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1 RESUMO

O presente estudo teve como objetivos coletar germoplasma de Pfaffia
glomerata (Spreng.) Pedersen, caracterizar gendtipos provenientes de oito populagdes naturais,
utilizando descritores morfologicos e um marcador quimico e estabelecer um banco de
germoplasma in vitro. Foram realizadas duas expedi¢cdes de coleta, a primeira, a regido
localizada as margens do rio Santo Inacio e rio Tamandud, Itatinga, SP e a segunda, ao
Pantanal Sul Mato-grossense as margens do rio Paraguai, Corumbd, e as margens do rio
Miranda, MS. Foram coletados 218 individuos em oito populagdes naturais que ainda ndo
haviam sido amostradas e incorporagdo desses materiais ao banco de germoplasma in vitro da
Unaerp, Ribeirdo Preto, SP. Para a caracterizagdo morfologica e quimica foi conduzido um
experimento de campo com oito populagdes, em delineamento com blocos casualizados. As
caracteristicas avaliadas foram: altura da planta, comprimento do entreno, didmetro do caule,
numero de caules, tipo de caule, comprimento da raiz principal, nimero de raizes secundarias,
diametro da raiz principal, matéria fresca e seca do caule, matéria fresca e seca das raizes,
indice de colheita, a produtividade, cor caule, cor do peciolo, pilosidade, cor da raiz, formato
do limbo foliar, forma do apice e da base do limbo foliar, relagdo comprimento/largura do
limbo foliar, ocorréncia de nematoides formadores de galhas e o teor de P-ecdisona. Foi
registrada também a presenga de insetos nas inflorescéncias. Os resultados foram submetidos a
analise de variancia, ao teste de separagdo de médias de Scott Knott a 5% de probabilidade.
Visando definir o meio de cultura ideal para o estabelecimento do banco de germoplasma in
vitro para a espécie foram avaliados seis tratamentos: 1) MS + 2% de sacarose + 4% de

sorbitol; 2) MS/2 + 2% de sacarose + 4% de sorbitol; 3) MS + 2% de sacarose + 4% de



sorbitol + 2 mg.L™" de pantotenato de célcio; 4) MS/2 + 2% de sacarose + 4% de sorbitol + 2
mg.L" de pantotenato de calcio; 5) MS + 2% de sacarose + 3% de manitol + 2 mg.L" de
pantotenato de célcio; 6) MS/2 + 2% de sacarose + 3% de manitol + 2 mg.L™' de pantotenato
de calcio. Houve diferencas entre as populacdes avaliadas, principalmente, quanto a produgao
de matéria seca das raizes, altura da planta, numero de caules, didmetro da raiz principal,
matéria seca da parte aérea e teor de B-ecdisona. Os descritores matéria fresca da parte aérea e
matéria fresca da raiz foram as que mais contribuiram para a variabilidade observada. O meio
de cultivo do tratamento dois foi o que proporcionou menor crescimento das plantas e ao
mesmo tempo maior sobrevivéncia, desta forma, mostrou-se o mais adequado ao

estabelecimento de um banco de germoplasma in vitro para a P. glomerata.



MORPHOLOGICAL AND CHEMICAL CHARACTERIZATION OF Pfaffia glomerata
(SPRENGEL) PEDERSEN AND IN VITRO CONSERVATION.
Botucatu, 2008. 112p. Tese (Doutorado em Agronomia/Horticultura) — Faculdade de
Ciéncias Agrondmicas, Universidade Estadual Paulista.
Author: ROSA DE BELEM DAS NEVES ALVES
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2 SUMMARY

The aim in the present study was to collect germplasm of Pfaffia
glomerata(Spreng.) Pedresen, characterize genotypes from eight natural populations utilizing
morphological descriptors and a chemical marker and to establish a germplasm bank. The
collecting expeditions were first to the region of the Santo Inacio and Tamandua riverbanks,
Itatinga, SP and secondly to the Pantanal Sul region of the State of Mato Grosso, at the
Paraguai and Miranda riverbanks. Two hundred and eighteen individuals were collected from
eight natural populations not previously sampled and incorporated to the in vitro germplasm
bank of the University of Ribeirao Preto (Unaerp), Ribeirao Preto Sao Paulo. For the
morphological and chemical characterization the field experiment was conducted with eight
populations and delineated in randomized blocks. The characteristics evaluated were: plant
height, inter-nodule length, stem diameter, number of stems, type of stem, main root length,
number of secondary roots, diameter of the main root, fresh and dry stem matter, fresh and dry
root matter, stem color, petiole color, hairiness, root color, shape of the foliar limbus, shape of
the apical part and base of the foliar limbus, length/width ratio of the foliar limbus, occurrence
of gall forming nematodes, level of B-ecdysone and harvest index. Productivity and insect
presence in the inflorescences was also verified. The results were submitted to analysis of
variance and to the Scott Knott test of mean separations, with 5% probability. To define the
best culture medium for the establishment of an in vitro germplasm bank six treatments were
evaluated: 1) MS + 2% sacarose + 4% sorbitol; 2) MS/2 + 2% sacarose + 4% sorbitol; 3) MS +
2% sacarose + 4% sorbitol + 2mg.L™" calcium pantothenate; 4) MS/2 + 2% sacarose + 4%
sorbitol + 2mg.L™" calcium pantothenate; 5) MS + 2% sacarose + 3% manitol + 2mg.L"

calcium pantothenate; 6) MS/2 + 2% de sacarose + 3% manitol + 2mg.L™" calcium



pantothenate. There were differences between the populations evaluated mainly in the
production of root dry matter, plant height , number of stems, diameter of the main root, aerial
part dry matter and level of B-ecdysone. The culture medium in treatment two showed the
smallest plant growth but the higher survival and was chosen as the more adequate for the

establishment of an in vitro germplasm bank of P. glomerata.

Key-words: genetic resources, medicinal plant, Brazilian ginseng, B-ecdysone



3 INTRODUCAO

As inuimeras espécies vegetais endémicas dos biomas tropicais e
subtropicais contem genes adaptados a diversos ambientes, genes de interesse para a
agricultura, para a industria de fitoterapicos e importantes para o melhoramento dos produtos
j& existentes e para a sintese de novas moléculas, podendo gerar beneficios incalculdveis
(MAZZA e BAGGIO, 2002). No Brasil os biomas contemplam uma alta diversidade
biolodgica, incluindo centenas de espécies uteis ou potencialmente uteis, representando um
estoque genético rico e variado, que vem contribuindo para o avango da agricultura, da
industria e da producdo de farmacos.

Por outro lado, o crescimento demografico, a fragmentacdo dos
ecossistemas, a construcdo de hidrelétricas e estradas, as queimadas e a introducdo de espécies
exoticas estdo entre as causas da perda da biodiversidade. Para se contrapor a essa realidade, o
estabelecimento de estratégias de conservagdo da diversidade bioldgica ¢ uma das agdes que
possibilita a sustentabilidade dos biomas brasileiros para atender as demandas das proximas
geragdes.

A Dbiodiversidade possui como um dos seus mais importantes
componentes 0s recursos genéticos os quais encerram a variabilidade genética de espécies de
plantas, animais e microrganismos, de interesse socioecondmico atual ou potencial para
utilizacdo em programas de melhoramento genético, na biotecnologia, na farmacologia e em
outras areas afins (NASS, 2001).

O principio da conservacdo dos recursos genéticos € a manutencdo da

sua viabilidade e integridade. Fundamentalmente, existem duas estratégias complementares de



conservagdo de recursos genéticos: a in Situ e a ex Situ. A conservagdo in situ é realizada
dentro do ecossistema, permitindo a dindmica evolutiva. Por outro lado, a conservagio ex Situ
¢ conduzida fora do ambiente original, podendo ser realizada a médio ou longo prazo. A
regeneragdo regular e cuidadosa dos genotipos pode fazer da conservagdo ex Situ uma forma
segura de conservar genes das grandes culturas por décadas (HOYT, 1992).

Os programas de conservagdo ex situ de recursos genéticos tém
priorizado o estabelecimento de bancos de germoplasma, como estratégia para conservar
espécies cultivadas e nativas. Desde o estabelecimento dos primeiros bancos de germoplasma
a énfase foi para a coleta e conservacdo de espécies utilizadas tradicionalmente na agricultura.
Com a crescente perda de recursos genéticos e a degradagdo dos ecossistemas naturais em todo
o mundo, ampliou-se a atuagdo das coletas de germoplasma passando a incluir recursos
genéticos de espécies silvestres, de importancia potencial, particularmente, das plantas
medicinais (WALTER, et al., 2005).

A conservagdo ex Situ do germoplasma por meio de bancos e colegdes
in vitro é especialmente recomendada para espécies com sementes recalcitrantes e as de
propagacdo vegetativa. Também ¢ adequada para aquelas que apesar de produzirem sementes
ortodoxas, sdo propagadas tradicionalmente por via vegetativa, possibilitando a manutencao de
caracteristicas desejaveis, mas passiveis de desaparecer com a segrega¢do na propagacdo via
semente, como no caso da mandioca (Manihot esculenta), batata (Solanum tuberosum) e
batata-doce (Ipomea batatas) (VALOIS et al., 2001).

A falta ou insuficiéncia de informagdo sobre os acessos mantidos em
bancos ou colegdes de germoplasma € apontada por varios especialistas como uma das causas
do pouco uso destes materiais. Os bancos e colegdes que conseguem manter seus genotipos
caracterizados e avaliados despertam maior interesse entre os pesquisadores que estudam o
recurso genético vegetal conservado. No caso das espécies com propriedades medicinais, a
avaliagdo dos metabolitos secundarios, se faz indispensavel para o amplo conhecimento da
diversidade ndo apenas genética, mas quimica.

As substancias bioativas ou metabdlitos secundarios sdo caracterizados
por diversidade estrutural, mas com distribui¢@o restrita a certos taxa. Esses compostos tém
funcdo de polinizadores ou defesa contra predadores e patdgenos, € constituem-se em pegas
fundamentais no processo adaptativo e co-evolutivo dos vegetais (HARBORNE, 1997; TAIZ e
ZEIGER, 2004).



O estudo da diversidade quimica pode contribuir para um melhor
entendimento sobre a variabilidade populacional e sazonal de metabdlitos secundarios em
vegetais com propriedades terapéuticas e para a prospeccdo de substancias biologicamente
ativas.

Dentre as plantas medicinais nativas com potencial para pesquisas
encontra-se Pfaffia glomerata (Spreng.) Pedersen (Amaranthaceae). Conhecida também como
“ginseng” brasileiro, a espécie vem sendo submetida a extrativismo intenso devido ao uso
medicinal de suas raizes. A exploracdo predatoria pode contribuir para a erosdo genética
comprometendo estudos bdasicos ainda ndo realizados tais como biologia floral, sistema
reprodutivo e dinamica de populagdes.

Magalhdes (2000) enfatizou a necessidade urgente de pesquisas que
contribuam para o maior conhecimento da P. glomerata visando fornecer subsidios a
conservagdo e ao manejo sustentavel da espécie. Além disso, o autor considerou os estudos em
agrotecnologia fundamentais para estabelecer o seu cultivo. A producdo em escala pode ser
uma alternativa da atividade agricola, essencial para o fornecimento de matéria-prima de
qualidade.

O Projeto de Conservagdo e Utilizacdo Sustentdvel da Diversidade
Bioldgica Brasileira (Probio) financiou, em 2004, um levantamento realizado por equipes de
pesquisadores nas cinco regides do Pais. Foram selecionadas 775 espécies nativas
denominadas de “Plantas do Futuro”, 99 possuem potencial medicinal, dentre elas encontra-se
a Pfaffia glomerata. Acredita-se que a continuidade de estudos podera revelar novas fungdes
para a espécie, criar oportunidades para os agricultores, gerar beneficios e desenvolvimento as
regides produtoras, desde que, a sua exploragdo seja norteada por técnicas de cultivo

ambientalmente corretas € manejo sustentavel.



4. REVISAO BIBLIOGRAFICA

4.1 Conservacio de recursos genéticos

Um dos primeiros estudos sobre diversidade genética em plantas
cultivadas foi realizado nas décadas de 1910 a 1930 sob a lideranga do cientista russo Nicolai
I. Vavilov que junto com seus colaboradores identificou os centros de diversificacdo de um
grande numero de plantas cultivadas (FREIRE et al., 1999). A partir de 1920 comecaram a
surgir as estagdes regionais de introducdo de plantas, os laboratdrios oficiais, os centros de
pesquisa com colegdes internacionais e expedigdes de coleta formais, evidenciando a
necessidade de preservar os recursos genéticos vegetais (FRANKEL e HAWKES, 1975).

Na década de 1950 os recursos genéticos passaram a ser cada vez mais
valorizados, fato que se deve em parte ao avango da genética. Na década de 1960, houve uma
preocupacdo da comunidade cientifica com as perdas de material genético, principalmente,
aqueles relacionados as plantas cultivadas. Em 1972, a Conferéncia do Homem e Meio
Ambiente, realizada em Estocolmo concluiu que medidas efetivas deveriam ser tomadas para
evitar a perda continua de genes. A Organizacdo das Nagdes Unidas para Alimentagdo e
Agricultura (FAO) estimulou, naquela década, o estabelecimento de uma rede mundial de
Centros de Conservagdo de Recursos Genéticos localizados nas regides de maior variabilidade
genética e, em 1974, o Consultative Group on International Agricultural Research/Grupo
Consultivo de Pesquisa Agropecuaria Internacional (CGIAR) fundou o International Plant
Genetic Resources Institute/Instituto Internacional de Recursos Genéticos Vegetais (IPGRI)

atualmente Bioversity International (COSTA, 1996).



Seguindo a tendéncia mundial, a Empresa Brasileira de Pesquisa
Agropecuaria (Embrapa) criou em 1974 o Centro Nacional de Pesquisa de Recursos Genéticos
e Biotecnologia (Cenargen). Dessa forma, sdo mantidos varios bancos de germoplasma in situ
e ex situ, além da conservagdo a longo prazo em camaras a —20°C que constitui a Colegdo de
Base (Colbase). A conservagdo ex Situ de recursos genéticos encontra nos bancos e cole¢des de
germoplasma as estruturas fisicas onde sdo armazenadas as amostras de material vivo,
representativas de um individuo, ou de varios individuos, na forma de sementes, plantas ou
partes da planta, tecidos ou células, para a manuten¢@o da variabilidade genética visando a sua
utilizagdo (IBPGR, 1991).

A coleta de germoplasma representa uma ag@o essencial nas estratégias
de conservagdo de recursos genéticos e, em sentido amplo, para conservar parte da
biodiversidade. Desde o estabelecimento dos primeiros bancos de germoplasma a énfase foi
para a coleta e conservagdo de espécies utilizadas tradicionalmente na agricultura. Com a
crescente perda de recursos genéticos e a degradagdo dos ecossistemas naturais em todo o
mundo, ampliou-se a atuag@o das coletas passando a incluir recursos genéticos de espécies
silvestres, de importancia potencial (WALTER et al., 2005).

Valois et al. (2001) consideram, basicamente, a existéncia de trés
formas de conservagdo ex situ, que dependem das caracteristicas reprodutivas do
germoplasma:

a) Conservagdo de sementes, indicada para preservar espécies que

produzem sementes ortodoxas e sdo propagadas sexualmente;

b) Conservacdo no campo, para espécies produtoras de sementes
recalcitrantes ou intermediarias, de propagacdo vegetativa, espécies perenes, além daquelas
que produzem quantidades reduzidas de sementes como as forrageiras;

c¢) Conservacgdo in vitro e criopreservacdo, para plantas de propagacéo
vegetativa e/ou que produzem sementes recalcitrantes ou intermediarias.

A conservagdo ex Situ possui algumas vantagens como: a manutencdo
do material em espago reduzido facilitando o cuidado; reune muitos acessos num s6 local
otimizando a caracterizacdo e avaliagdo nas cole¢des de campo, € mantém o material livre de
patdgenos no caso das coleg¢des in vitro. No entanto, dependendo da forma de conservagao,
existem algumas desvantagens como a interrup¢do da evolucdo quando sdo usadas técnicas

que reduzem as atividades vitais do germoplasma por longos periodos; o risco de instabilidade
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genética nas cole¢des de sementes ortodoxas e In Vvitro; a deriva genética que significa a perda
aleatoria de genes devido a amostragem ou a multiplicagdo de amostras muito pequenas € a
pressdo de selecdo, geralmente, quando o material € multiplicado em areas com condigdes

edafoclimaticas distintas de seu local de coleta (VALOIS et al., 2001).

4.1.1 Conservacio de germoplasma in vitro

Nos ultimos anos, as técnicas de cultura in vitro para conservag¢do em
médio prazo em banco de germoplasma foram amplamente desenvolvidas e aplicadas em mais
de mil espécies, muitas das quais sd@o de regides tropicais (LATA, 1991). Para as espécies
ameacadas de extingdo e cuja conservagdo por sementes ndo é possivel, este ¢ um método
considerado altamente promissor (HOYT, 1992). Entretanto, o custo da técnica ainda
representa uma limitagdo para a ampliacdo de seu uso.

Segundo Villalobos e Engelman (1995), desde 1960, houve um
crescimento significativo do niimero de colegdes in Vitro para preservacdo de plantas e
subseqiiente melhoramento genético. De acordo com a FAO no ano de 1994 haviam milhares
de acessos conservados in vitro, sendo 50% do total armazenado em paises industrializados,
38% em paises em desenvolvimento e 12% nos grupos independentes (ANAON, 1994).

Colegdes e bancos in vitro, em geral, sdo conservados sob condi¢des
especiais protegidos de eventuais perdas, garantindo a sua utilizagdo a curto, médio e longo
prazo. Acessos introduzidos nesses bancos tém sido coletados nos centros de origem das
culturas ou nas regides onde se desenvolvem racas locais (TOWILL, 2000). O recente
desenvolvimento das técnicas de transformacdo de plantas possibilita a manipulagdo genética
dos materiais conservados in vitro na forma de tecidos ou células isoladas permitindo,
também, a geracdo de variabilidade.

A utilizagdo da cultura de tecidos, 6rgdos e células para conservar
germoplasma ¢ de interesse e constitui-se numa ferramenta auxiliar na conservagio de recursos
genéticos vegetais (WITHERS e WILLIAMS, 1998). E importante ressaltar que uma
estratégia conveniente para a preservacdo do germoplasma ¢ aquela que combina os varios

métodos existentes de forma a se complementarem.
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Os acessos que sdo conservados In Vvitro sdo submetidos a condigdes
que diminuam o metabolismo e a redug¢do do crescimento da planta, sem afetar a sua
viabilidade e possibilitando o maximo de intervalo entre os subcultivos. Esta diminui¢do na
atividade metabodlica pode ocorrer pela limitacdo na intensidade de luz ou temperatura,
acréscimo de retardadores de crescimento ao meio de cultura ou restringindo-se a concentragao
dos componentes salinos e organicos do meio (VILLALOBOS e ENGELMAN, 1995;
WITHERS e WILLIAMS, 1998).

