de 20E 

e saponinas triterpênicas em função da ploidia da planta, volume de vaso e 

tratamento com paclobutrazol (PBZ). Todos os parâmetros de crescimento 

avaliados e o acúmulo de metabólitos secundários foram reprimidos em plantas 

tetraploides comparadas às diploides em condições de cultivo in vitro e ex vitro. 

Foram observadas nos indivíduos tetraploides características específicas de 

poliploidia, como redução da densidade estomática e aumento da relação 

largura/comprimento foliar. Em condições in vitro, a presença de sacarose no 

meio de cultura promoveu melhor crescimento, porém inibiu o acúmulo de 20E. 

Assim, a fotoautotrofia mostra-se mais favorável por apresentar potencial na 

produção comercial massal de mudas dessa espécie com altos teores de 20E. 

O enriquecimento de CO2 (1.000 µmol/mol de CO2) também induziu a produção 

de plantas com maiores biomassa e acúmulo de 20E, favoráveis ao interesse 

comercial. Após aclimatização, plantas de P. glomerata apresentaram forte 

indução nos parâmetros de crescimento quando crescidas em vasos de maior 

volume, enquanto a aplicação de PBZ não interferiu na produção de biomassa 

e metabólitos secundários. Dessa forma, a utilização de vasos de maior volume 

é um importante fator na produção em escala comercial de ginseng brasileiro. 
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ABSTRACT 

NOTINI, Marcela Morato, M. Sc., Universidade Federal de Viçosa, January, 
2013. Influence of in vitro and ex vitro culture conditions on the growth 
and secundary metabolite accumulation in diploid and tetraploid plants of 
Pfaffia glomerata (Spreng.) Pedersen. Adviser: Wagner Campos Otoni. 
 

Pfaffia glomerata (Amaranthaceae), known as Brazilian ginseng, is an important 

medicinal species native to Brazil. The objective of this study was to evaluate 

the influence of the ploidy level and in vitro and ex vitro culture conditions on the 

growth and secondary metabolite production in P. glomerata. Explants of 

diploids and tetraploids artificially induced by colchicine explants were used. 

Under in vitro conditions, we evaluated the effects of polyploidization, 

supplementation of sucrose to the culture medium and atmospheric CO2 

concentration on growth parameters and 20-hydroxyecdysone (20E) 

accumulation of P. glomerata nodal explants. Following transfer to ex vitro 

conditions, growth, pigment content, stomatal density, levels of 20E and 

saponins were analyzed according to the plant ploidy, vessel volume and 

treatment with paclobutrazol (PBZ). All growth characteristics and accumulation 

of secondary metabolites were inhibited in tetraploid background compared with 

diploids, both under in vitro and ex vitro conditions. Specific characteristics of 

polyploidy, such as reduced stomatal density and increased width/length ratio of 

leaves were found in tetraploid individuals. Under in vitro conditions, the 

presence of sucrose in the culture medium promoted better growth, but inhibited 

20E accumulation. Thus, the photoautotrophy seems to be more favorable 

because shows potencial commercial mass production of seedlings of this 

species with high levels of 20E. CO2 enrichment also induced plant production 

with higher biomass and 20E accumulation, favorable for commercial purposes. 

After acclimatization, P. glomerata showed significant increase in growth 

parameters when it was grown in higher-volume pots, while the PBZ application 

did not affect the biomass and secondary metabolite production. Thereby, the 

use of larger pots is an important factor in commercial-scale production of 

Brazilian ginseng. 
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INTRODUÇÃO GERAL 

 
O gênero Pfaffia pertence à família Amaranthaceae e abrange cerca de 

90 espécies, encontradas na América do Sul desde a Guiana até a Bolívia e 

Argentina. No Brasil, foram descritas 27 espécies (Vidal et al., 1967). 

Compreende espécies conhecidas popularmente como para-tudo, corango-açu, 

corango-de-batata ou ainda corango-sempre-viva, enquanto especificamente 

Pfaffia glomerata, P. iresinoides e P. paniculata são conhecidas como ginseng 

brasileiro. Pfaffia glomerata é a espécie de maior importância medicinal e 

comercial (Figueiredo et al., 2004; Vigo et al., 2004a; Zimmer et al., 2006). 

Apresenta ação antidepressiva (De-Paris et al., 2000) e anti-neoplásica (Silva, 

2008), auxilia no tratamento de distúrbios gastrointestinais (Freitas et al., 2004), 

tem efeito anti-inflamatório e analgésico (Neto et al., 2005), tônico e 

afrodisíaco, para o tratamento de diabetes e reumatismo (Magalhães, 2002), 

além do esgotamento físico e mental, falta de memória e estresse (Rates & 

Gosmann, 2002). Extratos hidroalcoólicos da espécie mostram-se ativos contra 

alguns protozoários, como Leishmania braziliensis (Neto et al., 2004). 

Dentre os compostos químicos presentes nas raízes de Pfaffia 

destacam-se saponinas triterpênicas e fitoecdiesteroides (Shiobara et al., 

1993). As propriedades medicinais da espécie são atribuídas à presença do 

fitoecdisteroide 20-hidroxiecdisona (20E), também conhecido como β-ecdisona 

(Festucci-Buselli et al., 2008), sendo este composto utilizado como marcador 

químico no controle de qualidade da matéria-prima e dos medicamentos 

produzidos com P. glomerata (Magalhães, 2000; Zimmer et al., 2006). As 

raízes de Pfaffia apresentam cerca de 11% de saponinas, incluindo grupos 

químicos singulares denominados pfaffosídeos, assim como ácidos fáficos, 

glicosídeos e nortriterpenos. A ação destas saponinas foi comprovada na 

inibição de cultura de células de tumores do tipo melanoma e na regulação dos 

níveis de açúcares sanguíneos (Alves et al., 2006). 

Os fitoecdisteroides são metabólitos secundários sintetizados pelas 

plantas, cuja estrutura é análoga aos hormônios esteroidais presentes em 

artrópodes, nos quais estão presentes durante toda a fase de crescimento dos 

insetos, sendo responsáveis pelo controle de vários aspectos de 

desenvolvimento, como metamorfose e reprodução (Savchenko et al., 1998; 

Dinan, 2001; Marion-Poll & Descoins, 2002). Acredita-se que sua função esteja 
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relacionada à proteção da planta contra insetos fitófagos, uma vez que insetos 

não adaptados, ao ingerirem fitoecdisteroides sofrem sérios efeitos adversos, 

tais como redução de peso, perturbações nas mudas, e até morte (Klein, 2004; 

Dinan, 2009). Pesquisas com esses metabólitos têm demonstrado sua 

importância para a agricultura ao comprovar sua ação desses no controle de 

pragas e também no melhoramento de plantas cultivadas através do aumento 

da produção de fitoecdiesteroides (Dinan, 2001; Festucci-Buselli et al., 2008). 

Em P. glomerata, a maior parte dos estudos relata maior acúmulo de 20E nas 

raízes de plantas cultivadas ex vitro, reconhecidamente um órgão acumulador 

(Flores, 2006; Festucci-Buselli et al., 2008). No entanto, trabalhos recentes 

envolvendo cultivo in vitro demonstram maior acúmulo desse metabólito em 

folhas (dados não publicados). 

A biossíntese dos fitoecdisteroides, assim como das saponinas, envolve 

a rota acetato-mevalonato (rota do MEV) que ocorre no citosol, bem como a 

rota do metileritritolfosfato (rota do MEP), que ocorre nos cloroplastos (Croteau, 

2000; Klein, 2004; Taiz & Zeiger, 2004). Experimentos utilizando compostos 

marcados revelam que mevalonato é o precursor preferencial na biossíntese de 

esterois (Baisted, 1971; Trojanowska et al., 2000) e triterpenos pentacíclicos 

(van der Heijden et al., 1989; Akashi et al., 1994). A rota do MEV e do MEP 

levam a formação do isopentenildifosfato (IPP) e do dimetilalildifosfato 

(DMAPP) respectivamente. Esses compostos são isômeros e se unem para 

formar intermediários de vários terpenoides. A união de duas moléculas de 

farnesildifosfato (FPP), catalisada pela sintase do esqualeno, leva à formação 

do esqualeno, composto formado por 30 carbonos e precursor dos fitoesterois 

e triterpenos. O esqualeno é oxidado para formar o oxidoesqualeno. Existem 

várias formas alternativas de ciclização do oxidoesqualeno, levando à formação 

de diferentes esqueletos cíclicos. Esse processo é catalizado por um grupo de 

enzimas, chamadas ciclases do oxidoesqualeno, dentre as quais destacam-se 

a sintase do cicloartenol, responsável pela formação do cicloartenol, precursor 

dos fitoesterois e ecdiesterois, e a sintase da β-amirina, que catalisa a 

formação da β-amirina, composto precursor das saponinas pentacíclicas 

(Croteau, 2000; Lee et al., 2004; Taiz & Zeiger, 2004). Dessa forma, saponinas 

e fitoecdisteroides competem por um precursor comum, podendo atuar como 

competidores metabólicos entre si. 
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A partir dos vários estudos que remeteram à comprovação das 

atividades farmacológicas dos compostos presentes nas raízes de P. glomerata 

e de outras espécies do gênero (Magalhães, 2002; Freitas et al., 2004; Daniel 

et al., 2005; Neto et al., 2005; Zimmer et al., 2006; Mendes, 2011) houve 

grande ascensão do interesse comercial na espécie. Assim, intensificou-se a 

exploração predatória das populações naturais da espécie, especialmente 

originárias da bacia do rio Paraná, levando a um risco de extinção da espécie, 

assim como do fornecimento desta matéria prima aos mercados (Figueiredo et 

al. 2004). Essa carência de material vegetal justifica pesquisas para viabilizar o 

estabelecimento de bancos e coleções de germoplasma, fundamentais para 

amenizar a pressão ecológica sobre a espécie (Montanari Junior et al., 1999) e 

o desenvolvimento de estratégias que resultem na maior produção de 

biomassa de fáfia, assim como no acúmulo de seus metabólitos ativos, para 

atender a demanda industrial.  

P. glomerata apresenta grande variabilidade em sua produção de 

metabólitos secundários, sendo o cultivo in vitro uma alternativa para produção 

mais homogênea ao longo do tempo (Festucci-Buselli et al., 2008). Nessa 

espécie, a propagação in vitro tem sido estabelecida pelo método tradicional 

com o uso de ágar e em condições heterotróficas através da proliferação de 

gemas axilares (Russowski & Nicoloso, 2003; Maldaner et al., 2006; Skrebsky 

et al., 2006; Nicoloso et al., 2008; Flores et al., 2010). Entretanto, estudos 

apontam para o sucesso da propagação in vitro de P. glomerata em condições 

fotoautotróficas (Iarema et al., 2012) e em condições de enriquecimento de 

CO2 (Saldanha, 2011)  

A propagação in vitro tem sido extensivamente usada para a 

multiplicação rápida de muitas espécies de plantas. No entanto, apesar de seu 

potencial, essa técnica tem mostrado inúmeros problemas. Uma das principais 

limitações é a baixa taxa de sobrevivência das plantas transferidas das 

condições in vitro para o ambiente natural, não controlado (Pospisilova et al. 

1999). Essa limitação tem restringido muito a aplicação da técnica de 

micropropagação para a produção em massa de plantas de alto valor 

comercial, como frutíferas, medicinais e ornamentais (Badr et al., 2011). 

Adaptações das condições de cultivo são importantes estratégias na 

busca por alta biomassa e produção de metabólitos de interesse, 

adicionalmente, outro fator que pode ser manipulado com esse mesmo objetivo 
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é a ploidia da planta. A produção sintética de plantas poliploides por duplicação 

cromossômica tem sido obtida por interferências no ciclo celular vegetal 

mediante o uso de agentes antimitóticos. (Dhooghe et al., 2011). A colchicina é 

um alcaloide extraído de sementes e bulbos de Colchicium autumnale que 

impede a formação do fuso acromático em células em divisão mitótica, sendo o 

agente antimitótico mais comumente utilizado (Xing et al., 2011). Entretanto, 

outros compostos podem ser utilizados como orizalina (Allum et al., 2007) e 

trifluralina (Zlesak et al., 2005). Uma das grandes vantagens da colchicina é 

que ela não reduz sua atividade após ser autoclavada (Zhang et al., 2007), 

entretanto, em muitas espécies, ela causa efeitos negativos como esterilidade, 

crescimento anormal, rearranjos cromossômicos e mutação gênica (Luckett, 

1989). Além disso, a colchicina tem alta afinidade com microtúbulos de células 

animais, sendo muito tóxico a humanos (Morejohn et al., 1984). 

Observações morfológicas e fisiológicas que indicam a duplicação 

cromossômica são, via de regra, bastante simples, no entanto variam muito 

entre espécies (Zlesak et al., 2005). Uma das características mais comumente 

usadas refere-se aos estômatos. Plantas diploides tendem a ter menores 

estômatos quando comparadas às tetraploides (Shiga et al., 2009; Sun et al., 

2009). Além do tamanho, alterações na densidade estomática também são 

verificadas. Menor densidade estomática foi observada em poliploides de Vitis 

vinifera (Yang et al., 2006), Pennisetum (Campos et al., 2009), Lagerstroemia 

indica (Zhang et al., 2010), Gerbera jamesonii (Gantait et al., 2011), Passiflora 

edulis (Rêgo et al., 2011) e Ocimum basilicum (Omidibaigia et al., 2012). O 

aumento no número de cloroplastos por estômato também é um fator indicador 

de poliploidia (Ewald et al., 2009; Zhang et al., 2010). Além dos caracteres 

estomáticos, a poliploidização reduz a espessura foliar, aumenta a relação 

largura/comprimento das folhas e coloração dessas se tornam mais verdes, 

assim como flores maiores são verificadas (Kermani et al., 2003; Eeckhaut et 

al., 2004; Allum et al., 2007; Zhang et al., 2007, 2008). 

