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RESUMO 
 
SILVA, Tatiane Dulcineia, M.Sc., Universidade Federal de Viçosa, fevereiro de 2019. 
Aspectos morfofisiológicos e moleculares do desenvolvimento in vitro de Pfaffia 
glomerata (Spreng.) Pedersen influenciado pela luz. Orientador: Wagner Campos Otoni. 
Coorientador: Diego Silva Batista. 
 

A Pfaffia glomerata apresenta potenciais propriedades farmacológicas e medicinais, como 

anabolizante, analgésica, anti-inflamatória, antimutagênica, afrodisíaca, sedativa, 

antidiabética e de tônico muscular. As propriedades nessa espécie se devem principalmente à 

produção de um metabólito secundário, o fitoecdisteroide 20-hidroxiecdisona (20E). Contudo 

sua via biossintética e suas funções em plantas ainda não estão totalmente elucidadas. A luz 

(qualidade e quantidade) afeta inúmeros processos morfofisiológicos em plantas cultivadas in 

vitro, como crescimento e desenvolvimento, fotossíntese, morfogênese, produção de 

metabólitos secundários, entre outros. Diante disso, objetivou-se avaliar a influência da 

qualidade e quantidade de luz na morfofisiologia e na produção de 20E em dois acessos (Ac 

22 e Ac 43) de Pfaffia glomerata cultivadas in vitro. Para tal, foram executados dois 

experimentos. Primeiro foi analisado a influência de diferentes níveis de irradiâncias (65, 130 

e 200 µmol m-2 s-1) e segundo a influência de diferentes proporções de vermelho (V) e azul 

(A) (1V:1A; 1V:3A e 3V:1A). Em ambos os experimentos foram utilizados explantes com 

um segmento nodal, os quais foram inoculados meio de Murashige e Skoog (MS) sem adição 

de fitorreguladores, sendo as culturas foram mantidas a 25 ± 2 ° C e sob fotoperíodo de 16 h 

de luz. Observou-se que tanto a quantidade, quanto a qualidade da luz no cultivo in vitro de 

Pffafia glomerata alteram o teor e a produção de 20E. No entanto, não houve relação direta 

do conteúdo de 20E com a expressão relativa do gene Phantom, envolvido possivelmente na 

biossíntese de 20E. Além disso, as características morfofisiológicas, assim como a produção 

de 20E, se mostraram genótipo-dependentes em ambos os experimentos. O aumento da 

irradiância promove o crescimento e o desenvolvimento in vitro de P. glomerata, 

aumentando também a eficiência fotossintética, o que refletiu no maior acúmulo de biomassa 

nas plantas. A qualidade de luz também leva a modificações na morfofisiologia de P. 

glomerata cultivada in vitro. Visto que, a qualidade espectral 1V:3A influenciou na eficiência 

fotossintética e na atividade das enzimas do estresse oxidativo. Já a igual proporção de luz 

(1V:1A) favoreceu o desenvolvimento morfoanatômico das plantas e a produção de 20E. Este 

trabalho fornece novas perspectivas a respeito dos efeitos da luz no ambiente in vitro e pode 
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auxiliar na otimização de protocolos de bioprospecção e propagação em larga escala de 20E 

em P. glomerata. 
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ABSTRACT 

SILVA, Tatiane Dulcineia, M.Sc., Universidade Federal de Viçosa, February, 2019. 
Morphophysiological and molecular aspects of the in vitro development of Pfaffia 

glomerata (Spreng.) Pedersen as influenced by light. Adviser: Wagner Campos Otoni. Co- 
Adviser: Diego Silva Batista. 
 

Pfaffia glomerata has potential pharmacological and medicinal properties, such as anabolic, 

analgesic, anti-inflammatory, antimutagenic, aphrodisiac, sedative, antidiabetic and muscle 

tonics. The properties in this species are mainly due to the production of a secondary 

metabolite, the phytoecdysteroid 20-hydroxyecysone (20E). However its biosynthetic 

pathway and its functions in plants are not yet fully elucidated. Light (quality and quantity) 

affects numerous morphophysiological processes in plants grown in vitro, such as growth and 

development, photosynthesis, morphogenesis, production of secondary metabolites and 

others. The aim of this study was to evaluate the influence of quality and quantity of light on 

morphophysiology and 20E production in two accessions (Ac22 and Ac43) of Pfaffia 

glomerata grown in vitro. For this, two experiments were performed. In the first experiment, 

the influence of different levels of irradiance (65, 130 and 200 μmol m-2 s-1) and in second 

experiment different proportions of red (R) and blue (B) LED lights (1R:1B; 1R:3B and 3R: 

1B) in two accessions (Ac22 and Ac43) of P. glomerata were evaluated. In both experiments 

explants with a single nodal segment were used. The explants were cultured in Murashige 

and Skoog (MS) medium lacking phytoregulators and the cultures were maintained at 25 ± 2 

° C and photoperiod of 16 h of light. We observed that both the amount and the quality of 

light in the in vitro culture of Pfafia glomerata alter the content and the production of 20E. 

However, there was no direct relationship of the 20E content with the relative expression of 

the Phantom gene, possibly involved in 20E biosynthesis. In addition, the 

morphophysiological characteristics as well as the production of 20E were shown to be 

genotype-dependent in both experiments. The increase in irradiance levels promotes the in 

vitro growth and development of P. glomerata, also increasing the photosynthetic efficiency, 

which reflected into a greater accumulation of biomass in the plants. The light quality also 

leads to modifications in the morphology of P. glomerata cultivated in vitro. Remarkably, the 

spectral quality 1R:3B influenced the photosynthetic efficiency and the activity of oxidative 

stress enzymes, whereas the proportion of light (1R:1B) favored the morfoanatomic 

development of the plants and the production of 20E. This work provides new perspectives 
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on the effects of light in the in vitro environment and may aid in the optimization of 

bioprospecting protocols and large-scale propagation of 20E in P. glomerata.
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INTRODUÇÃO GERAL  

A família Amaranthaceae possui ampla distribuição, incluindo aproximadamente 170 

gêneros e 2000 espécies. No Brasil ocorrem 20 gêneros nativos e estima-se a ocorrência de 

100 espécies (Souza & Lorenzi, 2005), é encontrado em quase todas as regiões do país, sendo 

planta típica de vegetação ciliar e de campos de inundação de rios (Marchioretto, 2015). 

Dentre as plantas do gênero Pfaffia, a Pfaffia glomerata, conhecida como fáfia, ginseng-do-

pantanal ou ginseng-brasileiro, tem se destacado sendo considerada sucessora do ginseng 

(Panax ginseng C.A. Meyer.) (Nascimento et al., 2007).   

P. glomerata é amplamente utilizada na medicina tradicional. Estudos farmacológicos 

evidenciaram resultados positivos no combate de problemas gástricos (Freitas et al., 2004; 

Mazzeo et al., 2013); ação tônica e rejuvenescedora (Lorenzi, 2002); ação anti-inflamatória e 

analgésica (Neto et al., 2005); anti-oxidante (Souza et al., 2005); ação antimicrobiana como 

adjuvante no controle da cárie dentária (Moura et al., 2011). Além disso, a P. glomerata é 

considerada uma espécie promissora para o tratamento do câncer, devido seus efeitos 

aneugênicos e clastogênicos (Neves et al., 2016). 

As propriedades medicinais de P. glomerata podem ser atribuídas aos compostos 

ácido glomérico, ácido pfamérico, rubrosterona, 20-hidroxiecdisona (20E), ecdisterona e β-D 

glucopiranosil oleato (Shiobara et al., 1993), frutanos inulínicos (Caleffi et al., 2015), ou até 

mesmo a combinação desses fitoquímicos (Festucci-Buselli et al., 2008a). Dentre esses 

compostos, o 20E é o encontrado em maiores teores em P. glomerata (Schmelz et al., 1998; 

Dinan, 2001). O 20E é um composto análogo ao hormônio da ecdise de insetos sendo que 

este é produzido apenas por algumas espécies de plantas (Festucci-Buselli et al., 2008b; 

Dinan et al., 2009). A função mais aceita do 20E em plantas é que este atua como composto 

protetor contra insetos fitófagos não-adaptados (Lafont, 1997; Festucci-Buselli et al., 2008a), 

afetando o desenvolvimento larval de insetos, antecipando o processo de ecdise e 

ocasionando a morte das larvas no momento em que se alimentam de plantas produtoras 

desse metabólito (Mondy et al., 1997; Blackford, 1997; Schmelz et al., 2002; Rharrabe et al., 

2009; Rharrabe et al., 2010). 

A produção de 20E pode ser modulada pelas condições de cultivo de P. glomerata. 

Iarema et al. (2012), por exemplo, demonstraram que o sistema fotoautotrófico promoveu o 

aumento do conteúdo de 20E em P. glomerata. Além disso, em estudo realizado por 

Saldanha et al. (2013) revelou-se que a atmosfera enriquecida em CO2 (720 μmol mol−1) 

contribui para o maior acúmulo de biomassa e maiores níveis de 20E em P. glomerata. Isto 
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sugere que o sistema fotoautotrófico com enriquecimento de CO2 pode ser adequado para a 

propagação em larga escala desta espécie. Corrêa et al. (2015) analisaram a produção in vitro 

de 20E em seis acessos de P. glomerata (Ac4, Ac13, Ac22, Ac43, Ac57 e Ac58), mostrando 

uma variação na produção deste composto entre diferentes acessos e órgãos. Dentre estes, 

dois acessos (Ac4 e Ac43) apresentaram maior concentração total de 20E, tendo o Ac4 

apresentado maior conteúdo no sistema radicular e o Ac43 nas folhas.  

Apesar do potencial farmacológico de 20E, sua rota biossintética não é totalmente 

elucidada e seu papel pouco compreendido (Festucci-Buselli et al., 2008a; Ohyama et al., 

2009; Boo et al., 2013; Tsukagoshi et al., 2016; Thussagunpanit et al., 2017) apesar de alguns 

estudos já terem demosntrado genes candidatos associados a podução de 20E. Recentemente 

Batista et al. (2018b) realizaram o sequenciamento de novo do transcriptoma da P. glomerata, 

evidenciaram em P. glomerata sob condições fotoautotróficas o aumento da concentração de 

20E e da expressão do gene Phantom (CYP76C), indicando um possível envolvimento na 

síntese do 20E.  

A luz é um dos fatores ambientais mais importantes para o crescimento da planta, pois 

é a fonte primária de energia. No cultivo in vitro é possível alterar a condição de luz, com a 

qualidade (diferentes comprimentos de onda), quantidade (fluxo de fótons) e duração da luz 

(fotoperíodo) (Batista et al., 2018a). A luz influencia o crescimento, fotossíntese, 

desenvolvimento dos estômatos, morfogênese, produção de metabólitos secundários e outros 

processos fisiológicos nas plantas (Lee et al., 2007; Saez et al., 2013; Wang et al., 2016; He 

et al., 2017; Mamedes-Rodrigues et al., 2018). Embora a importância da condição de luz para 

as respostas morfogenéticas das plantas, os efeitos da irradiância e da qualidade espectral na 

morfogênese de plantas in vitro ainda não são bem elucidados (Batista et al., 2018a). 

Apesar da importância da luz para a fisiologia e morfologia das plantas, até o presente 

momento não foram realizados estudos sobre a influência da qualidade e quantidade de luz 

nas respostas morfofisiológicas e na produção de 20E em P. glomerata. Diante da 

importância farmacológica dessa espécie, objetivou-se avaliar a influência da qualidade e 

quantidade de luz no desenvolvimento in vitro de P. glomerata e produção de 20-

hidroxiecdisona (20E). Esse trabalho foi subdivido em dois capítulos. No capítulo I intitulado 

‘Influência da intensidade de luminosa na morfofisiologia in vitro e biossíntese de 20-

hidroxiecdisona em acessos de Pfaffia glomerata (Spreng.) Pedersen’ foi analisada a 

influência de diferentes níveis de irradiâncias. No capítulo II intitulado ‘O balanço entre as 

luzes azul e vermelho afeta a morfogênese e o conteúdo de 20-hidroxiecdisona em acessos de 

Pfaffia glomerata (Spreng.) Pedersen in vitro’ avaliou-se a influência de diferentes 
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proporções de luzes LEDs vermelho e azul em acessos de P. glomerata. 
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CAPITULO I 
 

INFLUÊNCIA DA INTENSIDADE DE LUMINOSA NA MORFOFISIOLOGIA in 

vitro E BIOSSÍNTESE DE 20-HIDROXIECDISONA EM ACESSOS DE Pfaffia 

glomerata (Spreng.) Pedersen 

 

RESUMO 

Pfaffia glomerata apresenta potenciais propriedades farmacológicas e medicinais devido, 

principalmente, à produção de 20-hidroxiecdisona (20E). Portanto, a oferta de matéria-prima, 

em qualidade e quantidade é fundamental para atender a demanda da indústria. Objetivou-se 

avaliar a influência da quantidade de luz na morfofisiologia e na produção de 20E em P. 

glomerata in vitro. Segmentos nodais dos acessos 22 e 43 (Ac22 e Ac 43) de P. glomerata, 

foram inoculados em meio de cultura constituído pelos sais e vitaminas MS. As culturas 

foram mantidas a 25 ± 2 °C e fotoperíodo de 16 h, sob irradiâncias de 65, 130 e 200 µmol m-2 

s-1, de acordo com cada tratamento, fornecidas por lâmpadas fluorescentes. As plantas de 

ambos os acessos de P. glomerata cultivadas in vitro sob 200 µmol m-2 s-1 obtiveram maior 

teor (mg g-1) e produção por frasco (mg) de 20E, sendo que as plantas do Ac22 apresentaram 

o dobro do que as plantas do Ac43. Houve aumento da taxa fotossintética com aumento da 

irradiância, o que acarretou no maior acúmulo de biomassa nas plantas sob 200 µmol m-2 s-1. 

Tanto os compostos do estresse oxidativo não enzimáticos (carotenoides e antocianinas), 

quanto os enzimáticos (SOD, CAT, APX e POD) apresentaram baixos valores nas plantas 

cultivadas na maior irradiância. Com aumento da intensidade de luz, também houve maior 

investimento nos parênquimas clorofilianos e nos tecidos de suporte e transporte de água. Os 

diferentes níveis de irradiância não influenciaram na expressão relativa dos genes PgCAD, 

PgCOMT, PgCCoAOMT, PgCCR e PgC4H da via biossintética da lignina.  Além disso, não 

houve correlação direta da expressão do gene Phantom com o conteúdo de 20E em alta 

irradiância. Conclui-se que o crescimento e o desenvolvimento das plantas de P. glomerata 

são influenciados pelo aumento da irradiância. Além disso, plantas de P. glomerata do Ac22 

cultivadas sob 200 µmol m-2 s-1 de irradiância aumentaram significativamente sua produção 

de 20E (mais de 10 vezes em comparação com tratamento sob 65 µmol m-2 s-1), 

demonstrando a influência da quantidade de luz na produção desse metabólito.  
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ABSTRACT 

Pfaffia glomerata has presents potential pharmacological and medicinal properties, mainly 

due to the secondary metabolite 20-hydroxyecysone (20E). Therefore, the supply of raw 

material in quality and quantity is fundamental to meet the demand of the industry. This study 

aimed at evaluating the influence of the amount of light on morphology and the production of 

20E in P. glomerata in vitro. Nodal segments of P. glomerata accessions 22 and 43 (Ac22 

and Ac 43) were inoculated in culture medium consisting of MS salts and vitamins. Cultures 

were maintained at 25 ± 2 ° C and16 h-photoperiod, under irradiances of 65, 130 and 200 

μmol m-2 s-1, according to each treatment, provided by fluorescent lamps. The plants of both 

accessions of P. glomerata grown in vitro under 200 μmol m-2 s-1 obtained higher content 

(mg g-1) and production per bottle (mg) of 20E, and the plants of Ac22 showed double than 

the Ac43 plants. There was an increase of the photosynthetic rate with increase of the 

irradiance, which resulted in greater accumulation of biomass in the plants under 200 μmol 

m-2 s-1. Both the non-enzymatic (carotenoids and anthocyanins) and enzymatic oxidative 

stress compounds (SOD, CAT, APX and POD) presented low values in plants grown at the 

highest irradiance. With increased light intensity, there was also greater investment in 

chlorophyllic parenchyma and in tissues supporting and transporting water. The different 

levels of irradiance did not influence the relative expression of the PgCAD, PgCOMT, 

PgCCoAOMT, PgCCR and PgC4H genes of the lignin biosynthetic pathway. In addition, 

there was no direct correlation of Phantom gene expression with 20E content at high 

irradiance. It is concluded that the growth and development of P. glomerata plants are 

influenced by the increase in irradiance. In addition, P. glomerata plants from Ac22 

cultivated under 200 μmol m-2 s-1 irradiance significantly increased their yield of 20E (more 

than 10 times compared with treatment under 65 μmol m-2 s-1), demonstrating the influence 

of the amount of light in the production of this metabolite. 