O manitol e o sorbitol sdo acgtcares alcodlicos utilizados para alterar as
condi¢des osmdticas, proteger as membranas celulares das baixas temperaturas e redugdo de
hiperidricidade evitando a vitrificacio (ENGELMANN, 1991; KADOTA, 2001). Segmentos
de tecidos de cana-de-agtcar cultivados in vitro sobreviveram melhor em baixas temperaturas
em meios de cultura contendo sorbitol e dextrose, quando comparados com os propagulos que
continham apenas sacarose (LEMOS et al., 2002).

Plantas mantidas em banco de germoplasma in vitro tém baixa taxa de
divisdo celular, o que tende a diminuir a freqiiéncia de mutagdes que podem ocorrer durante a
duplicagdo do DNA na fase mitética (HENSHAW, 1982). Mesmo assim, pesquisas sdo
necessarias e tém sido realizadas no sentido de ampliar o conhecimento sobre o efeito do
armazenamento no genoma das plantas conservadas in vitro (WALLNER et al., 1996).

No Brasil uma das iniciativas pioneiras no que se refere a conservagio
de recursos genéticos de plantas medicinais em cultura de tecidos foi a criagdo, em 1987, do
banco de germoplasma in vitro de plantas medicinais da Universidade de Ribeirdo Preto
(Unaerp). O banco foi instalado com auxilio financeiro advindo da Central de Medicamentos
(CEME) - Ministério da Saude, com objetivo de reunir o maior nimero possivel de acessos de
Maytenus aquifolium e M. ilicifolia para disponibiliza-los a industria de fitoterapicos. Em
2000, com a aprovagdo de varios projetos financiados pelo CNPq e Fapesp foram introduzidas
dezenas de acessos de espécies medicinais do Cerrado e da Mata Atlantica na forma de
plantulas e células (Tabela 1). Posteriormente, em janeiro de 2001 o banco foi ampliado mais
uma vez, a partir de um projeto tematico dentro do Programa Biota-Fapesp, cuja finalidade foi
a introdugdo in vitro de espécies medicinais da familia Bignoniaceae com atividade

antitumoral.
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Tabela 1. Espécies medicinais, forma de conservagdo e numero de acessos conservados no

banco de germoplasma in vitro da Unaerp, Ribeirdo Preto, SP, 2007.

Espécie Forma de conservagao in vitro Numero de acessos
Anemopaegma arvense Plantula 88
Bauhinia forficata Célula 5
Dimorphandra mollis Célula 3
Dipteryx alata Célula 4
Jacaranda decurrens Plantula 50
Lychnophora ericoides Plantula 10
Mandevilla velutina Plantula 9
Maytenus ilicifolia Plantula/célula 30
Photomorphe umbellata Célula 3
Physalis angulata Plantula e célula 4
Pilocarpus jaborandi Plantula 33
Psychotria ipecacuanha Plantula/célula 60
Sapindus saponaria Célula 5
Stryphnodendron adstringens Plantula 10
Zeyheria montana Plantula 256

4.2 Recursos genéticos de plantas medicinais e aromaticas

O Brasil possui uma diversidade de etnias, com forte influéncia em
nosso habito alimentar e cultural, particularmente no que diz respeito ao uso de plantas
medicinais e aromaticas. A colonizagdo trouxe ao Pais a influéncia do uso de espécies
utilizadas pelos europeus com propriedade medicinal similar, por exemplo, varios taxa da flora
nativa s3o denominados popularmente como arnica, em referéncia a Arnica montana, espécie
tipica da regido mediterranica. Contudo, foi com a vinda dos africanos que uma série de
vegetais foram introduzidos e incorporados ao uso popular, como é o caso do manjericao
(Ocimum spp) (VIEIRA, 2002).

Outras espécies acabaram aclimatando-se muito bem em algumas

regides brasileiras, constituindo-se em plantas denominadas de ruderais, muito utilizadas por
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diversas populagdes, rurais ou urbanas, como o meldo-de-sdo-caetano (Momordica charantia),
tanchagem (Plantago major), fedegoso (Senna occidentalis), quebra-pedra (Phyllanthus spp),
mastruz (Chenopodium ambrosioides), dente-de-ledo (Taraxacum officinale), entre outras.

Com excec¢do das ruderais, as demais plantas exoticas sdo cultivadas,
em maior ou menor escala, dependendo do grau de utilizagdo e/ou comercializagao.
Diferentemente, sdo poucas as espécies nativas cultivadas, sendo predominantemente obtidas
por extrativismo. Em relag@o ao aspecto comercial, alguns taxa possuem um grande mercado
interno e externo, como ¢ o caso do guarana (Paulinia cupana), ja outros vegetais possuem
uma forte demanda regional, como por exemplo, o juazeiro (Ziziphus joazeiro). Por outro lado,
algumas espécies nativas possuem uso localizado, geralmente, com importancia sdcio-cultural,
e normalmente sdo obtidas nas proprias comunidades tradicionais (SCHEFFER et al., 1999).

Segundo Vieira (2002), a riqueza cultural traduzida na forma de
multiplas influéncias no uso de plantas medicinais e aromaticas, faz do Brasil um pais peculiar
quanto ao emprego da fitoterapia. Porém, este grande potencial de recursos genéticos vegetais
encontra-se ameacado pela destruicdo acelerada da vegetacdo natural, por meio da expansdo
agropecudria, de queimadas, da exploracdo madeireira, da constru¢do de estradas e
hidrelétricas, além do extrativismo predatorio. Este cendrio torna-se preocupante na medida em
que os recursos genéticos vegetais ainda nao identificados, mas, com provavel valor tanto para
a medicina tradicional quanto para a industria, sdo passiveis de extingao.

De acordo com Vieira e Alves (2003) os principais desafios
relacionados a conservacdo de recursos genéticos de plantas medicinais e aromaticas nativas
sdo:

a) O escasso conhecimento cientifico bdsico sobre as espécies,
principalmente nas areas de taxonomia, genética, fisiologia de sementes, biologia reprodutiva,
dindmica de populagdes e bioquimica de metabdlitos secundarios. Além disso, a pesquisa
basica para a producdo de matéria-prima ainda € incipiente;

b) O acelerado processo de erosdo genética, devido ao avango da
fronteira agricola, da constru¢do de rodovias e hidrelétricas, da exploragdo madeireira e do
extrativismo predatorio;

¢) O réapido processo de desestruturagdo e aculturagdo das comunidades

tradicionais, com perda do valioso conhecimento associado aos recursos genéticos autoctones;
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d) Poucas espécies da flora nativa de importancia medicinal possuem
estudos farmacologicos e quimicos, o que dificulta a definicdo de espécies prioritarias para
conservagao;

e) Quantidade insuficiente de bancos de germoplasma de plantas
medicinais e aromaticas, predominando a existéncia de cole¢des, com grande nimero de
espécies e pequena variabilidade intra-especifica;

f) Outro desafio que se impde ¢ a elaboragdo de um programa nacional
para conservagdo de recursos genéticos de espécies medicinais e aromaticas com a colaboragio
e participacdo de varias institui¢des brasileiras de pesquisa.

Para minimizar o extrativismo desordenado da maioria das espécies
medicinais e aromdticas nativas ¢ imprescindivel a pesquisa sobre o manejo sustentavel e o
cultivo em escala, além disso, favorece a produg¢do de matéria-prima de qualidade. No entanto,
nos poucos bancos de germoplasma a variabilidade genética conservada ainda € insuficiente
para a selecdo de materiais promissores destinados a produ¢@o agricola e aos estudos sobre
domesticag¢@o e melhoramento (VIEIRA, 2002).

Skorupa e Vieira (2006) identificaram trés grupos de plantas
medicinais e aromaticas para o desenvolvimento dos trabalhos envolvendo a conservagdo ex
situ: Grupo I. Espécies utilizadas na medicina tradicional, sem comprovag¢do cientifica sobre
suas propriedades terapéuticas, eficacia e/ou toxicidade; Grupo II. Espécies com propriedades
terapéuticas comprovadas, substancias ativas conhecidas ou ndo, mas em uso como
fitoterapicos e Grupo III. Espécies contendo constituintes quimicos em uso pela industria
farmacéutica e na area médica.

O estabelecimento de niveis de prioridade possibilita obter informagdes
sobre espécies ou grupos de espécies vulnerdveis e que necessitam de agdes imediatas de
preservacdo. Proporciona também maior articulagdo entre as varias areas do conhecimento e
dos grupos de pesquisa, identificando eventuais lacunas que devam ser supridas. Assim,
Skorupa e Vieira (2006) definem as espécies dos grupos II e III como prioritarias em trabalhos
de coleta e de conservagdo de germoplasma. Os taxa presentes nesses grupos tém seus
materiais botanicos (folhas, raizes, casca, etc.) amplamente utilizados de forma direta ou
indireta na produgdo de medicamentos ou no comércio informal de plantas medicinais, sendo

obtidos principalmente por extrativismo.
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O grupo I apresenta grande potencial sendo tratado genericamente de
um grupo de espécies “potencialmente medicinais”. Taxa desse grupo podem migrar, a
qualquer momento, para os grupos de maior prioridade na conservagdo ex Situ, dependendo do
grau de conhecimento alcangado, do potencial demonstrado e, finalmente, das evidéncias de
pressdo de exploracdo e da redugdo de sua variabilidade genética na natureza (SKORUPA e
VIEIRA, 2006).

A selecdo de plantas medicinais para a conservacdo esta diretamente
relacionada as informagdes geradas por outras areas de conhecimento como a taxonomia, a
biogeografia, a etnobotanica, ou a quimica e a farmacognosia de produtos naturais. A
integracdo dessas informacdes ¢ fundamental na defini¢do sobre as espécies ou grupos de
espécies a serem priorizados em trabalhos de coleta e conservagdo de germoplasma ex Situ
e/ou in situ em longo prazo (PEREIRA et al., 2007).

Os critérios para sele¢do de espécies prioritarias para a conservagao
estdo intimamente relacionados. Desta forma, espécies com maior grau de conhecimento
cientifico e comprovacgdo das suas propriedades terapéuticas, na maioria das vezes sdo as mais
comercializadas, gerando crescente demanda. Além disso, ¢ importante considerar a parte
usada da planta (raiz, caule, folha, frutos), a freqiiéncia com que a espécie ocorre na natureza,
endemismo e o tamanho das populagdes.

As plantas medicinais e aromaticas prioritarias para a conservagdo e
manejo sustentavel podem ser agrupadas ainda, de acordo com sua distribui¢do geografica em
grandes biomas. A primeira reunido técnica sobre estratégias para conservagdo de recursos
genéticos de plantas medicinais e aromaticas (VIEIRA et al., 2002), identificou algumas
espécies prioritarias tais como o pau-rosa (Aniba rosaeodora Ducke), a arnica-do-cerrado
(Lychnophora ericoides Mart.), a espinheira-santa (Maytenus ilicifolia Mart.), a aroeira-do-
sertdo (Myracrodruon urundeuva Fr. All) e o “ginseng” brasileiro [Pfaffia glomerata (Spreng.)
Pedersen] para inclusdo em linhas de pesquisa, preferencialmente de carater trans e
multidisciplinar, viabilizando o fortalecimento entre as institui¢des envolvidas.

Scheffer et al. (1999) descreveram pontos importantes em relagdo aos
desafios da conservacdo de recursos genéticos de plantas medicinais e aromaticas:

1) O conhecimento das caracteristicas morfoldgicas e quimicas ¢
importante para o entendimento de adaptagdes ocorridas pela pressdo ambiental e das

modificagdes nas estruturas produtoras dos principios ativos;
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2) A garantia da conservag@o dos acessos coletados de forma adequada,
mantendo-se as informagdes sobre o local de origem. Avaliacdo das cole¢des de plantas
regionais, inicialmente nos locais de ocorréncia natural da espécie, estimulando o trabalho
integrado de grupos de pesquisa.

3) O manejo sustentavel e o desenvolvimento de tecnologia de cultivo
sdo as ag¢des mais urgentes para a conservagao dos recursos genéticos das espécies ameagadas.
Os taxa selecionados para estudos e com etapas implantadas necessitam de um planejamento
da pesquisa em conservagdo e cultivo, de forma a se obter resultados concretos.

Skorupa e Viera (2006) ressaltam que “o avango das técnicas de
isolamento e identificacdo de compostos quimicos de origem vegetal, bem como do emprego
de novos procedimentos para testar diversas atividades biologicas de forma simultdnea e mais
rapida, serdo, sem duvida, os grandes responsaveis pelo aumento da geragdo de conhecimento
e de demandas especificas para a conservacdo de germoplasma ex situ. Ao lado disso, o
emprego crescente de processos biotecnologicos na produgdo de firmacos traz uma nova
dimensao para o valor das cole¢des de germoplasma, onde o foco de interesse se reduz a

propria célula ou a segmentos especificos de DNA”.

4.3 Caracterizacio de germoplasma

Querol (1993) definiu a caracterizagdo como uma atividade de coleta de
dados, sobretudo qualitativos, para descrever e diferenciar, acessos da mesma espécie. Nesse
sentido, o autor considerou também, que os principais dados sdo as caracteristicas: da planta
(altura, forma, habito de crescimento e ramificac¢des); da folha (forma, largura, comprimento,
cor, tipo de borda e nervuras); da flor (forma, cor e tipo de cdlice); do fruto (forma, cor,
volume e numero de sementes por fruto); da semente (tamanho, forma e cor); e das partes
subterraneas (tamanho, forma e cor).

A caracterizagdo de populagdes a niveis genéticos ou fenotipicos €
importante para conhecer a variabilidade e estrutura genética existente no germoplasma
disponivel, e também identificar aqueles caracteres que sejam ligados a produtividade. Ainda,
fornecer informag¢des utilizando descritores a fim de individualizar fenotipicamente cada

acesso, bem como permitir eficiéncia no manejo de bancos de germoplasma (SILVA, 1999).
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Valls (2007) acrescenta que uma vantagem adicional da caracteriza¢do
e avaliag@o ¢ a identificacdo de acessos duplicados, o que traz como conseqiiéncia imediata a
racionalizagdo dos trabalhos relativos as colegdes, evitando a duplicagdo de atividades,
economia de tempo e de recursos financeiros.

No processo de caracterizagdo e avaliagdo de qualquer acesso,
considera-se a existéncia de cinco etapas subseqiientes e correlatas: a) a correta identificagdo
botanica; b) a elaboracdo de cadastro de acessos disponiveis por espécie; ¢) a caracterizagio;
d) a avaliacdo preliminar; e) avaliagio complementar ou aprofundada (agrondémica ou nio).
Essas etapas contribuem sobremaneira para um melhor conhecimento dos acessos, sendo
possivel a deteccdo de eventuais duplicagdes indesejaveis nas colecdes. Diferentes niveis de
caracterizagdo sdo possiveis, entre eles: morfoldgica, bioquimica e molecular (VALLS, 1988,
2007).

A atividade de caracterizagdo permite a identificagdo de caracteres
botanicos de alta herdabilidade, facilmente visiveis ou mensuraveis e que se expressam
consistentemente em todos os ambientes (BURTON e DAVIES, 1984 apud VALLS, 2007).
Assim entendida, a caracterizagdo se fixa basicamente em aspectos morfologicos e
fenologicos, observados de forma sistemdtica nos acessos, através do confronto com listas de
caracteristicas descritivas ou descritores (VALLS, 2007).

O descritor pode ser definido como um atributo ou caracteristica
inerente observada em acessos de um banco de germoplasma, possibilitando a diferenciagao
entre genotipos de uma mesma cultura (HOWES, 1981). Nas listas de descritores diferentes
categorias reconhecidas como validas para aquele descritor (ex. cor do caule: 1. verde, 2.
arroxeado) sdo previstos para cada um, com base na experiéncia prévia dos pesquisadores com
a cultura. Em poucas, as categorias sdo vinculadas aos alelos que as determinam, mostrando,
entdo, sua condicdo de marcadores genéticos morfologicos (IBPGR, 1982 apud VALLS,
2007).

A falta ou insuficiéncia de informag¢@o adequada sobre a variabilidade
disponivel é uma das principais causas do uso limitado de acessos mantidos em bancos de
germoplasma (SLOTEN, 1987). A intensificacdo da caracterizagdo e da avaliacdo do amplo
germoplasma hoje reunido € apontada como maneira de superar essa situagdo, configurando-se
entre as prioridades na estratégia de abordagem e manejo de recursos genéticos no Brasil. Os

bancos e colegdes de germoplasma que conseguem manter seus acessos caracterizados e
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avaliados sdo mais procurados por melhoristas, biotecnologos e outros pesquisadores

interessados em explorar o recurso genético vegetal (VALLS, 1988).

4.3.1 Caracterizacdo quimica

Os vegetais produzem uma grande variedade de compostos quimicos,
denominados de metabolitos secundérios, que tém funcdo, principalmente, de defesa contra
predadores e patogenos. Existem trés principais grupos de metabolitos secundarios, de acordo
com sua biossintese: os terpenos, os compostos fendlicos e os compostos contendo nitrogénio
(TAIZ e ZEIGER, 2004).

O estudo do metabolismo secundario possui diversas aplicagdes
praticas, pois muitas destas substancias sdo fisiologicamente ativas contra herbivoros ou
patogenos. Varios terpenos sdo de importdncia para a agricultura por apresentarem agdo
inseticida como os piretroides, os limonoides ¢ a azadiractina que € uma substancia presente
no nim indiano (Azadirachta indica). Dentre os alcaloides também estdo incluidos metabdlitos
de importdncia agrondmica, como a cafeina (Coffea arabica), a nicotina (Nicotiniana
tabacum) e a teobromina (Theobroma cacao) e de importancia medicinal como a pilocarpina
(Pilocarpus spp).

Os metabdlitos secundarios sdo compostos caracterizados por enorme
diversidade estrutural, mas com distribuicdo restrita a certos taxa. Tal diversidade quimica
torna essas substancias pegas fundamentais no processo adaptativo e co-evolutivo dos vegetais,
pois, o perfil fitoquimico de uma espécie e, inclusive, de individuos, pode ser influenciada pelo
ambiente a ele associado (HARBORNE, 1997). O conhecimento da diversidade quimica pode
contribuir para o estudo da variabilidade populacional e sazonal de metabdlitos secundarios e
para a prospeccdo de substancias bioativas.