Para plantas medicinais, poliploides são bastante viáveis, uma vez que 

exibem aumento de biomassa e da quantidade dos compostos de interesse 

farmacológico (Gao et al., 1996). Indução de metabólitos secundários tem sido 

verificada em poliploides de Salvia miltiorrhiza (Gao et al., 1996), Artemisia 

annua (Jesus-Gonzalez & Weathers, 2003), Panax ginseng (Kim et al., 2004), 

Centella asiatica (Kaensaksiri et al., 2011) e Pinellia ternate (He et al., 2012). 
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Uma vez alcançada a produção massal de mudas com alta qualidade 

morfo-fisiológica através do cultivo in vitro, algumas estratégias de cultivo ex 

vitro também vem sendo traçadas na busca por maiores quantidades de 

biomassa vegetal e, consequentemente, maior volume de metabólitos de 

interesse. Dentre as condições que podem ser alteradas visando esses 

objetivos, tem-se a variação do volume de vasos e a aplicação de indutores do 

metabolismo secundário nas plantas, como o paclobutrazol. 

O volume dos recipientes de cultivo interfere bastante na capacidade de 

retenção de água no substrato, determinando a disponibilidade de ar e água ao 

sistema radicular durante o cultivo (Gruszynski, 2002). Plantas cultivadas em 

vasos dispõem de um ambiente restrito para a absorção de água e nutrientes 

pelas raízes. Sendo assim, os mesmos têm de ser fornecidos adequadamente 

para que as plantas possam apresentar desenvolvimento satisfatório (Hartman 

& Kester, 1982). Dessa forma, recipientes de maior volume proporcionam 

melhor arquitetura do sistema radicular (Parvainen, 1981), maior volume de 

raízes, melhor absorção de nutrientes, melhor oxigenação do substrato 

(Bezerra, 2003). A soma desses fatores afeta diretamente a fotossíntese, 

respiração, teor de clorofila nas folhas, florescimento e produção dessas 

plantas (Nesmith & Duval, 1998). Dessa forma, a utilização de vasos maiores 

pode atuar favoravelmente na produção de plantas com maior biomassa. 

Paclobutrazol (PBZ) [(2RS, 3RS)-1-(4-chlorophenyl)-4,4-dimethyl-2-

(1,2,4-triazol-1-yl) pentan-3-ol] é membro do grupo dos triazóis, reguladores do 

crescimento vegetal por inibição da síntese de giberelinas (Davis & Curry, 

1991; Chizhova et al., 2005). O modo primário de ação do PBZ é através da 

inibição da enzima ent-caureno oxidase, que catalisa a oxidação sequencial do 

ent-caureno para ácido ent-caurenóico durante a biossíntese de giberelinas 

(Graebe, 1987; Rademacher et al., 1987). PBZ apresenta também ação 

fungicida (Webb & Fletcher, 1996), além de aumentar a tolerância de várias 

espécies a estresses bióticos e abióticos, como fungos patógênicos, seca, 

poluentes atmosféricos, temperaturas extremas entre outros, sendo assim 

caracterizado como agente multiprotetor das plantas (Fletcher et al., 2000). 

Existem evidências de que componentes do sistema fotossintético e moléculas 

reguladoras da atividade antioxidante constituem alguns dos principais alvos 

durante a indução de tolerância ao estresse promovida pelo PBZ (Krauss & 

Fletcher, 1994). Esse triazol promove também resistência ao estresse oxidativo 
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por induzir antioxidantes e reduzir a atividade de enzimas oxidativas (Lin et al., 

2006). 

Em relação ao desenvolvimento vegetal, os triazóis induzem uma 

variedade de respostas bioquímicas e morfológicas nas plantas, incluindo o 

retardo no crescimento caulinar, o estímulo ao enraizamento, o aumento no 

teor de pigmentos, a inibição da síntese de giberelinas e indução de citocininas 

e ácido abscísico (Jaleel et al., 2007). Efeitos estimuladores no metabolismo 

secundário das plantas tem sido registrados para tratamentos com PBZ, como 

prolina (Mackay et al., 1990), alcaloides (Jaleel et al., 2009), ácidos caftárico e 

cicórico (Jones et al., 2009), glicina betaína (Jaleel & Salem, 2010), 

antocianinas e flavonoides (Ribeiro et al., 2012). 

Dessa forma, o presente estudo teve como objetivo principal avaliar a 

influência do nível de ploidia das plantas no crescimento e produção de 

metabólitos secundários de P. glomerata mantidas em condições in vitro e ex 

vitro. Como objetivos secundários, buscou-se avaliar a influência da sacarose e 

enriquecimento com CO2 na propagação in vitro da espécie (Capítulo 1), assim 

como a influência do volume de vaso utilizado no cultivo ex vitro e da aplicação 

de PBZ no crescimento das plantas (Capítulo 2), ambos visando também 

condições que proporcionem maior acúmulo de metabólitos secundários de 

interesse. 
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Avaliação do crescimento e acúmulo de 20-hidroxiecdisona em diploides 
e tetraploides de Pfaffia glomerata (Spreng.) Pedersen em resposta à 

presença de sacarose e concentrações de CO2 

 
RESUMO 

 
Pfaffia glomerata é uma planta medicinal de grande interesse econômico 

devido ao acúmulo de fitoecdisteroides, em especial o 20-hidroxiecdisona 

(20E). Fatores como ocorrência de trocas gasosas, adição de sacarose ao 

meio de cultura, e enriquecimento da atmosfera com CO2 alteram amplamente 

as condições de cultivo in vitro, levando a alterações morfológicas e fisiológicas 

em plantas. A poliploidização vem sendo uma estratégia aplicada para 

promover a maior produção de metabólitos em espécie medicinais. O objetivo 

desse trabalho foi avaliar a influência da utilização de explantes diploides e 

tetraploides de fáfia submetidos ao crescimento in vitro em meio suplementado 

ou não com sacarose, em atmosfera com concentrações diferentes de CO2 no 

crescimento e acúmulo de 20E em P. glomerata. O crescimento das plantas in 

vitro foi induzido em maior extensão pela adição de 15 g/L de sacarose ao meio 

de cultura. Entretanto, verificou-se que plantas crescidas em meio com 

sacarose apresentam inibição no acúmulo de 20E. Atmosfera concentrada com 

1.000 µmol/mol de CO2 foi eficiente na indução do crescimento, do acúmulo de 

pigmentos fotossintéticos e aumento no teor de 20E nas folhas. Os parâmetros 

de crescimento e quantificação de 20E foram negativamente influenciados pela 

duplicação cromossômica das plantas. Assim, o cultivo in vitro fotoautotrófico 

de fáfia sob condições de enriquecimento de CO2 propicia a produção massal 

de plantas com alto teor de 20E para atender às demandas das indústrias 

farmacêuticas para a espécie. Conclui-se também que, nas condições 

experimentais, a indução de poliploidia em P. glomerata não corresponde às 

expectativas esperadas em níveis de crescimento e produção de metabólitos. 

 

Palavras-chave: Pfaffia glomerata, 20-hidroxiecdisona, cultivo in vitro, 

poliploidia, sacarose, ventilação forçada; enriquecimento de CO2. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

Pfaffia glomerata (Spreng.) Pedersen (Amaranthaceae) é uma herbácea 

perene nativa do Brasil e vem sendo considerada a espécie de ginseng 

brasileiro de maior importância medicinal e comercial (Zimmer et al., 2006). A 

atividade farmacológica da espécie é relacionada à presença de 

fitoecdisteróides, sendo o 20-hidroxiecdisona (20E) o mais frequentemente 

encontrado e amplamente distribuído no gênero (Bakrim et al., 2008). Estes 

metabólitos secundários apresentam aplicações agroquímicas, biotecnológicas, 

medicinais e farmacêuticas, além de ter ação efetiva nos mecanismos de 

defesa das plantas contra ataque de insetos fitófagos (Festucci-Buselli et al., 

2008; Dinan et al., 2009). Várias patentes têm sido registradas em função das 

propriedades acima descritas do gênero Pfaffia (Shibuya et al., 2001; Bernard 

& Gautier, 2005; Olalde, 2008; Rangel, 2008; Loizou, 2009; Higuchi, 2011). 

No entanto, a produção de 20E na espécie é muito baixa, chegando a 

teores em torno de 0,75% na massa seca de raízes de plantas cultivadas ex 

vitro (Kamada et al., 2009) e a um mínimo de 0,035% na massa seca da parte 

aérea de plantas mantidas in vitro (Iarema et al., 2012). Na tentativa de 

aumentar a produção de 20E em P. glomerata várias estratégias vem sendo 

desenvolvidas, como modificações nas condições de cultivo in vitro para que 

proporcionem obtenção de material vegetal homogêneo de alta qualidade e 

maior acúmulo de metabólitos, e também a indução de poliploides para seleção 

de indivíduos que, potencialmente, apresentem elevados teores de 20E. 

A propagação in vitro por gemas axilares de segmentos nodais tem se 

mostrado uma importante alternativa no cultivo de P. glomerata (Russowski & 

Nicoloso, 2003; Maldaner et al., 2007; Iarema et al., 2012), favorecendo a 

produção de matéria-prima requerida pela indústria farmacêutica, bem como a 

conservação de recursos genéticos da espécie em bancos de germoplasma 

estabelecidos in vitro.  

Tradicionalmente, o cultivo in vitro é realizado em sitema heterotrófico, 

com frascos de cultivo vedados, sendo caracterizado por um ambiente com 

elevada umidade relativa, reduzida troca gasosa com o ambiente externo, 

baixa concentração de CO2, baixa densidade de fluxo de fótons 

fotossinteticamente ativos (PPFD), elevada quantidade de açúcar no meio de 

cultura, e acúmulo de etileno (Hazarika, 2006). Esses fatores podem afetar o 
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vigor dos tecidos, as taxas de multiplicação, a sobrevivência após a 

transferência das plantas para condições ex vitro, além de inúmeras outras 

características anatômicas, morfológicas e fisiológicas (Kozai et al., 2005; Park 

et al., 2011). Plantas crescidas neste sistema, dito heterotrófico, apresentam 

baixas taxas fotossintéticas, e requerem adição de açúcar ao meio de cultivo 

como fonte de carboidratos (Xiao et al., 2011). 

Dessa forma, estudos recentes apontam para o sucesso da propagação 

in vitro de P. glomerata em condições fotomixotróficas e fotoautotróficas 

(Iarema et al., 2012), com ou sem enriquecimento de CO2 (Saldanha et al., 

2012). A fotomixotrofia pode ser obtida pelo aumento das trocas gasosas entre 

o interior do frasco de cultivo e o ambiente externo, enquanto a fotoautotrofia é 

obtida também pelo aumento das trocas gasosas, no entanto com a exclusão 

de carboidratos do meio de cultura (Kozai, 1991). 

A utilização de frascos com membranas que permitem as trocas gasosas 

levam a modificações do microambiente interno dos recipientes pois favorece a 

manutenção da concentração de CO2 e a redução da umidade relativa, com 

consequente aumento da evapotranspiração e da efetiva absorção de água e 

nutrientes pela planta (Kozai & Kubota, 2001). A concentração de CO2 e a 

qualidade de luz são consideradas os principais fatores que afetam o 

crescimento e a capacidade fotossintética de plantas in vitro (Kozai, 2010; 

Norikane et al., 2010). Dessa forma o enriquecimento da atmosfera in vitro com 

CO2 tem sido uma estratégia para aumentar o crescimento das plantas (Kozai, 

2010; Norikane et al., 2010; Badr et al., 2011; Cha-um et al., 2011; Xiao et al., 

2011), além de proporcionar alterações do perfil metabólico (Badr et al., 2011) 

e do acúmulo de metabólitos secundários em função de variações na 

concentração de CO2 na atmosfera (Zobayed et al., 2003; Mosaleeyanon et al., 

2005; Couceiro et al., 2006; Schonhof et al., 2007; Yang et al., 2010). 

Associado ao enriquecimento da atmosfera com CO2, a remoção de 

açúcares no sistema fotoautotrófico proporciona o aumento das taxas 

fotossintéticas sendo capaz de manter os carboidratos necessários ao 

metabolismo, além de prevenir o rápido crescimento de microrganismos na 

cultura, reduzir os custos de produção, aumentar a sobrevivência das plantas 

durante a aclimatização e o acúmulo de metabólitos secundários produzidos 

pelas plantas (Mosaleeyanon et al., 2004; Kozai, 2010; Xiao et al., 2011). 
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Como outra estratégia para obtenção de maior biomassa vegetal e, 

consequentemente, maior produção de metabólitos secundários de alto valor 

econômico, a indução da poliploidização tem tido bastante relevância. Plantas 

poliploides apresentam características favoráveis em relação às diploides, 

como aumento da tolerância à seca, da resistência a pesticidas, da biomassa e 

tamanho dos órgãos, dentre outros (Osborn et al., 2003). A poliploidização 

induz maior acúmulo de biomassa das partes vegetativas (Dhooghe et al., 

2011), nas quais os compostos de interesse se acumulam, assim como 

promove maior acúmulo de metabólitos secundários em algumas espécies 

(Gao et al., 1996; Jesus-Gonzalez & Weathers, 2003; Kim et al., 2004; 

Kaensaksiri et al., 2011; He et al., 2012). 