Key words: Ginseng-Brazilian, abiotic factors, irradiance, secondary metabolism, medicinal 

plants.
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INTRODUÇÃO 

O crescimento e desenvolvimento das plantas são modulados por fatores ambientais 

que afetam a morfogênese. A luz é um dos principais fatores abióticos pois é fonte primária 

de energia para a fotossíntese (Barber 2009; Kozai 2016). A fotossíntese é um processo foto-

bioquímico no qual as plantas usam energia da luz para converter dióxido de carbono e água 

em moléculas orgânicas (Blankenship et al., 2011; Guanter et al., 2014; Romero et al., 2017). 

Embora a importância da condição de luz para as respostas morfogenéticas das plantas, os 

efeitos da qualidade e especialmente da quantidade de luz no ambiente in vitro ainda não são 

bem elucidados (Batista et al., 2018a). 

Na cultura de células e tecidos vegetais é possível alterar a condição de luz, como a 

duração (fotoperíodo), qualidade (diferentes comprimentos de onda) e quantidade 

(irradiância). A alta irradiância pode afetar parâmetros estruturais e funcionais nas plantas, 

como taxa fotossintética, acúmulo de biomassa, área foliar específica, teor de clorofilas e 

carotenoides (Tripathi & Raghubanshi, 2014, Costa et al., 2015; Rooijen et al., 2015; Zhang 

et al., 2015; Sánchez-Sánchez et al., 2018). 

A exposição das folhas à luz acima da capacidade de utilização resulta frequentemente 

num declínio da atividade do processo fotossintético, evento esse denominado fotoinibição. A 

fotoinibição ocorre independentemente de danos mecânicas, mas não inclui reduções 

transitórias que são rapidamente reversíveis e provavelmente refletirão a regulação de curto 

prazo (fotoinibição dinâmica) (Powles, 1984; Björkman, 1987). Por outro lado, a fotoinibição 

crônica resulta na danificação do sistema fotossintético, o que diminui a eficiência quântica e 

a taxa fotossintética máxima (Werner et al., 2002; Míguez et al., 2015 e 2017; Solhaug, 

2018). 

O estresse por alta irradiância pode resultar no acúmulo de espécies reativas de 

oxigênio (EROs) e dano foto-oxidativo do aparato fotossintético. A proteção contra os danos 

oxidativos ocorre com auxílio dos carotenoides e da via metabólica das EROs, em função da 

maior atividade do sistema antioxidante (Apel & Hirt, 2004; Zhao & Tan, 2005; Gill & 

Tuteja, 2010; Choudhury et al., 2017). Esse sistema é constituído pelas chamadas enzimas 

antioxidantes (e.g., dismutase de superóxido (SOD), catalase (CAT), ascorbato peroxidades 

(APX) e glutationa redutase (GSR), além da atividade de moléculas antioxidantes hidrofílicas 

(e.g., ascorbato e glutationa) e lipofílicas (e.g., β-caroteno, carotenoides e vitamina E) 

(Demmig-Adams, 1992; Arora et al., 2002; Ort & Baker, 2002; Brunetti et al., 2015). A 

proteção contra excesso de irradiância também pode decorrer de respostas morfoanatômicas, 

https://scholar.google.com.br/citations?user=sRAqmnYAAAAJ&hl=pt-BR&oi=sra
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como alteração do ângulo de orientação foliar, espessura e localização dos parênquimas 

clorofilianos, densidade de venação, espessura da cutícula, produção de tricomas, densidade 

estomática, deposição de parede celuar, entre outras (Larbi et al., 2015; Scoffoni et al., 2015; 

Fini et al., 2016; Peguero‐Pina et al., 2017; Mamedes-Rodrigues et al., 2018). 

É notório que alta irradiância pode promover impactos negativos nas plantas, bem 

como mudanças na morfologia, fisiologia e crescimento. Já em plantas de Alocasia 

amazonica regeneradas in vitro sob densidade de fluxo fotônicos de 15 ou 30 µmol m-2 s-1 

apresentaram melhor crescimento e desenvolvimento do que aquelas cultivadas sob 

irradiâncias mais elevadas (Jo et al., 2008). Contudo, algumas espécies apresentam 

plasticidade fenotípica que garantem bom desenvolvimento em elevadas irradiâncias. No 

cultivo de plantas jovens de tomateiro o valor de 300 µmol m-2 s-1 foi considerado ideal para 

essa espécie, pois foi o que proporcionou a maior taxa fotossintética (Fan et al., 2013). De 

forma similar, plantas de rabanete-cereja cultivadas nessa mesma irradiância, apresentaram 

maior incremento da razão raiz/parte aérea (Zha & Liu, 2018). No cultivo in vitro de duas 

orquídeas (Phaius spp. e Vanda spp.), o valor de 74 µmol m-2 s-1 foi considerado ideal para 

essas espécies (Soontornchainaksaeng et al. 2001). Já na propagação in vitro de mandioca 

(Manihot esculenta Crantz), o aumento de 29 para 369 µmol m-2 s-1 induziu mais que o dobro 

da massa fresca e seca (Jorge et al., 2000). Resultados semelhantes foram observados em 

plantas micropropagadas de Acer saccharum Marsh (Singh et al., 2017). Esses resultados 

mostram que a quantidade de luz pode induzir maior assimilação de carbono, o que reflete no 

acúmulo de biomassa.  

Além disso, a irradiância pode influenciar no metabolismo secundário das plantas, 

seja pela maior disponibilidade de esqueletos de carbono destinado para investimento desses 

compostos ou pela sua indução causada por estresse. Alvarenga et al. (2015) observaram na 

cultura in vitro de Achillea millefolium que a classe de monoterpenos era favorecida por 

maiores irradiâncias, e sesquiterpenos por menores irradiâncias. Vários estudos demonstram a 

influência da luz na produção de metabólitos secundários em plantas cultivadas in vitro 

(Batista et al., 2016; Li et al., 2017; Bach et al., 2018; Cioć et al., 2018; Khan et al., 2018; 

Kitazaki et al., 2018; Szopa et al., 2018; Tokarz et al., 2018), porém até o presente momento 

não há estudos sobre o efeito da irradiância sobre fitoecdisteroides (p.ex. 20-hidroxiecdisona 

(20E)).  

O 20E é produzido apenas por algumas espécies de plantas, como a Pfaffia glomerata 

e é análogo ao hormônio da ecdise de insetos (Festucci-Buselli et al., 2008b; Dinan et al., 

2009). A hipótese mais aceita sobre a função do 20E nas plantas é que ele atua como 



 

14 
 

composto protetor contra insetos fitófagos não-adaptados (Lafont, 1997; Festucci-Buselli et 

al., 2008a), embora a importância biológica e até mesmo farmacológica do 20E, sua rota 

biossintética não seja totalmente elucidada e seu papel pouco compreendido (Boo et al., 

2013; Tsukagoshi et al., 2016; Thussagunpanit et al., 2017). Batista et al. (2018b) realizaram 

recentemente o sequenciamento de novo do transcriptoma da P. glomerata, onde foi 

observado o possível da expressão do gene Phantom (CYP76C) com a síntese de 20E em P. 

glomerata. Esses dados abriram perspectivas para a análise da via de biossíntese de 20E, 

oferecendo uma melhor compreensão do metabolismo secundário dessa espécie. 

Esse trabalho teve por objetivo avaliar a influência da quantidade de luz na 

morfofisiologia e na biossíntese de 20E em plantas de P. glomerata cultivadas in vitro.
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METODOLOGIA  

 

Crescimento das plantas e desenho experimental 

Plantas de Pfaffia glomerata (Ac22 e Ac43) utilizadas neste estudo foram retiradas do 

banco de Germoplasma do Laboratório de Cultura de Tecidos Vegetais (Universidade 

Federal de Viçosa, Brasil).  

Explantes com um segmento nodal (2 cm) provenientes de condições fotomixotróficas 

com 30 dias de cultivo, foram inoculados em meio de cultura constituído pelos sais e 

vitaminas MS (Murashige & Skoog, 1962) (Phytotechnology® Lab, EUA), suplementado 

com 100 mg L-1 de mio-inositol, 3% sacarose (p/v), solidificado com 5,5 g L-1 ágar 

(PhytoTechnology®) e pH 5,7 ± 0,1. O meio foi autoclavado a 121° C e 1,5 atm durante 20 

minutos em frascos (600 mL de capacidade) contendo 100 mL de meio. Os frascos foram 

vedados com tampa de polipropileno com duas membranas (0,45 µm de poro) que permitem 

uma taxa de trocas gasosas com o meio externo de 25 μL L de CO2
-1 s-1 (Batista et al., 2017) 

(MilliSeal® AVS-045 Air Vent, Tóquio, Japão). As culturas foram mantidas em 25 ± 2° C 

com fotoperíodo de 16 h sob diferentes níveis de irradiância: 65, 130 e 200 µmol m-2 s-1, 

fornecidas por respectivamente 2, 4 e 6 lâmpadas fluorescentes (Sylvania HO TLT, São 

Paulo, Brasil).  

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado, em arranjo 

fatorial 2 x 3, sendo dois acessos (Ac22 e Ac43), com três níveis de irradiância (65, 130 e 

200 µmol m-2 s-1), resultando em 6 tratamentos com dez repetições cada, sendo cada unidade 

experimental foi constituída por um frasco contendo três explantes.  

 

Variáveis de crescimento 

Após 30 dias de cultivo in vitro, foram avaliados comprimento do caule (cm), 

comprimento da maior raiz (cm) área foliar (cm2 / planta). As plantas foram coletadas ao final 

do experimento e separadas em parte aérea e raiz. As folhas foram destacadas e fixadas 

individualmente em papel branco plastificado e milimetrado. Foram capturadas fotos com 

câmera digital e as imagens foram processadas no programa ImageJ (Schneider et al., 2012). 

Após o material vegetal foram secos em estufa a 50 °C por 72 h, para obtenção do peso seco 

da parte aérea, da raiz e total (g). 
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Determinação do conteúdo de pigmentos 

Amostras da parte aérea foram coletadas aos 30 dias em nitrogênio líquido, moídas e 

liofilizadas para análise. Aproximadamente 10 mg de tecidos liofilizados foram utilizados 

para determinação dos pigmentos fotossintéticos e de carotenoides totais (xantofilas e 

carotenos), como descrito por Wellburn (1994). A determinação da antocianina foi realizada 

de acordo com Peters et al. (1989).  

 

Determinação da atividade fotossintética e fluorescência da clorofila a  

 Para a determinação da atividade fotossintética (A) in vitro, foi adaptado um sistema de 

analisador de gás infravermelho (IRGA). O esquema utilizado segue a metodologia descrita 

por Costa et al. (2014) e como fonte de energia luminosa foi desenvolvido um sistema 

composto por 8 LEDs brancas dispostas no interior das laterais de um recipiente de 

poliestireno expandido. As LEDs foram ligadas em um circuito de corrente contínua sob 

tensão de 12 V, formados por dois conjuntos em paralelo de 4 LEDs ligadas em série (600 

µmol m-2 s-1). 

 Os parâmetros de fluorescência da clorofila a foram tomados com um fluorômetro 

modulado MINI-PAM (Walz, Effeltrich, Alemanha), para avaliação da eficiência quântica 

máxima do PSII (Fv/Fm), as folhas foram aclimatadas ao escuro por 30 minutos, nestas 

condições foram tomadas a fluorescência inicial (F0) e a fluorescência máxima (Fm). A partir 

desses valores, calculado a eficiência quântica máxima do fotossistema II (Fv/Fm, onde Fv= 

Fm-F0). 

O desempenho fotossintético em relação a densidade de fluxo de fótons foi 

determinado pela programação do fluorômetro com níveis crescentes de luz (50–1350 µE) ao 

longo de 4 min, especificamente, oito níveis com duração de 30 segundos cada. A partir 

desses resultados foram calculados a fluorescência mínima da folha na região iluminada, 

segundo a fórmula F0’= F0/[(Fm-F0/Fm)+F0/Fm’)] (Oxborough & Baker, 1997), o 

rendimento quântico efetivo do PSII na folha iluminada segundo Genty et al. (1989), usando 

a fórmula ∆F/Fm’= (Fm’-F/Fm’) e a taxa aparente de transporte de elétrons (ETR), calculada 

segundo Bilger et al. (1995), ETR= ∆F/Fm’*PAR*0,84*0,5, onde PAR é o fluxo de fótons 

(µmol m-2 s-1) incidente sobre a folha; 0,5 é o valor correspondente à fração de energia de 

excitação distribuída para o PSII; 0,84 corresponde a fração de luz incidente que é absorvida 

pelas folhas (Maxwell & Johnson, 2000). 
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Quantificação dos carboidratos, amido, proteína e aminoácidos  

Amostras da parte aérea foram coletadas aos 30 dias em nitrogênio líquido, moídas e 

liofilizadas para análise. Aproximadamente 25 mg de tecidos liofilizados foram utilizados 

para extração com etanol como descrito por Gibon et al. (2004). Os carboidratos (amido, 

sacarose, glicose e frutose) foram avaliados conforme descrito por Fernie et al. (2001). A 

proteína e os níveis de aminoácidos totais foram analisados como relatado em Cross et al. 

(2006). 

 

Determinação da atividade das enzimas do estresse oxidativo 

As enzimas superóxido dismutase (SOD), catalase (CAT), peroxidases (POD) e 

ascorbato peroxidase (APX) foram extraídos por homogeneização de 100 mg de material 

fresco congelado com 1 mL do meio de extração (tampão de fosfato de potássio 0,1 M e pH 

6,8; fluoreto fenilmetilsulfonil (PMSF) 1 mM, polivinilpirrolidona (PVPP) 1% (p/v), ácido 

etilenodiaminotetracético (EDTA) 0,1 mM). A mistura foi centrifugada a 10.000 xg durante 

15 min e o sobrenadante foi utilizado como extrato enzimático em bruto. Todos os passos 

foram realizados a 4 ° C. 

A atividade da SOD foi determinada conforme descrito por Del Longo et al. (1993). 

As amostras foram expostas a lâmpadas de 15 W por 5 min antes de serem quantificadas por 

leituras de absorbância a 560 nm. O branco foi obtido nas mesmas condições, mas na 

ausência de luz. Uma unidade de SOD foi definida como a quantidade de enzima necessária 

para inibir 50% da foto-redução de nitroazul de tetrazólio (NBT) (Beauchamp & Fridovich, 

1971). A atividade de CAT foi determinada como descrito por Havir e McHale (1987). A 

diminuição da absorvância a 240 nm foi monitorada e a atividade enzimática foi calculada 

usando um coeficiente de extinção molar igual a 36 M-1 cm-1. A atividade de POD foi 

determinada conforme descrito por Kar e Mishra (1976). O aumento na absorvência a 420 nm 

foi monitorado e a atividade enzimática foi calculada usando um coeficiente de extinção 

molar igual a 2,47 mM-1 cm-1 (Chance & Maehley, 1955). A atividade de APX foi 

determinada conforme descrito por Nakano e Asada (1981). A diminuição da absorvância a 

290 nm foi monitorizada e a atividade enzimática foi calculada utilizando um coeficiente de 

extinção molar igual a 2,8 M-1 cm-1. O resultado da atividade da SOD foi expresso como U 

min-1 mg-1 proteína, enquanto CAT, POD e APX foram expressos como µmol min-1 mg-1 

proteína. 
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Determinação do teor e total de 20-hidroxiecdisona 

A preparação do extrato metanólico foi realizada conforme descrito por Corrêa et al. 

(2015). A determinação de 20E foi realizada por cromatografia líquida de alta eficiência 

(HPLC) no aparelho Shimadzu SPD-10Avp (Kyoto, Japão) equipado com detector 

ultravioleta (UV) regulado para 245 ηm e coluna Supelco C18 (30 cm x 7,9 mm de 

diâmetro), com fluxo lento de 0,8 mL min-1 e pressão da coluna de 97,6 kgf. A fase móvel 

consistiu de sistema isocrático com uma mistura de metanol grau HPLC e água deionizada na 

proporção (1:1) (v:v). O volume da amostra injetada foi de 20 µL, com duração de 15 min. A 

curva de calibração foi obtida preparando soluções padrão 20E (Sigma-Aldrich, St. Louis, 

Missouri, EUA) em metanol grau HPLC (0 a 120 mg L-1). 