Apesar do efeito ambiental sobre a produgdo de metabolitos
secundarios, o controle de sua biossintese ¢ realizado por genes que codificam enzimas
especificas, responsaveis pela formagdo destes compostos e regulacdo das vias biossintéticas.
Assim, o controle do metabolismo secundario depende da capacidade genética da planta em
responder a estimulos internos ou externos e da existéncia desses estimulos no momento

apropriado (VIEIRA, 2000).
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Estudos com populagdes silvestres de plantas aromaticas e medicinais,
relacionando composi¢do quimica com a area de ocorréncia desses vegetais, t€m demonstrado
que existe uma variagdo genética entre individuos de diferentes populagdes (SKOULA et al.,
2000). Portanto, uma espécie encontrada em uma regido ndo necessariamente produzird os
mesmos compostos que outra distante desta, ou talvez produza, porém em quantidades
diferentes (VIEIRA, 2000).

Populagdes quimicamente distintas, dentro de uma mesma espécie,
com énfase nos metabolitos secundarios majoritarios foram definidas como ragas quimicas ou
quimiotipos (HAY e SVOBODA, 1993). O termo quimiotipo deve ser aplicado somente nas
plantas em que ndo se possa verificar distingdo morfologica entre as populagdes analisadas. Se
houver tais diferencas serdo consideradas variedades botanicas e ndo quimiotipos (MARTINS,
1998).

Segundo Vieira (2002) a existéncia e reconhecimento de quimiotipos
sdo fundamentais, também, quando se pensa na coleta de espécies nativas para estudos
agrondmicos em que se tenta avaliar e melhorar a capacidade destas de produzirem
determinado constituinte quimico. Considerando este aspecto, ¢ fundamental que a
conservacdo dos recursos genéticos de plantas nativas, tenha como base uma coleta de
germoplasma que amostre os diferentes quimiotipos existentes, permitindo ao usudrio deste
material genético acesso a uma variabilidade maior.

Segundo Figueira (2000) o estudo da produgdo agricola de espécies
medicinais e aromaticas, deve primeiramente considerar a base genética em interagdo com o
ambiente, a qual resulta no metabolismo do composto de interesse, assim como o grau de
herdabilidade dos fatores genéticos que determinam a composi¢ao quimica.

Os esfor¢os destinados ao conhecimento de metabolitos secundarios e
sua distribuicdo nas plantas precisam ser ampliados, de modo a minimizar as lacunas
existentes entre estes dados e os morfoldgicos, por exemplo. Tal esforco pode levar a um
maior entendimento da evolucdo desses metabolitos e também aumentar o nimero ¢ a
diversidade de caracteres a serem utilizados em estudos filogenéticos (SANTOS, 2000).

Os marcadores quimicos podem ser utilizados na separagao de acessos
porém, com limitado sucesso, uma vez que esses constituintes sdo afetados por fatores
bioticos, como herbivoria e doencas, e por fatores abidticos, como luz, temperatura e estadio

de desenvolvimento. Sem duvida, o uso de marcadores moleculares permitiu melhor
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discriminag@o, uma vez que ndo sao influenciados pela idade da planta ou pelo meio ambiente
(VIEIRA et al., 2001; VIEIRA e AGOSTINI-COSTA, 2007).

A caracterizagdo quimica pode ser considerada como uma estratégia
para o uso e a conservacdo de recursos genéticos vegetais de importancia medicinal. Assim,
esse tipo de caracterizagdo ¢ um recurso importante para estabelecer e intensificar o uso de

bancos de germoplasma de plantas medicinais.

4.3.1.1 Fitoecdisteroides

Terpenos ou terpenodides constituem o maior grupo de metabdlitos
secundarios e derivam-se da unido de unidades pentacarbonadas que apresentam um esqueleto
ramificado de isopentano. Os elementos estruturais basicos dos terpenos sdo algumas vezes
chamados de unidades isoprénicas, pois os terpenos, quando submetidos a altas temperaturas,
podem se decompor em isoprenos. Assim, todos os terpenos sdo, ocasionalmente, referidos
como isoprendides (TAIZ e ZEIGER, 2004).

Os terpenos sdo classificados pelo namero das unidades
pentacarbonadas. Os monoterpenos possuem 10 carbonos em duas unidades Cs (ex.: mentol,
linalol); os terpenos com trés unidades Cs sdo os sesquiterpenos (ex.: acido abscisico), ja os
diterpenos apresentam quatro unidades Cs (ex.: acido giberélico). Os maiores terpenos incluem
triterpenos com 30 carbonos (ex.:sitosterol), tetraterpenos com 40 carbonos (ex.: carotendides)
e politerpendides com [Cs], carbonos, onde n > 8 (ex.: borracha) (VIEIRA e AGOSTINI-
COSTA, 2007; TAIZ e ZEIGER, 2004).

Os terpenos sao biossintetisados a partir de duas vias metabolicas. Na
primeira rota, a do 4cido mevaldnico, ¢ formado o isopentenil difosfato (IPP), a unidade ativa
basica na formagao dos terpenos. Os monoterpenos sdo formados a partir do geranil difosfato
(GPP), molécula de 10 carbonos. O GPP ao se ligar a molécula a uma molécula de IPP, forma
um composto de 15 carbonos, o farnesil difosfato (FPP), precursor da maioria dos
sesquiterpenos. A adicdo de mais uma molécula de IPP produz o geranilgeranil difosfato
(GGPP), precursor dos diterpenos. Finalmente, FPP ¢ GGPP podem dimerizar para formar
triterpenos (Csp), esterdides (C,7) e tetraterpenos (Cao), respectivamente (TAIZ e ZEIGER,
2004).
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Atualmente, considera-se que o [PP também possa ser formado a partir
de outra via metabolica, a do metileritritrol fosfato (MEP) (TAIZ e ZAIGER, 2004), que
ocorre nos cloroplastos e outros plastideos (LICHTENTHALER et al., 1997,
LICHTENTHALER, 1999; McCASKILL ¢ CROTEAU, 1999; ROHMER, 2003).

A reagdo que une duas unidades de farnesil difosfato (FPP) ¢ catalisada
pela esqualeno sintase (EC 2.5.1.21), formando o esqualeno, o precursor da maioria dos
esteroides. O esqualeno € entdo seletivamente epoxidado para formar 2,3-oxidoesqualeno, o
qual sofre ciclizagdo. Esta seqiliéncia ¢ catalisada por pelo menos duas enzimas: esqualeno
epoxidase (EC 1.14.99.7) e a cicloartenol sintase (EC 5.4.99.8) as quais catalisam reacdes em
que ocorre rearranjo do epoxiesqualeno para formar o precursor dos ecdisteroides, o
cicloartenol (LEE et al., 2004; MANN, 1994).

Os ecdisterdides sdo hormdnios esteroidais responsaveis pela ecdise e
estdo envolvidos nos processos de metamorfose e de reprodugdo nos artropodes. Espécies
vegetais também sintetizam ecdisterdides (fitoecdisteroides) e estudos apontam para a fungdo
de protecdo contra insetos fitofagos e nematoides do solo (MELE et al., 1992; SLAMA et al.,
1993; SORIANO et al., 2004). A 20-hidroxiecdisona (20E) (Figura 1) foi identificada a partir
de artropodes e atualmente € considerado o principal ecdisterdide biologicamente ativo em
varios invertebrados (DINAN, 2001).

A sintese de fitoecdisteroides em células vegetais in vitro foi
registrada pela primeira vez em Achyranthes sp.(HIKINO et al., 1971) e desde entdo a cultura
de tecidos tem contribuido com os estudos visando o entendimento da rota metabdlica desses
compostos. Diferentemente dos insetos, as plantas sdo capazes de produzir fitoecdisterdides a
partir do acido mevaldnico. Contribui¢do importante também para a compreensido da via de
biossintese dessas substancias foi conduzida por Reixach et al. (1996) que utilizaram
Polypodium vulgare cultivada in vitro e demonstraram que o mevalonato e o colesterol

marcados radioativamente, foram incorporados em todos os fitoecdisterdides identificados.
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Figura 1. Estrutura quimica da 20-hidroxiecdisona (20E) (Fonte: SciFinder Scholar — CAS
5289-74-7). Ribeirdo Preto, SP, 2008.

Grebenok et al. (1994) trabalhando com Spinacea oleracea (espinafre)
demonstraram que os ecdisteroides polifosforilados e os conjugados estdo envolvidos na
regulacdo da biossintese. Em um outro estudo com a mesma espécie foi demonstrado que a
hidroxilacdo da ecdisona no carbono 20 para formar a 20E ¢ catalisada pela enzima ecdisona-
20-monoxigenase (EC. 1.14.99.22) em uma reacdo dependente do citocromo P450 que ocorre
predominantemente na fragdo microssomal (GREBENOK et al., 1996).

Dinan (2001) considera necessaria mais énfase na elucida¢do da rota
biossintética dos fitoecdisterdides diante do potencial desses compostos. A modificagdo nos
seus perfis e nos niveis encontrados nos vegetais por engenharia genética é possivel e esta
relacionada ao conhecimento das vias metabolicas e da sua regulagdo.

Em certos vegetais ja foi observado que a sintese de fitoecdisterdides ¢
aumentada em resposta ao ataque por insetos, danos mecanicos, herbivoria e também pela
presenca do jasmonato (DINAN, 2001). Para Harborne (1998) ¢ relevante o estudo sobre a
ocorréncia de ecdisterdides em animais e em plantas para o entendimento evolutivo desses
seres ¢ de sua capacidade adaptativa. A atividade biologica dessas substancias e sua fungio
ecoldgica na interagdo quimica entre vegetais e insetos evidenciam a sua importancia

(VANEK et al., 1990).
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Os nematdides também pertencem ao clado Ecdysozoa, portanto, ¢
provavel que possuam regulagdo hormonal semelhante a dos insetos para a ecdise
(AGUINALDO et al., 1997 apud SORIANO et al., 2004). Estudos comprovaram que o0s
ecdisteroides possuem atividade bioldgica em nematdides (NELSON e RIDDLE, 1984),
assim, os fitoecdisteroides desempenham um importante papel de defesa também contra os
nematdides (SORIANO et al., 2004).

Soriano et al. (2004) inocularam trés espécies de nematdides em
Spinacea oleracea e verificaram que Pratylenchus neglectus, Heterodera schachtii e
Meloidogyne javanica induziram a biossintese de 20-hidroxiecdisona (20E). Foram verificados
varios efeitos do fitoecdisteroide sobre os parasitas: ecdise anormal, a imobilidade, a redugdo
quanto a invasdo, a diminui¢do do desenvolvimento e a morte dos nematdides expostos
diretamente a 20E. Além disso, foi constatada a capacidade de sintese de novo de 20E nas
plantas ndo inoculadas, mas expostas a aplicagdo de metil jasmonato (MJ). O ecdisteroide 20E
foi o principal composto induzido por metil jasmonato que afetou os nematoides avaliados. Os
autores consideraram que o conhecimento dos niveis de fitoecdisterdides em plantas
economicamente importantes pode ser util no controle de populagdes de nematoides.

Nas tltimas trés décadas foi descrita a estrutura de mais de 200 tipos de
fitoecdisterdides em centenas de espécies vegetais. A possibilidade do uso desses compostos
no controle de pragas agricolas, na biologia de insetos transmissores de doencas e em estudos
farmacologicos tem atraido a ateng@o de varios pesquisadores. Ainda ndo esta claro o papel
biologico da extensiva variedade dessas substidncias, mas, numerosos analogos estruturais
fornecem um excelente recurso para as investigagdes sobre a atividade fisioldgica e
bioquimica. A continuidade das pesquisas sobre a distribui¢do desses metabolitos nos vegetais

pode contribuir com uma possivel implicagdo quimiotaxonomica e ecologica (DINAN, 2001).

4.4 Pfaffia glomerata (Spreng.) Pedersen

A familia Amaranthaceae ¢ formada atualmente por 170 géneros com
cerca de 2000 espécies, ocorrendo nos tropicos, subtropicos e regides temperadas da América e
da Africa. No Brasil ocorrem vinte géneros e aproximadamente 100 espécies da familia

(SOUZA e LORENZI, 2005). Alguns exemplos importantes de Amaranthaceae sdo: Celosia,
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Amaranthus, Gomphrena, Pfaffia, Iresine, Alternanthera e Chamissoa (BARROSO et al.,
1978).

O género Pfaffia foi determinado por Martius em 1826, sendo o nome
em honra ao cientista alemao Cristian Heinrich Pfaff (SMITH e DOWNS, 1972). O género
possui padrao de distribuicdo geografica do tipo Amplo Interamericano, isto ¢, somente no
continente americano, a maioria no Brasil (SIQUEIRA, 1994). Em Pfaffia as espécies estio
distribuidas em trés se¢des: Pfaffia, Serturnera e Hebanthe, e sdo consideradas de importancia
alimentar e medicinal, especialmente aquelas denominadas como “ginseng” brasileiro, entre as
quais estdo P. glomerata, P. gnaphalioides (L. f.) Mart., P. iresinoides (Kunth) Spreng., P.
paniculata (Mart.) O. Kuntze [(Hebanthe paniculata (Mart.)] e P. tuberosa (Spreng.) Hicken.

Pfaffia glomerata ocorre em varios estados do Brasil e paises limitrofes
da regido Sul. E comum encontra-la na beira de rios e nas orlas das matas de galerias, onde
podem receber bastante luz, pois é uma espécie hidrofita e helidfita (SMITH e DOWNS,
1972). A planta ¢ tipica também de campos de inundagdo de rios e ¢ freqiiente no cerrado e
matas do estado de Mato Grosso do Sul (POTT e POTT, 1994). A distribuigdo geografica de
P. glomerata é ampla, ocupando condi¢des climaticas ¢ edaficas diferentes, resultando em
populagdes com variabilidade genética (MAGALHAES, 2000).

A principal area de ocorréncia de P. glomerata localiza-se as margens
do rio Parana, na divisa entre os estados de Sdo Paulo, Mato Grosso do Sul e Parana. O
Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE) classifica a formag@o vegetacional dessa
regido como Floresta Estacional Semidecidual (IBGE, 1992). A regido possui clima do tipo
“Tropical subquente imido” com um a dois meses secos por ano, tipo Cwa conforme a
classificacdo de Koppen de 1948 (NIMER, 1977). O regime de precipitacdo pluviométrica
caracteriza-se por totais anuais entre 1.200 a 1.500 mm, a média de umidade relativa do ar é de
75%. A espécie desenvolve-se melhor em uma temperatura média anual em torno de 22°C,
com média das maximas de 32°C e média das minimas de 16,0°C; abaixo desta temperatura, a
planta paralisa seu desenvolvimento (CORREA JUNIOR, 2004).

Pfaffia glomerata é uma espécie perene, de porte herbaceo a arbustivo,
conhecida também pelos nomes populares de “ginseng” do pantanal, corango, corrente,
sempre-viva, acoOnito, batata-do-mato, caxixe, para-tudo, raiz-da-vida, raiz-sagrada e raiz-da-

longevidade.
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A espécie apresenta entre suas principais caracteristicas boténicas:
raizes de consisténcia tuberosa, ocorrendo uma parte de origem caulinar, onde podem ser
encontradas gemas enddgenas e exdgenas, com capacidade de propagagdo (VASCONCELOS,
1986); o caule € ereto ou um pouco escandente, rolico, estriado, muitas vezes oco na parte
superior, com nos engrossados e entrends com até 23 cm de comprimento. As ramificagdes
sdo predominantes dicotdmicas, glabras ou pubescentes, principalmente os ramos jovens e
nos. As folhas possuem peciolos com até dois centimetros de comprimento, ldmina com forma
e tamanho variando de linear—oblongas até largo-ovaladas, com 1-14 cm de comprimento e
0,3 cm a 4,5 cm de largura, sendo as superiores sempre menores. As inflorescéncias sio
capitulares, paleaceas, branco-amareladas; pedunculos com 3 cm a 20 cm de comprimento,
pubescentes, simples, di ou tricotdmicos; cimosas, com capitulos menores que 8§ mm de
diametro, globosos, passando a espiciformes com a queda das flores inferiores; raque lanosa.
As flores sdo todas hermafroditas. Fruto tipo utriculo; as sementes lenticulares apresentam
formato cordiforme, coloragdo verde-clara quando imaturas e marrom-acastanhadas quando
maduras, medindo um mm de didmetro (VASCONCELOS, 1982). Na semente, com cerca de
1,5 mm de comprimento, o embrido ¢ envolvido por endosperma farindceo e abundante
(VASCONCELOS, 1986).

As raizes de espécies do género Pfaffia sdo usadas na medicina popular
brasileira, especialmente como tdnico, afrodisiaco e no controle do diabete. Ainda, com base
em dados etnobotanicos, as raizes e folhas da planta tém sido utilizadas ancestralmente como
estimulantes gerais, tranqiiilizantes, anti-reumadticas, antidiarréicas, antiinflamatoérias,
antidiabéticas, febrifugas, cicatrizantes internas e externas, anti-hemorréidicas, melhoria da
visdo e da memoria e para o tratamento de disturbios gastricos, artrite, artrose, anemia, astenia
e dores (SILVA JUNIOR e OSAIDA, 2005). O uso dessas espécies despertou o interesse no
Japdo e na Europa, que vém importando quantidades cada vez maiores. Estima-se que, nos
Giltimos anos o consumo aumentou 15% a 17% ao ano (CORREA JUNIOR et al., 2002).

Shiobara et al. (1993) analisando a composi¢do quimica das raizes de
P. glomerata detectaram a presenca de substdncias com atividade adaptogena (caracteristica
farmacologica de promover aumento da resisténcia), como acido glomérico (triterpenoide),
acido pfamérico (nortriterpendide), ecdisterona, rubrosterona, acido oleandlico e -
glicopiranosil oleanolato. Nishimoto et al. (1986) encontraram ecdisterona nas raizes de P.

iresinoides Spreng. substancia existente em outras espécies do género e que sdo empregadas
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usualmente no processamento de fitoterapicos. O fitoecdisterdide 20-hidroxiecdisona (20E)
também ¢ citado como ecdisterona e B-ecdisona, sendo este o mais utilizado na literatura
quando em referéncia a Pfaffia glomerata.

A raiz de P. glomerata tem componentes que atuam na regeneracdo das
células, na purificagdo do sangue, na inibi¢do do crescimento de células cancerigenas, na
regularizagdo das fungdes hormonais e sexuais e como bioenergético (NISHIMOTO et al.,
1986; NISHIMOTO et al., 1987, SHIOBARA et al., 1993).

Investigagdes recentes sobre os aspectos da morfogénese e da
calogénese de Pfaffia glomerata ¢ Pfaffia tuberosa e a avaliacdo da producdo de B-ecdisona
em plantas micropropagadas, clones e calos in vitro, revelaram a necessidade de se ampliar as
pesquisas quimicas, biologicas e farmacologicas. Verificou-se que as técnicas de cultivo in
vitro adotadas possibilitaram a producgdo de B-ecdisona a partir de calos e/ou érgdos cultivados
in vitro fornecendo subsidios para estudos biossintéticos de varios metabolitos de importancia
econdmica e farmacologica encontrados nessas espécies (FLORES, 2006).