Uma vez que em nosso laboratório obtivemos poliploides de um dos 

acessos do banco de germoplasma de P. glomerata, e nenhum relato de 

obtenção e posterior avaliação morfofisiológica de poliploides na espécie tem 

sido verificado na literatura, o presente estudo teve como objetivo avaliar a 

influência do enriquecimento da atmosfera com CO2, da suplementação de 

sacarose ao meio de cultivo e da ploidia de P. glomerata na propagação in vitro 

e acúmulo de 20E. 
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2. MATERIAL E MÉTODOS 

 

2.1 Material vegetal e condições de cultura 

As plantas tetraploides foram anteriormente obtidas artificialmente após 

o tratamento dos segmentos nodais com colchicina, na concentração de 25 µM, 

durante uma semana, e tiveram o nível de ploidia confirmado por citometria de 

fluxo (Doležel & Bartos, 2005), realizada em parceria com o Laboratório de 

Genética da Universidade Federal de Juiz de Fora. 

Segmentos nodais (2 cm de comprimento), com um par de folhas e duas 

gemas axilares, foram retirados de plantas diploides e tetraploides de Pfaffia 

glomerata (acesso LCT22) cultivadas in vitro sob condições heterotróficas e 

inoculados em meio de cultura MS (Murashige & Skoog, 1962), suplementado 

com 7 g/L de ágar (Merck®, Alemanha) e 100 mg/L de mio-inositol. Foram 

adicionadas ao meio de cultivo 15 g/L de sacarose em apenas metade das 

unidades experimentais. O pH do meio foi ajustado para 5,7 e autoclavado a 

121°C e pressão 1 kgf/cm2 durante 15 minutos. Foram utilizados frascos de 

750 mL formada da união de duas Magentas® (Sigma Chemical Company, 

EUA) de polipropileno invertidas e unidas por acopladores (Sigma Chemical 

Company, EUA), contendo cinco explantes e 100 mL de meio de cultura. As 

culturas foram mantidas em sala de crescimento a 25 ± 2°C sob irradiância de 

150 µmol/m2.s-1 e fotoperíodo de 16 horas.  

As trocas gasosas entre o ambiente do frasco e o ambiente externo 

foram proporcionadas por dois orifícios de 10 mm de diâmetro na tampa do 

frasco cobertos por membrana fluoroporo hidrofóbica (PTFE; MilliSeal® Air 

Vent, Tóquio, Japão) de 0,45 μm de poro. O número de trocas gasosas de 

cada frasco com membrana foi estimado em 0,36 trocas por hora, conforme 

Fujiwara & Kozai (1995). 

Para a obtenção da atmosfera enriquecida com 1.000 µmol/mol de CO2 

ou com a concentração ambiente de 360 µmol/mol de CO2, os frascos de 

cultivo foram colocados dentro de uma câmara de acrílico (41 cm de largura x 

26 cm de altura x 50 cm comprimento). O ar enriquecido com CO2 foi obtido 

mediante o uso de mistura gasosa comercial com composição de 1.000 

µmol/mol de CO2, com balanço de gás Nitrogênio (N2) (Air Products Brasil Ltda, 

Mogi das Cruzes, Brasil), o qual foi injetado na câmara enriquecida com fluxo 

de 1 L/min, assim como o ar atmosférico na câmara sem enriquecimento. A 
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umidade relativa no interior das câmaras foi mantida em 50 ± 10%. A 

concentração de CO2 do ar utilizado no tratamento de 1.000 µmol/mol de CO2 

foi ajustada com auxílio de um analisador de gás no infravermelho modelo 

S153 CO2 Analyzer (Qubit System, Canadá). 

Os tratamentos foram dispostos em delineamento inteiramente 

casualizado em arranjo trifatorial (2x2x2), composto por dois ambientes de 

incubação (atmosfera enriquecida ou não com CO2), duas condições de cultivo 

do explante no frasco de cultura (meio MS sem sacarose ou suplementado de 

15 g/L de sacarose), e de duas ploidias distintas da planta (diploide e 

tetraploide), totalizando oito tratamentos (Quadro 1). Cada repetição foi 

composta por cinco magentas, sendo a unidade experimental composta por 

cinco plantas por Magenta®. 

 

Quadro 1. Tratamentos utilizados na avaliação do desempenho de explantes nodais de Pfaffia 

glomerata de diferentes ploidias, cultivados em ambientes de incubação distintos, com 

acréscimo ou não de sacarose ao meio de cultivo. 

Tratamento 

Ambiente de 

incubação 

(µmol/mol de CO2) 

Sacarose (g/L) Ploidia do explante 

1 360 0 Diploide 

2 360 0 Tetraploide 

3 360 15 Diploide 

4 360 15 Tetraploide 

5 1.000 0 Diploide 

6 1.000 0 Tetraploide 

7 1.000 15 Diploide 

8 1.000 15 Tetraploide 

 

2.2 Avaliações do crescimento 

Aos 30 dias de cultivo in vitro nas condições acima descritas, foram 

avaliadas a altura das plantas (cm) e as massas secas das folhas, caules e 

raízes por planta (g). As amostras foram secas em estufa com ventilação 

forçada (ACB Larbor) a 60ºC, até obter peso constante. 
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2.3 Determinação de pigmentos fotossintéticos 

Para determinação dos pimentos fotossintéticos, foi utilizado um disco 

foliar com 7 mm de diâmetro, sendo retirado do segundo par de folhas 

expandidas a partir do meristema apical das plantas de fáfia e incubados em 

1,25 mL de dimetilsulfóxido (DMSO) durante 48 horas em tubos mantidos no 

escuro, à temperatura ambiente (Santos et al., 2008). Após o período de 

incubação, a absorbância das amostras foi determinada nos comprimentos de 

onda de 665, 645 e 480 nm (Wellburn, 1994), usando-se um espectrofotômetro 

Genesys 10UV (Thermo Scientific, EUA) com cubeta de quartzo de 10 mm de 

caminho ótico. O cálculo das concentrações das clorofilas a, b e carotenóides 

foi baseado em metodologia descrita por Wellburn (1994). 

 

2.4 Determinação do teor de 20-hidroxiecdisona (20E) 

O teor de 20E foi determinado em folha, caule e raiz de plântulas de fáfia 

pela técnica de cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE), segundo 

metodologia descrita por Kamada et al. (2009). 

As amostras foram obtidas por extrato metanólico, utilizando-se 100 mg 

de material vegetal seco pulverizado de P. glomerata misturado com 10 mL de 

metanol grau HPLC, exceto para as raízes. Para as raízes, por não alcançarem 

100 mg, a extração metanólica foi realizada proporcionalmente à massa seca 

obtida. Durante a extração metanólica, o extrato vegetal foi armazenado em 

tubos Falcon de 15 mL, mantidos no escuro a temperatura ambiente durante 

sete dias, sob agitação diária. Posteriormente, os extratos foram centrifugados 

por 20 minutos a 5.000 rpm em tubos Falcon e o sobrenadante foi coletado e 

centrifugado novamente por 15 minutos a 5.000 rpm, agora em Eppendorfs de 

1,5 mL. Em seguida, o extrato metanólico foi analisado por CLAE, em 

equipamento Shimadzu LC-10AI, acoplado ao detector de UV-vis SPD-10AI, 

CBM-10A e coluna Bomdesil C-18 (5,0 µm x 4,6 mm x 250 mm). O interior do 

equipamento foi mantido em temperatura ambiente 20 ± 2°C. A fase móvel 

isocrática utilizada consistiu de metanol grau HPLC e água, na proporção 1:1 

(v/v), com fluxo de 0,7 mL/min. O volume da amostra injetada foi de 20 μL, 

sendo que a leitura foi realizada em λ = 245 nm. O tempo de corrida da 

amostra foi de 15 minutos. Os dados foram integrados por meio do "software" 

Shimadzu LC10. 
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A curva de calibração foi obtida preparando-se soluções-padrão de 20E 

(Sigma-Aldrich) em metanol grau HPLC nas concentrações de 10, 20, 40, 60, 

80 ppm. A equação da reta obtida pela curva de calibração foi Y= 71918x-

19946, com R2= 0.981. 

 

2.5 Análise estatística  

Os dados avaliados foram submetidos à análise de variância e as 

médias dos tratamentos comparados estatisticamente pelo teste de Tukey 

(α=0,05), por meio do programa estatístico SISVAR (Ferreira, 2003). Os dados 

de porcentagem, como o teor de 20E foram transformados utilizando-se a 

fórmula arc sen x .  
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3. RESULTADOS 

 
3.1. Enriquecimento do ambiente com CO2 e adição de sacarose ao meio 

de cultura aumentam o crescimento da parte aérea de plantas in vitro de 

Pfaffia glomerata 

 Pela análise de variância para altura das plantas foi possível observar 

que não houve interação significativa (p<0,05) entre os fatores. Houve um 

incremento na altura em resposta ao aumento da concentração de CO2 no 

ambiente (1.000 µmol/mol de CO2) (Figuras 1A e 2) e à suplementação do 

meio de cultura com 15 g/L de sacarose (Figuras 1B e 2), enquanto a 

duplicação da ploidia das plantas levou à redução da altura das plantas 

tetraploides (Figuras 1C e 2). O enriquecimento com CO2 gerou plantas com 

crescimento em altura duas vezes maior que plantas crescidas em ambiente 

controle, sendo a diferença menos acentuada para as outras variáveis 

significativas. 

 Para a massa seca do caule, foi possível observar que não houve 

diferença significativa (p<0,05) entre os fatores. Para a massa seca da folha, o 

cultivo em meio MS acrescido de 15 g/L de sacarose levou a um ganho de 

massa quando comparado ao mesmo meio sem adição de açúcares (Figura 

1D). 

Para a variável massa seca radicular, verificou-se interação tripla 

(p<0,05) entre os fatores ambiente de incubação, ploidia do explante e 

suplementação de sacarose ao meio. Plantas diploides mostraram maior ou 

igual acúmulo de massa seca radicular quando comparadas às tetraploides 

crescidas em ambiente sem enriquecimento de CO2 (controle) sem adição de 

sacarose ou acrescido de 15 g/L de sacarose, respectivamente (Figura 1E). Já 

para ambiente enriquecido com CO2, foi verificado maior investimento em 

biomassa de raízes nas plantas tetraploides, comparadas às diploides, 

independente da adição ou não de açúcar no meio de cultivo (Figura1F). O 

aumento na concentração de CO2 do ambiente levou a formação de cerca de 

três vezes mais biomassa de raízes em plantas poliploides crescidas em meio 

sem sacarose, porém a suplementação do meio com sacarose, independente 

da ploidia da planta, não gerou diferenças significativas na massa radicular 
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Figura 1. Variáveis de crescimento de vitroplantas de Pfaffia glomerata de diferente ploidias, 
cultivados em ambientes de incubação distintos, com acréscimo ou não de açúcar ao meio de 
cultivo, aos 30 dias. A-C: Altura; D: Massa seca da folha; E-F: Massa seca da raiz.Letras 
maiúsculas comparam médias (p<0,05) pelo teste de Tukey de diferentes fatores dentro de um 
mesmo tratamento. E: T1- Planta crescida em ambiente 360 µmol/mol de CO2 e meio sem 
adição de sacarose; T2- Planta crescida em ambiente 360 µmol/mol de CO2 e meio com adição 
de sacarose; T3- Planta crescida em ambiente 1.000 µmol/molde CO2 e meio sem adição de 
sacarose; T4- Planta crescida em ambiente 1.000 µmol/mol de CO2 e meio com adição de 
sacarose. F: T1- Planta diploide e meio sem adição de sacarose; T2- Planta diploide e meio 
com adição de sacarose; T3- Planta tetraploide e meio sem adição de sacarose; T4- Planta 
tetraploide e meio com adição de sacarose. G: T1- Planta diploide crescida em ambiente 360 
µmol/mol de CO2; T2- Planta tetraploide crescida em ambiente 360 µmol/mol de CO2; T3- 
Planta diploide crescida em ambiente 1.000 µmol/mol de CO2; T4- Planta tetraploide crescida 
em ambiente 1.000 µmol/molde CO2. 
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das vitroplantas (p<0,05) (Figura 1G). Plantas crescidas em meio com ausência 

de sacarose e mantidas em atmosfera com 360 µmol/mol de CO2 

apresentaram duas vezes mais massa seca de raízes quando comparadas às 

mantidas em atmosfera com 1.000 µmol/mol de CO2 nas mesmas condições de 

meio de cultivo (Figuras 1 e 2). A adição de sacarose ao meio de cultura foi 

eficiente no acúmulo de biomassa radicular em plantas diploides desenvolvidas 

em ambiente controle quando comparadas as de ambiente enriquecido com 

CO2.  

No entanto, a adição de açúcares não levou a alterações significativas 

na massa de raízes de plantas poliploides, independente do ambiente no qual 

se desenvolveram. Já em plantas diploides, a adição de sacarose ao meio 

levou à redução da massa de raiz, quando crescidas em atmosfera sem adição 

de CO2 (p<0,05) (Figuras 1 e 2). 

 

Figura 2. Aspecto geral da cultura in vitro de Pfaffia glomerata, aos 30 dias de cultivo. A: 
Crescimento vegetativo de plantas de diferentes ploidias crescidas em presença ou ausência 
de sacarose em atmosfera de 360 µmol/mol de CO2, da esquerda para a direita: Diploide com 
15 g/L de sacarose, diploide sem sacarose, tetraploide com 15 g/L de sacarose, tetraploide 
sem sacarose. B: Crescimento vegetativo de plantas de diferentes ploidias crescidas em 
presença ou ausência de sacarose em atmosfera de 1.000 µmol/mol de CO2, da esquerda para 
a direita: Diploide com 15 g/L de sacarose, diploide sem sacarose, tetraploide com 15 g/L de 
sacarose, tetraploide sem sacarose. C: Detalhe da tampa do frasco de cultivo comorifícios 
contendo membrana fluoroporo hidrofóbica (PTFE) para trocas gasosas (MilliSeal

®
 Air Vent, 

Tóquio, Japão) de 0,45 m de poro. D: Câmara de acrílico para o enriquecimento de CO2 com 
a disposição dos frascos de cultivo.  