 

Caracterização morfoanatômica  

Para avaliação anatômica e histoquímica, secções transversais do segundo par de 

folhas expandida e caules da região mediana do segundo internódio foram fixadas em solução 

de Karnovsky (Karnovsky, 1965). Para analise estrutural, as amostras foram desidratadas em 

série etanólica e incluídas em metacrilato (Historesin, Leica Instruments, Alemanha). Secções 

transversais com 5 μm de espessura, foram obtidas em micrótomo rotativo de avanço 

automático (RM2155, Leica Microsystems Inc., USA). Os cortes foram corados em azul de 

toluidina (pH 3,2) por 15 min (O’Brien & McCully, 1981). Posteriormente, as lâminas foram 

montadas em Permount® SP15-500 (Fisher Scientific) e observadas em microscópio de luz. 

As imagens foram capturadas em microscópio de luz (modelo AX70 TRF, Olympus Optical) 

com sistema U-photo, acoplado a câmera fotográfica digital (Spot Insightcolour 3.2.0, 

Diagnostic Instruments Inc.) e microcomputador com o programa de captura de imagens Spot 

Basic. 

 

Analise histoquímica da parede 

Foi utilizado o método de coloração de Wiesner (floroglucinol-HCl) para detectar 

lignina, conforme utilizado por Guo et al. (2001) e Trabucco et al. (2013). As secções 

transversais obtidas em micrótomo de mesa, foram montadas em floroglucinol a 1% e HCl a 

50% e observadas em microscópio. As imagens foram capturadas em microscópio de luz 

(modelo AX70 TRF, Olympus Optical) com sistema U-photo, acoplado a câmera fotográfica 
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digital (Spot Insightcolour 3.2.0, Diagnostic Instruments Inc.) e microcomputador com o 

programa de captura de imagens Spot Basic. 

 

Determinação da densidade estomática 

A densidade estomática foi analisada pela técnica de diafanização, segundo a 

metodologia de Foster (1950), com modificações, onde folhas inteiras foram diafanizadas 

com solução de NaOH 10%, lavadas com água destilada e coradas com fucsina alcoólica. 

Cada folha diafanizada foi montada em lâmina com gelatina glicerinada e vedadas com 

Permount® SP15-500, com o objetivo de evitar eventuais distorções dimensionais, uma vez 

que as amostras se apresentam planificadas. As imagens foram capturadas em microscópio de 

luz (modelo AX70 TRF, Olympus Optical) com sistema U-photo, acoplado a câmera 

fotográfica digital (Spot Insightcolour 3.2.0, Diagnostic Instruments Inc.) e microcomputador 

com o programa de captura de imagens Spot Basic. 

 

Extração de RNA, síntese de cDNA e análise de expressão gênica por RT-qPCR 

Para a análise de expressão os genes Phantom (pertencente à via de biossíntese da 20-

hidroxiecdisona) bem alguns da rota dos fenilpropanoides da biossíntese de lignina [cinamato 

4-hidroxilase (PgC4H), cafeoil-CoA O-metiltransferase (PgCCoAOMT), cinamoil-CoA 

redutase (PgCCR), cinamil álcool desidrogenase (PgCAD) e ácido caféico O-

metiltransferase (PgCOMT)] foram obtidos do transcriptoma da P. glomerata (Batista et al., 

2018b). Como referência interna foi usado o gene gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase 

(GAPDH) (Batista et al., 2019). PCR em tempo real foi realizada em aparelho CFX96 

Touch™ (BIO-RAD), usando qPCR-SYBR-Green mix/Rox (Ludwig Biotec®, Alvorada, RS, 

Brasil), as reações foram realizadas com três repetições biológicas em duplicata técnica cada, 

em um volume de reação de 10 µL (4 µL de SYBR-Green, 1 µL (4 µM) de cada primer, 3 µL 

de água tratada com dietilpirocarbonato e 1 µL (40 ng) de cDNA). As condições de 

amplificação foram realizadas nas seguintes etapas: 2 min a 50ºC e 10 min a 95ºC, seguido de 

40 ciclos de 95ºC por 16 se 60ºC por 60 s, e a curva de dissociação de 60 a 95ºC a 0,1ºC s-1. 

O método comparativo (2−ΔΔCt) (Livak & Schmittgen, 2001) foi aplicado para calcular as 

diferenças de expressão do gene alvo. 
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Análises estatísticas 

As análises estatísticas foram realizadas utilizando o programa GENES (Cruz, 2013). 

Todos os dados foram submetidos à análise de variância (ANOVA) pelo teste F, e as médias 

comparadas pelo teste de Dunnett (análises de expressão gênica) ou Tukey (demais análises), 

todos ao nível de 5% de probabilidade. 
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RESULTADOS  

A alta irradiância promoveu maior acúmulo de biomassa 

O crescimento e desenvolvimento de plantas de dois acessos (Ac22 e Ac43) de P. 

glomerata cultivadas in vitro mostraram-se significativamente distintos sob diferentes 

intensidades de luz (Figura 1). A ANOVA mostrou interação entre os fatores (acessos x 

intensidade de luz) somente para o comprimento da maior raiz, e os resultados diferiram 

significativamente (P <0,01) para essa variável. 

 Em ambos os acessos de P. glomerata, observou-se maior acúmulo de biomassa com 

o aumento da irradiância (Tabela 1). Comparado com as plantas sob menor irradiância (65 

µmol m-2 s-1), a massa seca total das plantas do Ac22 aumentou significativamente em 130 

(22.72%) e 200 (35.85%) µmol m-2 s-1; já no Ac43 em 130 (34.15%) e 200 (48.05%) µmol m-

2 s-1. A massa seca da parte aérea variou de 24.32-36.36% e 35.29-50% nos Ac22 e Ac43, 

respectivamente. Já a massa seca da raiz, variou de 14.28-33.33% no Ac22 e 28.57-37.5% no 

Ac43. Além da massa seca das plantas, também houve o incremento significativo da área 

foliar com aumento da irradiância. No Ac22 em 130 (22.93%) e 200 (34.63%) µmol m-2 s-1 e 

no Ac43 em 130 (40.3%) e 200 (54.58%) µmol m-2 s-1 (Tabela 1).  

 Plantas do Ac22 apresentaram maior comprimento do caule sob 65 µmol m-2 s-1. No 

entanto as plantas do Ac43 não diferiram significativamente, em relação à essa variável. 

Também não houve diferença significativa no comprimento da maior raiz em ambos os 

acessos de P. glomerata sob diferentes irradiâncias (Tabela 1). 

 

A quantidade de luz influênciou no conteúdo de pigmentos e na densidade estomática 

Os teores de Clorofila (Chl) a, Chl b, Chl a/b, Chl total, carotenoides, antocianinas e a 

densidade estomática de dois acessos (22 e 43) de P. glomerata foram influenciados pela 

intensidade de luz (Figuras 2 e 3).  A ANOVA mostrou interação entre os fatores (acessos x 

intensidade de luz) somente para o conteúdo de Chl b, Chl total e densidade estomática da 

face abaxial, e os resultados diferiram significativamente (P<0,05) para essas variáveis. 

 Plantas do Ac22 apresentaram maior teor significativo de Chl a e carotenoides e 

antocianinas quanto expostas à menor irradiância (65 µmol m-2 s-1), no entanto não diferiram 

significativamente no conteúdo de Chl b, Chl a/b e Chl total. Já as plantas do Ac43 

apresentaram incremento significativo no teor de Chl b, Chl total, carotenoides e 

antocinaninas sob 65 µmol m-2 s-1 e de Chl a/b em 130 µmol m-2 s-1 de irradiância. Por outro 

lado, não diferiram significativamente em relação à Chl a (Figura 2). 
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 Ambos os acessos tiveram redução significativa no conteúdo de antocianinas com o 

aumento da irradiância (Figura 2). Comparado com as plantas sob menor irradiância, o teor 

de antocianina nas plantas do Ac22 diminuiu significativamente em 130 (39.5%) e 200 (34%) 

µmol m-2 s-1, já no Ac43 reduziu em 130 (37.5%) e 200 (39.58%) µmol m-2 s-1 (Figura 2). 

 A densidade estomática da face abaxial em plantas do Ac22 sob 200 µmol m-2 s-1 

obteve redução significativa de 76,92% com relação às sob menor irradiância, já as plantas do 

Ac43 não apresentaram diferença significativa nos diferentes níveis de irradiância (Figura 3). 

 

A alta irradiância melhorou o desempenho fotossintético 

A fotossíntese in vitro de P. glomerata foi aumentada nas plantas cultivadas sob 

maior irradiância (Figura 4). Comparada com as plantas cultivadas em 65 µmol m-2 s-1, houve 

incremento significativo da taxa fotossintética das plantas do Ac22 de 17.08% e 35.10% sob 

130 e 200 µmol m-2 s-1, respectivamente. Já no Ac43, o aumento foi de 28.24% (130 µmol m-

2 s-1) e 40.86% (200 µmol m-2 s-1) (Figura 4). Para essa variável não houve interação entre os 

fatores (acessos x intensidade de luz). 

Entre os parâmetros avaliados de acordo com a fluorescência da Chl a no PSII, o 

cultivo sob diferentes níveis de irradiâncias influenciou a dissipação não-fotoquímica (NPQ) 

e a eficiência de transporte de elétrons (ETR) em dois acessos de P. glomerata (Figura 5B e 

C). O NPQ, responsável pela dissipação de energia em excesso no PSII, foi mais induzido nas 

plantas do Ac43 do que nas plantas do Ac22, independente da irradiância. Na menor 

irradiância (65 µmol m-2 s-1), o NPQ das plantas do Ac43 foi 3 vezes maior comparado às do 

Ac22; já sob a maior irradiância (200 µmol m-2 s-1) essa diferença foi de 1.6 vezes (Figura 

5B). 

Com relação à ETR, plantas de ambos os acessos de P. glomerata apresentaram maior 

taxa quando cultivadas em maior de irradiância. Comparado com a menor irradiância, plantas 

sob 200 µmol m-2 s-1 apresentaram 2 e 1.5 vezes maior ETR no Ac22 e Ac43, 

respectivamente (Figura 5C). Quanto ao rendimento quântico efetivo do FSII (Fv/Fm) e a 

dissipação fotoquímica (qP), ambos não exibiram diferenças significativas (Figura 5A e D).  

 

A quantidade de luz afetou a atividade das enzimas antioxidantes 

A atividade das enzimas antioxidantes (SOD, CAT, APX e POD) em plantas de P. 

glomerata foi aumentada quando cultivadas em 130 µmol m-2 s-1 (Figura 6). A ANOVA 
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mostrou interação entre os fatores (acessos x intensidade de luz) somente para atividade da 

APX e os resultados diferiram significativamente (P<0,01) para essa variável. 

Plantas do Ac22, sob 130 µmol m-2 s-1, apresentaram incremento significativo de 

57,73 e 50,10% (SOD), 63,05 e 45% (CAT), 62,45 e 65% (APX), 55,13 e 28,61% (POD) em 

relação as plantas cultivadas sob 65 e 200 µmol m-2 s-1, respectivamente (Figura 6A, B, C e 

D). Já em plantas do Ac43 não houve diferença na atividade da SOD, CAT e POD quando 

expostas a 130 ou 200 µmol m-2 s-1 (Figura 6A, B e D). Sob 130 µmol m-2 s-1 as plantas desse 

acesso apresentaram aumento de 45,02 e 26,39 (SOD), 47,46 e 26,93% (CAT), 47,89 e 

37.08% (APX), 45,84 e 22,72% (POD) com relação às plantas cultivadas sob 65 e 200 µmol 

m-2 s-1, respectivamente (Figura 6 A-D). 

 

A alta irradiância influenciou no metabolismo dos carboidratos e dos aminoácidos 

O teor dos açúcares (glicose, frutose e sacarose), amido, aminoácidos e proteína das 

plantas de dois acessos (22 e 43) de P. glomerata foram influenciados pela intensidade de luz 

(Figuras 7 e 8). A ANOVA mostrou interação entre os fatores (acessos x intensidade de luz) 

somente para o conteúdo de glicose e frutose, e os resultados diferiram significativamente 

(P<0,05) para essas variáveis. 

 Ambos os acessos de P. glomerata, apresentaram redução drástica no conteúdo de 

glicose e amido quando cultivados sob alta irradiância (Figura 7A e D). Houve redução 

significativa, de mais de 70%, no teor de glicose nas plantas dos dois acessos de P. glomerata 

sob 200 µmol m-2 s-1 em relação às plantas cultivas sob 65 µmol m-2 s-1 (Figura 7A). Já o 

conteúdo de amido decresceu significativamente 51% (Ac22) e 73.41% (Ac43) nas plantas 

expostas a maior irradiância comparado com as cultivadas sob 65 µmol m-2 s-1 (Figura 7D). 

Em relação ao teor de frutose, as plantas do Ac22 obtiveram maior valor significativo sob 

130 µmol m-2 s-1 e as do Ac43 nas irradiâncias 65 e 200 µmol m-2 s-1 (Figura 7B). Não houve 

diferença significativa no conteúdo de sacarose (Figura 7C). 

 Plantas do Ac43 obtiveram redução significativa de 17.44% no conteúdo de 

aminoácidos quando cultivadas em 200 µmol m-2 s-1 em relação às plantas sob 65 µmol m-2 s-

1, já as plantas do Ac22 não diferiram em relação aos níveis de irradiância. Independente da 

irradiância, plantas do Ac43 apresentaram maior teor significativo de aminoácidos do que o 

Ac22 (Figura 8A). Não houve diferença significativa nos níveis de proteína (Figura 8B). 
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A alta irradiância aumentou a produção de 20E 

Em ambos os acessos de P. glomerata houve o incremento tanto no teor, quanto no 

total de 20E na parte aérea, na raiz e na planta toda com o aumento da irradiância (Figura 9). 

A interação entre os acessos e a intensidade de luz foi significativa para todas essas variáveis, 

com exceção do total de 20E da parte aérea, (P<0,05). 

 Plantas do Ac22 apresentaram aumento significativo no teor de 20E de 76.60% na 

parte aérea, 64.93% na raiz e 78.42% na planta toda quando cultivadas em 200 µmol m-2 s-1, 

em relação às plantas sob 65 µmol m-2 s-1. Já as plantas Ac43, nessa mesma condição de luz, 

o aumento no teor de 20E foi de 72.64% na parte aérea e 55.79% na planta toda, mas não 

houve aumento significativo no teor de 20E na raiz (Figuras 9A, B e C). 

Ambos os acessos, também apresentaram incremento na produção de 20E com o 

aumento da quantidade de luz.  Com relação às plantas do Ac22 cultivadas em 65 µmol m-2 s-

1, houve aumento significativo na produção de 20E de 84.96% na parte aérea, 77.38% na raiz 

e 90.28% (10 vezes) na planta toda sob 200 µmol m-2 s-1. Plantas do Ac43 sob 200 µmol m-2 

s-1, obtiveram aumento significativo no total de 20E de 85.91% na parte aérea e 71.83% na 

planta toda, com relação às plantas cultivadas em 65 µmol m-2 s-1. Também não houve 

aumento significativo na produção de 20E na raiz no Ac43 (Figuras 9D, E e F).  

Em todos os parâmetros analisados de 20E, foi observado em plantas do Ac22 sob 

200 µmol m-2 s-1 maiores valores significativos desse metabólito do que nas plantas do Ac43, 

já em 65 e 130 µmol m-2 s-1 não houve diferença significativa de 20E, com exceção do teor de 

20E da parte aérea em 130 µmol m-2 s-1 (Figura 9). 

 

A morfoanatomia é afetada pela irradiância 

Nas análises microscópicas, não foram observadas alterações histológicas nas folhas e 

caules de plantas do Ac22 e Ac43 de P. glomerata cultivadas in vitro em diferentes 

irradiâncias (Figura 10), quando comparadas com essa espécie cultivadas ex vitro. A folha de 

P. glomerata possui epiderme unisseriada, anfiestomático e dorsiventral (Figura 10D, H, L, 

P, T e Y). O feixe vascular central é do tipo colateral e é circundado por parênquima 

fundamental (Figura 10A, C, E, G, I, K, M, O, Q, S, U e X). 