Em um dos estudos farmacologicos conduzidos com P. glomerata,
Marques (1998) avaliou o efeito adaptogénico da espécie. O liofilizado e o extrato seco
padronizado das raizes apresentaram baixa toxicidade em roedores e humanos, promoveu
beneficio na aprendizagem e na memoria de ratos idosos tratados cronicamente. Os produtos
também melhoraram o desempenho de voluntarios idosos normais em testes psicométricos,
particularmente, nos aspectos cognitivos, na aten¢do, na memoria de curto prazo € na memoria
declarativa. Causaram algum prejuizo na praxia e na orientagdo geral desses voluntarios
testados em bicicleta ergométrica.

As raizes de varias espécies de Pfaffia sdo comercializadas como
“ginseng brasileiro” o que pode levar a adulteragdes. Estudos tém sido realizados visando a
defini¢do e validagdo de métodos de controle de qualidade, como por exemplo, a quantificagdo
das saponinas de Pfaffia glomerata por espectrofotometria (VIGO et al., 2003). Em outro
trabalho Vigo et al. (2004) caracterizaram comparativamente P. glomerata ¢ Hebanthe
paniculata sob o aspecto da farmacognosia e os resultados obtidos permitiram diferenciar as
duas espécies com base nos dados botanicos, fisico-quimicos, qualitativos e quantitativos.

Espécies do género Pfaffia também sdo utilizadas em substitui¢do ao
“ginseng” coreano (Panax spp, Araliaceae). Considerando a deficiéncia de critérios de

qualidade para estas matérias-primas vegetais, foi estabelecido método quimico por
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Cromatografia em Camada Delgada (CCD) para a diferenciacdo entre as espécies mencionadas
(ZIMMER et al., 2005). A mesma autora também validou, uma metodologia simples e rapida
para quantifica¢do de ecdisterona em extratos de P. glomerata, por Cromatografia Liquida de
Alta Eficiéncia (CLAE) (ZIMMER et al., 2006).

A partir dos varios estudos sobre as atividades farmacologicas dos
compostos presentes nas raizes de P. glomerata e de outras espécies do género houve um
grande interesse comercial. Assim, intensificou-se a exploracdo predatoria das populagdes
naturais da espécie, justificando as pesquisas para viabilizar planos de manejo sustentavel nas
areas de ocorréncia, projetos visando a produgdo comercial e o estabelecimento de bancos e
colegdes de germoplasma, fundamentais para amenizar a pressdo ecologica sobre a espécie
(MONTANARI JUNIOR et al., 1999).

Desta forma, varios trabalhos foram realizados sobre a propagacao
vegetativa por estaquia em P. glomerata (Lazzarini et al., 2001; Ming et al., 2002; Montanari
Junior et al., 2002; Nicoloso et al., 2001a). Também foi desenvolvido um protocolo eficiente,
reproduzivel e rapido de micropropagagdo do “ginseng” brasileiro permitindo a obtencdo de
aproximadamente 15.000 plantas a partir de um tnico explante, num periodo de seis meses.
Apds dois meses de aclimatacdo das mudas foi obtido 95% de sucesso no transplantio a campo
(Nicoloso et al., 2001b).

Adicionalmente as investiga¢des sobre a propagagdo vegetativa foram
realizados ensaios de campo referentes a espagamento, a época de plantio e de colheita,
secagem e rendimento, os quais sdo indispensaveis para que a implantacdo do sistema de
producdo agricola possa ser efetivada. (CORREA JUNIOR et al., 2002; MAGALHAES, 2000;
MONTANARI JUNIOR et al., 1999).

Para ampliar a viabilidade da producdo comercial, experimentos sobre
a germinagdo das sementes de P. glomerata foram conduzidos por varios autores. Assim, a
literatura mostra indices de germinagio variando de 50% a 95% (MAGALHAES et al.,1994;
MATTOS e SALIS, 2004; MENDES et al.,, 2004; RIBEIRO e PEREIRA, 1994; SILVA
JUNIOR e OSAIDA, 2005). A variagdo nos resultados pode ser devida aos diferentes tipos de
substratos utilizados em cada pesquisa.

Sementes de P. glomerata foram submetidas a tratamentos com baixa
temperatura associados a diferentes concentragdes de GAs, com ou sem a presenga de luz. Nao

foram obtidas diferengas significativas entre a germinagdo de sementes de P. glomerata na luz
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ou no escuro, indicando ser esta uma espécie fotoblastica neutra, caracteristica da maioria das
plantas cultivadas. As sementes ndo apresentaram dorméncia € nem necessitaram de GAj para
germinar. O pré-resfriamento com ou sem adigdo de GA; reduziu a porcentagem de
germinacdo (RENNER et al., 2007). Visando a conservagdo de sementes, estudos ainda sdo
necessarios para definir se a espécie € ortodoxa, intermedidria ou recalcitrante.

Outra contribui¢do importante na area de producdo agricola foi o
estudo pioneiro de Guerreiro (2006) sobre adubago organica em P. glomerata. Foi avaliado o
desenvolvimento, a absor¢@o de N, P e K e a producdo de B-ecdisona em plantas cultivadas em
funcdo de diferentes doses de adubacdo organica com esterco de galinha (15, 30, 45 e 60 t/ha)
e seis épocas de colheita: 60, 120, 180, 240, 300 e 360 dias apos a emergéncia. O estudo
concluiu que as plantas responderam a adubacgdo até o limite de 30 a 45 t/ha de esterco de
galinha curtido. A absor¢do dos macronutrientes pelas plantas de P. glomerata seguiu a
seguinte ordem: K>N>P. O teor de B-ecdisona ndo sofreu influéncia das doses de esterco de
galinha curtido nem das épocas de colheita, indicando ser uma variavel ndo influenciada por
estes fatores.

Um dos aspectos que pode dificultar o cultivo de P. glomerata ¢ a
ocorréncia de doencas. Mattos (1993) relata que a espécie € suscetivel ao fungo Uromyces
platensis, principalmente em ambientes com temperatura em torno de 25°C combinadas com
fotoperiodo de 12 horas. Mota et al. (2004) identificaram nas folhas de P. glomerata uma
espécie de potyvirus denominado mosaico da Pfaffia (PIMV), os ensaios demonstraram que
esse virus reduziu significativamente o crescimento da planta.

A busca de genoétipos de Pfaffia glomerata resistentes a doengas ¢
imprescindivel para viabilizar o cultivo em escala comercial. Nesse sentido, Araujo et al.
(1994) avaliaram acessos de dezenove procedéncias de P. glomerata quanto a resisténcia ao
nematdide das galhas Meloidogyne javanica. Os resultados evidenciaram um acesso suscetivel,
trés acessos altamente suscetiveis e dois resistentes. Em outro estudo, Carneiro et al. (2007)
identificaram os nematdides Meloidogyne javanica, M. incognita e Meloidogyne sp., causando
sérios danos ao sistema radicular de Pfaffia glomerata e Pfaffia paniculata, no Distrito
Federal. Essas espécies de Meloidogyne ocorreram em populagdes mistas, em condi¢des de
campo, com a predominancia de M. javanica. Foi verificada ainda alta suscetibilidade das duas
espécies de Pfaffia a M. javanica. Os autores relataram também que o sistema radicular de P.

glomerata apresentou grande numero de galhas e produziu menos massa das raizes do que a
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testemunha. Por outro lado, em P. paniculata as raizes mostraram-se engrossadas e
necrosadas, com produgao maior de massa quando comparada com a planta sadia.

Gomes (2006) selecionou acessos de P. glomerata quanto a resisténcia
ao nematdide Meloidogyne incognita raca 1, encontrando materiais altamente resistentes,
resistentes, suscetiveis e altamente suscetiveis. Foram comparadas também as respostas
histolégicas quanto a infestagdo por M. incognita de um acesso resistente ¢ de um acesso
suscetivel. A resisténcia esteve associada a um fator ndo identificado que limitou a entrada do
nematoide e a uma resposta bioquimica que se manifestou apos a infecgao.

Estudos sobre a diversidade e distdncia genética podem auxiliar na
coleta e na ampliagdo da variabilidade dos gendtipos de um banco de germoplasma, além
disso, sdo extremamente uteis na avaliacdo de duplicacdes, gerando economia de tempo e
recursos. As investigagdes sobre a diversidade genética também fornecem informagdes
importantes sobre a estrutura de populagdes naturais. Esses dados sdo tuteis para detectar se a
espécie ja estd prejudicada pelo seu pequeno tamanho ou se existem algumas subpopulagdes
com maior variabilidade que outras.

Analises sobre a diversidade genética de quatro populagdes naturais de
P. glomerata da regido de Ilha Grande, PR, por meio de caracterizagdo fenotipica e do
marcador molecular RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA — Polimorfismo de DNA
Amplificado ao Acaso) indicaram menores niveis de dissimilaridade entre os individuos e
maiores entre as populagdes, sugerindo que novas coletas de germoplasma seriam relevantes
para o incremento da diversidade genética em cole¢des e bancos de germoplasma da espécie
(KAMADA, 2006).

Uma colegdo de Pfaffia glomerata com 23 acessos oriundos das varias
regides do Brasil foi avaliada em Campos de Goytacazes, RJ. Todos os parametros usados para
comparagdo tais como: peso da matéria fresca da parte aérea e raiz, o nuimero de folhas, o peso
da matéria seca da parte aérea e raiz, o indice de colheita e o teor de B-ecdisona, apresentaram
diferencgas significativas entre os acessos, indicando variabilidade genética (FIGUEIREDO et
al., 2004).

Corréa Junior (2004) também observou diferengas nas caracteristicas
morfoldgicas entre e dentro de populacdes de fafia coletadas no local de ocorréncia natural, no

estado do Parana. Em area experimental constatou-se uma grande varia¢do entre os acessos em
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relacdo a formagdo das mudas, produgdo de biomassa e conteudo de -ecdisona, bem como na
resposta a alteragdo das condi¢des ambientais.

A caracterizagdo citogenética vegetal tem sido utilizada, entre outros,
para estabelecer relacdes gendmicas nas pesquisas biossistematicas € como contribui¢do aos
programas de melhoramento das culturas. O primeiro estudo citogenético realizado com P.
glomerata avaliou dez populagdes naturais e cultivadas do sul do Brasil e norte da Argentina.
Nove populagdes apresentaram 2n=34 e uma 2n=32, 33. Apesar dos cromossomos serem
pequenos, um par de cromossomos satélite foi registrado no caridtipo de todas as populagdes.
Os cromossomos foram predominantemente do tipo metacéntrico e submetacéntrico. Na
interfase a estrutura da cromatina apresentou-se do tipo areticulado nas populagdes analisadas.
A presenga de grande quantidade de cromatina condensada durante a profase foi considerada
uma caracteristica importante na evolug¢do do género (TASCHETTO e PAGLIARINI, 2003).

Uma das caracteristicas de Pfaffia glomerata é produzir uma grande
quantidade de inflorescéncias em praticamente todos os meses do ano, esta particularidade
pode conferir uma fungdo ecologica para a espécie. Neste sentido, Leite et al. (2005) avaliaram
os artropodes (espécies e densidades) associados as flores de trés acessos de Pfaffia glomerata:
NAT, de Natividade, RJ, ROST, de Rio das Ostras, RJ ¢ GSD1, de Campinas, SP, visando a
possibilidade de seu uso como atrativo de fitofagos ou de inimigos naturais. O estudo permitiu
recomendar o acesso NAT como bordadura em culturas que sdo atacadas por Aphis gossypii
(Glover) (Homoptera: Aphididae) por servir de planta-isca bem como manter parasitoides e
predadores que controlam as populagdes do pulgdo. J& os acessos ROST e GSDI foram
considerados fonte alternativa de néctar e pdlen para atrair os inimigos naturais de outras
culturas.

A exploracdo das populagdes naturais de Pfaffia glomerata ¢é realizada
principalmente por trabalhadores volantes e pequenos agricultores. Esse tipo de atividade
constitui-se numa complementagdo da renda familiar ¢ ¢ a unica fonte de recursos que estes
trabalhadores obtém fora de suas propriedades. Os agricultores colhem, anualmente, 16.440 kg
de raizes ao longo de oito meses de trabalho. Com isso, a renda média por familia obtida com a
coleta da P. glomerata ¢ de US$ 2.220,00 ao ano (CORREA JUNIOR, 2003).

A queimada € o recurso mais empregado pelos extratores para facilitar
a localizacdo das plantas de P. glomerata, pois sdo as primeiras a emergir apds a queima.

Promotorias de meio ambiente vém exercendo trabalhos no sentido de proibir a extragdo de
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Pfaffia glomerata na regido de ocorréncia natural no Parand. Em diferentes locais no oeste
deste estado alguns produtores t€ém cultivado e expandido o cultivo da espécie para a
comercializag@o interna e exportagdo para os paises asiaticos (TASCHETTO e PAGLIARINI,
2003).

A coleta de germoplasma de P. glomerata em populagdes naturais,
ainda ndo amostradas, ¢ uma acdo importante visando capturar maior variabilidade genética e
contribuir para a conservacdo da espécie. Por outro lado, ¢ extremamente relevante para a
seguranga ¢ manutengdo dos acessos coletados, que sejam conservados também in vitro, visto
que, ja existem varios estudos de otimizacdo dos protocolos de micropropagagdo para a
espécie (NICOLOSO et al., 2001). A avaliagdo deste germoplasma mantido em bancos e
colecdes € uma estratégia fundamental para a sua utilizagdo.

Dentro deste contexto o presente trabalho teve como objetivos coletar
germoplasma de Pfaffia glomerata, avaliar caracteristicas morfoldgicas e determinar o teor do
principio ativo nos acessos de uma colec¢do. Ainda, verificar a presenga de nematoide de galhas
nas raizes e a ocorréncia de insetos nas plantas em experimento de campo. Além disto, o

estudo visou estabelecer um banco de germoplasma in Vitro para a espécie.
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5. MATERIAL E METODOS

5.1 Colecio de germoplasma

A Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”-
(Unesp/Botucatu), SP, o Instituto Paranaense de Assisténcia Técnica e Extensdo Rural
(Emater-PR) e a Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecudria (Embrapa, DF) num esforgo
conjunto para conservar a variabilidade genética de Pfaffia glomerata realizaram uma coleta
de germoplasma em populagdes naturais na principal regido de ocorréncia da espécie,
localizada na divisa entre os estados de Sdo Paulo, Parana e Mato Grosso do Sul, em 2001. O
local também ¢ a area de maior exploragdo extrativista predatoria de P. glomerata. O material
coletado compde uma coleg@o de germoplasma conservada na Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologia. “Voucher”’encontra-se depositado no herbario CEN da Embrapa, DF, sob o
numero de tombo 62.024. No presente estudo foram avaliadas oito popula¢des em experimento
de campo, cinco acessos foram obtidos da cole¢do da Embrapa. A seguir a descri¢do dos locais
de coleta:

1) Local da coleta: ambiente cultivado em area de posto, na beira do rio
Ivai, Queréncia do Norte, PR, a 233m de altitude, latitude de 23°13°09.2”S e longitude de
53°34°07.6”0. Foram coletados 23 individuos, coletor € nimero de coleta: Roberto Fontes
Vieira (RFVieira-2202);

2) Local da coleta: ambiente de capinzal na Ilha do Mineiro, a Skm de
porto Natal, Queréncia do Norte, PR, a 239m de altitude, latitude de 23°07°27”S e longitude
de 53°38’49.9”0. Foram coletados 24 individuos, coletor e numero de coleta: RFVieira-2205;
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3) Local da coleta: beira de estrada entre os municipios de Porto
Primavera e Porto S. José, Bataipord, MS, a 239m de altitude, latitude de 22°33°24.1”’S e
longitude de 53°06°13.970. Foram coletados 27 individuos, coletor e ntiimero de coleta:
RFVieira-2209;

4) Local da coleta: sub-bosque com vegetagdo perturbada, area sobre
bosque com Embatba, na Ilha do Margal, Prainha, Vila Alta, PR, a 232m de altitude, latitude
de 23°23°09.7”S e longitude de 53°50°02.1”0. Foram coletados 25 individuos, coletor e
numero de coleta: RFVieira-2216;

5) Local da coleta: beira barranco com mata de Embatba na
extremidade norte da Ilha Grande, PR, a 233m de altitude, latitude de 23°23°45.1”’S e
longitude de 53°49°21.5”0. Foram coletados 20 individuos, coletor e numero de coleta:

RFVieira-2211.

5.2 Coleta de germoplasma

Foram realizadas duas coletas de Pfaffia glomerata em locais que ainda
ndo haviam sido amostrados visando ampliar a variabilidade genética da cole¢do de
germoplasma da Embrapa. A primeira expedi¢do foi realizada em margo de 2004, ao
municipio de Itatinga, SP, onde os acessos foram coletados em ilhas, as margens do rio Santo
Inécio e em barrancos do rio Tamandua. A segunda viagem de coleta, em setembro de 2006,
amostrou populagdes de P. glomerata localizadas as margens do rio Paraguai, em Corumba e
Ladario, MS e as margens do rio Miranda, no Pantanal sul mato-grossense.

Os roteiros das viagens foram estabelecidos com base em dados da
literatura especializada, em herbarios e a partir de informagdes obtidas de pesquisadores e
extensionistas. Para os acessos coletados no Pantanal sul mato-grossense contou-se com
informagdes valiosas do Dr. Arnildo Pott, Embrapa Gado de Corte.

As expedigdes tiveram a participacdo dos seguintes professores e
pesquisadores: Profa. Dra. Ana Maria Soares Pereira (Universidade de Ribeirdo Preto, Unaerp,
SP), Prof. Dr. Lin Chau Ming (Universidade Estadual Paulista Julio de Mesquita, Unesp-

Botucatu, SP), Engenheira Agronoma, Mestre, Cristiane Porto Viegas Guerreiro.
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Os dados botanicos das plantas, as informagdes sobre a vegetagdo
local, sobre o solo, a localizacdo geografica (latitude, longitude e altitude) obtida pelo Sistema
de Posicionamento Global (GPS), entre outros, foram devidamente anotados em caderneta de
coleta.

O tamanho da amostra foi definido em fun¢do do nimero de individuos
presentes em cada populagdo, em média 35 individuos coletados ao acaso. A unidade de coleta
consistiu da planta individual da qual foram recolhidos ramos, para a obtengdo de estacas com
pelo menos dois nos. Essas foram envolvidas em papel-toalha umedecido, colocadas em sacos
plésticos numericamente identificados e acondicionadas em caixas de isopor até o plantio.

Material botanico fértil foi coletado para confec¢do de “voucher” e
encaminhado para identificagdo taxonOmica ao especialista da familia Amaranthaceae, Prof.
Dr. Josafa Carlos de Siqueira do Herbario Friburgense (FCAB), RJ. As exsicatas foram
depositadas nos seguintes herbarios brasileiros: Herbario de Plantas Medicinais da Unaerp
(HPMU), numeros de registro HPMU 1298 a HPMU 1304 e Herbario Friburgense (FCAB),
RJ, nimeros de registro FCAB 6092; FCAB 6095 ¢ FCAB 6098.