28 
 

3.2. Aumento na concentração de CO2 no ambiente induz acúmulo de 

pigmentos fotossintéticos em fáfia 

O aumento na concentração de CO2 no ambiente, de 360 para 1.000 

µmol/mol resultou em elevação significativa (p<0,05) do teor de clorofilas a, b, e 

carotenoides nas folhas de plantas in vitro de P. glomerata (Figura 3). No 

entanto, variações na ploidia das plantas e na suplementação de sacarose não 

promoveram alterações significativas nessas variáveis (p<0,05). 

 

 

 

Figura3. Pigmentos fotossintéticos de plantas in vitro de P. glomerata de diferente ploidas, 
cultivadas em ambientes de incubação distintos, com acréscimo ou não de açúcar ao meio de 
cultivo, aos 30 dias de cultivo. A: Clorofila a. B: Clorofila b. C: Carotenoides. Letras maiúsculas 
comparam médias (p<0,05) pelo teste de Tukey de diferentes fatores dentro de um mesmo 
tratamento.  
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3.3. O acúmulo de 20E em P. glomerata é influenciado por enriquecimento 

do ambiente com CO2, adição de sacarose ao meio e nível de ploidia das 

plantas 

Todos os fatores analisados, enriquecimento do ambiente com CO2, 

adição de sacarose ao meio e nível de ploidia das plantas levaram a alterações 

significativas (p<0,05) no teor de 20-hidroxiecdisona (20E). 

O enriquecimento do ambiente com CO2 levou ao maior acúmulo de 20E 

em folhas de plantas in vitro de P. glomerata (Figura 4A), e nas raízes de 

plantas tetraploides, não havendo alteração significativa no teor de 20E nas 

raízes das plantas diploides em resposta às concentração de CO2 (p<0,05) 

(Figura 4G). 

A suplementação do meio de cultivo com 15 g/L de sacarose reduziu 

significativamente o teor de 20E em todos os órgãos analisados quando 

comparados às plantas cujo meio não apresentava sacarose (Figura 4B). Essa 

redução foi mais pronunciada nas raízes, cujo acúmulo do metabólito foi 80% 

menor devido à adição de açúcar no meio (Figura 4F). 

A duplicação da ploidia das plantas reduziu significativamente o acúmulo 

de 20E de folhas (Figura 4C), caule (Figura 4E) e raízes (Figura 4G) de P. 

glomerata, sendo verificada interação significativa entre ploidia do explante e 

ambiente de incubação para o metabólito nas raízes (p<0,05) (Figura 4G) 
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Figura 4. Produção de 20E em folhas (A-C) e caule (D e E) e raízes (F e G) de P. glomerata de 
diferente ploidas, cultivados em ambientes de incubação distintos,com acréscimo ou não de 
sacarose ao meio de cultivo, aos 30 dias de cultivo. Letras maiúsculas comparam médias 
(p<0,05) pelo teste de Tukey de diferentes fatores dentro de um mesmo tratamento. Letras 
minúsculas comparam médias de um mesmo fator dentro de cada tratamento distinto (p<0,05). 
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4. DISCUSSÃO 

 
Nesse trabalho foi relatada a influência positiva da suplementação de 

sacarose ao meio de cultura de plantas crescidas em frascos com trocas 

gasosas, assim como do enriquecimento da atmosfera com CO2, no 

crescimento e desenvolvimento de Pfaffia glomerata. Análises do teor do 

fitoecdisteroide 20-hidroxiecdisona (20E) na espécie mostraram que o acúmulo 

desse metabólito secundário em folhas, independente da ploida da planta, e 

raízes de plantas tetraploides foi positivamente influenciado pelo aumento da 

concentração de CO2 da atmosfera na qual o frasco de cultivo foi mantido, mas 

negativamente relacionado à presença de sacarose no meio de cultura e ao 

nível de ploidia do explante. 

A maior causa do reduzido sucesso da aclimatização de plantas 

crescidas in vitro é a baixa capacidade fotossintética das plantas produzidas, 

provavelmente devido à presença de sacarose no meio de cultura (Hdider & 

Desjardins, 1994). Isso ocorre devido a redução da atividade da enzima rubisco 

acarretada pela presença de sacarose no meio de cultura (Grout et al., 1988), 

reduzindo também as quantidades das subunidades dessa enzima 

(Premakumar et al., 2001). Além disso, a suplementação de açúcares ao meio 

de cultura pode causar um estresse osmótico nas plantas, reduzindo assim seu 

crescimento (Javed & Ikram, 2008). Desjardins et al. (2007) sugerem que 

plantas cultivadas in vitro sofrem intoxicação pelas elevadas concentrações de 

sacarose e nitrogênio do meio, sendo necessário ajustar seus metabolismos 

para sobreviver a essa condição de estresse. Assim, a adição de sacarose tem 

levado à redução nos parâmetros de crescimento em inúmeras espécies (Xiao 

et al., 2011). 

No entanto, efeitos positivos da suplementação do meio de cultura com 

sacarose também vem sendo relatados, sendo os açúcares exógenos 

potencializadores de maiores acúmulos de massa seca e altura atingida em 

algumas espécies, como Bacopa monnieri (Naik et al., 2010), Rubus idaeus 

(Deng & Donnelly, 2010) e Solanum tuberosum (Badr et al., 2011). 

Adicionalmente, neste trabalho a concentração de sacarose adicionada ao 

meio de cultura foi baixa, metade da usada nos protocolos de micropropagação 

da espécie (30 g/L), sendo esse teor insuficiente para gerar um estresse 

osmótico para as plantas, com consequente redução no crescimento. Cui et al. 
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(2000) também observaram crescimento semelhante entre plantas propagadas 

em meio livre de açúcares ou suplementado com 15 g/L de sacarose, indicando 

que plantas crescidas em condições de trocas gasosas não necessitam de 

altas concentrações de açúcares para sua manutenção. Em condições de 

cultivo que permitam maiores trocas gasosas, a absorção de açúcares do meio 

é cerca de metade da observada em plantas crescidas em condições 

heterotróficas, sendo que a sacarose é utilizada apenas nas fases iniciais de 

crescimento, até que as primeiras folhas sejam emitidas e a planta torne-se 

auto suficiente na produção de esqueletos de carbono (Arigita et al., 2002). 

Como verificou-se no presente trabalho, plantas crescidas em condições 

fotomixotróficas apresentaram os melhores parâmetros de crescimento dentre 

as condições de cultivo testadas (Figura 2). Estudos anteriores com P. 

glomerata mostram aumento da massa seca em plantas propagadas in vitro 

com maiores concentrações de sacarose (Nicoloso et al., 2003; Skrebsky et al., 

2004; Maldaner et al., 2006, 2007). Entretanto, plantas crescidas em meio de 

cultura sem sacarose também tiveram altas taxas de crescimento, concordando 

com os dados obtidos por Iarema et al. (2012), que indicam a capacidade 

fotoautotrófica da espécie.  

A adição de açúcar no meio de cultura altera consideravelmente a 

bioquímica e a fisiologia das plantas cultivadas in vitro (Badr et al., 2011). 

Dessa forma, a suplementação do meio de cultura com açúcares exógenos 

levou à redução no teor de 20E em plantas de P. glomerata crescidas em 

condições fotomixotróficas, quando comparadas às condições fotoautotróficas, 

assim como verificado por Saldanha (2011) e Iarema et al. (2012). Esse 

resultado difere daquele descrito por Badr et al. (2011) e Hao & Guan (2012), 

no qual a adição de açúcares aumentou a produção de metabólitos 

secundários. O menor acúmulo de metabólitos secundários em condições 

fotomixotróficas pode ser explicado pela menor taxa fotossintética observada 

em plantas de P. glomerata crescidas em meio com sacarose (Kozai et al., 

2005; Xiao et al., 2011; Iarema et al., 2012). 

O aumento das trocas gasosas nos frascos, possibilitado pela presença 

de orifícios cobertos com membranas semipermeáveis, proporciona o 

desenvolvimento normal de características anatômicas e fisiológicas que eram 

fortemente afetadas pelas condições heterotróficas de cultivo in vitro, como 

parênquima paliçádico e tecidos de sustentação e de condução pouco 
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desenvolvidos, abundância de espaços intercelulares no mesofilo, má 

formação de estômatos e redução das ceras epicuticulares (Kozai et al., 1991; 

Alvarez et al., 2012; Iarema et al., 2012). O somatório desses fatores reflete na 

baixa capacidade fotossintética e nas altas taxas de mortalidade durante a 

transferência para condições ex vitro. 

Desde que a propagação fotoautotrófica foi desenvolvida, muitos 

estudos vem sendo conduzidos na investigação dos efeitos do microambiente 

do frasco de cultivo no crescimento e desenvolvimento vegetal visando o 

estabelecimento de estratégias que forneçam uma condição mais favorável às 

plantas (Kozai, 1991; Zobayed et al., 2004). Dentre os fatores estudados que 

podem influenciar no ambiente de cultivo, e consequentemente na fotossíntese 

e crescimento vegetal, está a concentração atmosférica de CO2 (Lian et al., 

2002; Xiao et al., 2011). 

O enriquecimento da atmosfera com CO2 em condições in vitro tem sido 

utilizado com sucesso em diversas espécies vegetais. O efeito direto mais 

significativo da elevação da concentração de CO2 é o aumento nas taxas 

fotossintéticas, na disponibilidade de carboidratos e na eficiência do uso da 

água, estimulando a divisão e expansão celular que leva a efeitos no 

crescimento, desenvolvimento e a alterações estruturais (Pritchard et al., 1999). 

Baixas concentrações de CO2 restringem a fotossíntese devido à atividade da 

enzima Rubisco, que em baixas concentrações de CO2 tem seu sítio de 

oxigenação mais ativo que de carboxilação, resultando no aumento da 

fotorrespiração e diminuição da assimilação líquida de carbono (Reddy et al., 

2010). Dessa forma, explantes de fáfia crescidos em ambiente enriquecido de 

CO2 geram plantas mais altas e vigorosas (Figura 2), em função provavelmente 

da maior eficiência fotossintética dessas. 

No presente trabalho, a massa seca da parte aérea não foi influenciada 

pelo incremento de CO2, no entanto, em atmosfera enriquecida, as folhas 

mostraram-se maiores, semelhante ao verificado em Ferris et al. (2001). O 

aumento da massa seca de raízes poliploides crescidas em ambiente com 

1.000 µmol/mol de CO2 relaciona-se à maior capacidade fotossintética de 

plantas crescidas em frascos de trocas gasosas e atmosfera enriquecida de 

CO2 (Cha-um et al., 2011), que possibilita maior produção de compostos 

carbonados, sendo assim alocados em maiores proporções aos drenos, como 

raízes. Aumento da biomassa radicular também foi verificado em Salvia 
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miltiorrhiza (Gao et al., 1996), espécie medicinal que, de forma semelhante às 

espécies do gênero Pfaffia, acumula seus metabólitos de interesse nas raízes. 

O aumento da biomassa de raízes de fáfia é de grande interesse econômico, 

uma vez que é o órgão comercializado pela indústria por apresentar os maiores 

teores de 20E (Festucci-Buselli et al., 2008). 

Além dos parâmetros de crescimento, o teor de pigmentos também foi 

positivamente influenciado pelo incremento de CO2, semelhante ao observado 

anteriormente na espécie (Saldanha, 2011). Apesar do teor de clorofilas não 

estar diretamente relacionado à capacidade fotossintética (Fujiwara et al., 

1992), este parâmetro é um bom indicador do status do aparato fotossintético 

da planta. 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). Significativo aumento no teor de clorofilas a e b foi observado em função 

do aumento na concentração de CO2 atmosférica em Actinidia deliciosa (Arigita 

et al., 2002), Solanum tuberosum (Chanemougasoundharam et al., 2004), 

Macadamia tetraphylla (Cha-um et al., 2011) e Gevuina avellana (Alvarez et al., 

2012). Uma vez que a deficiência de clorofilas é um dos principais fatores que 

interferem negativamente a propagação in vitro tradicional, o aumento nos 

pigmentos propiciado pelo enriquecimento de CO2 faz com que os explantes 

tenham um aumento na capacidade de interação com a radiação luminosa 

incidente na folha e uma estrutura fotossintética mais eficiente, que favorece o 

processo de aclimatização ex vitro (Alvarez et al., 2012).  