Houve aumento visível no tamanho dos feixes vasculares da nervura central nas 

plantas cultivadas em 200 µmol m-2 s-1, em comparação àquelas sob 65 e 130 µmol m-2 s-1, 

para ambos os acessos de P. glomerata (Figura 10I e U). Além disso, plantas cultivadas na 

maior irradiância apresentaram tecido de suporte (colênquima) na região subepidérmica da 
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nervura central da folha e do caule mais desenvolvido, com células de clorênquima maiores e 

com paredes celulares mais espessadas, em relação as plantas sob menor irradiância 

(Figura10I, K, U e X). As características anatômicas do caule mostraram diferenças 

significativas, principalmente relacionadas à lignificação da parede celular, no tamanho dos 

elementos do vaso e na espessura das fibras (acima da região do câmbio fascicular), sendo 

essas características foram mais proeminentes nas plantas sob maior irradiância (Figura 10I e 

U). As folhas das plantas cultivadas em 200 µmol m-2 s-1 exibiram mais camadas de 

parênquima paliçádico e parênquima lacunoso e mais espaços intercelulares quando 

comparadas aos tratamentos sob menores irradiâncias (Figura 10L e Y). 

As análises histoquímicas do caule de P. glomerata confirmaram o maior 

desenvolvimento estrutural de plantas cultivadas em 200 µmol m-2 s-1 (Figura 11I, J, K e L). 

A coloração com floroglucinol detectou estruturas lignificadas em seções do caule em todos 

os tratamentos (Figura 11). As seções de caule de ambos os acessos de P. glomerata 

cultivadas em 200 µmol m-2 s-1 exibiam um grau maior de lignificação (Figura 11I, J, K e L). 

A coloração intensa dos feixes vasculares indicou forte lignificação do xilema e 

espessamento da parede celular na região interfascicular, formando um anel contínuo (Figura 

11I e K). 

 

A quantidade de luz alterou a expressão do gene da rota síntese do 20E mas não dos genes 

da rota da lignina  

A expressão do gene de biossíntese de 20E (Phantom) em P. glomerata foi 

influenciada pela intensidade de luz. Comparado com as plantas sob 65 µmol m-2 s-1, o 

Phantom foi mais expresso, quase duas vezes mais nas plantas cultivadas em 130 µmol m-2 s-

1, no entanto não houve diferença significativa em 200 µmol m-2 s-1 (Figura 12). Já a 

expressão dos genes da rota de síntese de lignina (PgCAD, PgCOMT, PgCCoAOMT, PgCCR 

e PgC4H) não foi afetado pela quantidade de luz (Figura 13).  
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DISCUSSÃO   

Como organismos fotossintetizantes, as plantas têm seu crescimento e 

desenvolvimento  necessariamente regulados pela luz. Embora a importância da condição de 

luz para as respostas morfogênicas das plantas, os efeitos da quantidade de luz no ambiente in 

vitro ainda não sejam elucidados (Fankhauser & Christie, 2015; Batista et al., 2018a). Este 

estudo é o primeiro a investigar os efeitos de diferentes níveis de irradiância na 

morfofisiologia e na produção de 20E em P. glomerata in vitro. Os resultados aqui 

encontrados mostram que a alta irradiância aumenta a biomassa e também induz maior 

produção de 20E nessa espécie. 

O aumento da irradiância in vitro melhorou o desempenho fotossintético em P. 

glomerata, o que refletiu no acúmulo de biomassa. Resultados semelhantes foram observados 

em Solanum lycopersicum, Cassia occidentalis, Acer saccharum, Raphanus sativus e 

Dinoroseobacter shibae (Fan et al., 2013; Naz & El, 2015; Singh et al., 2017; Zha & Liu, 

2018; Piwosz et al., 2018). Além do incremento da massa fresca e seca, também houve o 

aumento da área foliar das plantas com aumento da irradiância, o que refletiu na diminuição 

drástica da densidade estomática na face abaxial das folhas, como observado no presente 

estudo (Beerling et al., 1993; Wang et al., 2007; Fraser et al., 2008). 

A quantidade de luz pode induzir maior assimilação de carbono, ou seja, quanto mais 

fótons, mais elétrons são formados na cadeia transportadora de elétrons, e consequentemente, 

mais energia metabólica poderá ser liberada para assimilação de carbono. Além disso, quanto 

maior a irradiância, espera-se maior abertura estomática (devido aumento da transpiração), o 

que acarreta em maior aporte de CO2 para dentro da célula vegetal, refletindo no acúmulo de 

biomassa (Walker, 1976; Anderson et al., 1995; Poorter & Nagel, 2000).  

No entanto, não são todas as espécies dotadas de mecanismos eficientes para evitar os 

fotodanos e com aparato fotossintético capaz de induzir maior ganho de carbono em ambiente 

sob alta intensidade lumínica. Em plantas de Hymenaea stigonocarpa a alta irradiância 

promove decréscimos no rendimento quântico, o que reduziu a taxa fotossintética (Costa et 

al., 2015). Respostas similares foram encontradas em Alocasia amazonica (Jo et al., 2008) e 

Scenedesmus abundans (Gupta et al., 2018). O ganho de biomassa associado ao aumento de 

fotossíntese em plantas sob alta irradiância indica que a P. glomerata apresenta plasticidade 

fisiológica para diferentes ambientes de luz. 

Os dados da ETR reforçaram os resultados obtidos na taxa fotossintética, pois em 

ambos os acessos avaliados de P. glomerata, os maiores valores da ETR foram observados 
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em plantas cultivadas sob 200 µmol m-2 s-1. De acordo com Maxwell e Johnson (2000), a 

ETR é um bom parâmetro para indicar danos na maquinaria fotossintética, visto que se a ETR 

estiver alta durante os picos de maior intensidade de luz, o transporte de elétrons está 

ocorrendo normalmente, no entanto se esse valor for baixo isso significa que o excesso de luz 

pode ter danificado o aparato fotossintético. Outra evidência que P. glomerata é tolerante a 

alta intensidade de luz, é o fato de que os teores de carotenoides e antocianinas diminuíram 

com o aumento da irradiância, evidenciando a capacidade desses pigmentos para a 

fotoproteção do aparato fotossintético (Young, 1991; Feild et al., 2001; Nisar et al., 2015; 

Landi et al., 2015). 

O NPQ foi mais induzida em plantas do Ac43 do que nas plantas do Ac22 de P. 

glomerata, independentemente da irradiância de cultivo. Os processos de dissipação não 

fotoquímicos agem como mecanismos fotoprotetores para o PSII, pois estão associados à 

dissipação de energia como calor pelo ciclo da xantofila (Müller et al., 2001, Tietz et al., 

2017). Dessa forma, o NPQ fornece informações sobre o estado da fotossíntese nas plantas 

(Gonçalves & Santos Jr. 2005). Plantas do Ac43 sob 65 µmol m-2 s-1 de fótons apresentaram 

NPQ três vezes maior do que as plantas do Ac22 nessa mesma condição de luz (Figura 5B). 

Semelhantemente, 65 µmol m-2 s-1 foi o único nível de irradiância que as plantas do Ac43 

obtiveram menor taxa fotossintética do que as do Ac22 (Figura 4). Variações em diferentes 

respostas no crescimento e desenvolvimento de P. glomerata dependente do genótipo, 

também foram demonstradas no estudo de Correa et al. (2015), evidenciando a plasticidade 

fenotípica dessa espécie. 

 Um efeito bastante frequente e comum do estresse por alta irradiância é a produção de 

espécies reativas de oxigênio (EROs), incluindo radicais de superóxido, peróxido e íon 

hidroxila em muitas espécies de plantas (Nosaka & Nosaka, 2017). As EROs interrompem as 

membranas e outras macromoléculas através da peroxidação lipídica. No entanto, as plantas 

regulam esses processos por meio da produção de antioxidantes enzimáticos e não 

enzimáticos para eliminar EROs (Shahzad et al., 2018). Dentro de uma célula, as SODs 

constituem a primeira linha de defesa contra as EROs, elas catalisam a dismutação do radical 

superóxido (O2
-) a peróxido de hidrogênio (H2O2). O H2O2 é altamente deletério, por 

participar da reação que produz radical hidroxila (OH-), o qual é considerado mais reativo em 

sistemas biológicos (McCord & Fridovich,1969). No entanto, as enzimas como CAT, APX e 

POD têm capacidade de catalisar o H2O2 mantendo o equilíbrio dos EROs nas células 

(Mittler, 2002). Nesse estudo houve um aumento da atividade das enzimas do estresse 

oxidativo (SOD, CAT, APX e POD) em plantas de P. glomerata cultivadas na irradiância de 
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130 µmol m-2 s-1, porém houve decréscimo dessas enzimas em plantas sob a maior 200 µmol 

m-2 s-1 (Figura 6). Plântulas de feijão (Phaseolus vulgaris) diminuíram a atividade da CAT 

quando expostas a alta irradiância (Ye et al., 2000). Fan et al. (2014) relataram que em 

plantas de Zizania latifolia a irradiação induziu redução na atividade da CAT, SOD e POD. 

De forma oposta, a atividade de enzimas do estresse oxidativo foi aumentada com a elevação 

da irradiância em estudos anteriores (Vandenhove et al., 2010; He et al., 2015; Naz et al., 

2015). Assim, possivelmente há um mecanismo particular de proteção das plantas de P. 

glomerata contra o estresse oxidativo quando expostas à alta irradiação. 

Houve uma queda no teor de glicose e amido nas plantas de ambos os acessos de P. 

glomerata cultivadas na maior irradiância (Figura 7), além da redução no conteúdo de 

aminoácidos totais nas plantas do Ac43 sob 200 µmol m-2 s-1 (Figura 8). Já em plantas de 

Aloe vera (Paez et al., 2000), Arabidopsis (Mengin et al., 2017) e tabaco (Karpinska et al., 

2018) houve aumento dos metabólitos primários com aumento da irradiância. As plantas 

apresentam mecanismos eficientes de regulação entre os fluxos do metabolismo primário 

com do metabolismo secundário. Redes de expressão gênica operam mantendo um bom 

equilíbrio da conversão de metabólitos primários para metabólitos secundários derivado deles 

(Aharoni & Galili, 2011). O menor investimento no acúmulo de metabólitos primários nas 

plantas de P. glomerata sob alta irradiância pode ter possibilitado um maior direcionamento 

para a produção do 20E. 

 Em ambos os acessos estudados, houve incremento tanto no teor, quanto no total de 

20E com o aumento da irradiância, sendo que a produção de 20E foi mais de 10 vezes 

aumentada em plantas sob 200 µmol m-2 s-1 em relação àquelas sob 65 µmol m-2 s-1 (Figura 

9). No entanto, a expressão relativa do gene Phantom, envolvido na síntese de 20E (Batista et 

al., 2018b), não foi aumentada como foi o conteúdo de 20E sob 200 µmol m-2 s-1, revelando 

que a biossíntese desse metabólito pode ser regulada por outros fatores. Plantas de cevada 

obtiveram aumento no conteúdo de lutonarina e ácido feruloilquínico com aumento da 

radiação fotossinteticamente ativa (Klem et al., 2015). De acordo com Chang et al. (2008), a 

maior irradiância aumentou significativamente o teor relativo de linalol e eugenol em plantas 

de manjericão (Ocimum basilicum). No entanto, uma diminuição nos metabólitos 

secundários, de p-Cimeno, γ-terpineno e carvacrol, também foi observada com o aumento 

irradiância em Plectranthus amboinicus (Silva et al., 2017). O conteúdo total de compostos 

fenólicos e flavonoides em Labisia pumila também diminuiu em resposta à alta intensidade 

de luz (Ibrahim et al., 2014), mostrando que a alta irradiância pode ter consequências tanto 

negativas quanto positivas na produção de metabólitos secundários. 
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 Em plantas cultivadas in vitro em 200 µmol m-2 s-1 o aumento no tamanho dos 

feixes vasculares da nervura central, maior investimento nos tecidos de suporte, aumento no 

número de camadas do parênquima paliçádico e parênquima lacunoso, mais espaços 

intercelulares, forte lignificação do xilema e espessamento da parede celular na região 

interfascicular (Figuras 10 e 11). Em plantas de tomateiros, a irradiância abaixo de 300 e 450 

µmol m-2 s-1 favoreceu o espessamento das folhas e os parênquimas paliçádico e esponjoso 

foram maiores (Fan et al., 2013). Ham et al. (2017) relataram que folhas de Chrysanthemum 

morifolium sob 25 e 15% de irradiância eram mais finas com parênquima paliçádico, 

parênquima esponjoso e células de mesofilo dispostas irregularmente, enquanto as plantas 

cultivadas sob luz solar constante mostraram o parênquima paliçádico mais compacto. As 

plantas são altamente plásticas nas características relacionadas à estrutura e função do caule e 

principalmente da folha em resposta aos níveis de irradiância, o que pode afetar a eficiência 

fotossintética e o suprimento de água. 

 Os genes da rota de síntese de lignina (PgCAD, PgCOMT, PgCCoAOMT, PgCCR e 

PgC4H) em P. glomerata não foram afetados por diferentes níveis de irradiância. Santos 

(2018) relatou que o cultivo in vitro de P. glomerata responsável por promover a diminuição 

da expressão dos genes PgC4H, PgCAD e PgCC, foi o que promoveu o incremento dos 

polissacarídeos da parede celular. Em plantas de soja cultivadas sob baixa luz, o conteúdo de 

lignina foi intimamente relacionado com expressão dos genes C3H, CCR, CCoAOMT e POD 

(Liu et al., 2017). Da mesma forma, outros estudos relataram a correlação direta de genes da 

biossíntese de lignina com o seu conteúdo (Joln et al., 2012; Acker et al., 2013; Zhang et al., 

2014; Mamedes-Rodrigues et al., 2018; Goh et al., 2018). A via biossintética da lignina é 

similar, mas não idêntica em diferentes espécies de plantas, e é constituída por várias enzimas 

que estão envolvidas em muitas etapas, por isso suas respostas a manipulações são de difícil 

compreensão (Faraji et al., 2018). A rota biossintética da lignina é bem conservada, mas os 

mecanismos de regulação são variados e difíceis de determinação. 

 Em conclusão, nossos resultados mostram que a irradiância 200 µmol m-2 s-1 foi capaz 

de aumentar mais 10 vezes a produção de 20E em plantas in vitro de P. glomerata em relação 

às plantas sob 65 µmol m-2 s-1, demonstrando a influência desse fator na produção desse 

metabólito secundário. Além disso, a fotossíntese foi aumentada com o aumento da 

irradiância, e consequentemente, induziu maior produção de biomassa, indicando que plantas 

de P. glomerata apresentam plasticidade fisiológica para respostas a diferentes ambientes de 

luz. Os resultados evidenciam que ambos os acessos de P. glomerata são tolerantes à alta 

intensidade de luz no ambiente in vitro, devido aos baixos valores de carotenoides, 
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antocianinas e de enzimas do estresse oxidativo em plantas sob 200 µmol m-2 s-1. Foi 

observado aumento no investimento nos parênquimas clorofilianos e nos tecidos de suporte e 

transporte de água. Este trabalho fornece novas perspectivas a respeito da quantidade de luz 

no ambiente in vitro e auxilia na otimização de protocolos de bioprospecção e propagação em 

larga escala de plantas de P. glomerata para a produção de 20E. 
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TABELAS 

 

Tabela 1. Variáveis de crescimento de plantas de Pfaffia glomerata após 30 dias de cultivo in 

vitro sob diferentes irradiâncias (65, 130 e 200 μmol m-2 s-1) 

Variáveis de crescimento Acesso Irradiância (μmol m-2 s-1) 

65 130 200 

Comprimento do caule (cm) 22 16.49 Aa 16.10 Bb 13.28 Bb 

 43 17.99 Aa 19.82 Aa 17.77 Aa 

Comprimento da maior raiz (cm) 22 6.29 Aa 5.35 Aa 5.07 Aa 

 43 3.44 Ba 5.02 Aa 4.24 Aa 

Massa seca da parte aérea (g) 22 0.28 Ac 0.37 Ab 0.44 Aa 

 43 0.22 Bc 0.34 Ab 0.44 Aa 

Massa seca da raiz (g) 22 0.06 Ab 0.07 Ab 0.09 Aa 

 43 0.05 Ab 0.07 Aa 0.08 Aa 

Massa seca total (g) 22 0.34 Ac 0.44 Ab 0.53 Aa 

 43 0.27 Bc 0.41 Ab 0.52 Aa 

Área foliar (cm2 planta-1) 22 26.82 Ab 34.80 Aa 41.03 Aa 

 43 14.87 Bc 24.94 Bb 32.74 Ba 

Médias seguidas pela mesma letra maiúscula dentro de uma coluna ou minúscula dentro de uma linha não são 
diferentes pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. Dados são apresentados como valores médios ± erro 
padrão (n = 4).
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FIGURAS 

 