As estacas coletadas foram plantadas em sacos de polietileno preto
(10x22cm) com solo e colocadas em telado para o crescimento das plantas matrizes, no
departamento de Biotecnologia da Unaerp, Ribeirdo Preto, SP.

Descricdo dos locais da coleta de germoplasma ao municipio de
Itatinga, SP, e da coleta no Pantanal sul mato-grossense:

1) Local da coleta: ambiente de vegetacdo nativa perturbada, a margem
do rio Santo Inacio, em Itatinga, SP, a 570 m de altitude, latitude 23°28°76S, longitude
48°56°3470; foram coletados 37 individuos; coletores LRC (iniciais dos primeiros nomes de
Lin Ming, Rosa Alves e Cristiane Guerreiro), numero de coleta 1 (primeiro ponto de coleta);

2) Local da coleta: ambiente de vegetacdo secunddria, em barranco do
rio Tamandud, em Itatinga, SP, a 570 m de altitude, latitude 23°27°95”S, longitude
48°55°59”0; foram coletados 23 individuos; coletores LRC 2;

3) Local da coleta: ambiente de vegetag@o nativa perturbada, em ilha
do rio Santo Inacio, em Itatinga, SP, a 570 m de altitude, latitude 23°27°97”S, longitude
48°54°8070; foram coletados 28 individuos; coletores LRC 3;
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Descricdo dos locais da coleta de germoplasma no Pantanal sul mato-
grossense:

1) Local da coleta: margem de um brago do rio Miranda, no km 658 da
BR 262, MS, a 98m de altitude, latitude de 19°43°01,6”S e longitude de 56°59°17,2”0. Foram
coletados 20 individuos, coletor: Ana Maria Soares Pereira (A.M.S.Pereira) et al., nimero de
coleta: MIR 1(primeiro ponto de coleta em Miranda);

2) Local da coleta: margem do rio Paraguai, oposta a Corumba, entrada
do “bracinho”, MS, a 96m de altitude, latitude de 19°00°21,9”’S e longitude de 57°32°07”0.
Foram coletados 26 individuos, coletor: A.M.S.Pereira et al., numero de coleta PAR 1
(primeiro ponto de coleta no rio Paraguai);

3) Local da coleta: margem do rio Paraguai, mesma margem de
Corumba, MS, a 88m de altitude, latitude de 19°01°17,2”S e longitude de 57°29°13,3”0.
Foram coletados 33 individuos, coletor: A.M.S.Pereira et al., nimero de coleta PAR 2;

4) Local da coleta: BR 262 Km 576, ponte do rio Salobra, Miranda,
MS, a 90m de altitude, latitude de 20°11°20,3”S e longitude de 56°30°15,8”0. Foram
coletados 27 individuos, coletor: A.M.S.Pereira et al., nimero de coleta MIR 2;

h) Local da coleta: BR 262 Km 576, margem do rio Miranda, Miranda,
MS, a 99m de altitude, latitude de 20°11°56,2”S e longitude de 56°30°05,7°0. Foram

coletados 25 individuos, coletor: A.M.S.Pereira et al., nimero de coleta MIR 3.

5.3 Cultivo in vitro

5.3.1 Assepsia dos explantes

As plantas matrizes obtidas a partir das estacas coletadas em Itatinga,
SP e no Pantanal, MS, foram colocadas em telado no departamento de Biotecnologia da
Unaerp, para fornecimento de explantes visando o cultivo in vitro. Inicialmente, procedeu-se a
assepsia dessas plantas. Os materiais foram borrifados com Cercobin® 700 a 1% (P/V) por
uma semana. Ramos de 20 a 30 cm e com cerca de cinco nos foram lavados com detergente
Tween 20 removido com agua corrente. Os explantes consistiram de segmentos nodais com

cerca de 1,0 cm de comprimento com duas gemas ¢ sem folhas.
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Os propagulos foram imersos em solu¢do contendo os fungicidas: a)
Cercobin® 700 PM a 1%, b) Captan a 1% e c) Captan 1% + Cercobin 1% para
descontaminagdo (Tabela 2). Amostras contaminadas por bactéria foram encaminhadas ao
Laboratorio de Microbiologia da Unaerp para identificacdo da espécie. A partir dos resultados
obtidos no antibiograma foram realizados testes utilizando-se o antibiotico cefotaxima sddica

(Tabela 3).

Tabela 2. Tratamentos utilizados para descontamina¢do de explantes de Pfaffia glomerata,
Ribeirdo Preto, SP, 2005.

Tratamento 1 Tratamento 2 Tratamento 3
Cercobin 1% 2 h, sob agitag@o. Captan 1% por 2h, sob agitagdo  Cercobin 1% por 1 h, sob agitacéo.
Lavagem em alcool 70% 30 s Lavagem em alcool 70% 30 s Captan 1% por 1h
Hipoclorito de calcio 0,5%, Hipoclorito de calcio 0,5%, 15 Lavagem em 4lcool 70% 30 s
15min. min.

Hipoclorito de calcio 0,5%, 15 min.

Tabela 3. Tratamentos com antibiotico cefotaxima sddica 0,2% em tempos diferentes (h) para
avaliar a descontaminagio bacteriana em explantes de Pfaffia glomerata. Ribeirdo Preto, SP,
2005.

Tratamento 1 Tratamento 2
Cercobin 1% por 2 h sob agitagdo. Cercobin 1% por 2 h sob agitagdo.
Alcool 70% por 30 s. Alcool 70% por 30 s
Hipoclorito de calcio 0,5% por 15 min. Hipoclorito de calcio 0,5% por 15 min.
Cefotaxima sodica 0,2% por 3h. Cefotaxima sodica 0,2% por 24h.

Foi realizado teste com a cefotaxima sdédica nas concentragdes de 0,2%
a 1% por 24h (Tabela 4). O antibidtico sulfato de gentamicina 1% isoladamente ¢ combinado
p g

com cefotaxima sddica 1% também foi utilizado para o controle bacteriano (Tabela 5).
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Tabela 4. Testes com o antibiotico cefotaxima em diferentes concentracdes (%) para controle
bacteriano em explantes de Pfaffia glomerata. Ribeirdo Preto, SP, 2005

Teste 1 Teste 2 Teste 3 Teste 4 Teste 5
Cercobin 1% por Cercobin 1% por  Cercobin 1% por  Cercobin 1% por  Cercobin 1% por
2h, sob agitagdo. 2h, sob agitacdo.  2h, sob agitacdo.  2h, sob agitacdo.  2h, sob agita¢@o.
Lavagem em alcool Lavagem em Lavagem em Lavagem em Lavagem em
70% por 30 s alcool 70% 30s alcool 70% 30s alcool 70% 30s alcool 70% 30s
Hipoclorito de Hipoclorito de Hipoclorito de Hipoclorito de Hipoclorito de
calcio 0,5% 15min  calcio 0,5% calcio 0,5% calcio 0,5% calcio 0,5% 15min

15min 15min 15min
Cefotaxima0,2% Cefotaxima0,4%  Cefotaxima0,6%  Cefotaxima0,8%, Cefotaxima 1%,
24h 24h 24h 24h 24h

Tabela 5. Testes com os antibidticos gentamicina e cefotaxima para controle bacteriano em
explantes de Pfaffia glomerata. Ribeirdo Preto, SP, 2005

Teste 1 Teste 2 Teste 3
Cercobin 1%, 2 h, sob Cercobin 1%, 2 h, sob Cercobin 1%,2 h, sob agitacdo.
agitacdo. agitacdo.
Lavagem em alcool 70%, Lavagem em élcool 70%, 30 s Lavagem em alcool 70%, 30 s
30s
Hipoclorito de calcio 0,5%, Hipoclorito de calcio 0,5%, Hipoclorito de calcio 0,5%,
15min 15min 15min
Gentamicina 1%, 48 h Cefotaxima 1%, 48 h Cefotaxima 1% + Gentamicina
1%, 48 h

Apos avaliagdo dos resultados foram realizados outros testes utilizando
os antibidticos gentamicina e cefotaxima em diferentes concentragdes e tempo de exposi¢ao

(Tabelas 6, 7 e 8).

Tabela 6. Avaliacdo dos antibidticos cefotaxima e gentamicina 0,1% por 48 horas no controle
bacteriano em explantes de Pfaffia glomerata. Ribeirdo Preto, SP, 2005.

Teste 1 Teste 2 Teste 3

Cercobin 1%, 2 h, sob agitagéo. Cercobin 1%, 2 h, sob agitagdo. Cercobin 1%,2 h, sob agitacdo.
Lavagem em alcool 70%, 30 s Lavagem em alcool 70%, 30 s Lavagem em alcool 70%, 30 s
Hipoclorito de calcio 0,5% 15min  Hipoclorito de calcio 0,5% 15min  Hipoclorito de calcio 0,5%, 15min
Gentamicina 0,1%, 48h Cefotaxima 0,1%, 48h Gentamicina 0,1% + Cefotaxima

0,1%, 48h
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Tabela 7. Avaliagcdo dos antibioticos cefotaxima e gentamicina 0,1% por 36 horas no controle
bacteriano em explantes de Pfaffia glomerata. Ribeirdo Preto, SP, 2005.

Teste 1 Teste 1 Teste 1

Cercobin 1%, 2 h, sob agitag@o. Cercobin 1%, 2 h, sob agitagéo. Cercobin 1%,2 h, sob agitacao.

Lavagem em alcool 70%, 30 s Lavagem em alcool 70%, 30 s Lavagem em alcool 70%, 30 s

Hipoclorito de calcio 0,5%, 15min  Hipoclorito de calcio 0,5%, 15min  Hipoclorito de calcio 0,5%, 15min

Gentamicina 0,1%, 36h Cefotaxima 0,1%, 36h Gentamicina 0,1% + Cefotaxima 0,1%,
36h

Tabela 8. Avaliacdo do antibidtico cefotaxima em diferentes concentragdes (%) por 48 horas
no controle bacteriano em expalntes de Pfaffia glomerata. Ribeirdo Preto, SP, 2005.

Teste 1 Teste 1 Teste 1
Cercobin 1%, 2 h, sob agitacdo.  Cercobin 1%, 2 h, sob agitacdo. = Cercobin 1%,2 h, sob agitacio.
Lavagem em alcool 70%, 30 s Lavagem em alcool 70%, 30 s Lavagem em élcool 70%, 30 s
Hipoclorito de calcio 0,5%, Hipoclorito de calcio 0,5%, Hipoclorito de calcio 0,5%,
15min 15min 15min
Cefotaxima 0,1%, 36h Cefotaxima 0,5%, 36h Cefotaxima 1%, 36h

O delineamento experimental para todas as avaliagdes foi o
inteiramente casualizado com cinco repeti¢des, sendo que cada repeticdo era composta por
quatro parcelas experimentais. Foram utilizados frascos de vidro de 8 cm de altura x 5,5cm de
didmetro (cubeta) com tampa de plastico. Em cada frasco foi adicionado cerca de 7mL de meio
de cultivo MS (MURASHIGE e SKOOG, 1962) e um segmento nodal. O meio de cultura MS
basal foi acrescido de 3% de sacarose e solidificado com Phytagel®, o pH foi ajustado para
5.8. Procedeu-se autoclavagem a 1 atmosfera de pressdo (atm), a 120°C, por 15 minutos Os
explantes foram mantidos em sala de crescimento com temperatura de 25 + 2 °C, umidade
relativa de 60 + 5 %, fotoperiodo de 16h e intensidade luminosa de 40 pmoles.m™s™, fornecida
por lampada fluorescente branca, e avaliados apds 10 dias da inoculagdo quanto ao indice de

contaminagao.
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5.4 Caracterizacio morfolégica

5.4.1 Material vegetal

As caracteristicas morfologicas e o teor do principio ativo foram
avaliados em oito populacdes de P. glomerata, em experimento de campo. Cinco populagdes
foram obtidas da colecdo de germoplasma da Embrapa e trés originaram-se da coleta ao
municipio de Itatinga, SP. As populagdes foram numeradas de 1 a 8 (P1 a P8), a seguir sdo

descritas as oito populag¢des de P. glomerata:

Tabela 9. Numero da populacio, localizagdo, nimero do coletor e posicao geografica das oito
populacdes de Pfaffia glomerata avaliadas no experimento de campo, Ribeirdo Preto, SP,
2005.

Populagdo  Local, municipio, UF Numero do Latitude Longitude
coletor
P1 Beira do rio Ivai, RFVieira-2202  23°13°09.2” S 53°34°07.6” O
Queréncia do Norte, PR
P2 Ilha do Mineiro, RFVieira-2205  23°07°27” S 53°38°49.9” O

Queréncia do Norte, PR

P3 Entre Porto Primavera e RFVieira-2209 22°33°24.1” S 53°06°13.9” O
Porto S. José, Bataipora,
MS

P4 Ilha do Margal, Vila RFVieira-2216  23°23°09.7” S 53°50°02.1” O
Alta, PR

P5 Extremidade Norte da RFVieira-2211 23°23°45.1” S 53°49°21.5” 0
Ilha Grande, PR

P6 Margem do rio Santo LRC-1 2392876 S 48°56°34” O
Inacio, Itatinga, SP

P7 Barranco do rio LRC-1 23°27°95” S 48°55°59” O
Tamandua, Itatinga, SP

P8 Ilha & margem do rio LRC-1 23°27°97” S 48°54°80” O

Santo Inacio, Itatinga, SP

5.4.2 Cultivo das populacdes de Pfaffia glomerata

As mudas de P. glomerata para plantio no ensaio de campo ¢ avaliagdo
morfologica e do principio ativo foram obtidas por micropropagag¢ao, no laboratorio de cultura
de tecidos do departamento de biotecnologia de plantas medicinais da Universidade de

Ribeirdo Preto (Unaerp), SP.
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De cada populacdo foram avaliados dez individuos. Cerca de 30
segmentos nodais de cada individuo, apds desinfestagdo, foram inoculados em meio de cultura
MS acrescido de 3% de sacarose, pH 5,8. Os propagulos foram mantidos nesse meio por 40
dias, em sala de crescimento com temperatura de 25 + 2°C, umidade relativa de 60 = 5 %,
fotoperiodo de 16h e intensidade luminosa de 40 pmoles.m™ s, fornecida por lampada
fluorescente branca.

Apds 40 dias as plantulas foram transferidas para sala com temperatura
ambiente (32°C) por dez dias e apds esse periodo foram retiradas dos frascos, as raizes lavadas
com agua corrente para retirada dos residuos de meio de cultura e em seguida foram plantadas
em bandejas de poliestireno com 72 células, contendo vermiculita e Plantmax® (2:1) como
substrato. O plantio era realizado apds as 16h para evitar transpiracdo excessiva. Cada célula
era coberta com frascos de vidro e sobre as bandejas foram colocadas mini estufas de plastico,
este procedimento possibilitou a formacdo de um micro clima favoravel ao estabelecimento
das plantulas.

As bandejas foram entdo levadas para casa de vegetacdo com
temperatura média de 29°C e irrigacdo diaria, por 30 dias. Em seguida, as plantas foram
transferidas para sacos de polietileno preto (12 x 22 x 0,5cm) com solo e esterco de gado (3:1)
como substrato, permanecendo 15 dias em ambiente protegido até o plantio na darea

experimental localizada no distrito de Jurucé, SP.

5.4.3 Area experimental

O experimento de campo foi realizado no sitio “Casa Espirita Terra de
Ismael”, distrito de Juruc€, municipio de Jardinopolis, SP, distante cerca de 25 km de Ribeirdo
Preto, localizacdo geografica 21°04°18,8” Sul, 47°44°08,8” Oeste, a 566 m de altitude. O solo
da regido ¢ do tipo Latossolo vermelho amarelo. Segundo a classificacdo de Koppen o clima ¢
o subtropical Cwa, ja na distribui¢do climatica de “Thornthwaite” o tipo climatico é o
Mesotérmico imido (FERREIRA, 2007).

Amostras de solo de trés locais da area foram coletadas e reunidas

numa amostra composta para a analise quimica e fisica e avaliagdo da disponibilidade dos
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nutrientes, realizada no Laboratorio de Quimica Agricola da Unaerp, Ribeirdo Preto, SP
(Tabela 10 e 11).

Tabela 10. Anélise de macronutrientes e micronutrientes do solo na area experimental
localizada no distrito de Juruc€, municipio de Jardinopolis, SP, 2005 ¢ 2006.

M.O. | pH P K |ca|Mg|Al]l S804 | SB | H+Al[cTC| V | B [Cu|Fe|Mn|Zn
resina

g/dm’ | CaCl’ | mg/dm’ mmol/dm’ mg/dm’ mmol/dm’ % mg/dm’

45 | 57 26 19091114 [ -] 6 1069 31 1409 76 |0,16]0,4]14]7,9]1,3

M.O. - matéria organica; SB — soma de bases; H+Al — acidez potencial; CTC — capacidade de troca catidnica;
V — saturacdo de bases

Tabela 11. Resultado da analise granulométrica do solo da area experimental no distrito de
Jurucg, Jardindpolis, SP. 2005-2006.

Argila <0,002mm | Silte 0,053-0,002 Areia total | Areia grossa Areia fina

g/kg

457 327 216 101 115

A éarea foi gradeada e arada dois meses antes do plantio, e ao solo foi
incorporado 30 t/ha de esterco de gado curtido. De acordo com a andlise do solo ndo houve
necessidade de efetuar calagem devido a porcentagem apresentada pela saturag@o de bases.

Foi realizada analise nematoldgica em amostras do solo e de raizes das
plantas de mandioca, botdo azul, timbete, capim-pé-de-galinha, caruru, mamona, perpétua-do-
mato, picdo e losna, que estavam na area antes da implantacdo do experimento. Os materiais
foram avaliados pelo Laboratorio de Nematologia do Departamento de Produgdo Vegetal,
FCA, Unesp, Botucatu.

A precipitagdo pluvial durante o periodo em que o experimento esteve

no campo foi de 1.289,8 mm (Figura 2), com temperatura média de 23,36°C (Figura 3).
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Preciptacido (mm)

01 142731 425569 8095107 120 135 147 161 174 188 201 214 226 240 254 267 281 295 309 324 335 349 360 374 388 395

Dias

Figura 2. Precipitacdo diaria (mm) registrada na regido de Ribeirdo Preto, SP, 2005 e 2006.
(Fonte:Instituto Agronomico de Campinas-IAC).
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Figura 3. Temperaturas (°C) mensais minimas, médias ¢ maximas registradas na regido de
Ribeirdo Preto, SP, 2005 e 2006. (Fonte: Instituto Agrondmico de Campinas-IAC).
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5.4.4 Instalacdo do experimento no campo

O plantio das mudas foi realizado na primeira semana de dezembro de
2005, em covas de 30cmx10cm. Foram selecionadas as plantas mais uniformes e sadias de
cada individuo. Na Tabela 12 encontra-se a relacdo dos dez individuos de cada uma das oito
populacdes de Pfaffia glomerata.