Também tem sido relatada alterações no perfil metabólico (Badr et al., 

2011) e no acúmulo de metabólitos secundários (Zobayed et al., 2003; 

Mosaleeyanon et al., 2005; Schonhof et al., 2007; Yang et al., 2010) em função 

de variações na concentração de CO2 na atmosfera. Uma vez que o 

incremento de CO2 leva a melhores parâmetros de fotossíntese, eficiência do 

uso da água e absorção de nutrientes, mais energia e moléculas precursoras 

podem ser redirecionadas ao metabolismo primário, o que justifica o aumento 

no teor de 20E em P. glomerata verificado quando a concentração de CO2 é 

alterada de 360 para 1.000 µmol/mol de CO2. Entretanto, esse resultado difere 

do verificado por Saldanha (2011), que mostra redução do teor desse 

metabólito em função do incremento de CO2 em meio de cultivo semi-sólido 

com ágar. 
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Plantas poliploides geralmente diferem de seus genitores diploides em 

características citológicas, morfológicas, químicas e fisiológicas (Warner & 

Edwards, 1993; Dhawan & Lavania, 1996; Ramsey & Schemske, 2002; Wu et 

al., 2006), com grande variabilidade entre espécies (Aina et al., 2012). Dentre 

as variáveis analisadas, verificou-se redução em altura de plantas tetraploides, 

comparadas às diploides, em todas as condições de crescimento testadas. No 

entanto, a massa seca de folhas e caules não diferiu entre plantas de 

diferentes ploidias, o que indica aumento nas dimensões foliares e no diâmetro 

caulinar em plantas tetraploides. A menor altura dos poliploides relaciona-se à 

observação de que explantes tetraploides apresentam um atraso no início da 

brotação de suas gemas axilares, quando comparadas aos diploides, o que 

leva essas plantas a iniciar seu desenvolvimento tardiamente, atingindo 

menores alturas. Entretanto, após iniciarem seu crescimento, explantes 

poliploides geram plantas de folhas maiores e mais vistosas, assim como 

caules de maior diâmetro, características indicadoras de poliploidia (Gantait at 

al., 2011; Rêgo et al., 2011; Leal-Bertiole et al., 2012) (Figura 2). 

A poliploidização é relatada em alguns artigos como potencializadora do 

acúmulo de metabólitos secundários, como quinonas (Gao et al., 1996), 

artemisinas (Jesus-Gonzalez et al., 2003), ginsenoides (Kim et al., 2004) e 

alcaloides (Kaensaksiri et al., 2011). Entretanto, o teor de 20E em Pfaffia 

glomerata coletadas aos 30 dias de crescimento in vitro foi menor em plantas 

poliploides quando comparadas às tetraploides. Aos 30 dias, a planta 

apresenta ainda alto investimento em crescimento vegetativo, estando suas 

células em cinética de crescimento exponencial. No entanto, o metabolismo 

secundário vegetal tem sua ativação na fase estacionária de crescimento, uma 

vez que durante o crescimento exponencial a maior parte dos compostos de 

carbono sintetizados é direcionada ao metabolismo primário (Neumann et al., 

2009). Assim, a manutenção do cultivo por um tempo mais longo seria 

necessária para verificar-se indução de 20E em P. glomerata, o que não foi 

viável em função da limitação em altura do frasco de cultivo utilizado, cujas 

plantas já haviam atingido a parede superior em 30 dias de cultivo. 

Dessa forma, o presente estudo mostra que, apesar da presença de 

açúcares no meio ter influenciado positivamente a produção de biomassa, o 

sistema de propagação fotoautotrófico, principalmente quando somado ao 

enriquecimento de CO2, pode ser atrativo para a aplicação na produção 
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comercial in vitro de P. glomerata visando obtenção de grande biomassa com 

maior acúmulo de 20E. 
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Influência da ploidia, do volume de vaso e da aplicação de  
paclobutrazol no crescimento e no acúmulo de 20-hidroxiecdisona e 

saponinas em Pfaffia glomerata (Spreng.) Pedersen 
 

RESUMO 
 

Pfaffia glomerata é uma importante espécie medicinal nativa do Brasil, 

cujas propriedades farmacológicas devem-se à presença de fitoecdisteróides, 

em especial o 20-hidroxiecdisona (20E), e saponinas triterpênicas. Entretanto, 

a espécie apresenta teores baixos de seu metabólito de maior interesse, o 20E. 

O objetivo desse trabalho foi avaliar a influência da ploidia da planta, do volume 

do vaso e da aplicação de paclobutrazol (PBZ) no crescimento e acúmulo de 

metabólitos secundários em P. glomerata, visando atender a demanda 

comercial de matéria-prima da espécie. Plantas diploides e tetraploides foram 

cultivadas em casa de vegetação em vasos de diferentes volumes submetidas 

ou não à aplicação de PBZ. As variáveis analisadas foram altura, massa seca 

dos órgãos, razão largura/comprimento das folhas, densidade estomática, teor 

de pigmentos e acúmulo de 20E e saponinas. A duplicação da ploidia mostrou-

se desfavorável uma vez que levou à redução do crescimento e não afetou 

significativamente o teor de metabólitos de interesse. Características típicas de 

plantas poliploidizadas, como redução da densidade estomática e aumento da 

relação largura/comprimento foliar, foram verificadas nos indivíduos 

tetraploides. O uso de vasos de maior volume favoreceu significativamente o 

crescimento em altura e o acúmulo de biomassa total das plantas, 

influenciando também o teor de pigmentos. Nenhum efeito na indução do 

acúmulo de metabólitos secundários foi observado em plantas submetidas ao 

tratamento com PBZ, sendo este eficiente no acúmulo de pigmentos e na 

redução da altura e massa seca caulinar de fáfia. Dessa forma, esse estudo 

mostra que a poliploidização de P. glomerata não corresponde às expectativas 

esperadas de indução de metabolismo secundário, assim como conclui-se que 

a utilização de vasos de maior volume é uma boa alternativa à produção de alta 

biomassa requerida pela indústria farmacêutica. 

 

Palavras-chave: Pfaffia glomerata, poliploidia, volume de vaso, paclobutrazol, 

metabólitos secundários 
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1.INTRODUÇÃO 

 
Pfaffia glomerata (Spreng.) Pedersen (Amaranthaceae), popularmente 

conhecida como fáfia, é uma planta medicinal nativa no Brasil (Pott & Pott, 

1994), sendo considerada a mais importante espécie de ginseng brasileiro 

(Shiobara et al., 1993). Dentre suas várias propriedades medicinais destacam-

se os efeitos antidepressivos, tônicos e afrodisíacos, além do uso no 

tratamento de diabetes, reumatismo, esgotamento físico e mental, falta de 

memória e estresse (Magalhães, 2002; Zimmer et al., 2006; Mendes, 2011). 

Outros estudos tem mostrado que extratos de fáfia também  apresentam 

propriedades analgésica e anti-inflamatória (Neto et al. 2005), anti-oxidante 

(Daniel et al. 2005), gastroprotetora (Freitas et al. 2004) e anti-neoplásicas 

(Silva, 2008).  

Vários compostos foram isolados e identificados a partir das raízes de P. 

glomerata, como o ácido glomérico, ácido oleanólico, ácido famérico, além de 

vários ecdisteroides e saponinas (Shiobara et al., 1993; Daniel et al., 2005). 

Porém, sua vasta atividade farmacológica tem sido relacionada principalmente 

ao acúmulo do fitoecdisteroide 20-hidroxiecdisona (20E), também denominado 

β-ecdisona (Festucci-Buselli et al., 2008) e diversas classes de saponinas, em 

especial os pfaffosídeos (Alves et al., 2006). Entretanto, trabalhos têm 

demonstrado que P. glomerata apresenta níveis baixos de acúmulo destes 

metabólitos secundários, em especial do 20E, cujo teor é cerca de 1% da 

massa seca total (Vigo et al., 2003; Alves et al., 2006; Flores, 2006; Festucci-

Buselli et al., 2008). Assim, buscam-se estratégias que visem à obtenção de 

maiores acúmulos de metabólitos secundários em fáfia. 

No cultivo de plantas medicinais a utilização de poliploides tem se 

mostrado de grande valor, uma vez que plantas poliploidizadas exibem 

aumento da biomassa e, em alguns casos, da concentração de compostos 

efetivos nas funções farmacológicas (Gao et al., 1996). A duplicação 

cromossômica promove alterações morfológicas, anatômicas e fisiológicas que 

resultam em inúmeras características específicas, como o aumento no 

tamanho de células e órgãos, maior vigor e acúmulo de biomassa, maior 

resistência à seca, entre outros, podendo variar bastante entre espécies (Aina 

et al., 2012; Osborn et al., 2013). A indução de poliploides tem sido relatada 

como potencializadora do acúmulo de metabólitos secundários, como por 
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exemplo, em Pinellia ternate (He et al., 2012), Centella asiatica (Kaensaksiri et 

al., 2011), Panax ginseng (Kim et al., 2004), Artemisia annua (Jesus-Gonzalez 

& Weathers, 2003), Datura innoxia e D. stramonium (Berkow, 2001) e Salvia 

miltiorrhiza (Gao et al., 1996). 

Outra estratégia para indução de metabólitos secundários é a aplicação 

de triazóis. Os triazóis, dentre eles o paclobutrazol (PBZ), são reguladores do 

crescimento vegetal por inibição da biossíntese de giberelinas (Zheng et al., 

2012). Esses compostos vêm sendo caracterizados também como agentes 

multiprotetores de plantas, uma vez que aumentam a tolerância de várias 

plantas a estresses bióticos e abióticos, como fungos patogênicos, seca, 

poluentes atmosféricos e estresse por alta e baixa temperaturas (Fletcher et al., 

2000), além de atuar na redução do estresse oxidativo (Baninasab & Ghobadi, 

2011). Neste sentido, alguns trabalhos reportam a indução de metabólitos 

secundários em resposta a tratamentos com PBZ, como antocianinas e 

flavonoides (Ribeiro et al., 2012), alcaloides (Jaleel et al., 2009), ácidos 

caftárico e cicórico (Jones et al., 2009), e glicina betaína (Jaleel & Salem, 

2010). 

Muitos estudos em biologia vegetal tem focado na fisiologia e na 

produção de biomassa de plantas crescendo individualmente em recipientes 

isolados, entretanto pouca importância tem sido dada aos tamanhos desses 

recipientes (Poorter et al., 2012). Os volumes dos recipientes influenciam a 

disponibilidade de água e nutrientes para as plantas, sendo que recipientes de 

maior volume proporcionam melhor arquitetura do sistema radicular, maior 

volume de raízes e melhor absorção de nutrientes, além do aumento na 

fotossíntese, no teor de clorofila, na respiração e na produção em geral, 

proporcionando assim o desenvolvimento de plantas mais vigorosas e de 

melhor qualidade. Além disso, um volume reduzido de vaso contribui para a 

redução do espaço poroso e maior competição por oxigênio no substrato 

(Nesmith & Duval, 1998). Dessa forma, a restrição do crescimento do sistema 

radicular, proporcionado pelo volume do recipiente, pode promover o 

desequilíbrio na razão entre raízes e parte aérea, alterando as respostas 

fisiológicas da planta e a qualidade da muda (Nicoloso et al., 2000) e, 

possivelmente, a produção de metabólitos secundários. 

Recentemente, induzimos a poliploidização in vitro de um dos acessos 

de fáfia em nosso banco de germoplasma dessa espécie e, nesse contexto, o 
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presente estudo teve como objetivo avaliar a influência da ploidia das plantas, 

do volume de vaso e aplicação de PBZ nas condições de crescimento, 

desenvolvimento e produção dos metabólitos 20E e saponinas totais em P. 

glomerata. 
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2. MATERIAL E MÉTODOS 

 
2.1 Material vegetal e condições de cultura 

Plantas diploides e tetraploides de Pfaffia glomerata (Spreng.) Pedersen 

pertencentes ao acesso LCT22 foram cultivadas in vitro em meio MS 

(Murashige & Skoog, 1962), suplementado com 7 g/L de ágar granulado 

(Merck®, Alemanha), 100 mg/L de mio-inositol e 30 g/L de sacarose. O meio de 

cultura teve o pH ajustado para 5,7 e foi esterilizado por autoclavagem a 121° 

C e 1,5 atm durante 15 minutos. As culturas foram mantidas em sala de 

crescimento a 25 ± 2° C, irradiância de 50 µmol/m2.s-1 e fotoperíodo de 16 h. 

As plantas tetraploides foram obtidas artificialmente em nosso laboratório após 

tratamento com colchicina a 25 µM durante uma semana, e tiveram a 

poliploidização confirmada por citometria de fluxo (Doležel & Bartos, 2005), 

realizadas em parceria com o Laboratório de Genética da Universidade Federal 

de Juiz de Fora. 

Após 30 dias de crescimento in vitro, as plantas foram transferidas para 

casa de vegetação, onde foram mantidas em sistema hidropônico contendo 

solução de Hoagland (Hoagland & Arnon, 1950) por uma semana. Em seguida, 

as plantas foram transferidas para vasos com substrato agrícola Tropstrato 

Florestal (Vida Verde), constituido de casca de pinus, vermiculita, carvão 

vegetal, nitrato de cálcio e fibra de coco. Foram usados dois volumes de vasos, 

2,5 e 5 L, distribuindo-se as plantas diploides e tetraploides igualmente entre os 

dois tipos de vaso. Cada repetição constituiu de um vaso com uma única 

planta. 

 

2.2 Aplicação dos tratamentos e delineamento experimental 

Após 30 dias de crescimento em vasos foi realizada aplicação do 

tratamento com paclobutrazol (PBZ). Aos quatro tratamentos já existentes 

(planta diploide em vaso de 2,5 L, planta diploide em vaso de 5 L, planta 

tetraploide em vaso de 2,5 L e planta tetraploide em vaso de 5 L) foram 

adicionados, diretamente ao substrato, 10 mL de solução de PBZ a 15 mg/L em 

metade de cada tratamento com vasos de 2,5 L, e 20 mL desta mesma solução 

em metade dos vasos de 5 L. No restante dos vasos que não receberam PBZ, 

foi aplicado apenas solução aquosa no mesmo volume. Repetiu-se esta 

aplicação quando as plantas estavam com 45 dias de crescimento em vasos. 
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O delineamento experimental utilizado foi em delineamento inteiramente 

casualizado em esquema trifatorial (2x2X2), com 5 repetições por tratamento. 

Este trabalho apresenta oito tratamentos distintos (quadro 1) constituídos pela 

combinação de dois volumes de vaso, duas ploidias da planta fonte de 

explantes (diploide e tetraploide), além da aplicação ou não de PBZ. 