Figura 1. Plantas de Pfaffia glomerata após 30 dias de cultivo in vitro sob diferentes 

irradiâncias (65, 130 e 200 μmol m-2 s-1). Barras = 2 cm. 
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Figura 2. Teores de pigmentos em plantas de Pfaffia glomerata após 30 dias de cultivo in 

vitro sob diferentes irradiâncias: 65, 130 e 200 μmol m-2 s-1. (A) Clorofila a (μg-1 mg MS); 

(B) Clorofila b (μg-1 mg MS); (C) Clorofila a/b (μg-1 mg MS), (D) Clorofila total (μg-1 mg 

MS), (E) Carotenoides (μg-1 mg MS), (F) Antocianinas (mg 100 g-1 MF). Letras maiúsculas 

iguais dentro dos acessos e minúsculas iguais dentro das irradiâncias não são diferentes pelo 

teste de Tukey a 5% de probabilidade. Dados apresentados como valores médios ± erro 

padrão (n = 5).
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Figura 3. Densidade estomática da face abaxial em plantas de Pfaffia glomerata após 30 dias 

de cultivo in vitro sob diferentes irradiânciaS: 65, 130 e 200 μmol m-2 s-1. Letras maiúsculas 

iguais dentro dos acessos e minúsculas iguais dentro das irradiâncias não são 

significativamente diferentes pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. Dados apresentados 

como valores médios ± erro padrão (n = 3). 
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Figura 4. Taxa fotossintética (μmol CO2 s-1 planta-1) de plantas de Pfaffia glomerata após 30 

dias de cultivo in vitro sob diferentes irradiâncias: 65, 130 e 200 μmol m-2 s-1. Letras 

maiúsculas iguais entre os acessos e minúsculas iguais entre as irradiâncias do mesmo acesso 

não são significativamente diferentes pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. Dados 

apresentados como valores médios ± erro padrão (n = 4). 
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Figura 5. Fluorescência da clorofila de plantas de Pfaffia glomerata após 30 dias de cultivo 

in vitro sob diferentes irradiância: 65, 130 e 200 μmol m-2 s-1. (A) Rendimento quântico 

máximo do PS II (Fv/Fm); (B); Gradiente não fotoquímico (NQP); (C) Taxa de transporte de 

elétrons (ETR); (D) Gradiente fotoquímico (qP). Dados apresentados como valores médios ± 

erro padrão (n = 4).
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Figura 6. A atividade das enzimas antioxidantes em plantas de Pfaffia glomerata após 30 

dias de cultivo in vitro sob diferentes irradiâncias: 65, 130 e 200 μmol m-2 s-1. (A) Superóxido 

dismutase (SOD), (B) Catalase (CAT), (C) Ascorbato peroxidase (APX) e (D) Peroxidases 

(POD). Letras maiúsculas iguais dentro dos acessos e minúsculas iguais dentro das 

irradiâncias não diferem pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. Dados apresentados 

como valores médios ± erro padrão (n = 4). 
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Figura 7. Determinação de açúcares de plantas de Pfaffia glomerata após 30 dias de cultivo 

in vitro sob diferentes irradiâncias: 65, 130 e 200 μmol m-2 s-1. (A) Glicose (µmol g-1 MS); 

(B) Frutose (µmol g-1 MS) e (C) Sacarose (µmol g-1 MS). Letras maiúsculas iguais dentro dos 

acessos e minúsculas iguais dentro das irradiâncias não são significativamente diferentes pelo 

teste de Tukey a 5% de probabilidade. Dados apresentados como valores médios ± erro 

padrão (n = 4). 



 

49 
 

 

Figura 8. Determinação de aminoácidos e proteína de plantas de Pfaffia glomerata após 30 

dias de cultivo in vitro sob diferentes irradiâncias: 65, 130 e 200 μmol m-2 s-1. (A) 

Aminoácidos (µmol g-1 MS) e (B) Proteínas (µmol g-1 MS). Letras maiúsculas iguais dentro 

dos acessos e minúsculas iguais dentro das irradiâncias não são significativamente diferentes 

pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. Dados apresentados como valores médios ± erro 

padrão (n = 5). 
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Figura 9. Determinação de 20-hidroxiecdisona (20E) de plantas de Pfaffia glomerata após 30 

dias de cultivo in vitro sob diferentes irradiâncias: 65, 130 e 200 μmol m-2 s-1. Teor de 20E 

(mg/g) da parte aérea (A), raiz (B) e planta toda (C). Produção de 20E/frasco (mg) da parte 

aérea (D), raiz (E) e planta toda (F). Letras maiúsculas iguais dentro dos acessos e minúsculas 

iguais dentro das irradiâncias não são significativamente diferentes pelo teste de Tukey a 5% 

de probabilidade. Dados apresentados como valores médios ± erro padrão (n = 4).
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Figura 10. Seções transversais da porção mediana de folha e do caule de plantas de Pfaffia 

glomerata após 30 dias de cultivo in vitro sob diferentes irradiâncias: 65, 130 e 200 μmol m-2 

s-1. Detalhes do feixe vascular do caule (A, E, I, M, Q, U). Feixe vascular principal da porção 

mediana da folha (B, F, J, N, R, V). Detalhes do feixe vascular principal da folha (C, G, K, O, 

S, X). Detalhes da lâmina foliar (D, H, L, P, T, Y). Abreviaturas: Cl - Colênquima; Fb – 

fibra; Ad - epiderme superfície adaxial; Ab - superfície abaxial da epiderme; St - estômata; 

Me - medula; Vb - feixe vascular; Pp - parênquima paliçádico e Sp - parênquima esponjoso. 

Barra = 200 μm 
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Figura 11. Seções transversais da porção mediana do caule de plantas de Pfaffia glomerata 

após 30 dias de cultivo in vitro sob diferentes irradiâncias: 65, 130 e 200 μmol m-2 s-1. Seções 

do caule (A, C, E, G, I, K) e detalhes do feixe vascular do caule (B, D, F, H, J, L) 

Abreviaturas: Fb – fibra; Me - medula; Vb - feixe vascular; Xy - xilema. Barras = 100 μm 
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Figura 12. Expressão relativa normalizada do gene Phantom de plantas de Pfaffia glomerata 

após 30 dias de cultivo in vitro sob diferentes irradiâncias: 65, 130 e 200 μmol m-2 s-1. 

Expressão gênica relativa ao gene normalizador gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase. 

Valores representam médias ± erro padrão (n = 3), *=P<0,05, pelo teste de Dunnett
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Figura 13. Expressão relativa de genes da via de síntese de lignina de plantas de Pfaffia 

glomerata após 30 dias de cultivo in vitro sob diferentes irradiâncias: 65, 130 e 200 μmol m-2 

s-1. (A) PgCAD; (B) PgCOMT; (C) PgCCoAOMT; (D) PgCCR e (E) PgC4H. A expressão foi 

normalizada pelo gene gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase. Dados são apresentados como 

valores médios ± erro padrão (n = 3). Não houve diferença estatística entre os tratamentos, 

P<0,05, pelo teste de Dunnett. 
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CAPITULO II 

 

O BALANÇO ENTRE AS LUZES AZUL E VERMELHO AFETA A 

MORFOGÊNESE E O CONTEÚDO DE 20-HIDROXIECDISONA EM  ACESSOS DE 

Pfaffia glomerata (SPRENG.) PEDERSEN in vitro 

 

RESUMO 

A influência da qualidade da luz na morfogênese e no conteúdo de metabólitos secundários 

em Pfaffia glomerata foi avaliada em cultura in vitro. Dentre os metabólitos secundários, a 

20-hidroxiecdisona (20E) é um fitoecdisteroide presente em algumas espécies vegetais 

amplamente utilizado na indústria farmacêutica, por exibir propriedades medicinais. No 

presente estudo avaliou-se o efeito da qualidade de luz na morfofisiologia e na produção de 

20E em P. glomerata in vitro. Segmentos nodais de dois acessos (Ac22 e Ac 43) de P. 

glomerata foram inoculados em meio de cultura constituído pelos sais e vitaminas MS. As 

culturas foram mantidas a25 ± 2 °C,  fotoperíodo de 16 h e  irradiância de 80 µmol m-2 s-1, 

fornecidas por diferentes proporções de luz LED vermelho (V) e azul (A): 1V:1A, 1V:3A e 

3V:1A. A igual proporção de luz vermelha e azul (1V:1A) aumentou o acúmulo de biomassa, 

o conteúdo de antocianina e a produção de 20E, sendo o incremento desse fitoecdisteroide de 

aproximadamente de 30-40%, tanto da parte aérea, como no sistema radicular. Além disso, 

no tratamento 1V:1A houve aumento no tamanho dos feixes vasculares e elementos de vaso, 

forte lignificação do xilema e espessamento da parede celular na região interfascicular. O 

tratamento 1V:3A, por sua vez foi o que proporcionou a maior taxa fotossintética e de 

transporte de elétrons, além de induzir o aumento da atividade das enzimas do estresse 

oxidativo. Já o conteúdo de Chl b, Chl a/b, Chl total e o NPQ variaram mais entre os 

diferentes acessos do que quanto às diferentes fontes lumínicas, mostrando que existe grande 

variabilidade de respostas entre os acessos. Em relação ao metabolismo primário, a qualidade 

espectral afetou cada acesso de forma diferenciada, no Ac22 o conteúdo de frutose foi maior 

nos tratamentos 1V:1A e 1V:3A, e o acúmulo de amido em 1V:3A, já o teor de sacarose foi 

maior em plantas cultivadas na proporção 3V:1A. Em plantas do Ac43, os açúcares não 

foram influenciados pela qualidade espectral, mas o conteúdo de amido foi maior nas plantas 

do tratamento 3V:1A. Diferentes proporções do balanço entre as faixas espectrais do azul e 

do vermelho afetam a morfofisiologia e a produção de 20E em plantas in vitro de P. 

glomerata. Esse trabalho fornece novas perspectivas a respeito da qualidade espectral no 
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ambiente in vitro e pode auxiliar na otimização de protocolos de propagação em larga escala 

de plantas de P. glomerata para a produção de 20E. 

 

Palavras-chave: Cultura de tecidos, metabolismo secundário, fitoecdisteroide, qualidade de 

luz, ginseng-brasileiro. 



 

57 
 

ABSTRACT 

 

The influence of light quality on morphogenesis and content of secondary metabolites in 

Pfaffia glomerata was evaluated in vitro culture. 20-Hydroxyecysone (20E), a 

phytoecdysteroid found in some species (i.e. Pffafia glomerata), is a secondary metabolite 

widely used in the pharmaceutical industry, known to exhibit medicinal properties. We 

evaluated the effect of light quality on morphology and the production of 20E in two 

accessions (Ac22 and Ac43) of P. glomerata in vitro. For this, nodal segments of Ac22 and 

Ac43 of P. glomerata were inoculated in MS culture medium. The cultures were maintained 

at 25 ± 2 ° C, 16h-photoperiod and irradiances of 80 μmol m-2 s-1 provided by different 

proportions of red (R) and blue (B) LED light: 1R:1B, 1R:3B and 3R:1B. Compared to other 

treatments, the same proportion of red and blue light (1R:1B) positively influenced biomass 

accumulation, anthocyanin content and 20E production. The increment of this 

phytoecdysteroid is approximately 30-40%, both in shoot and root. In addition, in the 1V: 1A 

treatment there was an increase in the size of vascular bundles and vessel elements, strong 

xylem lignification and thickening of the cellular wall in the interfascicular region. The 

1R:3B treatment provided the highest photosynthetic and electron transport rate, in addition 

to inducing increased activity of oxidative stress enzymes. The content of Chl b, Chl a / b, 

total Chl and NPQ varied more between the different accessions than with the different light 

sources, showing that there is great variability of responses between the accesses. In relation 

to the primary metabolism, the spectral quality affected each accession in a different way. In 

the Ac22, fructose content was higher in the treatments 1R:1B and 1R:3B, while starch 

accumulation was higher in 1R:3B and the content of sucrose was greater in plants cultured 

under 3R:1B light. In plants of Ac43, the sugars were not influenced by the light quality, but 

the starch content was higher in the 3R:1B treatment. Different balance ratios between blue 

and red spectral bands affect morphophysiology and 20E production in in vitro P. glomerata 

plants. This work provides new perspectives on spectral quality in the in vitro environment 

and may help in the optimization of large-scale propagation protocols of P. glomerata plants 

for the production of 20E. 

 

Key words: Tissue culture, secondary metabolism, phytoecdysteroids, light quality, Brazilian 

ginseng
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INTRODUÇÃO 

 

O espectro de luz é constituído por diferentes faixas de comprimento de onda, que vai 

desde a luz ultravioleta (10-400 nm), luz visível (400-450 nm violeta; 450-500 nm azul; 500-

570 nm verde; 570-590 nm amarelo; 590-610 nm laranja / âmbar; 610-760 nm vermelho) até 

a luz infravermelha (700-1000 nm). Porém, apenas 48% de toda energia solar corresponde à 

radiação fotossintéticamente ativa (Moheimani & Parlevliet, 2013).  

A luz funciona como um sinal que é percebido por diferentes fotorreceptores, que 

apresentam respostas fisiológicas e bioquímicas específicas em cada estádio da planta (Smith, 

2000; Huche-Thelier et al., 2016; van Gelderen et al., 2018). As fototropinas percebem a luz 

azul, e medeiam o fototropismo, movimento de cloroplastos e abertura estomática (Briggs e 

Christie, 2002). Os criptocromos também percebem a luz azul, mas exercem papel no 

florescimento, estiolamento, abertura estomática e alongamento da raiz primária (Galvão & 

Fankhauser, 2015; Canamero et al., 2006). Os fitocromos percebem a luz no vermelho e 

vermelho distante, e apresentam função no controle da germinação, desenvolvimento de 

estômatos, transição de floração, senescência e sombreamento (Franklin & Quail, 2010). E 

por último, o fotorreceptor ultravioleta-B (UVR8), que detecta a luz ultravioleta na faixa de 

280-315 nm, e participa nos processos de inibição do crescimento do hipocótilo, morfogênese 

foliar, fechamento estomático e reparação de danos causados pela luz UV (Binkert et al., 

2014; Galvão & Fankhauser, 2015). 

O uso de LEDs no cultivo in vitro de plantas tem sido estudada em várias espécies 

(Edesi et al., 2017; Ferreira et al., 2017; Muneer et al., 2017; Mamedes-Rodrigues et al., 

2018; Cioć et al., 2018; Tokarz et al., 2018; Izzo et al., 2019). A LED apresenta inúmeras 

vantagens em comparação com a iluminação tradicional (como lâmpadas fluorescentes, 

incandescentes, metal halogenado ou sólido de alta pressão), como baixo custo de energia, 

alta eficiência energética, durabilidade, tamanho pequeno, baixa emissão de calor e 

especialmente a capacidade de controlar a composição espectral (Shukla et al., 2017; 

Longcore et al., 2018; Long et al., 2018; Monostori et al., 2018). 

A capacidade de controlar a composição espectral de fontes de luz LED permite o seu 

uso de forma isolada, com lâmpadas monocromáticas ou a combinação de LEDs de cores 

diferentes. As LEDs azul e vermelho (comprimento de onda entre 400 nm e 700nm, 

respectivamente) são amplamente utilizadas no cultivo in vitro, pois são as principais fontes 

de energia para a assimilação de carbono nas plantas (Lian et al., 2002; Nhut et al., 2003; 

Shin et al., 2008; Lin et al., 2011; Daud et al., 2013; Gupta & Sahoo, 2015; Ramírez-
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Mosqueda et al., 2017; Tung et al., 2018). Em Lachenalia sp. cultivadas in vitro, a luz LED 

azul estimulou a formação de brotos, gemas e maior conteúdo fenólico total, já a luz LED 

vermelha induziu o alongamento dos brotos e a produção de açúcares (Bach et al., 2018).  

Cioć et al. (2018) observaram que a luz LED vermelha aumentou a taxa de multiplicação dos 

brotos e os teores de ácido fenólico e flavonoides em plantas de Myrtus communis in vitro. 

Em plantas de citrus e aspargo a luz LED azul estimulou a produção de pigmentos 

fotoprotetores (Zhang et al., 2015; Mastropasqua et al., 2016). A combinação de LEDs de 

cores diferentes pode favorecer o crescimento e desenvolvimento das plantas. Ramírez-

Mosqueda et al. (2017) observaram em plantas in vitro de Stevia rebaudiana que a luz 

vermelha induziu a formação de raízes; no entanto, a composição de luz vermelha-azul (1:1) 

estimulou a maior produção e folhas e induziu o teor de clorofila, o que favoreceu a 

aclimatação dessas plântulas. Em plantas de tomateiros, os maiores valores na taxa 

fotossintética foram observados quando as plantas foram cultivadas na combinação de LEDs 

azul e vermelho do que sob lâmpadas monocromáticas (Xiao Ying et al., 2011). Portanto, as 

respostas das plantas à qualidade de luz são particulares de cada espécie, é às vezes, até 

mesmo do cultivar (Funk et al., 2017). 