Na segunda quinzena de dezembro ocorreu o inicio de um ataque de
formigas que foi controlado com iscas de Macex®, formicida utilizado na agricultura orgéanica.
Foram realizadas quatro capinas durante o tempo de permanéncia das plantas no campo. Foi
executada uma poda aos 225 dias apos o plantio devido ao adensamento, a quebra dos galhos
durante as capinas e em razdo de dificuldades para se tomar as medidas das plantas. Foi
iniciada irrigacdo aos 270 dias até os 295 dias apos o plantio quando as chuvas tornaram-se
regulares. Nao foi verificado sintoma de ataques por insetos € nem de doengas durante o
experimento.

Nos periodos de floracdo foram coletados insetos que visitaram as
inflorescéncias utilizando-se rede entomologica. Os insetos foram armazenados em solucdo de
alcool 70%, e enviados ao entomologista prof. Dr. Eraldo Medeiros Costa Neto, da
Universidade Estadual de Feira de Santana (UEFS), BA.

O delineamento experimental foi o de blocos casualizados, com quatro
blocos. Os tratamentos consistiram das oito populagdes com dez individuos em cada uma,
portanto, o bloco continha 80 parcelas. Foram utilizadas trés plantas uteis por parcela,
resultando em 240 plantas por bloco e totalizando 960 plantas na area util do experimento. O
espagamento utilizado foi de 0,5m entre plantas e 1,0m entre linhas. Foram plantadas duas
linhas de bordadura entre os blocos assim como em volta dos mesmos. A 4rea total do
experimento foi de 816 m” incluindo todas as bordaduras.

As parcelas foram numeradas de 1 a 80 e a cada uma foi atribuida a sua
denominagdo, isto é, o nuimero da populagdo e do individuo. Realizou-se sorteio para
distribui¢do das parcelas nos blocos e a seguir desenhou-se um croqui de cada bloco. A
disposicdo dos blocos foi em “L” para manter as condigdes ambientais mais homogéneas

dentro de cada bloco.
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Os dados obtidos neste experimento foram submetidos a analise de
variancia e ao teste de separa¢do de médias de Scott Knott a 5% de probabilidade. O software
utilizado foi o Sisvar (Sistema de Analises Estatisticas) na versdo 4.6 da Universidade Federal
de Lavras (UFLA). Descritores morfologicos que diferenciaram significativamente os acessos
foram selecionados para a analise das componentes principais (ACP) de acordo com Cruz
(2006), utilizando o software Genes.

Tabela 12. Identifica¢do das populacdes e dos individuos de Pfaffia glomerata avaliados no
experimento de campo, numero de coleta e local de origem das oito populagdes. Ribeirdo
Preto, SP, 2005.

Populagdo  N°de campo N°de coleta Local de origem, UF
1 1 RFVieira 2202-1 Queréncia do Norte, PR
1 2 RFVieira 2202-2 Queréncia do Norte, PR
1 3 RFVieira 2202-4 Queréncia do Norte, PR
1 4 RFVieira 2202-5 Queréncia do Norte, PR
1 5 RFVieira 2202-7 Queréncia do Norte, PR
1 6 RFVieira 2202-8 Queréncia do Norte, PR
1 7 RFVieira 2202-11 Queréncia do Norte, PR
1 8 RFVieira 2202-16 Queréncia do Norte, PR
1 9 RFVieira 2202-18 Queréncia do Norte, PR
1 10 RFVieira 2202-22 Queréncia do Norte, PR
2 11 RFVieira 2205-6 Ilha do Mineiro, PR
2 12 RFVieira 2205-7 Ilha do Mineiro, PR
2 13 RFVieira 2205-8 Ilha do Mineiro, PR
2 14 RFVieira 2205-10 Ilha do Mineiro, PR
2 15 RFVieira 2205-12 I1ha do Mineiro, PR
2 16 RFVieira 2205-18 Ilha do Mineiro, PR
2 17 RFVieira 2205-20 Ilha do Mineiro, PR
2 18 RFVieira 2205-23 ITha do Mineiro, PR
2 19 RFVieira 2205-24 I1ha do Mineiro, PR
2 20 RFVieira 2205-25 I1ha do Mineiro, PR
3 21 RFVieira 2209-2 Bataipora, MS
3 22 RFVieira 2209-8 Bataipora, MS
3 23 RFVieira 2209-9 Bataipora, MS
3 24 RFVieira 2209-10 Bataipora, MS
3 25 RFVieira 2209-11 Bataipora, MS
3 26 RFVieira 2209-12 Bataipora, MS
3 27 RFVieira 2209-13 Bataipora, MS
3 28 RFVieira 2209-15 Bataipora, MS
3 29 RFVieira 2209-16 Bataipora, MS
3 30 RFVieira 2209-20 Bataipora, MS
4 31 RFVieira 2216-6 ITha do Margal, PR
4 32 RFVieira 2216-7 ITha do Margal, PR
4 33 RFVieira 2216-10 Ilha do Margal, PR
4 34 RFVieira 2216-13 Ilha do Margal, PR
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35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
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RFVieira 2216-14
RFVieira 2216-15
RFVieira 2216-16
RFVieira 2216-17
RFVieira 2216-18
RFVieira 2216-20
RFVieira 2211-10
RFVieira 2211-14
RFVieira 2211-15
RFVieira 2211-18
RFVieira 2211-20
RFVieira 2211-17
RFVieira 2211-24
RFVieira 2211-3
RFVieira 2211-19
RFVieira 2211-9
LRC-3

LRCH4

LRC-7

LRC-17

LRC-18

LRC-21

LRC-26

LRC-29

LRC-33

LRC-35

LRC-43

LRC-46

LRC-48

LRC-56

LRC-50

LRC-52

LRC-53

LRC-60

LRC-61

LRC-63

LRC-70

LRC-73

LRC-74

LRC-76

LRC-77

LRC-79

LRC-80

LRC-90

LRC-95

LRC-98

Ilha do Margal, PR
Ilha do Margal, PR
ITha do Margal, PR
Ilha do Margal, PR
Ilha do Margal, PR
Ilha do Margal, PR
Ilha Grande, PR
Ilha Grande, PR
Ilha Grande, PR
Ilha Grande, PR
Ilha Grande, PR
Ilha Grande, PR
Ilha Grande, PR
Ilha Grande, PR
Ilha Grande, PR
Ilha Grande, PR

Rio Santo Inécio, Itatinga, SP
Rio Santo Indcio, Itatinga, SP
Rio Santo Inécio, Itatinga, SP
Rio Santo Inacio, Itatinga, SP
Rio Santo Inacio, Itatinga, SP
Rio Santo Inacio, Itatinga, SP
Rio Santo In4cio, Itatinga, SP
Rio Santo Inacio, Itatinga, SP
Rio Santo Inécio, Itatinga, SP
Rio Santo Inécio, Itatinga, SP
Rio Tamandua, Itatinga, SP
Rio Tamandua, Itatinga, SP
Rio Tamandua, Itatinga, SP
Rio Tamandua, Itatinga, SP
Rio Tamandua, Itatinga, SP
Rio Tamandua, Itatinga, SP
Rio Tamandu4, Itatinga, SP
Rio Tamandu4, Itatinga, SP
Rio Tamandua, Itatinga, SP
Rio Tamandua, Itatinga, SP

ITha no Rio Santo Indacio, Itatinga, SP

IlTha Rio Sto Inécio, Itatinga, SP

ITha no Rio Santo Indacio, Itatinga, SP
ITha no Rio Santo Inécio, Itatinga, SP
ITha no Rio Santo Indacio, Itatinga, SP
ITha no Rio Santo Indcio, Itatinga, SP
Ilha no Rio Santo Inécio, Itatinga, SP
Ilha no Rio Santo Inécio, Itatinga, SP

Ilha Rio Sto Inéacio, Itatinga, SP
ITha Rio Sto Inécio, Itatinga, SP

RFVieira — coletor das populagdes 1 a 5; LRC — iniciais do primeiro nome dos coletores das populagdes 6 a 8.
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5.4.5 Caracterizacio dos acessos

Foram avaliados 20 descritores morfoldgicos de P. glomerata dos

utilizados para a espécie por Kamada (2006) que apresentaram descricdo e quantificagdo

favoravel em todos os individuos. Os caracteres fenotipicos foram divididos em dois grupos,

conforme a descri¢do e quantificacdo de seus fendtipos.

5.4.5.1 Caracteres fenotipicos das varidveis quantitativas:

. Matéria fresca da parte aérea (MFPA): peso de massa fresca do caule, ramos, folhas e
inflorescéncias, em grama, obtida no momento da colheita.

. Matéria seca da parte aérea (MSPA): peso da massa seca do caule, ramos, folhas e
inflorescéncias, em grama, determinado apos a secagem em estufa de ventilagdo forgada a
42°C até peso constante.

. Matéria fresca da raiz (MFR): peso da massa fresca da raiz, em grama, no momento da

colheita.

. Matéria seca da raiz (MSR): peso da massa seca da raiz, em grama, determinado apds a

secagem em estufa de ventilagdo forgada a 42°C até peso constante.

. Altura da planta (AP): medida em centimetro desde o inicio do caule até a ultima

inflorescéncia, obtida no momento da colheita.

. Diametro do caule (DC): medida em centimetro obtida do didmetro do caule, tomada a 10

cm acima da regido do colo, no momento da colheita.

. Numero de caules (NC): contagem de caules langados na regido basal da planta até altura de

10 cm acima do coleto.

. Comprimento de entrenos (CE): medida avaliada na regido mediana da planta entre o quarto

€ o0 quinto entreno, valores anotados em centimetro.

. Comprimento da raiz principal (CRP): medida em centimetro estabelecida a partir da base

do coleto até a extremidade da raiz principal, no momento da colheita.

10. Diametro da raiz principal (DRP): medida em centimetro obtida na regido mediana da raiz

de maior comprimento, no momento da colheita.
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11. Numero de raizes secunddrias (NRS): numero de raizes excluindo-se a principal, contagem
realizada no momento da colheita.
12. Indice de colheita (IC): valor obtido entre a relagdo da produgdo de raizes secas e o peso
seco da parte aérea, determinado pela seguinte expressao:
IC = MSR/(MSR + MSC),
MSR: matéria seca da raiz e
MSC: matéria seca da parte aérea.
Foi calculada também a produtividade utilizando o valor obtido da

producdo total de matéria seca das raizes (kg) na area util do experimento (ha).

5.4.5.2 Caracteres fenotipicos das variaveis qualitativas:

1. Cor do peciolo (CP): foram atribuidos valores ao padrdo da coloragdo na regido do peciolo,
de acordo com a deposicdo de pigmento vermelhos nas suas faces abaxial e adaxial e no
mesofilo margeante, nas folhas basais do terceiro e quarto nos: 1 = deposi¢do de pigmento
em qualquer face do peciolo e no mesofilo; 2 = deposicdo apenas no mesoéfilo; e 3 =
nenhuma deposi¢ao na regido do peciolo.

2. Pilosidade do caule (PIL): os valores foram atribuidos conforme a freqiiéncia, persisténcia e
local de ocorréncia dos pelos: 1 = abundante em locais préximos ao apice e ao longo do
caule, pélos persistentes; 2 = pouco freqiiente, presenga de pélos em regides jovens € pouca
freqliéncia de pélos persistentes ao longo do caule; e 3 = rara freqii€ncia, baixa quantidade
préxima ao apice e auséncia de pélos persistentes ao longo do caule.

3. Cor do caule (CC): padrao de coloragdo avaliada desde a base até a regido proxima ao apice:
1 = distribui¢do abundante de pigmento vermelho, a qual atinge acima de 75% da altura do
caule; 2 = distribuicdo freqiiente de pigmento vermelho, entre 25 e 75% da altura do caule;
e 3 = predominio da cor verde e pouca quantidade de pigmento vermelho atingindo no
maximo 25% da altura do caule.

4. Tipo de caule (TC): descrigdo predominante da disposi¢do do caule. Foram atribuidos os
seguintes valores: 1 = caules eretos, proximos entre si, sem ramificagdo e pequena area de
projecdo lateral da copa; 2 = caules semiprostrados, eretos, mas com ramificagdes e 3 =

prostrado, caules com predominio de crescimento paralelo a superficie horizontal.
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5. Cor da raiz (CR): coloracdo atribuida a raiz seca, moida e peneirada em 40 mesh, baseada na

carta de Munsell® para cores de tecidos vegetais.

6. Descri¢ao do apice e base do limbo foliar (ABL): atribuiram-se valores conforme o tipo de

combinagdo entre a forma do 4pice e da base do limbo foliar.

Valor Forma do Apice

Forma da Base

1

2
3
4

Agudo a acuminado
Agudo a acuminado
Mucronado
Mucronado

Obliqua a acunheada
Truncada a reniforme
Obliqua a acunheada
Truncada a reniforme

7. Formato do limbo (FL): descricdo do formato predominante do limbo das folhas localizadas

entre 1/3 e 2/3 da altura da planta. Foram atribuidos os seguintes valores:

1 = eliptico; 2 = lanceolado; e 3 = oval.

8. Presenca ou auséncia de nematoides (N): atribuiu-se valor = 1 para raizes com os sintomas

caracteristicos de infec¢do por nematdides formadores de galhas (Meloidogyne spp) e, valor

= 2 para raizes sem sintomas de infec¢do por nematodides de galhas.

5.4.6 Colheita e processamento das amostras pos-colheita

A colheita foi realizada em dezembro de 2006, dos 350 aos 372 dias

apds o plantio no campo. As plantas inteiras foram colhidas pela manhd com auxilio de

enxadas e enxaddo, colocadas em sacos de rafia e transportadas até o galpdo de secagem do

sitio “Terra de Ismael”. A parte aérea fresca foi separada das raizes, pesada e acondicionada

em sacos de papel para secagem. As raizes lavadas foram submetidas as seguintes medigdes:

comprimento e didmetro da raiz principal, nimero de raizes secundarias, avaliacdo da presenca

de galhas resultante da infec¢do por nematdides. Apos duas horas de pré-secagem a sombra as

raizes foram pesadas, em seguida foram fatiadas e colocadas em sacos de papel permanecendo

em estufa de ventilagdo forcada a 42°C até peso constante para obten¢do da matéria seca e para

a analise do teor de B-ecdisona.
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5.4.7 Determinacéo do teor de B-ecdisona

As analises foram conduzidas no laboratorio de Quimica de Produtos
Naturais da Unidade de Biotecnologia de Plantas Medicinais/Unaerp. O protocolo para
determinagdo do teor de B-ecdisona seguiu o descrito por Carneiro et al. (2007).

As raizes frescas de P. glomerata colhidas no experimento de campo
foram secas em estufa a 42°C até peso constante. Em seguida, foram pesadas, moidas em
moinho de faca e peneiradas (40 mesh). Amostras de 200mg de raizes de cada individuo, em
triplicata, foram pesadas em balanga semi-analitica e submetidas a extragdo com 5 mL de
metanol (PA Sinth) em ultra-som por 30 minutos. Os extratos foram colocados em capela com
ventilagdo a temperatura ambiente para evaporagdo do solvente. Utilizou-se 1 mL de
MeOH:H,O (1:1) para ressuspensdo dos extratos e em seguida as amostras foram submetidas a
particdo com 1mL de hexano (P.A. Sinth). Utilizou-se filtro de nylon (0,45 um Alltech) para
retirada de impurezas na fase hidroalcoolica.

As amostras foram analisadas por Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (CLAE) em cromatografo liquido Shimadzu acoplado com detector de arranjo de
diiodo (modelo SPD-MI10A vp) e injetor automatico (modelo SIL-10AD vp). A coluna

utilizada foi Supelcosil™

LC18 (4,6mm x 250mm, particulas de Sum, Supelco). A fase movel
empregada consistiu de MeOH:H,O (Acido Acético, 0,1%), 10:90 a 30:70 gradiente linear por
15 min; 30:70 eluicdo conduzida de forma isocratica por 10 min; 30:70 a 100:0 gradiente
linear por 25 min e 100:0 a 10:90 gradiente linear por 5 min, sendo o tempo total de analise de
40 min. O fluxo da fase mdvel foi de 1,0 mL/min. e a detec¢do a 240nm. O volume de injegao
das amostras foi de 20 pL. O metanol grau CLAE (J. T. Baker) foi filtrado antes de ser
utilizado no sistema cromatografico e a agua destilada e deionizada para a CLAE foi
purificada pelo sistema Millipore Milli-Q.

O método utilizado para a andlise foi a padronizagdo externa,
selecionando-se sete pontos para curva. Solugdes do padrido de B-ecdisona (Fluka®), com mais
de 99% de pureza, foram preparadas a partir da diluicdo da amostra original (1 mg) em 1 mL
de metanol, grau HPLC, obtendo-se uma solugdo estoque com concentragio inicial de 1000
pg/mL. A partir desta solugdo foram realizadas diluigdes sucessivas para a obtengdo de

solugdes de trabalho, em triplicata, contendo 15,63; 31,25; 62,5; 125; 250, 500 ¢ 1000 pg/mL

de B-ecdisona.
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A curva de calibragdo foi construida por meio de um grafico de
regressao linear, relacionando a area dos picos com as concentracdes do padrdo. A linearidade
do método foi verificada através do coeficiente de determinacdo (R?) da curva obtida na
analise de regressdo. A identificacdo de B-ecdisona nas amostras foi baseada no tempo de
retengdo.

A concentragdo de B-ecdisona (pg/mL) foi estimada por meio da
equacdo da reta da curva padrao: Y = 49976,528 + 253831,469X, onde Y = concentragdo e X
= area, (r° =0,9997).

30000000 T T T T T T T T T T T

25000000 [~

20000000 |- -

208

5000000 [~ i

1000004

Area dos pi
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B-ecdisona(mg/mL)

Figura 4. Curva padrio de B-ecdisona. Ribeirdo Preto, SP, 2007
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5.5 Estabelecimento do banco de germoplasma in vitro

O experimento visando as condi¢des ideais para o estabelecimento do
banco de germoplasma in vitro de Pfaffia glomerata utilizou como planta matriz doadora dos
explantes o individuo de nimero 2205-8, coletor RFVieira, originario de Queréncia do Norte,
PR, obtido da colecdo da Embrapa. Plantulas micropropagadas tiveram seus segmentos nodais
inoculados em meio de cultura contendo agentes de estresse osmotico, os tratamentos
utilizados encontram-se descritos na Tabela 13.