 

Quadro 1. Tratamentos utilizados na avaliação do desempenho de plantas ex vitro de Pfaffia 

glomerata com diferentes ploidias, cultivados em tamanhos de vasos distintos, com 

subseqüente aplicação de paclobutrazol (PBZ) ou não.  

Tratamento 
Volume do vaso 

(L) 

Aplicação de 

PBZ (mg/L) 
Ploidia do acesso 

1 2,5 0 diploide 

2 2,5 0 tetraploide 

3 2,5 15 diploide 

4 2,5 15 tetraploide 

5 5 0 diploide 

6 5 0 tetraploide 

7 5 15 diploide 

8 5 15 tetraploide 

 

2.3 Avaliações do crescimento 

Após 90 dias de cultivo em vasos foram avaliadas a altura das plantas 

(cm) e as massas secas de folhas, de caules e de raízes por plantas (g). As 

amostras foram secas em estufa com ventilação forçada (ACB Larbor) a 60ºC 

até obter peso constante. Além dessas variáveis de crescimento também foi 

mensurada a razão largura/comprimento das folhas. 

 

2.4 Determinação de pigmentos fotossintéticos 

Dois discos foliares com 7 mm de diâmetro foram retirados do segundo 

par de folhas expandidas a partir do meristema apical das plantas de fáfia e 

incubados em 2,5 mL de dimetilsulfóxido (DMSO) durante 48 h em tubos 

mantidos no escuro, à temperatura ambiente (Santos et al., 2008). Após o 

período de incubação, a absorbância das amostras foi determinada nos 
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comprimentos de onda de 665, 645 e 480 nm (Wellburn, 1994), em 

espectrofotômetro Genesys 10UV (Thermo Scientific, EUA) com cubeta de 

quartzo de 10 mm de caminho ótico. O cálculo das concentrações das clorofilas 

a, b e carotenoides foi baseado em metodologia descrita por Wellburn (1994). 

 

2.5 Densidade estomática  

Para estimar a densidade estomática, foram amostradas as epidermes 

das faces abaxial e adaxial da porção mediana do terceiro par de folhas 

expandidas a partir do meristema apical das plantas, pela técnica de impressão 

da epiderme (Segatto et al., 2004). A densidade estomática foi calculada a 

partir da análise das imagens da impressão capturadas em fotomicroscópio 

(AX70TRF, Olympus Optical, Tóquio, Japão). 

 

2.6 Determinação do teor de 20-hidroxiecdisona 

O teor de 20-hidroxiecdisona (20E) foi determinado em folha, caule e 

raiz de plantas de fáfia pela técnica de cromatografia líquida de alta eficiência 

(CLAE).  

As amostras foram obtidas por extrato metanólico (Kamada et al., 2009), 

utilizando-se 100 mg de material vegetal seco de P. glomerata misturado com 

10 mL de metanol grau HPLC. Durante a extração o extrato foi armazenado em 

tubos Falcon de 15 mL no escuro em temperatura ambiente (25 ± 2 ºC), 

durante sete dias, sob agitação diária do extrato. Posteriormente, os extratos 

foram centrifugados nos próprios tubos Falcon (20 min/5.000 rpm) e o 

sobrenadante coletado em Eppendorfs de 1,5 mL, e centrifugado novamente 

(15 min/5.000 rpm). Em seguida, o extrato metanólico foi analisado por CLAE, 

em equipamento Shimadzu LC-10AI, acoplado ao detector de UV-vis SPD-

10AI, CBM-10A e coluna Bomdesil C-18 (5,0 µm x 4,6 mm x 250 mm). O 

interior do equipamento foi mantido em temperatura ambiente 20 ± 2°C. A fase 

móvel utilizada consistiu de sistema isocrático com mistura de metanol grau 

HPLC e água deionizada, na proporção 1:1 (v/v), com fluxo de 0,7 mL/min. O 

volume de amostra injetada foi de 20 μL, sendo que a leitura foi realizada em 

λcomprimento de onda de 245 nm. O tempo de corrida da amostra foi de 15 

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

A curva de calibração foi obtida preparando-se soluções-padrão de 20E 

(Sigma-Aldrich) em metanol grau HPLC nas concentrações de 10, 20, 40, 60, 
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80 ppm. A equação da reta obtida pela curva de calibração foi Y= 41540x-

10491, com R2= 0.994. 

 

2.7 Determinação do teor de saponinas totais 

O teor da saponinas totais de raízes de P. glomerata foi obtido com o 

uso da técnica de espectrofotometria, segundo metodologia descrita por Vigo et 

al. (2003) em parceria com o Laboratório de Biodiversidade da Universidade 

Federal de Viçosa. 

Para desengorduramento das amostras, 30 mL de hexano foi adicionado 

a 0,2 g de raízes previamente secadas e pulverizadas, submendo a solução à 

sonicação por 2 horas em ultrassom Unique 1600A. Filtrou-se a fração líquida 

obtida e secou-se a amostra desengordurada em estufa (Odontobras 1.2) à 60 

ºC durante uma hora. Em seguida, as amostras foram submetidas à extração 

sob refluxo com 20 mL de solução metanol-água (3:1) por 30 min. Esta 

operação foi repetida três vezes, filtrando-se à vácuo a solução obtida no final 

de cada etapa, sendo, ao final, reunidas as frações filtradas. A solução 

metanólica resultante foi concentrada à vácuo em evaporador rotatório a 50 ºC, 

usando equipamento Buchi R-3 acoplado a bomba de vácuo Buchi V-700. 

Posteriormente, realizou-se uma ressupensão da fração metanólica 

concentrada em 20 mL de n-butanol saturado e água (1:1) por 20 minutos em 

ultrassom Unique 1600A. Este processo foi repetido três vezes, reunindo-se as 

fraçôes butanólicas obtidas nas três fases e concentrou-se o volume total no 

evaporador rotatório à 60 ºC até a secura. Dissolveu-se o resíduo em balão 

volumétrico com 100 mL de água. A uma alíquota de 1 mL dessa solução 

foram adicionados 1 mL de cloreto de cobalto 0,2 % e 1 mL de ácido sulfúrico 

concentrado, mantendo-se a reação no escuro por 20 min.  

Após finalisado o tempo de reação, realizou-se a leitura em 

espectrofotômetro Genesys 10UV (Thermo Scientific, EUA) com cubeta de 

quartzo de 10 mm de caminho ótico da solução utilizando comprimento de 

onda de 284 nm para verificar a absorbância das amostras. A curva de 

calibração foi obtida adicionando-se padrões de saponina purificada obtida da 

casca de Quillaja saponaria (Sigma-Aldrich), com pureza de 20-35%, em água 

destilada nas concentrações de 0,125; 0,25; 0,5; 1,0 e 2,0 mg/mL. A 1 mL de 

cada solução padrão também foi adicionada a reação com cloreto de cobalto e 

ácido sulfúrico. Para construção da curva padrão foi considerada uma pureza 
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de 27,5% para correção da concentração padrão de saponina. O branco foi 

feito acrescendo-se cloreto de cobalto e ácido sulfúrico à 1 mL de água 

destilada, deixando reagir por 20 minutos no escuro, assim como feito com as 

amostras. 

 

2.8 Análise estatística dos dados 

Os dados avaliados foram submetidos à análise de variância e as 

médias dos tratamentos comparados estatisticamente pelo teste de Tukey 

(α=0,05), por meio do programa estatístico SISVAR (Ferreira, 2003). Os dados 

de porcentagem, como o teor de 20E e de saponinas foram transformados 

utilizando-se a fórmula arc sen x .   



53 
 

3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

3.1. Variáveis de crescimento 

O cultivo ex vitro de Pfaffia glomerata de diferentes ploidias, crescidas 

em vasos de diferentes volumes, sob aplicação ou não de paclobutrazol (PBZ) 

originou plantas com diferenças significativas no crescimento. O volume do 

vaso afetou em grandes proporções a altura das plantas, assim como as 

massas secas de folhas, de caules e de raízes (Figuras 1 e 2). 

Plantas crescidas em vasos de 5 L tiveram altura cerca de 66% maior 

quando comparadas às crescidas em vasos de 2,5 L (Figura 1A). Uma 

interação significativa (p<0,05) também foi verificada entre as variáveis ploidia 

e aplicação de PBZ (Figura 1B). A aplicação de PBZ apenas foi eficiente na 

redução da altura de plantas tetraploides, não havendo variação significativa 

nas diploides. De forma semelhante, para plantas submetidas a aplicações de 

PBZ, as tetraploides mostraram-se mais baixas que as diploides (Figura 1B e 

2). 

Ainda na análise do crescimento, a duplicação do volume do vaso levou 

ao aumento de 3,4 vezes na massa seca de folhas em comparação ao menor 

volume (Figura 1C). Para massa seca caulinar, a interação entre o volume de 

vaso e aplicação de PBZ mostrou maiores massas em plantas crescidas em 

vasos de 5 L, independente da aplicação ou não de PBZ (Figura 1D). Em 

relação às raízes, a massa seca variou em relação à interação entre o volume 

do vaso e ploidia da planta, observando-se maiores valores em diploides 

crescidos nos vasos de 5 L. No entanto, é importante observar que a média do 

aumento na massa radicular em função do aumento do volume do vaso foi de 

apenas 2 vezes, enquanto o das folhas foi de 3,4 vezes (Figura 1E e 2). 

Nas avaliações da variável massa seca, a aplicação de PBZ apenas foi 

efetiva na redução da massa caulinar em plantas crescidas nos vasos de maior 

volume. Já a variável ploidia levou à redução apenas da massa radicular em 

plantas tetraploides quando comparadas às diploides, ambas crescidas em 

vasos de 5 L (Figura 1). 
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Figura 1. Variáveis de crescimento de plantas de Pfaffia glomerata de diferente ploidias, 
crescidas em vasos de volume distintos, submetidas ou não a tratamento com paclobutrazol 
(PBZ), aos 90 dias de cultivo em casa de vegetação. Letras maiúsculas comparam médias 
(p<0,05) pelo teste de Tukey de diferentes fatores dentro de um mesmo tratamento. Letras 
minúsculas comparam médias de um mesmo fator dentro de cada tratamento distinto (p<0,05). 
A e B: Altura das plantas (cm). C: Massa seca (MS) das folhas (g). D: Massa seca de caules 
(g). E: Massa seca das raízes (g).  
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Figura 2. Aspecto da parte aérea (A e B) e sistema radicular (C e D) de Pfaffia glomerata de 
diferente ploidias, crescidas em vasos de volume distintos, submetidas ou não a tratamento 
com paclobutrazol (PBZ), aos 90 dias de cultivo em casa de vegetação. Parte aérea de plantas 
crescidas em vasos de 2,5 L (A) e 5 L (B). Sistema radicular de plantas crescidas em vasos de 
2,5 L (C) e 5 L (D). Da esquerda pra direita: Poliploide tratado com 15 mg/L de PBZ, diploide 
tratado com 15 mg/L de PBZ, poliploide sem aplicação de PBZ, diploide sem aplicação de PBZ.  

 

A utilização de vasos de maior volume levou ao maior desenvolvimento 

em altura em Jatropha curcas, Maytenus ilicifolia, Apuleia leiocarpa, 

Anadenanthera macrocarpa e maior acúmulo de massa seca da parte aérea e 

sistema radicular em Glycine max, Zea mays e Anadenanthera macrocarpa,ou 

apenas radicular e caulinar em Maytenus ilicifolia e Apuleia leiocarpa (Ray & 

Sinclair, 1998; Nicoloso et al., 2000; Geply et al, 2011; Alves et al., 2012; Kasai 

et al., 2012). 

Vasos de menor volume apresentam substrato com reduzida 

disponibilidade de nutrientes para o sistema radicular, devido ao consumo da 

planta e à maior perda por lixiviação, reduzindo a distribuição desses 

elementos para a parte aérea, refletindo no menor desenvolvimento da mesma 

(José et al., 2005). A redução do volume do vaso de cultivo pode restringir o 
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desenvolvimento do sistema radicular e reduzir a biossíntese e a translocação 

de citocininas, giberelinas e aminoácidos específicos das raízes para a parte 

aérea, afetando a expansão foliar e o crescimento de ramos (Carmi & Heuer, 

1981). Yang et al. (2012) observaram que vasos menores tem maior alocação 

de fotoassimilados para o sistema radicular, o que aumenta a razão de 

crescimento raiz/parte aérea em soja e milho, assim como verificado em 

nossas análises. 

PBZ, como inibidor giberélico, regula efetivamente o crescimento em 

altura das plantas por reduzir as taxas de divisão e alongamento celular. No 

entanto, nossos resultados mostraram redução significativa na altura apenas 

em plantas tetraploides. Tratamentos com PBZ foram efetivos na redução da 

altura e massa seca da parte aérea em Oryza sativa (Yim et al., 1997), bem 

como no comprimento de entrenós em Lilium (Zheng et al., 2012). A redução 

de massa seca do caule em função do PBZ verificada em nossos resultados 

deve-se exatamente à redução do comprimento dos entrenós induzida por esse 

triazol. 

Poucos trabalhos com plantas poliploidizadas artificialmente relatam 

análises de crescimento, focando-se na maior parte das vezes em avaliações 

de morfologia foliar e floral, além de alterações no metabolismo. Aumento da 

massa seca foliar foi verificado em plantas poliploides de Rosa rugosa 

comparativamente aos diploides (Allum et al., 2007), enquanto um aumento na 

altura das plantas foi observado em Solidago gigantea, Gerbera jamesonii e 

Lathyrus sativus após duplicação da ploidia (Hull-Sanders et al., 2009; 

Dibyendu, 2010; Gantait et al., 2011). 