A luz pode influenciar tanto o metabolismo primário, como na produção de 

carboidratos, que estão diretamente relacionados com o processo fotossintético (Park et al., 

2013; Bian et al., 2015; Miyagi et al., 2017), quanto o metabolismo secundário, como óleos 

essenciais, compostos fenólicos, flavonoides, antocianinas, triterpenos e outros compostos 

(Kuo et al., 2015; Alvarenga et al., 2015; Batista et al., 2016; Ahmar et al., 2016; Zhang et al, 

2017; Li et al., 2018). Dessa forma, a cultura de tecidos vegetais é uma ferramenta com alto 

potencial para a produção de metabólitos secundários modulados pela condição lumínica. 

O esteroide 20-hidroxiecdisona (20E) é o principal hormônio que medeia as transições 

de desenvolvimento em insetos e outros artrópodes, mas em plantas é um metabólito 

secundário produzido somente por determinadas espécies (Petryk et al., 2003; Festucci-

Buselli et al., 2008; Splinder et al., 2009). Dentre as plantas produtoras de 20E, têm-se a 

Pfaffia glomerata, amplamente utilizada na medicina em mamíferos, incluindo humanos, 

como no combate de problemas gástricos, reumatismo, diabetes, ação anti-inflamatória e 

analgésica, ação antimicrobiana, tônico muscular, antimutagênica, antileishmania, afrodisíaca 

e outras propriedades fitoterápicas relacionados ao 20E (De Oliveira, 1986; Lorenzi; Matos, 

2002; Freitas et al., 2004; Neto et al., 2005; Souza Daniel et al., 2005; Moura et al., 2011; 

Mazzeo et al., 2013; Queiroz et al., 2014; Neves et al., 2016; Almeida et al., 2017). Logo, 

determinar elicitores e mecanismos que possam induzir a produção de 20E em P. glomerata é 
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o ponto chave para análise de genes relacionados a essa molécula, já que sua rota 

biossintética não está totalmente elucidada (Batista et al., 2018b). Diante do exposto, esse 

trabalho teve por objetivo avaliar o efeito da qualidade de diferentes proporções das faixas 

espectrais azul e vermelho na morfofisiologia e na produção de 20E em plantas de P. 

glomerata cultivadas in vitro. 
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METODOLOGIA  

 

Crescimento das plantas e desenho experimental 

Plantas de Pfaffia glomerata (Ac22 e Ac43) utilizadas neste estudo foram retiradas do 

banco de Germoplasma do Laboratório de Cultura de Tecidos Vegetais (Universidade 

Federal de Viçosa, Brasil).  

Explantes com um segmento nodal (2 cm) provenientes de condições fotomixotróficas 

com 30 dias de cultivo, foram inoculados em meio de cultura constituído pelos sais e 

vitaminas MS (Murashige & Skoog, 1962) (Phytotechnology® Lab, EUA), suplementado 

com 100 mg L-1 de mio-inositol, 3% sacarose (p/v), solidificado com 5,5 g L-1 ágar 

(PhytoTechnology®) e pH 5,7 ± 0,1. O meio foi autoclavado a 121° C e 1,5 atm durante 20 

minutos em frascos (600 mL de capacidade) contendo 100 mL de meio. Os frascos foram 

vedados com tampa de polipropileno com duas membranas (0,45 µm de poro) que permitem 

uma taxa de trocas gasosas com o meio externo de 25 μL L de CO2
-1 s-1 (Batista et al., 2017) 

(MilliSeal® AVS-045 Air Vent, Tóquio, Japão). As culturas foram mantidas em 25±2° C com 

fotoperíodo de 16 h sob irradiância de 80 µmol m-2 s-1 em três diferentes espectros de luzes 

LEDs vermelha (V) e azul (A): 1V:1A, 1V:3A e 3V:1A (Figura 1). 

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado, em esquema 

fatorial 2 x 3, sendo dois acessos (Ac22 e Ac43) e três proporções de luz LEDs vermelha e 

azul (1V:1A, 1V:3A e 3V:1A), resultando em 6 tratamentos com dez repetições, sendo cada 

unidade experimental constituída por um frasco contendo três explantes, totalizando 60 

frascos.  

 

Variáveis de crescimento 

Após 35 dias de cultivo in vitro, foram avaliados comprimento do caule (cm), 

comprimento da maior raiz (cm), massa fresca e seca, área foliar (cm2 planta). Os tecidos 

vegetais foram coletados ao final do experimento e separados em parte aérea e raiz. As folhas 

foram destacadas e fixadas individualmente em papel branco plastificado e milimetrado. 

Foram capturadas fotos com câmera digital e as imagens foram processadas no programa 

ImageJ (Schneider et al., 2012). Após o material vegetal foram secos em estufa a 50 °C por 

72 h para obtenção da massa seca (g). 
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Determinação do conteúdo de pigmentos 

Amostras da parte aérea foram coletadas aos 35 dias em nitrogênio líquido, moídas e 

liofilizadas para análise. Aproximadamente 10 mg de tecidos liofilizados foram utilizados 

para determinação dos pigmentos fotossintéticos e de carotenoides totais (xantofilas e 

carotenos), como descrito por (Wellburn, 1994). Para a determinação da antocianina foi 

realizada de acordo com Peters et al. (1989). 

 

Determinação da atividade fotossintética e fluorescência da clorofila a  

 Para a determinação da atividade fotossintética (A) in vitro, foi adaptado um sistema de 

analisador de gás infravermelho (IRGA????). O esquema utilizado segue a metodologia 

descrita por Costa et al. (2014) e como fonte de energia luminosa foi desenvolvida um 

sistema composto por 8 LEDs brancas dispostas no interior das laterais de um recipiente de 

poliestireno expandido. As LEDs foram ligadas em um circuito de corrente continua sob uma 

tensão de 12 v, formados por dois conjuntos em paralelo de 4 LEDs ligadas em série (600 

µmol m-2 s-1). 

 Os parâmetros de fluorescência da clorofila a foram tomados com um fluorômetro 

modulado MINI-PAM (Walz, Effeltrich, Alemanha), para avaliação da eficiência quântica 

máxima do PSII (Fv/Fm), as folhas foram aclimatadas ao escuro por 30 minutos, nestas 

condições foram tomadas a fluorescência inicial (F0) e a fluorescência máxima (Fm). A partir 

desses valores, calculado a eficiência quântica máxima do fotossistema II (Fv/Fm, onde Fv= 

Fm-F0). 

O desempenho fotossintético em relação ao PFD foi determinado pela programação 

do fluorômetro com níveis crescentes de luz (50–1350 µE) ao longo de 4 min, 

especificamente, oito níveis com duração de 30 segundos cada. A partir desses resultados 

foram calculados a fluorescência mínima da folha na região iluminada, segundo a fórmula 

F0’= F0/[(Fm-F0/Fm)+F0/Fm’)] (Oxborough & Baker, 1997), o rendimento quântico 

efetivo do PSII na folha iluminada segundo Genty et al. (1989), usando a fórmula ∆F/Fm’= 

(Fm’-F/Fm’) e a taxa aparente de transporte de elétrons (ETR), calculada segundo Bilger et 

al. (1995), ETR= ∆F/Fm’*PAR*0,84*0,5, onde PAR é o fluxo de fótons (µmol m-2 s-1) 

incidente sobre a folha; 0,5 é o valor correspondente à fração de energia de excitação 

distribuída para o PSII; 0,84 corresponde a fração de luz incidente que é absorvida pelas 

folhas (Maxwell & Johnson, 2000). 
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Quantificação dos carboidratos, amido, proteína e aminoácidos  

Amostras da parte aérea foram coletadas aos 35 dias em nitrogênio líquido, moídas e 

liofilizadas para análise. Aproximadamente 25 mg de tecidos liofilizados foram utilizados 

para extração com etanol como descrito por Gibon et al. (2004). Os carboidratos (amido, 

sacarose, glicose e frutose) foram avaliados conforme descrito por Fernie et al. (2001). As 

proteínas e os níveis de aminoácidos totais foram analisados como relatado em Cross et al. 

(2006). 

 

Determinação da atividade das enzimas do estresse oxidativo 

As enzimas superóxido dismutase (SOD), catalase (CAT), peroxidases (POD) e 

ascorbato peroxidase (APX) foram extraídas por homogeneização de 100 mg de material 

fresco congelado com 1 mL do meio de extração (tampão de fosfato de potássio 0,1 M e pH 

6,8; fluoreto fenilmetilsulfonil (PMSF) 1 mM, polivinilpirrolidona (PVPP) 1% (p/v), ácido 

etilenodiaminotetracico (EDTA) 0,1 mM). A mistura foi centrifugada a 10 000 xg durante 15 

min e o sobrenadante foi utilizado como extrato enzimático em bruto. Todos os passos foram 

realizados a 4 ° C. 

A atividade da SOD foi determinada conforme descrito por Del Longo et al. (1993). 

As amostras foram expostas a lâmpadas de 15 W por 5 min antes de serem quantificadas por 

leituras de absorbância a 560 nm. O branco foi obtido nas mesmas condições, mas na 

ausência de luz. Uma unidade de SOD foi definida como a quantidade de enzima necessária 

para inibir 50% da foto-redução de nitroazul de tetrazólio (NBT) (Beauchamp & Fridovich, 

1971). A atividade de CAT foi determinada como descrito por Havir e McHale (1987). A 

diminuição da absorvância a 240 nm foi monitorada e a atividade enzimática foi calculada 

usando um coeficiente de extinção molar igual a 36 M-1 cm-1. A atividade de POD foi 

determinada conforme descrito por Kar e Mishra (1976). O aumento na absorvência a 420 nm 

foi monitorado e a atividade enzimática foi calculada usando um coeficiente de extinção 

molar igual a 2,47 mM-1 cm-1 (Chance & Maehley, 1955). A atividade de APX foi 

determinada conforme descrito por Nakano e Asada (1981). A diminuição da absorvância a 

290 nm foi monitorizada e a atividade enzimática foi calculada utilizando um coeficiente de 

extinção molar igual a 2,8 M-1 cm-1. O resultado da atividade da SOD foi expresso como U 

min-1 mg-1 proteína, enquanto CAT, POD e APX foram expressos como µmol min-1 mg-1 

proteína. 
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Determinação do teor de 20-hidroxiecdisona (20E) 

A preparação do extrato metanólico foi realizada conforme descrito por Corrêa et al. 

(2015). A determinação de 20E foi realizada por cromatografia líquida de alta eficiência 

(HPLC) no aparelho Shimadzu SPD-10Avp (Kyoto, Japão) equipado com detector 

ultravioleta (UV) regulado para 245 ηm e coluna Supelco C18 (30 cm x 7,9 mm de 

diâmetro), com fluxo lento de 0,8 mL min-1 e pressão da coluna de 97,6 kgf. A fase móvel 

consistiu de sistema isocrático com uma mistura de metanol grau HPLC e água deionizada na 

proporção (1:1) (v:v). O volume da amostra injetada foi de 20 µL, com duração de 15 min. A 

curva de calibração foi obtida preparando soluções padrão 20E (Sigma-Aldrich, St. Louis, 

Missouri, EUA) em metanol grau HPLC (0 a 120 mg L-1). 

 

Extração de RNA, síntese de cDNA e análise de expressão gênica por RT-qPCR 

O gene pertencente à via de biossíntese da 20-hidroxiecdisona Phantom e o gene 

gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase (GAPDH) (Batista et al., 2019) foram obtidos do 

transcriptoma da P. glomerata (Batista et al., 2018b). PCR em tempo real foi realizada em 

aparelho CFX96 Touch™ (BIO-RAD), usando qPCR-SYBR-Green mix/Rox (Ludwig 

Biotec®, Alvorada, RS, Brasil), as reações foram realizadas com três repetições biológicas em 

duplicata técnica cada, em um volume de reação de 10 µL (4 µL de SYBR-Green, 1 µL (4 

µM) de cada primer, 3 µL de água tratada com dietilpirocarbonato e 1 µL (40 ng) de cDNA. 

As condições de amplificação foram realizadas nas seguintes etapas: 2 min a 50ºC e 10 min a 

95ºC, seguido de 40 ciclos de 95ºC por 16 se 60ºC por 60 s, e a curva de dissociação de 60 a 

95ºC a 0,1ºC s-1. O método comparativo (2−ΔΔCt) (Livak & Schmittgen, 2001) foi aplicado 

para calcular as diferenças de expressão do gene alvo. 

 

Caracterização morfoanatômica  

Para avaliação anatômica e histoquímica, secções transversais do segundo par de 

folhas expandida e caules da região mediana do segundo internódio foram fixadas em solução 

de Karnovsky (Karnovsky, 1965). Para a análise estrutural, as amostras foram desidratadas 

em série etanólica e incluídas em metacrilato (Historesin®, Leica Instruments, Alemanha). 

Secções transversais com 5 μm de espessura, foram obtidas em micrótomo rotativo de avanço 

automático (RM2155, Leica Microsystems Inc., USA). Os cortes foram corados em azul de 

toluidina (pH 3,2) por 15 min (O’Brien & McCully, 1981). Posteriormente, as lâminas foram 
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montadas em Permount® SP15-500 (Fisher Scientific) e observadas em microscópio de luz. 

As imagens foram capturadas em microscópio de luz (modelo AX70 TRF, Olympus Optical) 

com sistema U-photo, acoplado a câmera fotográfica digital (Spot Insightcolour 3.2.0, 

Diagnostic Instruments Inc.) e microcomputador com o programa de captura de imagens Spot 

Basic. 

 

Analise histoquímica 

Foi utilizado o método de coloração de Wiesner (floroglucinol-HCl) para detectar 

lignina, conforme utilizado por Guo et al. (2001) e Trabucco et al. (2013). As secções 

transversais obtidas em micrótomo de mesa, foram montadas em floroglucinol a 1% e HCl a 

50% e observadas em microscópio. As imagens foram capturadas em microscópio de luz 

(modelo AX70 TRF, Olympus Optical) com sistema U-photo, acoplado a câmera fotográfica 

digital (Spot Insightcolour 3.2.0, Diagnostic Instruments Inc.) e microcomputador com o 

programa de captura de imagens Spot Basic. 

 

Determinação da densidade estomática 

A densidade estomática foi analisada pela técnica de diafanização, segundo a 

metodologia de Foster (1950), com modificações, onde folhas inteiras foram diafanizadas 

com solução de NaOH 10%, lavadas com água destilada e coradas com fucsina alcoólica. 

Cada folha diafanizada foi montada em lâmina com gelatina glicerinada e vedadas com 

Permount® SP15-500, com o objetivo de evitar eventuais distorções dimensionais, uma vez 

que as amostras se apresentam planificadas. As imagens foram capturadas em microscópio de 

luz (modelo AX70 TRF, Olympus Optical) com sistema U-photo, acoplado a câmera 

fotográfica digital (Spot Insightcolour 3.2.0, Diagnostic Instruments Inc.) e microcomputador 

com o programa de captura de imagens Spot Basic. 

 

Análises estatísticas 

As análises estatísticas foram realizadas utilizando o programa GENES (Cruz, 2013). 

Todos os dados foram submetidos à análise de variância (ANOVA) pelo teste F, e as médias 

comparadas pelo teste de Dunnett (análises de expressão gênica) ou Tukey (demais análises), 

todos ao nível de 5% de probabilidade. 
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RESULTADOS 

 

Efeito do balanço azul/vermelho no acúmulo de biomassa 

Houve variação no crescimento entre as plantas dos dois acessos (Ac22 e Ac43) de P. 

glomerata cultivadas in vitro sob diferentes proporções de luz (Figura 2). Não houve 

interação entre os fatores (acessos x proporção de luz) para as variáveis de crescimento. 

 Plantas do Ac43 apresentaram maior acúmulo de massa seca em igual proporção de 

luz LED vermelha e azul (Tabela 1). Em relação ao comprimento da maior raiz, plantas 

cultivadas nas proporções 1V:1A e 3V:1A apresentaram os maiores valores significativos. 

Mas não houve diferença significativa nas variáveis comprimento do caule, massa fresca e 

área foliar entre as plantas do Ac 43 cultivas em diferentes proporções de luz vermelha e azul 

(Tabela 1). 