A parcela experimental consistiu de frascos de vidro de 8 cm x 5,5 cm
com tampa de plastico (cubeta) contendo em torno de 7 mL do meio de cultura e um segmento
nodal de aproximadamente 1,0cm com um nd e sem folhas. O meio foi solidificado com
Phytagel® antes da autoclavagem (latm, 120°C, 15 min.), ajustado para pH 5,8.0s explantes
foram mantidos no banco de germoplasma in vitro da Unaerp, com temperatura de 16 + 2 °C,
umidade relativa de 60 + 5 %, 16h de fotoperiodo e intensidade luminosa de 40 pmoles.m™s™,
fornecida por lampada fluorescente branca. Apds seis meses de permanéncia no banco, foi
avaliado o indice de sobrevivéncia, o nimero de explantes com brotagdes, a altura das
plantulas, o nimero de brotos por explante, o nimero de gemas por haste e a presenga de raiz.

As plantulas sobreviventes foram transplantadas para sacos plasticos
com solo permanecendo em casa de vegetacdo por dois meses para avaliar a adaptacdo ao
ambiente eX vitro. O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado com
30 repeti¢des por tratamento Os dados obtidos neste experimento foram submetidos a analise

de variancia e ao teste de separag@o de médias de Scott Knott a 5% de probabilidade.

Tabela 13. Tratamentos para definicdo do meio de cultura no estabelecimento do banco de
germoplasma in vitro de Pfaffia glomerata, Ribeirdo Preto, SP, 2006.

Tratamentos Meio de cultura
1 MS + 2% sacarose + 4 % de sorbitol
2 MS/2 + 2% sacarose + 4 % de sorbitol
3 MS + 2% sacarose + 4 % de sorbitol + 2mg/L pantotenato de calcio
4 MS/2 + 2% sacarose + 4 % de sorbitol + 2mg/L pantotenato de calcio
5 MS + 2% sacarose + 3 % de manitol + 2mg/L pantotenato de calcio
6 MS/2 + 2% sacarose + 3 % de manitol + 2mg/L pantotenato de célcio
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Figura 5. Preparo da area de plantio e experimento de Pfaffia glomerata no campo em Jurucé,
SP, 2005. (Fotos: Ana Maria Soares Pereira)

Figura 6. Micropropagacdo de Pfaffia glomerata e mudas para plantio no campo, Ribeirdo
Preto, SP, 2005. (Fotos: Edieidia Souza Pina e Ana Maria Soares Pereira)



Figura 7. Planta inteira de Pfaffia glomerata. Ribeirdo Preto, SP, 2008. (Foto: Ana Maria
Soares Pereira)

Figura 8. Diferentes formas de raizes de Pfaffia glomerata, Ribeirdo Preto, SP, 2006. (Foto:
Ana Maria Soares Pereira)

33
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Coleta de germoplasma

A introdugdo de acessos origindrios do Pantanal sul mato-grossense e
de Itatinga, SP, constituiu acdo relevante no sentido de ampliar a variabilidade genética da
colegdo de Pfaffia glomerata. Por outro lado, a insergio desses acessos possibilita a exploragdo
e selecdo de materiais adaptados as condigdes ecoldgicas especificas e uteis para atender as
diversas necessidades dos agricultores.

As populagdes naturais de Pfaffia glomerata coletadas no Pantanal
foram localizadas principalmente, em barrancos e margens dos rios Paraguai e Miranda,
desenvolvendo-se em solos imidos e nas orlas das matas. A cobertura vegetal as margens do
Rio Paraguai, em Ladario, MS, encontrava-se relativamente preservada. A coleta realizada em
setembro no inicio do periodo de seca permitiu observar que as populagdes amostradas
encontram-se adaptadas aos regimes de cheia apresentando crescimento do caule em largura,
espessura € muitas vezes prostrados, quase horizontais ao solo. Os ambientes variaram de
areas cultivadas com pastagem a sub-bosque com vegetagdo perturbada e beira de mata ciliar.
No geral, predominaram ambientes de intensa ag@o antrdpica.

A paisagem as margens do rio Miranda apresentou-se bastante alterada,
indicando que a vegetagdo nativa ¢ retirada periodicamente. Foi observado que o porte das
plantas foi menor do que o verificado na regido do rio Paraguai, provavelmente devido a

intensa pressdo antropica. A area € totalmente inundada na época da cheia do rio. Nos locais
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visitados foi observado a presenga das plantas companheiras, Copernicia alba (Carandd) e
Lippia alba, ocorrendo sempre de forma associada a fafia.

As populacdes de P. glomerata da regido de Itatinga foram localizadas
as margens dos rios ou nas ilhas ao longo desses, em locais aonde a vegetagdo natural foi
totalmente substituida. Verificou-se intensa acdo antropica, principalmente devido ao avango
de investimentos imobilidrios. Os individuos de fafia apresentaram-se com porte mais ereto e
com crescimento menor em didmetro quando comparados com aqueles da regido do Pantanal.
A espécie caracterizou-se por apresentar adaptabilidade a diversas variagdes ambientais.

A seguir sdo descritas as informacdes sobre as populacdes coletadas
nas expedicdes a Itatinga, SP e ao Pantanal sul mato-grossense, MS:

a) Local da coleta: margem do rio Santo Inacio, Itatinga, SP, a 570m de
altitude, latitude de 23°28°76S e longitude de 48°56°34”0. Foram coletados 37 individuos,
coletor: L.C.Ming et al. 1;

b) Local da coleta: barranco do rio Tamandua, Itatinga, SP, a 570m de
altitude, latitude de 23°27°95”S e longitude de 48°55°59”0. Foram coletados 23 individuos,
coletor: L.C.Ming et al. 2;

¢) Local da coleta: ilha a margem do rio Santo Inécio, Itatinga, SP, a
570m de altitude, latitude de 23°27°97”S e longitude de 48°54°80”0. Foram coletados 27
individuos, coletor: L.C.Ming et al. 3;

d) Local da coleta: margem de um brago do rio Miranda, no km 658 da
BR 262, MS, a 98m de altitude, latitude de 19°43°01,6”S e longitude de 56°59°17,2”0. Foram
coletados 20 individuos, coletor: A.M.S.Pereira et al. MIR 1;

e) Local da coleta: margem do rio Paraguai, oposta a Corumb4, entrada
do “bracinho”, MS, a 96m de altitude, latitude de 19°00°21,9”’S e longitude de 57°32°07”0.
Foram coletados 26 individuos, coletor: A.M.S.Pereira et al. PAR 1;

f) Local da coleta: margem do rio Paraguai, mesma margem de
Corumba, MS, a 88m de altitude, latitude de 19°01°17,2”’S e longitude de 57°29°13,30.
Foram coletados 33 individuos, coletor: A.M.S.Pereira et al. PAR 2;

g) Local da coleta: BR 262 Km 576, ponte do rio Salobra, Miranda,
MS, a 90m de altitude, latitude de 20°11°20,3”S e longitude de 56°30°15,8”0. Foram
coletados 27 individuos, coletor: A.M.S.Pereira et al. MIR 2;
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h) Local da coleta: BR 262 Km 576, margem do rio Miranda, Miranda,
MS, a 99m de altitude, latitude de 20°11°56,2”S e longitude de 56°30°05,7°0. Foram
coletados 25 individuos, coletor: A.M.S.Pereira et al. MIR 3;

Figura 9. Pontos de coleta de germoplasma de Pfaffia glomerata em populagdes naturais nos
estados de Mato Grosso do Sul, Parana e Sao Paulo (Autor: Sérgio Noronha, Embrapa).
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6.2 Caracterizacio morfolégica

6.2.1 Caracteres fenotipicos das varidveis quantitativas

6.2.1.1 Altura da planta (AP)

Os acessos de Pfaffia glomerata avaliados nas condi¢gdes de campo
mostraram diferengas entre as popula¢des quanto as seguintes caracteristicas: altura da planta,
diametro do caule, comprimento entre o quarto € quinto entreno, numero de caules, relagdo
largura comprimento do limbo foliar, didmetro da raiz, matéria fresca da parte aérea, matéria
seca da parte aérea, matéria fresca da raiz, matéria seca da raiz, teor de B-ecdisona, cor da raiz,
resisténcia/suscetibilidade a nematoides de galhas e indice de colheita.

Os individuos das populagdes trés e quatro (P3 e P4) apresentaram
significativamente as maiores alturas (2,46m +0,07m e 2,42m % 0,19m, respectivamente)
seguidos de P2 e P5 (Figura 10). A populacdo 3 ¢ proveniente de Bataipord, MS, regido da
divisa entre os estados de Mato Grosso do Sul, S0 Paulo e Parana, a populagdo 4 ¢ de Vila
Alta, PR, ambas da regido pertencente ao Parque Nacional de Ilha Grande, PR. As populagdes
origindrias da regido de Itatinga, SP, (P6, P7 e P8) apresentaram menor crescimento quando
comparadas com aquelas provenientes do Parque Nacional (PN) de Ilha Grande, PR. A
populagdo P7 foi a que apresentou individuos com menor altura 1,93m + 0,08m, mas nao
diferiu significativamente dos individuos das populagdes P1, P6 e P§. A média geral para a
altura das plantas foi de 2,16m (£ 0,23m). A populagdo 1 € procedente de Queréncia do Norte,
PR, area do PN de Ilha Grande.

Houve correlagdo significativa e positiva (0,9715) entre a altura das
plantas e a produgdo de matéria seca da parte aérea (Tabela 14). Este resultado mostra que
apesar da poda e do periodo de seca, as plantas mostraram uma rapida recuperagcdo do
crescimento, provavelmente devido ao restabelecimento do regime de chuvas associada a
elevacdo da temperatura. A presenga das reservas acumuladas nas raizes, a adubagdo com
esterco de gado curtido, a disponibilidade de nutrientes do solo, a boa drenagem e a aeragdo

também podem ter contribuido para essa recuperagao.
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Figura 10. Altura das plantas (m) de oito populagdes de Pfaffia glomerata (P1 a P8) cultivadas
em condi¢des de campo, Ribeirdo Preto, SP, 2006. Médias seguidas pela mesma letra nao
diferem significativamente, entre si, ao nivel de 5% pelo teste de Scott Knott.

Tabela 14. Correlagdes simples entre as variaveis quantitativas calculadas pelo coeficiente de
Pearson, em 80 individuos de Pfaffia glomerata. Ribeirdo Preto, SP, 2007.

AP CE DC DRP NC MFPA MFR MSPA
CE -0,2948

DC 0,7530°  0,1646

DRP. 0,5581 02607  0,9544"

NC 0,6957  -0,0438 0,6951  0,6633"

M.EP.A 09515 -0,1195 0,8750° 0,7409" 0,8473"
M.FR 06374 02526 0,9477° 0,9489" 0,7736° 0,8225
M.S.P.A 09714 -0,1482 08376 0,6794° 0,8229° 10,9951 0,7701"

*

M.SR  0,7895° 0,0721° 09628 09119 0,8543" 0,9297° 0,9477° 0,8956"

k3

" Significativo a 5% de probabilidade pelo teste de Scott Knott

Pfaffia glomerata foi descrita como um arbusto que atinge 2,00m de
altura em ambientes naturais (VASCONCELOS; 1982 SMITH e DOWNS, 1972). Corréa
Junior (2003) avaliou acessos da espécie em area experimental em Queréncia do Norte, PR,
cujo solo é do tipo Gleissolo melanico Ta distrofico tipico. Os acessos coletados em
populagdes ao longo dos rios Paranapanema (Rosana, SP), Parand (Taquarugu, MS e Ilha de
Santa Terezinha, PR) e Ivai.(Queréncia do Norte, PR) atingiram altura maxima de 1,61m oito
meses apds o plantio. O autor relata que durante o outono a espécie paralisa o seu crescimento

ocorrendo quebra das extremidades e queda de folhas.
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No trabalho conduzido por Guerreiro (2006) estudou-se o crescimento
de P. glomerata em fun¢do de adubagdo orgdnica com esterco de galinha curtido, em S&o
Manoel, SP, em solo areno argiloso. As plantas formadas de sementes originarias de Queréncia
do Norte, PR atingiram altura de até 1,58 m aos 240 dias. A autora ressalta que houve uma
tendéncia na diminuicdo do comprimento do caule da terceira para a quarta colheita
provavelmente devido a fragilidade dos ramos mais finos da planta, que se quebram facilmente
por a¢do mecanica, de ventos mais fortes ou mesmo durante as atividades de capina. Além
desses fatores, a diminui¢do do comprimento do caule também esteve relacionada com a
reducdo da precipitagdo.

Em outro estudo com a mesma espécie Montanari Junior e Perecin
(2006) utilizaram plantas originarias da regido de Caceres, MT e de Mogi das Cruzes, SP. As
mudas foram formadas a partir das sementes desses individuos e o experimento foi instalado
em Paulinia, SP que possui solo argiloso. As plantas colhidas ap6s 14 meses apresentaram
altura média de 1,71m.

Kamada (2006) analisou acessos de P. glomerata cultivados em vasos
com capacidade para 18L, em Vigosa, MG. As plantas foram coletadas em quatro populacdes
nos municipios de Queréncia do Norte e Vila Alta, PR e Bataipord, MS. Os acessos foram
avaliados apo6s oito meses do transplantio atingindo média geral de 2,70m de altura.

Figueiredo et al. (2004) estudaram 23 acessos de Pfaffia glomerata
oriundos de varias regides do Brasil, cultivados em Campos de Goytacazes, RJ. Em relagdo a
altura das plantas verificaram-se valores de 0,62 m para o acesso NdM de Sao Luis, MA, até a
altura de 2,09 m para o acesso Gsdl de Campinas, SP. A avaliagdo foi realizada 13 meses apos
a instalagdo da cultura no campo.

As variagdes descritas em relagdo a altura das plantas de P. glomerata
nos relatos acima citados refletem, inicialmente, as diferentes condigdes ambientais especificas
de cada localidade em que os estudos foram conduzidos, sejam edaficas e/ou climaticas. Além
disso, deve-se levar em consideragdo a procedéncia dos genotipos avaliados, o espacamento do
plantio, a metodologia para a produ¢@o das mudas, quer seja por sementes, por estacas ou por
micropropagac¢do, a adubagdo e a idade da planta no momento da tomada dos dados.

As informagdes da literatura mostram que a espécie apds cerca de um

ano de plantio em regides e condi¢des diferentes, atinge altura média em torno de 1,89 m,
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valor préoximo ao do que foi verificado para a P. glomerata em populagdes naturais de acordo

com Vasconcelos (1982) e Smith e Downs (1972).

6.2.1.2 Diametro do caule (DC)

Nos individuos das populagdes de P. glomerata oriundas de Itatinga,
SP o diametro do caule foi de 7,54 cm + 0,60 cm (P8), 7,54 cm £ 0,31 ¢cm (P7), 7,94 cm +
0,48cm (P6) significativamente menor do que aquele apresentado pelos individuos das
populagdes procedentes do P.N. de Ilha Grande, PR (P1, P2, P3, P4 e P5)que variou de 9,37
cm =+ 0,65 cma 10,38 cm + 1,23cm (Figura 11).

Diametro do caule (cm)
o

PL P2 P3 P4 P5 P6 P7 P8

Populacdes

Figura 11. Didmetro do caule (cm) de individuos de oito populag¢des de Pfaffia glomerata (P1
a P8) cultivadas em condi¢des de campo, Ribeirdo Preto, SP, 2006. Médias seguidas pela
mesma letra ndo diferem significativamente, entre si, ao nivel de 5% pelo teste de Scott Knott.
Kamada (2006) encontrou média geral de 13,17 cm para esta
caracteristica em P. glomerata cultivada em Vigosa, MG; Montanari Junior e Perecin (2006)
registraram média geral de 10,01 cm para plantas de fafia cultivadas em Paulinia, SP, enquanto
que no presente estudo a média geral foi de 9,00 cm.
Segundo Benincasa (2003) medidas lineares, como o diametro do caule,
sdo uteis na avaliacdo de experimentos sobre a producdo da fitomassa e analise de crescimento
de plantas. Em trabalhos sobre a taxa de crescimento de mudas, o vigor também pode ser

avaliado por caracteristicas como o didmetro do caule, entre outras (BASTOS et al., 2005).
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Dessa forma, os programas de melhoramento vegetal de espécies cultivadas, geralmente,
selecionam plantas que apresentam maior didmetro de caule, entre outras caracteristicas
agrondmicas desejaveis, com objetivo de se obter fonte de materiais vigorosos (PINTO et al.,
2001). Guerreiro (2006) relata que plantas de P. glomerata adubadas com 30 t/ha de esterco de
galinha curtido produziram maior numero de folhas até o florescimento, um alto indice de area

foliar e um maior didmetro do caule.

6.2.1.3 Comprimento entre o quarto e quinto entreno (CE)

Os individuos de P. glomerata da populagdo um (P1) foram os que
alcancaram significativamente os maiores comprimentos de entrenés, 17,27cm (£ 3,40cm), por
outro lado, na populagdo dois (P2) predominou individuos com menor comprimento de
entreno, 12,85cm (+1,10cm), mas n3o diferiu estatisticamente dos individuos das demais

populagdes, excetuando a nimero um (Figura 12).
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Figura 12. Comprimento entre o quarto ¢ quinto entren6 (cm) das plantas de oito populagdes
de Pfaffia glomerata (P1 a P8) cultivadas em condi¢des de campo, Ribeirdo Preto, SP, 2006.
M¢édias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente, entre si, ao nivel de 5%
pelo teste de Scott Knott.

Mattos e Salis (2004) avaliaram plantas desta espécie procedente de
Corumba, MS (18°14'S e 57°03'W). Sementes de P. glomerata coletadas na regido do Pantanal

foram utilizadas para a producdo de plantas que apresentaram o maior comprimento dos

entrends (8,4cm em média) nove meses apds o transplantio. As autoras verificaram que o
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maior crescimento dos entrends esteve relacionado ao periodo de maior precipitacdo e
temperaturas minimas mais elevadas.

Nicoloso et al. (2001) estudaram a influéncia do comprimento da
estaca no enraizamento da P. glomerata e concluiram que o tamanho ndo afetou a percentagem
de enraizamento e a producdo de massa seca de folhas e raizes. Por outro lado, as mudas
obtidas de estacas com 10cm apresentaram maior numero ¢ comprimento de brotagdes, bem
como maior quantidade de massa seca de talos e massa seca total e possibilitou a obtengdo de
mais estacas por ramo.

Assim a partir dos dados obtidos por Nicoloso et al. (2001) concluiu-se
que em relacdo aos acessos avaliados neste experimento a populacdo um (P1) é a menos
recomendada para fornecimento de material visando a produ¢do de mudas via estaquia. A
selecdo de materiais com caracteristicas desejaveis para a producgdo agricola inclui aqueles que
possibilitam o fornecimento de estacas viaveis e vigorosas, quando se pretende obter materiais
homogéneos. Assim, o comprimento do entre entrené pode ser um dos indicativos para a
escolha de plantas com maior produtividade e que possam ser utilizadas na produgdo de

mudas, fato que contribui sobremaneira para a implantag@o de cultivos comerciais.