 

3.2. Razão largura/comprimento foliar 

A razão largura/comprimento foliar apresentou diferenças significativas 

em resposta aos fatores cultivo de plantas de diferentes ploidias, vasos de 

volumes distintos e tratamentos com PBZ (Figura 3). Plantas crescidas em 

vasos de 5 L mostraram maior razão largura/comprimento foliar (0,32) quando 

comparada a folhas de vasos de 2,5 L (0,28) (Figuras 3A e 4), o que está 

diretamente relacionada ao maior desenvolvimento de parte aérea e aumento 

da área foliar de plantas crescidas em vasos grandes (NeSmith & Duval, 1998). 

A ploidia das plantas e a aplicação de PBZ apresentaram efeitos e 

interação significativa (p<0,05) na razão das dimensões foliares (Figura 3B). A 
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maior razão foi observada em plantas tetraploides tratadas com PBZ (0,36), 

sendo que nas plantas que não receberam PBZ as maiores razões também 

foram mensuradas em tetraploides (Figura 4). Assim, a aplicação de PBZ 

apenas teve resposta significativa em plantas tetraploides (Figura 3B). Este 

efeito relacionado ao PBZ pode ser justificado pelo menor tamanho em geral 

das folhas de plantas que passaram por aplicação de PBZ, com redução 

principalmente no comprimento da lâmina foliar (Figura 4).  

Kermani et al. (2003) observaram aumento significativo na razão 

largura/comprimento foliar em todos os poliploides obtidos, sendo o aumento 

nesse parâmetro uma característica típica de plantas poliploidizadas. Um 

aumento na largura foliar, somado a uma redução ou estabilidade no 

comprimento, levaram ao aumento da razão largura/comprimento das folhas de 

plantas poliploides em Phlox subulata e Paulownia tomentosa (Zhang et al., 

2008; Tang et al., 2010), enquanto Gantait et al. (2011) observaram aumento 

de comprimento e largura da folha de poliploides de Gerbera jamesonii. 

 

 

Figura 3. Razão largura/comprimento foliar de P. glomerata crescidas em volume de vasos 
distintos (A), de diferente ploidias e submetidas ou não a tratamento com paclobutrazol (PBZ) 
(B), aos 90 dias de cultivo em casa de vegetação. Letras maiúsculas comparam médias 
(p<0,05) pelo teste de Tukey de diferentes fatores dentro de um mesmo tratamento. Letras 
minúsculas comparam médias de um mesmo fator dentro de cada tratamento distinto (p<0,05). 
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Figura 4. Morfologia foliar de P. glomerata de diferente ploidias e submetidas ou não a 
tratamento com paclobutrazol (PBZ), aos 90 dias de cultivo em vasos de 5 L em casa de 
vegetação. Da esquerda pra direita: diploide sem aplicação de PBZ, diploide tratado com 15 
mg/L de PBZ, poliploide sem aplicação de PBZ, poliploide tratado com 15 mg/L de PBZ. 

 

3.3. Densidade estomática 

A densidade estomática apresentou variação significativa (p<0,05) na 

face abaxial em resposta à ploidia das plantas, e na face adaxial em resposta à 

ploidia, tamanho de vaso e aplicação de PBZ, havendo interação entre os dois 

últimos fatores (Figura 5). Pfaffia glomerata é classificada como anfi-

hipoestomática, sendo que a face abaxial apresenta densidade estomática 

muito superior, com média 265,57 estômatos/mm2, quando comparado a face 

adaxial, com média 23,91 estômatos/mm2. Essa análise permite inferir que 

plantas de fáfia mantidas em condições de casa de vegetação apresentam 

menor número de estômatos na face abaxial do que aquelas crescidas em 

cultivo in vitro tradicional, porém mostra taxas semelhantes às plantas 

cultivadas em frascos que permitem trocas gasosas, com média de 450 e 208 

estômatos /mm2 respectivamente (Saldanha, 2011). Este mesmo autor relata 

ainda forte redução na densidade estomática quando a atmosfera in vitro é 

enriquecida com CO2 em concentrações maiores que às naturais, chegando a 

valores de 72 estômatos/mm2. Esse dado nos permite inferir que a 

disponibilidade de CO2 atmosférico está diretamente relacionada ao número de 
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estômatos nas folhas, influenciando possivelmente às taxas fotossintéticas e a 

transpiração. 

O fator ploidia afetou de forma semelhante os valores da densidade 

estomática nas faces abaxial e adaxial da planta. Plantas diploides 

apresentaram 63% e 52% mais estômatos nas faces abaxial e adaxial, 

respectivamente, quando comparadas às tetraploides (Figuras 5A e B). Nossos 

resultados concordam com Aina et al. (2012), que verificaram que o aumento 

no nível de ploidia de 2X para 4X levou a redução no número de estômatos por 

unidade de área foliar na face abaxial de folhas de Arachis paraguariensis, 

assim como em Lathyrus sativus (Dibyendu, 2010), Gerbera jamesonii (Gantait 

et al., 2011), Paulownia tomentosa (Tang et al., 2010) e Passiflora edulis (Rêgo 

et al., 2011), sendo essa variação um dos fatores indicadores do nível de 

ploidia.  

Na face adaxial também observou-se interação entre os fatores tamanho 

de vaso e tratamento com PBZ (Figura 5C). Para plantas crescidas em vasos 

de 2,5 L a aplicação de PBZ não levou a alterações significativas na densidade 

estomática, entretanto, plantas provenientes de vasos de 5 L tiveram redução 

no número de estômatos quando passaram por tratamento com PBZ. De forma 

semelhante, a variação no volume do vaso utilizado afetou significativamente a 

densidade estomática somente nas plantas que não receberam tratamento com 

PBZ. Esta variável foi estatisticamente maior em folhas de plantas crescidas 

em vasos de 5 L (Figura 5C). Assim as maiores e menores densidades 

estomáticas adaxiais foram obtidas em vaso de 5 L sem aplicação de PBZ 

(37,01 estômatos/mm2) e com aplicação de PBZ (12,19 estômatos/mm2), 

respectivamente. 

A redução da densidade estomática da face adaxial em vasos de 5 L 

que passaram pelo tratamento com PBZ pode ser associada à verificação de 

uma diminuição no tamanho da folha devido ao tratamento com o trizol, 

principalmente para plantas diplóides. A menor área foliar reduziria as taxas 

fotossintéticas, por alterar negativamente a superfície de absorção, sendo 

assim desnecessários investimentos maiores em diferenciação estomática, 

proporcionando folhas com menor número de estômatos por área. 
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Figura 5. Densidade estomática abaxial (A) e adaxial (B e C) de P. glomerata de diferente 
ploidas, crescidas em volume de vasos distintos e submetidas ou não a tratamento com 
paclobutrazol (PBZ), aos 90 dias de cultivo em casa de vegetação. Letras maiúsculas 
comparam médias (p<0,05) pelo teste de Tukey de diferentes fatores dentro de um mesmo 
tratamento. Letras minúsculas comparam médias de um mesmo fator dentro de cada 
tratamento distinto (p<0,05).  

 

3.4 Quantificação de pigmentos 

Os teores de clorofilas a e b foram influenciados pelo volume do vaso, 

ploidia da planta e aplicação de PBZ. Verificou-se interação significativa 

(p<0,05) entre os diferentes volumes de vaso e os tratamentos com PBZ. Já 

para os carotenoides, apenas o tamanho de vaso e a aplicação de PBZ 

levaram a alterações significativas no teor desse pigmento (Figura 6). 

A aplicação de PBZ aumentou em grandes proporções o teor de 

clorofilas a e b de 25,18 para 31,32 µg/cm2 (Figura 6A) e 6,27 para 8,53 µg/cm2 

(Figura 6C), respectivamente. Nosso resultado corrobora comaqueles obtidos 

por Zheng et al. (2012) que observaram aumento nos níveis das clorofilas a e b 

em plantas de Lilium tratadas com PBZ, mesmo efeito verificado em 

A

B

0

50

100

150

200

250

300

350

Diploide Tetraploide

D
en

si
d

ad
e 

es
to

m
át

ic
a 

ab
ax

ia
l /

m
m

2

Ploidia das plantas

A

B

0

5

10

15

20

25

30

35

Diploide Tetraploide

D
en

si
d

ad
e 

es
to

m
át

ic
a 

ad
ax

ia
l/

m
m

2

Ploidia das plantas

Ba
Aa

Aa

Ab

0

5

10

15

20

25

30

35

40

0 15 mg/L

D
en

si
d

ad
e 

es
to

m
át

ic
a 

ad
ax

ia
l/

m
m

2

Aplicação de PBZ

Vaso 2.5 L Vaso 5 L

A B 

C 



61 
 

Arabidopsis (Ribeiro et al., 2012), Catharanthus roseus (Jaleel et al., 2007) e 

Tectona grandis (Zhou et al., 2012). Esta resposta estaria relacionada ao fato 

que plantas tratadas com PBZ poderiam sintetizar mais citocinina, que por sua 

vez poderiam induzir o aumento da diferenciação de plastídeos e biossíntese 

de clorofilas, assim como prevenir a sua degradação desses pigmentos 

(Fletcher et al., 1982). 

Ainda em relação às clorofilas, a interação de tamanho de vaso e ploidia 

mostrou maiores teores de clorofilas a e b em plantas diplóides crescidas em 

vasos de 5 L. Entretanto, plantas tetraploides apresentaram maiores teores de 

clorofila b quando desenvolvidas em vasos de 2,5 L, não havendo variação 

significativa para os pigmentos do tipo a (Figura 6 B e D). O aumento do teor 

de clorofilas em plantas diploides nos vasos maiores pode estar diretamente 

relacionado ao melhor desenvolvimento da parte aérea nestes, o que permite 

maiores taxas fotossintéticas e, portanto, maior teor de pigmentos para auxiliar 

nesse processo fisiológico. O mesmo não foi observado em poliploides, em 

virtude de que plantas dessa ploidia mostraram menores variações de 

desenvolvimento entre os volumes de vasos testados quando comparado aos 

diploides, que se desenvolveram pouco em vasos pequenos. A variação 

positiva do teor de clorofilas em relação ao aumento no volume de vaso foi 

observada também em soja, onde relacionou-se à maior quantificação deste 

pigmento ao aumento nas taxas fotossintéticas foliares (Kasai et al., 2012). 

Apesar de não terem realizado análise quantitativa dos pigmentos, uma 

coloração verde mais escuro comparada aos diploides foi observada em 

poliploide de Rosa rugosa (Kermani et al., 2003) e de Ocimumbasilicum 

(Omidbaigi et al., 2010). 

O teor de carotenoides foi influenciado pelo tamanho de vaso e 

aplicação de PBZ, não havendo interação significativa (p<0,05) entre os fatores 

(Figura 6E e F). Ao usar vasos de 2,5 L obtivemos teor de carotenoides de 6,30 

µg/cm2, significativamente inferior quando comparado a 8,19 µg/cm2 verificado 

nos vasos maiores (Figura 6F). Já as plantas que passaram por aplicações de 

PBZ apresentaram quantificação de 7,83 µg/cm2 de carotenoides, enquanto o 

controle que não sofreu tratamento apresentou 6,66 µg/cm2 (Figura 6E). 

Tratamentos com PBZ também mostraram-se eficientes no aumento do teor de 

carotenoides em Daucus carota (Gopi et al., 2007) e em cevada (Buchenauer &  
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Figura 6. Pigmentos fotossintéticos de plantas de P. glomerata de diferente ploidas, crescidas 
em vasos de volumes distintos e submetidas ou não a tratamento com paclobutrazol (PBZ), 
aos 90 dias de cultivo em casa de vegetação. Letras maiúsculas comparam médias (p<0,05) 
pelo teste de Tukey de diferentes fatores dentro de um mesmo tratamento. Letras minúsculas 
comparam médias de um mesmo fator dentro de cada tratamento distinto (p<0,05). A e B: 
clorofila a. C e D: clorofila b. E e F: carotenoides.  
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Rohner, 1981). Esta indução nos carotenoides totais pode estar relacionado à 

potencial função do PBZ na inibição dos efeitos de estresses abióticos em 

plantas, seja por seca, altas e baixas temperaturas, poluentes entre outros, 

assim como aumento de sua tolerância a essas condições (Fletcher et al., 

2000). De forma semelhante, a condição restritiva de crescimento observada 

em vasos de 2,5 L poderia estar constituindo estresses hídricos e nutricionais 

para as plantas, aos quais elas responderiam induzindo compostos anti-

estresse, como os carotenoides. 

 

3.5. Quantificação de metabólitos secundários 

A análise quantitativa de metabólitos secundários em P. glomerata 

também foi objetivo deste trabalho, de forma a avaliar a influência dos fatores 

ploidia da planta, aplicação de PBZ e volume do vaso sobre a produção de 

metabólitos secundários na espécie. Os resultados mostram que saponinas 

totais e 20E responderam de forma diferente a essas variáveis (Figuras 7 e 8).  

Avaliação dos teores de 20E mostrou variações significativas (p<0,05) 

em folhas e caules, havendo interação significativa entre ploidia e aplicação de 

PBZ nas folhas e entre os três fatores no caule (Figura 7). A duplicação da 

ploidia foi eficiente na indução do acúmulo de 20E nas folhas de plantas que 

não sofreram aplicação de PBZ, enquanto a aplicação de PBZ levou redução 

de 20E em plantas tetraploides (Figura 7A). Já nos caules, plantas tetraploides 

mostraram maiores teores de 20E comparadas às diploides quando crescidas 

em vasos de 2,5 L e que não sofreram aplicação de PBZ (Figura 7B), assim 

como verificou-se que o aumento no volume dos vasos foi eficiente na indução 

do 20E em plantas diploides que não receberam tratamento com PBZ (Figura 

7C). Ainda no caule, observou-se redução no teor de 20E devido à aplicação 

de PBZ em plantas diploides crescidas em vasos de menor volume e plantas 

tetraploides crescidas em vasos de maior volume (Figura 7D). Em relação às 

raízes, o teor de 20E não foi influenciado pelas variações na ploidia, volume de 

vaso e aplicação de saponinas, apresentando médias de 0,2673%. 