 O acúmulo de biomassa em plantas do Ac22 não foi afetado significativamente pela 

qualidade espectral (Tabela 1). O comprimento da maior raiz em plantas do Ac22 foi 

significativamente maior nas condições 1V:1A e 1V:3A. Já a massa fresca, massa seca e a 

área foliar não apresentaram diferenças significativas em diferentes proporções de luz LED 

vermelha e azul (Tabela 1). 

 

O aumento na proporção da luz azul induziu perda do conteúdo de antocianina 

O teor de Clorofila (Chl) b, Chl a/b, Chl total e antocianinas dos dois acessos (22 e 

43) de P. glomerata foram influenciados pela qualidade de luz (Figuras 3 e 4).  Não houve 

interação entre os fatores acessos e intensidade de luz para essas variáveis. 

 O teor de Chl b e da Chl a/b foi influenciado apenas pelo acesso e não pela proporção 

de luz LED (Figura 3B e C). Plantas do Ac 22 apresentaram maior conteúdo significativo de 

Chl b e Chl total, já as plantas do Ac 43 obtiveram maior teor da Chl a/b (Figura 3B, C e D). 

No entanto, o Chl total do Ac43 foi afetado pela qualidade de luz, as plantas dos tratamentos 

1V:3A e 3V:1A apresentaram maiores valores significativos (Figura 3D). Em ambos os 

acessos de P. glomerata, houve redução significativa no conteúdo de antocianinas com o 

aumento da luz azul (Figura 3). Comparado com as plantas do tratamento 1V:1A, que 

apresentaram maior teor significativo de antocianina, houve redução de 51,08% (Ac22) e 

60,42% (Ac43) nas plantas cultivadas em 1V:3A e 26.29% (Ac22) e 45,12% (Ac43) nas 

plantas do tratamento 3V:1A (Figura 3F). Em relação ao conteúdo de Chl a e carotenoides 
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não houve diferença significativa tanto no fator acesso, quanto na proporção de luz (Figura 

3A e E). 

Plantas do Ac22 cultivadas sob 3V:1A apresentaram aumento significativo na 

densidade estomática da face adaxial (Figura 4). No entanto, não houve diferença 

significativa na densidade estomática da face adaxial no Ac43 e na face abaxial em ambos os 

acessos em relação a qualidade de luz (Figura 4). A ANOVA mostrou interação entre os 

fatores (acessos x proporção de luz) somente para a densidade estomática da face adaxial, e o 

resultado diferiu significativamente (P<0,05) para essa variável. 

  

O balanço favorável ao azul promoveu o aumento do desempenho fotossintético 

A fotossíntese (A) in vitro de plantas do Ac22 de P. glomerata aumentou com o 

incremento da maior proporção da luz azul (Figura 5). Comparada com as plantas do Ac22 

cultivadas na proporção 1V:1A, houve incremento significativo da A de 27,87% e 22,95% 

nos tratamentos 1V:3A e 3V:1A, respectivamente (Figura 5). Já as plantas do Ac43 não 

apresentaram diferença significativa nas diferentes proporções de luz LED vermelha e azul 

(Figura 5). Houve interação significativa entre os fatores (acessos x intensidade de luz) na A, 

e o resultado diferiu significativamente (P<0,05) para essa variável. Entre os parâmetros 

avaliados de acordo com a fluorescência da Chl a no PSII, o cultivo sob diferentes 

proporções de luz LED vermelha e azul foi capaz de influenciar a dissipação não-fotoquímica 

(NPQ) e a eficiência de transporte de elétrons (ETR) em dois acessos de P. glomerata (Figura 

6B e C). O NPQ foi mais induzido nas plantas do Ac43 do que nas plantas do Ac22, 

independente da proporção de luz. No tratamento 3V:1A, o NPQ das plantas do Ac43 foi 

aproximadamente 35% maior que nas plantas do Ac22 (Figura 6B). 

Com relação à ETR, plantas de ambos os acessos de P. glomerata apresentaram maior 

eficiência quando cultivadas na maior proporção de luz azul (Figura 6C). Comparado com o 

tratamento 1V:1A, houve aproximadamente incremento de 46,15% (Ac22) e 31,25% (Ac43) 

na ETR nas plantas do tratamento 1V:3A (Figura 6C). Quanto ao rendimento quântico efetivo 

do FSII (Fv/Fm) e a dissipação fotoquímica (qP), ambos não exibiram diferenças 

significativas (Figura 6A e D).  

 

A maior proporção de luz azul induziu a atividade das enzimas antioxidantes 

A atividade das enzimas antioxidantes em plantas de P. glomerata foi afetada pela 

qualidade de luz (Figura 7). Houve interação significativa entre os fatores (acessos x 

intensidade de luz) para atividade da SOD, CAT e POX e os resultados diferiram 
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significativamente (P<0,05) para essas enzimas. Plantas do Ac43 apresentaram maiores 

valores da atividade da SOD, CAT e POX com aumento da proporção de luz azul, mas não 

diferiram significativamente na atividade da APX em relação a proporção de luz (Figura 7). 

A SOD e POX foram significativamente maiores no tratamento 1V:3A, já a CAT não diferiu 

entre as proporções de luz 1V:3A e 3V:1A (Figura 7A, B e C). Em contrapartida, a atividade 

das enzimas SOD, APX e POX nas plantas do Ac22 não foi afetada pelas diferentes 

proporções de luz LED vermelha e azul (Figura 7A, C e D), mas a atividade da CAT foi 

significativamente aumentada nos tratamentos 1V:1A e 1V:3A (Figura 7B). 

 

A qualidade de luz influenciou no metabolismo dos carboidratos e no teor de aminoácidos e 

proteína 

Os teores dos açúcares (glicose, frutose e sacarose), amido, aminoácidos e proteína 

das plantas de dois acessos (22 e 43) de P. glomerata foram influenciados pela qualidade de 

luz (Figuras 8 e 9). Houve interação significativa entre os fatores (acessos x intensidade de 

luz) para todos esses metabólitos, com exceção do conteúdo de frutose e proteína, e os 

resultados diferiram significativamente (P<0,05) para essas variáveis. 

 Os acessos de P. glomerata responderam de forma oposta em relação ao conteúdo de 

amido, o aumento da luz azul (1V:3A) favoreceu o acúmulo de amido no Ac22 e o aumento 

da luz vermelha (3V:1A) no Ac43 (Figura 8D). Em plantas do Ac22, o conteúdo de frutose e 

proteína foram significativamente maiores nos tratamentos 1V:1A e 1V:3A (Figuras 8B e 

9B), já o teor de sacarose foi maior nas plantas cultivadas em 3V:1A (Figura 8C). Não houve 

diferença significativa no conteúdo de glicose e aminoácidos com relação a diferentes 

proporções de luz LED nas plantas do Ac22 (Figuras 8A e 9A). Em plantas do Ac 43, o teor 

dos açúcares e de proteína não variaram em razão as diferentes proporções de luz LED 

(Figuras 8A, B, C e 9B), mas o conteúdo de aminoácidos foi maior nas plantas cultivadas sob 

1V:1A e 3V:1A (Figura 9A). Além disso, independente da qualidade de luz, plantas do Ac 43 

apresentaram maiores valores significativo de sacarose e aminoácidos do que o Ac 22 

(Figuras 8C e 9A). 

 

A igual proporção de luz vermelha e azul aumentou a produção de 20E 

Houve interação significativa entre os fatores (acessos x intensidade de luz) para o 

teor e produção de 20E da raiz, e os resultados diferiram significativamente (P<0,05) para 

essas variáveis. O conteúdo e a produção de 20E, tanto da parte aérea, quanto da raiz foram 
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significativamente maiores na proporção de luz 1V:1A nas plantas do Ac22 (Figura 10). Esse 

incremento no teor de 20E variou de 31,77-32,90% (parte aérea) e 36,07-40,77% (raiz) e a 

produção de 20E aumentou 34,67-38,39% (parte aérea) e 36,65-40,70% (raiz) em relação aos 

demais tratamentos (Figura 10).  

Não houve diferença significativa de 20E nas plantas do acesso 43 em relação às 

diferentes proporções de luz LED, com exceção do total de 20E da parte aérea, que foi menor 

no tratamento 1V:3A (Figura 10C). No entanto, independente da qualidade de luz, o teor e 

produção de 20E da raiz foram menores no Ac 43 (Figura 10B e D). De forma contrária, não 

houve diferença na expressão relativa do gene Phantom em plantas do Ac22, já no Ac 43 a 

proporção de luz 3V:1A induziu uma maior expressão desse gene (Figura 11).  

 

A morfoanatomia é afetada pela qualidade de luz 

Nas análises microscópicas, foram observadas alterações morfológicas nas folhas e 

caules de plantas do Ac22 e Ac43 de P. glomerata cultivadas in vitro em diferentes 

proporções de luz LED vermelha e azul (Figuras 12 e 13). A folha de P. glomerata possui 

epiderme unisseriada, anfiestomática e dorsiventral, com parênquima paliçádico e 

parênquima lacunoso bem definidos (Figura 12D, H, L, P, T e Y). O feixe vascular central é 

do tipo colateral e é circundado por parênquima fundamental (Figura 12A, C, E, G, I, K, M, 

O, Q, S, U e X). 

As características anatômicas do caule se mostraram distintas, houve aumento nos 

feixes vasculares da nervura central, na lignificação da parede celular e no tamanho do 

elemento de vaso nas plantas de ambos os acessos de P. glomerata cultivadas nas proporções 

1V:1A e 3V:1A (Figura 12A, E, I, M, Q e U). Com destaque, para o cilindro vascular das 

plantas do Ac43 cultivadas em 1V:1A, que se mostraram mais desenvolvido que nos demais 

tratamentos (Figura 12M). Já as características anatômicas das folhas das plantas cultivadas 

em diferentes proporções de luz LED vermelho e azul, não apresentaram grandes diferenças 

significativas (Fig. 12C, D, G, H, K, L, O, P, S, T, X e Y). 

As análises histoquímicas do caule de P. glomerata confirmaram o maior 

desenvolvimento estrutural de plantas cultivadas 1V:1A e 3V:1A (Figura 13). A coloração 

com floroglucina ácida detectou estruturas lignificadas em seções de haste em todos os 

tratamentos (Figura 13). As seções de caule de ambos os acessos de P. glomerata cultivadas 

1V:1A exibiam um grau maior de lignificação, sendo que a coloração intensa de feixes 

vasculares indicou forte lignificação do xilema e espessamento da parede celular na região 

interfascicular, formando um anel contínuo (Figura 13A-D). Além disso, plantas de ambos os 
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acessos cultivadas em 1V:1A e 3V:1A apresentaram maior lignificação de suas fibras do que 

as plantas sob 1V:3A (Figura 13B, D, F, H, J e M). 



 

71 
 

DISCUSSÃO  

 

Um dos principais moduladores do crescimento e desenvolvimento das plantas é o 

fator luz. No entanto, embora a importância da condição de luz para as respostas 

morfogênicas das plantas (Batista et al., 2018a), os efeitos da qualidade de luz em P. 

glomerata cultivada in vitro ainda não são bem elucidados. Este estudo é o primeiro a 

investigar os efeitos da qualidade de luz na morfofisiologia e produção de 20E em Pfaffia 

glomerata in vitro.  

A igual proporção de luz vermelha e azul (1V:1A) influenciou positivamente no 

acúmulo de biomassa em P. glomerata. Resultados semelhantes foram encontrados em 

plântulas de P. amboinicus, que apresentaram maior peso seco total sob 1V:1A em relação 

proporções 2.5V:1A e 1V:2.5A (Silva et al., 2017). Brotações regeneradas in vitro de Swertia 

chirata expostas sob 1A:1V exibiram maior acúmulo de biomassa e desenvolvimento de 

dossel em comparação com os tratamentos de iluminação monocromática ou outras 

proporções de azul e vermelho (Gupta & Karmakar, 2017). Hung et al. (2016) relataram em 

Vaccinium corymbosum cultivadas in vitro, que o misto de LEDs, 50% de vermelho mais 

50% de azul, melhorou o crescimento das plantas em relação ao aumento notável da 

biomassa da parte aérea e da raiz. A citometria de fluxo em folhas de Populus euramericana 

(“Dorskamp”) mostrou que o tratamento com 50% de vermelho + 50% de luz azul foi o mais 

efetivo para induzir a divisão celular, o que refletiu diretamente no acúmulo de biomassa 

(Kwon et al., 2015). Já em outras espécies como, Platycodon grandiflorum, Valerianella 

locusta e Raphanus sativu, a luz monocromática ou diferentes proporções entre a luz 

vermelha e azul foram a que promoveu maior ganho de biomassa (Liu et al., 2014; 

Wojciechowska et al., 2015; Zha & Liu, 2018). 

Embora o maior acúmulo de biomassa tenha ocorrido sob 1V:1A, foram as plantas do 

Ac22 do tratamento 1V:3A que apresentaram maiores taxas fotossintéticas, possivelmente 

pela maior proporção de luz azul. A luz azul regula uma série de respostas fisiológicas nas 

plantas que otimizam o potencial fotossintético, assim como fototropismo, migração de 

cloroplastos e abertura estomática (Kinoshita et al., 2001; Briggs & Christie, 2002; Takemiya 

et al., 2005). Terfa et al (2013) mostraram que uma porção maior de luz azul foi eficiente em 

aumentar o desempenho da fotossíntese em plantas Rosa × hybrida, aumentando o 

crescimento e as mudanças morfológicas, mas não afetou a produção total de matéria seca. 

Liu et al. (2014) inferiram que a luz azul em plantas in vitro de Platycodon grandiflorum foi 

mais eficiente para acúmulo de aminoácidos, metabolismo de nitrogênio e fotossíntese do que 
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a luz vermelha. Em plantas de Cucumis sativus o conteúdo de clorofila por área foliar, a taxa 

fotossintética líquida e a condutância estomática aumentaram com o aumento da luz azul 

(Hernández & Kubota, 2016). Wang et al. (2016) concluíram que a luz azul poderia 

promover o desempenho fotossintético ou crescimento, estimulando respostas morfológicas e 

fisiológicas em plantas de Lactuca sativa. A luz azul é um dos principais reguladores da 

condutância estomática, uma vez que os estômatos devem fornecer à folha o CO2 necessário 

para a fotossíntese líquida. 

O conteúdo de Chl b, Chl a/b, Chl total e a NPQ variaram mais entre os diferentes 

acessos do que quanto às diferentes fontes lumínicas, demonstrando diferenças 

intraespecífica nas respostas fisiológicas em P. glomerata, colaborando com os dados de 

Corrêa et al. (2015) para a mesma espécie. No entanto, observamos nas plantas de ambos os 

acessos cultivadas em 3V:1A apresentaram valores relativamente maiores de NPQ do que as 

plantas dos demais tratamentos. Ouzounis et al. (2015) relataram em plantas de 

Phalaenopsis ‘Vivien’ que a razão de luz 60% vermelha e 40% azul foi a que induziu o maior 

NPQ. Já em plantas de Solanum lycopersicum cultivadas em luz roxa e azul, apresentam 

maior NPQ do que nas plantas sob luz vermelha (Yang et al., 2018). 

Plantas de ambos os acessos de P. glomerata apresentaram maior ETR quando 

cultivadas sob a proporção de luz 1V:3A, reforçando a maior eficiência fotossintética nessa 

condição de luz. Resultados semelhantes foram encontrados em plantas de 

Mesembryanthemum crystallinum e Platanus orientalis, mas em Zea mays a ETR diminuiu 

com aumento da luz azul, demonstrando que o efeito da luz dependente da espécie (Loreto et 

al., 2009; He et al., 2017). O parâmetro Fv/Fm mede a eficiência do PSII, com um valor ideal 

de aproximadamente 0,83 para a maioria das plantas não estressadas, e se correlaciona com o 

rendimento quântico máximo da fotossíntese (Björkman e Demmig, 1987). Valores baixos do 

ideal de Fv/Fm pode ser usado para indicar possível fotoinibição em plantas sob condições 

estressantes (Maxwell e Johnson, 2000). Em nosso estudo, observamos valores próximos ao 

valor ótimo de Fv/Fm nas plantas de todos os tratamentos, indicando baixo ou nenhum 

estresse nas plantas. 

Espécies reativas de oxigênio (EROs) são produzidas em células não estressadas e 

estressadas, e podem danificar componentes celulares importantes. O sistema de defesa 

antioxidante da planta compreende uma variedade de mecanismos enzimáticos e não-

enzimaticos, envolvendo tanto a limitação da formação de EROs como a sua remoção (Arora 

et al., 2002; Alscher et al., 2002; Noctor et al., 2018). As enzimas do estresse oxidativo em 

plantas do Ac43 obteve maior atividade no tratamento com maior proporção de luz azul 
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(1V:3A). Em culturas in vitro de Rehmannia glutinosa o tratamento com LED azul aumentou 

significativamente as atividades das enzimas antioxidantes tanto na folha como na raiz 

(Manivannan et al., 2015). Gupta e Sahoo (2015) mostraram que a luz LED azul foi capaz de 

criar um ambiente de maior estresse oxidativo em plantas de Curculigo orchioides, mas 

propício para indução da organogênese, por meio do delicado equilíbrio entre a produção 

celular de EROs e sua taxa de eliminação. A luz azul diminui a incidência de oídio em 

plantas de melão através do acúmulo de H2O2 e induzindo a síntese de substâncias resistentes, 

como as enzimas CAT e POD (Jing et al., 2018). 

Os acessos aqui estudados de P. glomerata responderam de forma distinta em relação 

ao metabolismo primário. No Ac22 o conteúdo de frutose foi maior nos tratamentos 1V:1A e 

1V:3A, e o acúmulo de amido em 1V:3A, já o teor de sacarose foi aumentado pela proporção 

de luz 3V:1A. Em plantas do Ac43, os açúcares não foram afetados pela qualidade de luz, 

mas o conteúdo de amido foi maior nas plantas do tratamento 3V:1A. Esses dados reforçam a 

importância da caracterização lumínica ideal para cada espécie de planta, e até mesmo para a 

variedade em cultivo.  

Com relação ao metabolismo secundário, tanto o conteúdo de antocianina, como o de 

20E foram aumentados nas plantas do tratamento 1V:1A. As antocianinas pertencem ao 

grupo dos flavonoides e absorvem luz em torno de 500 nn, fornecendo a tonalidades de 

vermelho a azul para flores, frutos e folhas. As antocianinas têm o papel de atrair ou repelir 

polinizadores e dispersores de sementes, na proteção contra estresses abióticos como UV-B, 

luz visível, variação de temperatura, e na defensa contra patógenos, insetos e herbívoros 

(Zhang et al., 2014; Jain & Gould, 2015; Martín et al., 2018). O aumento de antocianinas nas 

plantas pode ser causado por múltiplas respostas à qualidade da luz. Vários trabalhos 

mostram o aumento do conteúdo de antocianinas relacionado com a luz azul (Goto, 2012; Xu 

et al., 2012; Kadomura-Ishikawa et al., 2013; Hoffmann et al., 2016; Petrella et al., 2017). 

Em contraste, plantas de morango tratadas com LED azul ou vermelha mostraram menor 

concentração de antocianina do que as cultivadas em lâmpadas fluorescentes (Nadalini et al., 

2017). Li e Kubota (2009) mostraram que a luz UV-A e azul causou aumento na 

concentração de antocianina de 11 e 31% respectivamente, enquanto LED vermelho-distante 

ocasionou queda de 40% no conteúdo desse metabólito em relação a luz branca. Portanto, o 

efeito dos LEDs no metabolismo secundário pode ser definido como altamente dependente da 

espécie. 

O teor e a produção de 20E, tanto da parte aérea, quanto do sistema radicular foram 

aumentados na proporção de luz LED 1V:1A em plantas do Ac22, esse incremento foi 



 

74 
 

aproximadamente de 30-40% em relação aos demais tratamentos. Porém, a expressão relativa 

do gene Phantom, envolvido na síntese de 20E (Batista et al., 2018b), não foi diretamente 

correlacionada com o conteúdo de 20E sob luz LED 1V:1A, revelando que a biossíntese do 

20E pode ser regulada por outros fatores. Esses resultados e outros dados da literatura, 

revelam que é possível regular a síntese fitoquímicos no ambiente in vitro, otimizando as 

condições de luz. Batista et al. (2016) relataram que o uso de LEDs branca ou azul/vermelho 

altera o perfil de óleo essencial em três quimiotipos de Lippia alba in vitro. Em plantas de 

Plectranthus amboinicus in vitro o conteúdo de carvacrol foi maior sob lâmpadas 

fluorescentes (Silva et al., 2017). Gupta e Karmakar (2017) mostraram que a qualidade 

espectral das luzes também influenciou o acúmulo de compostos fenólicos totais, flavonóides 

e flavonóis, sendo as culturas in vitro de Swertia chirata expostas sob luz azul exibiram o 

máximo acúmulo desses compostos. A luz azul também impulsionou a produção de 

salidroside, compostos fenólicos e flavonoides em cultura de calos de Rhodiola imbricata 

(Kapoor et al., 2018). Em culturas in vitro de Lachenalia sp., a luz branca e azul estimulou o 

maior conteúdo fenólico do que aquelas sob luz vermelha e no escuro (Bach et al., 2018). 

A igual proporção de luz LED vermelho e azul também favoreu melhoria de aspectos 

anatomicos em plantas in vitro de P. glomerata. Observamos nos caules das plantas 

cultivadas sob 1V:1A o aumento do tamanho dos feixes vasculares e dos elementos de vaso, 

forte lignificação do xilema e espessamento da parede celular na região interfascicular. Com 

destaque, para o cilindro vascular das plantas do Ac43 cultivadas em 1V:1A, no qual foi mais 

desenvolvido que nos demais tratamentos. Já as plantas sob maior proporção de luz azul 

(1V:3A) apresentaram menor grau de lignificação do caule. Caules de Brachypodium 

distachyon divergiram quanto às composições de lignina e no desenvolvimento dos feixes 

vasculares internos. A luz fluorescente levou à deposição de lignina tipo G nas fibras 

interfasciculares e na bainha do feixe vascular do caule. Já na luz LED branca, os feixes 

vasculares estavam menos corados e apresentavam aumento da região do parênquima 

interfascicular com concentração de lignina tipo S (Mamedes-Rodrigues et al., 2018). A luz 

azul aumentou a espessura foliar em Ficus benjamina, e houve um aumento relativo do 

parênquima paliçádico. Também em Sinningia speciosa, o aumento do parênquima 

paliçádico foi encontrado em luz azul e vermelho/azul, embora a espessura total das folhas 

não tenha sido afetada (Zheng & Van Labeke, 2017). Corroborativamente, a luz azul também 

favorável no desenvolvimento anatômico das folhas de Chrysanthemum, mas a luz vermelha 

monocromática resultou na redução do parênquima paliçádico (Zheng & Van Labeke, 2018). 

De acordo com Wittmann e Pfanz (2016), o regime de luz dentro do corpo da planta tem 
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efeitos profundos na diferenciação plastidial e, consequentemente, nas propriedades 

fotossintéticas, mostrando que a qualidade de luz influencia tanto no crescimento como no 

desenvolvimento das plantas. 

Em conclusão, nossos resultados mostram que as diferentes proporções dos espectros 

azul e vermelho influenciaram tanto a produção de metabólitos secundários, como o conteúdo 

de antocianina e 20E, em plantas in vitro de P. glomerata, sendo ambos aumentados pela 

proporção de luz 1V:1A. Além disso, o tratamento 1V:1A favoreceu o acúmulo de biomassa 

e a melhoria de aspectos anatomicos de plantas. No entanto, a taxa fotossintética, ETR, e a 

produção enzimas do estresse oxidativo foram estimulados em plantas cultivadas na 

proporção de luz 1V:3A. Este trabalho demonstrando a influência do fator luz e das 

diferentes combinações das faixas espectrais azul e vermelho na morfofisiologia e produção 

de 20E em plantas in vitro de P. glomerata. Ademais, fornece novas perspectivas a respeito 

da qualidade espectral no ambiente in vitro e pode auxiliar na otimização de protocolos de 

propagação em larga escala de plantas de P. glomerata. 
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TABELAS 
 
 
Tabela 1. Variáveis de crescimento de plântulas de Pfaffia glomerata após 35 dias de cultivo 
in vitro sob diferentes proporções de luz LED: 1V:1A, 1V:3A e 3V:1A 
 

Médias seguidas pela mesma letra maiúscula dentro de uma coluna ou minúscula dentro de uma linha 
não são significativamente diferentes pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. Dados são 
apresentados como valores médios ± erro padrão (n = 4)

Variáveis de crescimento Acesso Proporção de luz LED 

1V:1A 1V:3A 3V:1A 

Comprimento do caule (cm) 
Ac22 18.71 Ba 19.91 Aa 20.50 Aa 

Ac43 20.83 Aa 20.62 Aa 21.12 Aa 

Comprimento da maior raiz (cm) 
Ac22 3.43 Aab 3.92 Aa 2.91 Ab 

Ac43 2.96 Aa 1.91 Bb 2.75 Aab 

Massa fresca (g) 
Ac22 4.99 Aa 4.60 Aa 5.11 Aa 

Ac43 5.74 Aa 4.70 Aa 4.87 Aa 

Massa seca (g) 
Ac22 0.46 Ba 0.41 Aa 0.43 Aa 

Ac43 0.58 Aa 0.41 Ab 0.44 Ab 

Área foliar (cm2 planta) 
Ac22 24.17 Aa 28.83 Aa 26.34 Aa 

Ac43 26.07 Aa 25.26 Aa 24.34 Aa 
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FIGURAS 
 

 

 

Figura 1. Espectro de luz das diferentes proporções de LED vermelha (V) e azul (A).
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Figura 2. Plantas de Pfaffia glomerata após 35 dias de cultivo in vitro sob diferentes 

proporções de luz LED: 1V:1A, 1V:3A e 3V:1A. Barra = 2 cm. 
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Figura 3. Teores de pigmentos de plantas de Pfaffia glomerata após 35 dias de cultivo in 

vitro sob diferentes proporções de luz LED: 1V:1A, 1V:3A e 3V:1A. (A) Clorofila a (μg-1 

mg MS); (B) Clorofila b (μg-1 mg MS); (C) Clorofila a/b (μg-1 mg MS), (D) Clorofila total 

(μg-1 mg MS), (E) Carotenoides (μg-1 mg MS), (F) Antocianinas (mg 100 g-1 MF). Letras 

maiúsculas iguais dentro dos acessos e minúsculas iguais dentro das proporções de luz não 

são significativamente diferentes pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. Dados 

apresentados como valores médios ± erro padrão (n = 4).  
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Figura 4. Densidade estomática de plantas de Pfaffia glomerata após 35 dias de cultivo in 

vitro sob diferentes proporções de luz LED: 1V:1A, 1V:3A e 3V:1A. Letras maiúsculas 

iguais dentro dos acessos e minúsculas iguais dentro das proporções de luz não diferem pelo 

teste de Tukey a 5% de probabilidade. Dados apresentados como valores médios ± erro 

padrão (n = 3).
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Figura 5. Taxa fotossintética (μmol CO2 s-1 planta-1) de plantas de Pfaffia glomerata após 35 

dias de cultivo in vitro sob diferentes proporções de luz LED: 1V:1A, 1V:3A e 3V:1A. Letras 

maiúsculas iguais dentro dos acessos e minúsculas iguais dentro das proporções de luz não 

diferem pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. Dados apresentados como valores médios 

± erro padrão (n = 4).
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Figura 6. Fluorescência da clorofila de plantas de Pfaffia glomerata após 35 dias de cultivo 

in vitro sob diferentes proporções de luz LED: 1V:1A, 1V:3A e 3V:1A. (A) Rendimento 

quântico máximo do PSII (Fv/Fm); (B); Gradiente não-fotoquímico (NQP); (C) Taxa de 

transporte de elétrons (ETR); (D) Gradiente fotoquímico (qP). Dados apresentados como 

valores médios ± erro padrão (n = 4).
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Figura 7. A atividade das enzimas antioxidantes em plantas de Pfaffia glomerata após 35 

dias de cultivo in vitro sob diferentes proporções de luz LED: 1V:1A, 1V:3A e 3V:1A. (A) 

Superóxido dismutase (SOD), (B) Catalase (CAT), (C) Ascorbato peroxidase (APX) e (D) 

Peroxidases (POD). Letras maiúsculas iguais dentro dos acessos e minúsculas iguais dentro 

das proporções de luz não são significativamente diferentes pelo teste de Tukey a 5% de 

probabilidade. Dados apresentados como valores médios ± erro padrão (n = 3). 
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Figura 8. Determinação de açúcares de plantas de Pfaffia glomerata após 35 dias de cultivo 

in vitro sob diferentes proporções de luz LED: 1V:1A, 1V:3A e 3V:1A. (A) Glicose (µmol g-

1 MS); (B) Frutose (µmol g-1 MS); (C) Sacarose (µmol g-1 MS) e (D) Amido (µmol g-1 MS). 

Letras maiúsculas iguais dentro dos acessos e minúsculas iguais, dentro das proporções de 

luz, não são significativamente diferentes pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. Dados 

apresentados como valores médios ± erro padrão (n = 3). 
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Figura 9. Determinação de aminoácidos e proteína de plantas de Pfaffia glomerata após 35 

dias de cultivo in vitro sob diferentes proporções de luz LED: 1V:1A, 1V:3A e 3V:1A. (A) 

Aminoácido (µmol g-1 MS) e (B) Proteína (µmol g-1 MS). Letras maiúsculas iguais dentro dos 

acessos e minúsculas iguais dentro das proporções de luz não são significativamente 

diferentes pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. Dados apresentados como valores 

médios ± erro padrão (n = 4). 
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Figura 10. Determinação de 20-hidroxiecdisona (20E) de plantas de Pfaffia glomerata após 

35 dias de cultivo in vitro sob diferentes proporções de luz LED: 1V:1A, 1V:3A e 3V:1A. 

Teor de 20E (mg/g) da parte aérea (A) e raiz (B). Produção de 20E (mg por planta) da parte 

aérea (C) e raiz (D). Letras maiúsculas iguais dentro dos acessos e minúsculas iguais dentro 

das proporções de luz não são significativamente diferentes pelo teste de Tukey a 5% de 

probabilidade. Dados apresentados como valores médios ± erro padrão (n = 3). 
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Figura 11. Expressão relativa normalizada do gene Phantom de plantas de Pfaffia glomerata 

após 35 dias de cultivo in vitro sob diferentes proporções de luz LED: 1V:1A, 1V:3A e 

3V:1A. Expressão gênica relativa ao gene normalizador gliceraldeído-3-fosfato 

desidrogenase. Valores representam médias ± erro padrão (n = 3), *=P<0,05, pelo teste de 

Dunnett.
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Figura 12. Secções transversais da porção mediana de folha e do caule de plantas de Pfaffia 

glomerata após 35 dias de cultivo in vitro sob diferentes proporções de luz LED: 1V:1A, 

1V:3A e 3V:1A. Detalhes do feixe vascular do caule (A, E, I, M, Q, U). Feixe vascular 

principal da porção mediana da folha (B, F, J, N, R, V). Detalhes do feixe vascular principal 

da folha (C, G, K, O, S, X). Detalhes da lâmina foliar (D, H, L, P, T, Y). Abreviaturas: Cl - 

colênquima; Fb – fibra; Ad - epiderme superfície adaxial; Ab - superfície abaxial da 

epiderme; St - estômato; Vb - feixe vascular; Pp - parênquima paliçádico e Sp - parênquima 

esponjoso. Barra = 200 μm. 
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Figura 13. Secções transversais da porção mediana do caule de plantas de Pfaffia glomerata 

após 35 dias de cultivo in vitro sob diferentes proporções de luz LED: 1V:1A, 1V:3A e 

3V:1A. Seções do caule (A, C, E, G, I, K) e detalhes do feixe vascular do caule (B, D, F, H, J, 

L) Abreviaturas: Fb – fibra; Me - medula; Vb - feixe vascular; Xy - xilema. Barra dupla = 

200 μm. 
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CONCLUSÕES GERAIS  

 

 

• A quantidade e qualidade da luz no cultivo in vitro de P. glomerata alteram o teor e a 

produção de 20E; 

 

• As características morfofisiológicas, assim como a produção de 20E se mostraram 

genótipo-dependentes; 

  

• O aumento da irradiância promoveu maior desenvolvimento in vitro de P. glomerata, 

aumentando também a eficiência fotossintética, o que refletiu no maior acúmulo de 

biomassa nas plantas. 

 

• A qualidade espectral 1V:3A influenciou na eficiência fotossintética e na atividade 

das enzimas do estresse oxidativo. Já a igual proporção de luz (1V:1A) favoreceu o 

desenvolvimento morfoanatomico das plantas e a produção de 20E; 

 

• Este trabalho fornece novas perspectivas a respeito dos efeitos da luz no ambiente in 

vitro e pode auxiliar na otimização de protocolos de bioprospecção e propagação em 

larga escala de 20E em P. glomerata. 

 