Comparações entre os teores de 20E em P. glomerata observados em 

condições ex vitro e in vitro (Capítulo 1) mostraram um maior acúmulo de 20E 

nas raízes de plantas mantidas em casa de vegetação, exceto para aquelas 

mantidas in vitro em fotoautotrofia com enriquecimento de CO2, enquanto maior 

teor foi verificado nas folhas de plantas in vitro. Esse resultado provavelmente 
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ocorre em função da baixa tuberização das raízes nas condições in vitro, que 

não permite a atuação dessas como órgão acumulador do metabólito. A 

distribuição de 20E no corpo vegetal mostrou maior acúmulo do metabólito nas 

raízes, sendo inferiores nas folhas e mínimos nos caules, de acordo com os 

resultados observados por Festucci-Buselli et al. (2008). 

 

 

 

Figura 7. Produção de 20E em folhas (A) e caule (B, C e D) de P. glomerata de diferente 
ploidas, crescidas em vasos de volumes distintos e submetidas ou não a tratamento com 
paclobutrazol (PBZ), aos 90 dias de cultivo em casa de vegetação. Letras maiúsculas 
comparam médias (p<0,05) pelo teste de Tukey de diferentes fatores dentro de um mesmo 
tratamento. Letras minúsculas comparam médias de um mesmo fator dentro de cada 
tratamento distinto (p<0,05). B: T1- Planta crescida em vaso de 2,5L sem aplicação de PBZ; 
T2- Planta crescida em vaso de 2,5L com aplicação de PBZ; T3-Planta crescida em vaso de 5L 
sem aplicação de PBZ; T4- Planta crescida em vaso de 5L com aplicação de PBZ. C: T1-Planta 
diploide sem aplicação de PBZ; T2- Planta diploide com aplicação de PBZ; Planta tetraploide 
sem aplicação de PBZ; T4- Planta tetraploide com aplicação de PBZ. D: T1- Planta diploide 
crescida em vaso de 2,5L; T2- Planta diploide crescida em vaso de 5L; T3- Planta tetraploide 
crescida em vaso de 2,5L; T4- Planta tetraploide crescida em vaso de 5L. 
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A quantificação das saponinas totais foi analisada exclusivamente nas 

raízes, que é o órgão de P. glomerata com maior acúmulo desse metabólito, e 

por isso é a porção da planta farmacologicamente utilizada. O aumento no 

volume do vaso levou a redução de saponinas apenas em plantas diploides, 

mantendo-se constante nas tetraploides, e em plantas que não foram expostas 

ao PBZ (Figura 8A). A aplicação de PBZ levou a redução no teor de saponinas 

em vasos pequenos, e manteve-se igual ao controle em vasos maiores. Já a 

variação na ploidia das plantas teve resposta distinta de acordo com o tamanho 

de vaso no qual as plantas cresceram, observando-se redução de saponinas 

em plantas tetraploides crescidas em vasos de 2,5 L e aumento nas crescidas 

em vasos de 5 L (Figura 8B). 

Em relação aos teores de saponinas, os valores obtidos em nosso 

experimento não correspondem aos valores reais de saponinas em fáfia, uma 

vez que o padrão por nós utilizado tem pureza que varia em larga escala, 20 a 

35%. Além disso, o padrão não consiste do composto químico isolado, e sim de 

saponinas extraídas da casca da árvore Quillaja saponaria. Optou-se, portanto, 

por este padrão, uma vez que o outro disponível no mercado, da empresa 

Merck, não tinha a pureza determinada pelo fabricante. Dessa forma, apesar 

de não corresponderem aos valores reais do metabólito na espécie, a análise 

quantitativa foi eficiente na verificação da indução do composto pelos 

tratamentos avaliados. 

 

Figura 8. Produção de saponinas totais em raízes de P. glomerata de diferente ploidas, 
crescidas em vasos de volumes distintos e submetidas ou não a tratamento com paclobutrazol 
(PBZ), aos 90 dias de cultivo em casa de vegetação. Letras maiúsculas comparam médias 
(p<0,05) pelo teste de Tukey de diferentes fatores dentro de um mesmo tratamento. Letras 
minúsculas comparam médias de um mesmo fator dentro de cada tratamento distinto (p<0,05).  
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A redução de saponinas verificada com a duplicação da ploidia de 

plantas crescidas nos vasos pequenos pode ser explicada pelo fato que plantas 

poliploides tendem a ter melhor crescimento vegetativo, e consequentemente 

maior área foliar, proporcionando aumento das taxas fotossintéticas e maior 

produção de fotoassimilados que poderiam ser investidos também no 

crescimento e tuberização radicular. Entretanto, o pequeno volume dos vasos 

poderia estar limitando o desenvolvimento das raízes, prejudicando a síntese 

de saponinas ou mantendo-se inalterada, como verificado para o 20E 

acumulado nas raízes. Enquanto isso, vasos de maior volume, por permitirem 

maior desenvolvimento das raízes, responderam ao aumento da ploidia com 

indução no acúmulo de saponinas.  

Ainda em relação à duplicação cromossômica, a pouca resposta da 

parte aérea a indução de 20E por poliploidização diverge de muitos trabalhos 

publicados que relatam que a produção de metabólitos secundários em plantas 

pode aumentar significativamente em indivíduos poliploides. Dessa forma, a 

poliploidia poderia ser usada como ferramenta para obtenção de novos 

cultivares de plantas medicinais, mais eficientes que os de ocorrência natural 

(Zhang et al., 2010). A exemplo disso, estima-se que o teor de alcaloides em 

plantas poliploides pode aumentar em até 50% em relação a plantas diploides 

(Levin, 2002). Alguns estudos evidenciam a possibilidade de aumento de 

metabólitos secundários na parte aérea de plantas poliploides, como em 

Pinellia ternate (He et al., 2012), Centella asiatica (Kaensaksiri et al., 2011) e 

Solidago gigantea (Hull-Sanders et al., 2009), assim como acúmulos nas raízes 

em Panax ginseng (Kim et al., 2004), Artemisia annua (Jesus-Gonzalez & 

Weathers, 2003) e Salvia miltiorrhiza (Gao et al., 1996). 

Nas condições experimentais, diferentemente do efeito relatado na 

literatura, a aplicação de PBZ em P. glomerata não foi eficiente para induzir o 

acúmulo de metabólitos secundários. A aplicação de PBZ estimulou a 

biossíntese de diversos metabólitos secundários, como prolina (Mackay et al., 

1990), glicina betaína (Jaleel & Salem, 2010), alcaloides (Gopi et al., 2007; 

Jaleel et al., 2009) e antocianinas (Ilan & Dougall, 1992). Plantas de 

Arabidopsis thaliana tratadas com PBZ tiveram também marcante regulação 

positiva dos genes relacionados à biossíntese de antocianinas e flavonoides 

(Ribeiro et al., 2012). 
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No entanto, PBZ não foi eficiente na indução dos ácidos caftárico e 

cicórico em Echinacea purpurea (Jones et al., 2009). Ribeiro et al. (2012) 

também relatam inibição dos genes associados a biossíntese de lipídeos pela 

redução no teor de giberelinas nas plantas, efeito este proveniente da 

aplicação de PBZ. Uma vez que lipídeos, como colesterol e estigmasterol, são 

precursores do fitoecdisteroide 20E, estes metabólitos podem ser afetados 

negativamente pelo PBZ, mesmo que de forma indireta. Além disso, uma vez 

que a biossíntese de metabólitos secundários como fitoesteroides e saponinas 

envolvem reações enzimáticas similares a algumas etapas as biossíntese de 

giberelinas, a aplicação de inibidores giberélicos acabam por surtir algum efeito 

no metabolismo desses compostos (Rademacher, 2000). A ação de 

retardantes do crescimento, como PBZ, inibe a enzima 2,3-oxidoesqualeno 

ciclase, passo chave na regulação da rota de formação de esterois (Douglas & 

Paleg, 1974), assim como de saponinas. Dessa forma, o PBZ pode ter 

influência nula ou negativa na síntese desses metabólitos triterpenóides, como 

obtido em nossos resultados, mas não interferir negativamente em outros 

metabólitos independentes dessa rota biossintética, como os alcaloides. 

O aumento nos teores de 20E da parte aérea com o uso de vasos de 

maior volume apenas ocorreu em plantas que não sofreram aplicação de PBZ, 

pois o tratamento com este triazol leva a redução do crescimento vegetativo da 

planta, que fica impossibilitada de aumentar sua área fotossinteticamente ativa, 

e com isso aumentar a produção de esqueletos carbônicos que poderiam ser 

direcionados para o metabolismo secundário. 

A análise conjunta de saponinas e fitoecdisteroides mostrou que não há 

relação entre o acúmulo desses metabólitos. Isso mostra que, mesmo sendo 

derivados de um mesmo precursor, o oxidoesqualeno, em condições naturais a 

biossíntese de um dos compostos não acarreta na inibição da produção do 

outro. 

Dessa forma, este estudo mostra que o aumento do volume dos vasos, 

apesar de ter proporcionado melhor crescimento vegetativo das plantas e 

melhor condições para melhoria da capacidade fotossintética, como densidade 

estomática e teor de pigmentos, não proporcionou aumento efetivo no teor de 

metabólitos secundários. Contrariando as expectativas, a duplicação da ploidia 

mostrou-se pouco eficiente na indução de saponinas e 20E, o que pode estar 

relacionado ao curto prazo de desenvolvimento do experimento, que não seria 
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suficiente para adaptação dos processos fisiológicos à duplicação 

cromossômica ou à variação natural da resposta das espécies ao evento de 

poliploidização (Aina et al., 2012). De modo semelhante, a aplicação de PBZ 

também não respondeu como esperado, o que pode ser relacionado à baixa 

assimilação desse composto pelas raízes, ou baixa concentração aplicada. 

Assim, novos estudos são necessários, utilizando de preferência vasos de 

volume maiores, porém mantendo-se o crescimento das plantas por tempo 

mais prolongado ou aplicando-se concentrações mais elevadas de PBZ. 
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CONCLUSÕES GERAIS 
 

O presente estudo avaliou a influência da ploidia da planta no 

crescimento e produção de metabólitos secundários em Pfaffia glomerata em 

diferentes condições de cultivo in vitro e ex vitro. Na literatura não há relatos 

acerca da geração de poliploides na espécie, assim como de suas 

características específicas. 

No primeiro capítulo, envolvendo o cultivo in vitro, foi verificado que a 

poliploidização levou à redução no crescimento e no acúmulo do metabólito 20-

hidroxiecdisona (20E) em todas as condições de cultivo testadas. Também foi 

comprovado que a espécie apresenta elevado potencial para a propagação in 

vitro fotoautotrófica em atmosfera enriquecida com CO2 devido ao aumento das 

características de crescimento e do acúmulo de 20E. Apesar da condição de 

cultivo fotomixotróficas terem gerado plantas com parâmetros de crescimento 

superiores às fotoautotróficas, o acúmulo de 20E nestes indivíduos é 

fortemente inibido pela presença de sacarose no meio de cultivo, sendo a 

fotomixotrofia uma condição desfavorável para produção da espécie visando 

interesse comercial. 

O segundo capítulo apresentou o efeito do uso de vasos de volumes 

diferentes, assim como a influência de tratamentos com paclobutrazol (PBZ), 

no crescimento, características morfológicas e estruturais e acúmulo de 

metabólitos secundários em plantas diploides e poliploides de fáfia cultivadas 

ex vitro. As análises mostraram que tetraploides de P. glomerata apresentam 

características típicas de plantas poliploidizadas, como aumento da relação 

largura/comprimento foliar e redução da densidade estomática. Entretanto, o 

aumento nos parâmetros de crescimento e o acúmulo de saponinas e 20E 

mostraram-se inferiores em plantas tetraploides, diferentemente do relatado na 

literatura para algumas espécies. A utilização de vasos de maior volume 

favoreceu fortemente o vigor e o crescimento das plantas, sendo o volume dos 

recipientes uma variável que deve ser bem selecionada para se obter uma boa 

produção vegetal no cultivo ex vitro. Por fim, o uso de PBZ correspondeu às 

expectativas reduzindo o crescimento em altura e aumentando a pigmentação 

das plantas, no entanto, sua atuação na indução do metabolismo secundário 

não mostrou-se eficiente. 
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Dessa forma, o presente estudo mostra que a indução e utilização de 

plantas poliploides em P. glomerata não são eficientes no objetivo de maior 

acúmulo de biomassa e metabólitos de interesse em ambas as condições in 

vitro e ex vitro. Entretanto, novos estudos devem ser feitos para verificar se em 

tempos de cultivo mais longos do que os utilizados nesse trabalho as respostas 

esperadas seriam alcançadas com sucesso, uma vez que as plantas podem 

necessitar de um tempo maior para adaptar sua fisiologia à condição de 

duplicação do material genômico. 

Além disso, comprovou-se que um sistema fotoautotrófico com 

enriquecimento de CO2 pode ser atrativo para a aplicação na produção 

comercial massal de mudas de fáfia ou ainda, para a produção de biomassa de 

fáfia com um teor elevado de 20E. O cultivo de plantas em vasos de maiores 

volumes também pode favorecer a produção comercial de fáfia, uma vez que 

os maiores custos com substrato e maior necessidade de espaço disponível 

são compensados pelo grande aumento de biomassa por vaso. 

 

 