6.2.1.4 Numero de caules (NC)

As plantas da populagio trés (P3) foram as que emitiram
significativamente o maior numero de caules na regido basal (5,75 £ 0,96) (Figura 13). Foi
verificado também que 90% dos individuos da P3 apresentaram caule semiprostrado (Figura
14) e apenas na P8 predominou o tipo prostrado (Tabela 15). Durante as avaliagdes do
experimento verificou-se que as caracteristicas maior niimero de caules e semiprostrado ou
prostrado ocorrendo, concomitantemente, mostraram-se prejudiciais ao desenvolvimento das
plantas no espacamento de 0,5m entre plantas e 1,0m entre linhas. Além disso, causou maior

quebra de galhos ao se realizar os trabalhos de capina.
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Figura 13. Numero de caules de plantas de oito populagdes de Pfaffia glomerata (P1 a P8)
avaliadas em condi¢des de campo, Ribeirdo Preto SP, 2006. Médias seguidas pela mesma letra
ndo diferem significativamente, entre si, ao nivel de 5% pelo teste de Scott Knott.

O maior namero de caules, e preferencialmente de porte ereto, favorece
a producdo de estacas. Assim, dependendo do objetivo, as plantas que produzem mais caules
sdo aquelas de maior interesse. Correlagdes significativas e positivas (Tabela 14) foram
verificadas entre o numero de caules e o peso seco da parte aérea e da raiz, esses dados sdo um
indicativo de que o aumento no nimero de caules contribuiu para a produ¢do de ramos e
folhas, que foram eficientes na produgdo e translocag¢do de compostos organicos para formagao

do sistema radicular.

[09,6% ereto 00 60,0%semiprostrado [130,4% prostrado

Figura 14. Porcentagem geral do tipo de caule das plantas de Pfaffia glomerata avaliadas em
condi¢des de campo, Ribeirdo Preto, SP, 2006.
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Tabela 15. Tipo de caule (%) em oito populagdes (P1 a P8) de Pfaffia glomerata avaliadas em
condi¢des de campo, Ribeirdo Preto, SP, 2006.

Populagao Tipo de caule (%)
Ereto Semiprostrado Prostrado
P1 20a 60d 20c
P2 10b 70c 20c
P3 10b 90a Oe
P4 17a 70c 13d
P5 20a 80b Oe
P6 Oc 50e 50b
P7 Oc 50e 50b
P8 Oc 10f 90a

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente,
entre si, ao nivel de 5% pelo teste de Scott Knott.

Mattos e Salis (2004) acompanharam mensalmente a fenologia de P.
glomerata em Corumba, MS, constatando que o nimero de ramos foi superior a seis por
planta, declinando no final do experimento chegando a 3,3 ramos por planta; Kamada (2006)
reportou numero médio de 7,82 caules por plantas de fafia cultivadas em Vigosa, MG. No
entanto, Montanari Junior e Perecin (2006) obtiveram média de 13,11 caules para plantas de
fafia crescidas em Paulinia, SP. Essas diferengas provavelmente sdo devidas a variabilidade
genética dos gendtipos utilizados, o que dificulta uma comparagdo, mas, permite conhecer a
existéncia de materiais com caracteristicas de interesse para a propagagdo vegetativa por
estaquia.

Além disso, o nimero de caules pode estar relacionado com o grau de
dominancia apical, visto que, ¢ um dos seus principais determinantes. Os vegetais com forte
inibicdo do crescimento das gemas laterais apresentam um uUnico eixo de crescimento com
poucas ramificagdes laterais. Por outro lado, naqueles que nido expressam dominancia apical
ocorre o crescimento de caules secundarios. Embora a domindncia apical possa ser
determinada inicialmente pela auxina, os estudos de fisiologia indicam que as citocininas
desempenham um papel no crescimento inicial das gemas laterais. Além disso, fatores
ambientais e genéticos também influenciam no controle que o apice da parte aérea exerce

sobre o crescimento de ramos e gemas laterais (TAIZ e ZEIGER,2004).
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6.2.1.5 Didmetro da raiz principal (DRP)

Os gendtipos de Pfaffia glomerata caracterizados morfologicamente
em relacdo ao didmetro da raiz principal (Figura 15) ficaram distribuidos em quatro grupos: os
maiores didmetros foram detectados nas plantas de P1, P2 e P3 (9,80cm + 0,56cm, 9,55cm +
0,4cm e 9,27cm + 0,25cm, respectivamente). Valores intermedidrios foram verificados em P4
e P5 (8,44 £ 0,19cm e 7,64cm + 0,43cm, respectivamente). O grupo composto pelos
individuos de P6 ¢ P7 produziram raizes principais com didmetros pequenos (7,47 cm + 0,73
cm e 7,64 cm + 0,43 cm, respectivamente) quando comparados com as populacdes da regido
do Parana. A populagdo oito (P8) apresentou significativamente o menor didmetro da raiz
principal (6,98 cm £ 0,19 cm).

Houve correlagdo positiva significativa (0,9544) entre o didmetro da
raiz principal e o didmetro do caule (Tabela 15), o que refor¢a o padrdo geral de raizes
pivotantes para a espécie. Verificou-se também correlagdo positiva (0,9119) entre a matéria
seca da raiz e o didmetro da raiz principal o que indica crescimento em didmetro contribuindo
para a produgao radicular. Esses dados corroboram com os obtidos por Guerreiro (2006) que
ao avaliar plantas de P. glomerata cultivadas sob diferentes doses de esterco de galinha
curtido, concluiu que o acréscimo em massa esta relacionado ao aumento do didmetro e ndo ao

comprimento da raiz.

12,0

Ho
QD

10,0 -

HQ’
H

o

o

8,0 | d
6.0
40

2,0 1

Didmetro raiz principal (cm)

0,0

PL P2 P3 P4 P5 P6 P7 P8

Populacdes

Figura 15. Diametro da raiz principal (cm) de plantas de oito populagdes de Pfaffia glomerata
(P1 a P8) avaliadas em condi¢des de campo, Ribeirdo Preto, SP, 2006. Médias seguidas pela
mesma letra ndo diferem significativamente, entre si, ao nivel de 5% pelo teste de Scott Knott.
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Segundo Camargo e Alleoni (1997), a pressdo de crescimento das
raizes depende da area de contato da raiz e da pressdo de turgor das células do meristema
radicular em processo de alongamento relacionado a disponibilidade de agua. Assim sendo,
quanto maior o didmetro da raiz, maior serd a for¢a exercida no processo de alongamento das
células do meristema radicular para penetragio em determinada camada de solo. E possivel
que o padrdo radicular caracteristico da fafia possa facilitar o aprofundamento das raizes
contribuindo para melhorar a estrutura ¢ o manejo do solo. Segundo Lynch (1995) a
arquitetura do sistema radicular apresenta uma configuragdo espacial com significado
funcional, sendo considerada um aspecto fundamental no desenvolvimento da planta, tendo-se
em conta a necessidade de se explorar um ambiente heterogéneo e com varios recursos do solo
distribuidos desigualmente. O desenvolvimento espacial do sistema radicular ¢ uma medida
determinada pela habilidade de uma planta explorar esses recursos (LYNCH, 1995).

O padrio de crescimento do sistema radicular de uma espécie ¢
determinado  principalmente por sua caracteristica genética (KUTSCHERA e
LICHTENEGGER, 1992 apud GROSSO, 2007). Entretanto, também sofre influéncia da
disponibilidade de agua, da temperatura, dos nutrientes e das condi¢gdes quimicas e biologicas
dos distintos horizontes do solo (FAHN, 1985; SCHUBERT, 1991). O solo na area
experimental em Jurucé, SP, apresentou boa capacidade de drenagem e de aeragdo, e
disponibilidade de nutrientes com pH 5,7, fatores que favorecem o desenvolvimento radicular.
Além disso, o espagamento do plantio e o vigor das mudas produzidas por micropropagagao
contribuiram para o crescimento radicular.

O desenvolvimento do sistema radicular também ¢ fundamental para o
estabelecimento da planta e sua permanéncia na natureza, mesmo sob condicdes de estresse.
Dessa forma, o armazenamento de substincias de reserva nas raizes € considerado uma
estratégia evolutiva eficiente (ESAU, 1985). A presenga de carboidratos nas raizes também
pode estar relacionada com a tolerancia ao frio permitindo a sobrevivéncia no inverno quando
a parte aérea morre e rebrota na primavera (ROSNES et al., 1993). O mesmo pode ocorrer para
periodos de seca.

No presente experimento nao foi verificado um padrdo unico em
relagdo a forma da raiz, foram observadas plantas com raizes fusiformes de aspecto humanoéide
caracteristico e individuos com raizes tuberosas fasciculadas em todas as populacdes

estudadas. De acordo com Magalhdes (2000) a propagacdo por sementes em P. glomerata
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possui a vantagem de promover o desenvolvimento de raizes pivotantes e mais grossas,
comparadas com raizes das plantas propagadas por estacas, cujo sistema radicular ¢
predominantemente fasciculado. O valor ou a aceitagdo comercial € maior para as raizes mais
grossas.

Mussury e Moraes-Dallaqua (2004) descreveram a morfologia e a
anatomia do sistema subterraneo de P. glomerata o qual é formado por uma raiz principal e
raizes laterais tuberosas. A raiz apresentou crescimento secunddrio resultante da instalagdo
inicial do cambio vascular ¢ o aumento de didmetro se fez pela atividade de cambios
acessorios originados a partir do periciclo plurisseriado.

Vigo et al. (2004) realizaram estudos botanicos de amostras de raizes
de P. glomerata de Porto Rico, PR, e encontraram sistema radicular pivotante composto por
uma ou duas raizes principais, ou mais raramente de forma ramificada. As raizes mostraram-se
alongadas, de comprimentos variados atingindo até¢ 30 cm ou mais. Quanto a espessura
decresceu até a extremidade, os exemplares de raizes adultas variaram de 0,5 a 3,5 cm, sendo
que houve raizes secundarias ndo espessadas. As formas também contrastaram, desde tipicas
formas humandides até as simples alongadas unicas; também ocorreram formas encurvadas,

torcidas e espiraladas.

6.2.1.6 Matéria fresca da parte aérea e da raiz (MFPA e MFR)

A populagido P3 apresentou significativamente, a maior producdo de
matéria fresca da parte aérea (1071,2g + 199,67g) e de matéria fresca da raiz (348,54¢g
+ 57,70g) (Figura 16 e 17). Por outro lado, os individuos P6, P7 e P8, das areas naturais de
Itatinga, SP, apresentaram as menores médias de matéria fresca da parte aérea (363,8g + 55,2g,
354,9g £42.9g e 389,9g + 29,1g, respectivamente) e de matéria fresca da raiz, com excecdo de
P6. O valor médio para a matéria fresca da parte aérea atingiu 634,42¢g e para a matéria fresca
da raiz foi de 229,1g.

Houve correlagdo significativa e positiva (0,8225) entre a matéria
fresca da parte aérea e a matéria fresca da raiz indicando parti¢do equilibrada de compostos
organicos. Além disso, a colheita foi realizada no periodo de precipitagdo com disponibilidade

de agua no solo, o que provavelmente favoreceu a produ¢do de matéria fresca tanto de raizes
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quanto da parte aérea. Até a colheita as plantas ndo haviam apresentado abscisdo foliar. O
maior componente do crescimento vegetal ¢ a expansdo celular governada pela pressdo de
turgor, quando as células aumentam varias vezes em volume. Assim, o crescimento pode ser
medido, também, em termos de mudanga do peso fresco, apesar de que em plantas crescendo
em solo ocorre variagdo do peso em resposta as alteragdes hidricas, de modo que esse critério

ndo deve ser avaliado isoladamente (TAIZ e ZEIGER, 2004).
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Figura 16. Matéria fresca da parte aérea (g) das plantas de oito populagdes de Pfaffia
glomerata (P1 a P8) avaliadas em condi¢des de campo, Ribeirdo Preto, SP, 2006. Médias
seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente, ao nivel de 5% pelo teste de Scott
Knott.

Montanari Junior (2005) encontrou correlagdo significativa e positiva
entre a altura da planta, o didmetro do caule, o nimero de caules e a massa de raizes, para
Pfaffia glomerata em Paulinia, SP. As correlagdes mostraram componentes de varidncia
ambiental e genética, mesmo assim o autor considerou as caracteristicas relevantes para
predizer o potencial agricola dos individuos. Plantas cultivadas em Paulinia, SP produziram
866,2 g de matéria fresca de raizes (MONTANARI JUNIOR e PERECIN, 2006).

Corréa Junior (2003) avaliou a sazonalidade na produgdo de raizes e
conteudos de B-ecdisona em diferentes acessos da espécie, em Queréncia do Norte, PR e
obteve diferengas significativas entre as épocas de colheita em relagdo a producdo de matéria
fresca. A maior producdo de raizes/planta (peso médio de 206,88g) foi detectada aos 15 meses,
mas ndo houve diferenca significativa com a colheita aos 12 meses, portanto, o autor

recomenda que a colheita seja realizada apos um ano de transplantio.



69

450
400 -
350 -
300 -
250 -
200 - d g
150 -
100 -

| e )
| 1)

Matéria fresca raiz (g)

a1
o

PL P2 P3 P4 P5 P6 P7 P8

Populagdes

Figura 17. Matéria fresca da raiz (g) de plantas de oito populag¢des de Pfaffia glomerata (P1 a
P8) avaliadas em condi¢des de campo, Ribeirdo Preto, SP, 2006. Médias seguidas pela mesma
letra ndo diferem significativamente, entre si, ao nivel de 5% pelo teste de Scott Knott.

6.2.1.7 Matéria seca da parte aérea (MSPA)

A maior produgdo de matéria seca da parte aérea foi encontrada no
acesso P3, 324,06 g, (£63,21g), enquanto que a média geral foi de 197,94 g (£78,36g) (Figura
18). Todos os acessos originarios da regido do P.N. Ilha Grande apresentaram maior produgao
de matéria seca quando comparados com os acessos provenientes de Itatinga, SP. Os dados
mostram que houve uma variabilidade de resposta nesse atributo podendo-se distinguir quatro
grupos: o acesso P3 com a maior producdo, um segundo grupo constituido por P2, P5 e P4
com valores de boa producdo de massa seca, o acesso P1 com producio intermediaria e P6, P7
e P8 com a menor producdo (114,8g, £ 15,23g; 115,9g = 19,65¢g/planta; 132,2 g £ 10,92g,
respectivamente).

Houve correlag@o (0,9951) positiva e significativa entre a matéria seca
da parte aérea (MSPA) e a matéria fresca da parte aérea. Kamada (2006) também encontrou
correlagdo significativa quanto as duas caracteristicas e sugere que nas situagcdes em que seja
necessario reduzir o nimero de caracteres para avaliacdo, ¢ recomendavel desconsiderar o
descritor matéria fresca do caule. O autor também verificou que a matéria fresca do caule,

segundo a metodologia de Singh, apresentou contribuicdo relativa baixa com valor de 0,1847.
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Figura 18. Matéria seca da parte aérea (g) de plantas de oito populagdes de Pfaffia glomerata
(P1 a P8) avaliadas em condi¢des de campo, Ribeirdo Preto, SP, 2006. Médias seguidas pela
mesma letra ndo diferem significativamente, entre si, ao nivel de 5% pelo teste de Scott Knott.

Kamada (2006) obteve produgdo média geral de 380,98g para a
matéria seca do caule em gendtipos de P. glomerata cultivados em vasos no municipio de
Vigosa, MG, apos oito meses do plantio. Por outro lado, Guerreiro (2006) observou a produgao
de fitomassa seca para a parte aérea de 55,282 para a dose de 30t/ha aos 360 dias, nas
condi¢des de S@o Manoel, SP e verificou também que o acréscimo na adubacdo teve uma
relagdo direta com a producdo de fitomassa seca dos caules até o limite de 37,89 t/ha.

No presente estudo ocorreu um periodo de cerca de 145 dias
ininterruptos sem precipitagdo (abril a agosto), correspondendo dos cinco até os nove meses do
plantio no campo. Considerando-se ainda, o fato das plantas terem sido submetidas a uma poda
aos 240 dias (oito meses do plantio), os resultado indicam que ocorreu retomada do
crescimento, possivelmente relacionada as boas condi¢des fisicas e quimicas do solo, pela
qualidade das mudas, pelas substancias de reserva das raizes e pela caracteristica genética dos
individuos. Assim, levando-se em conta o conjunto de fatores que podem influenciar no
crescimento e baseando nas informagdes descritas na literatura, a espécie revela capacidade de

adaptagdo as diversas paisagens em que se estabeleceram os cultivos acima descritos.

6.2.1.8 Matéria seca da raiz (MSR)

Verificou-se diferenca significativa entre os acessos estudados quanto a

produgdo da matéria seca da raiz. As plantas da populag¢do P3 produziram 101,47g £15,13g de
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matéria seca de raiz, constituindo-se, predominantemente, na maior producdo quando
comparada estatisticamente com as outras populacdes avaliadas (Figura 19). Essa populagao
pertence ao grupo de plantas que registrou os maiores valores também para o didmetro da raiz
principal, P1 e P2. Por outro lado, as populagdes sete e oito foram as que apresentaram o0s
menores pesos de matéria seca da raiz, 33,3 g + 14,68 g e 39,3g + 7,35g. A média geral obtida
foi de 64,72g £24,99¢g de matéria seca de raiz/planta.

Verificou-se correlagdo positiva e significativa (0,8956) entre a matéria
seca da parte adérea e a matéria seca da raiz. As populagdes que apresentaram maior peso de
matéria seca da parte aérea (P2, P3 e P4) também acumularam mais matéria seca da raiz, com

excec¢do das populagdes um e cinco (P1 e P5).

Matéria seca raiz (g)
e
» [o2] (o] o N H
o o o o o o
(o
o
o

N
o

o

|

Figura 19. Matéria seca da raiz (g) de plantas de oito populagdes de Pfaffia glomerata (P1 a
P8) avaliadas em condi¢des de campo, Ribeirdo Preto, SP, 2006. Médias seguidas pela mesma
letra ndo diferem significativamente, entre si, ao nivel de 5% pelo teste de Scott Knott.
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Figueiredo et al. (2004) relatam uma correlagdo significativa entre a
produgdo de parte aérea ¢ o peso da matéria seca da raiz, em acessos de P. glomerata
cultivados em Campos de Goytacazes, RJ, local de solo argiloso, apds 13 meses do
transplantio. Os autores classificaram os acessos em trés grupos de acordo com a
produtividade: baixa, intermedidria e superior. Foi ressaltado que no grupo superior dois
materiais sdo provenientes de regides proximas ao local do estudo e que provavelmente

estariam bem adaptados as condi¢des ambientais de Campos de Goytacazes, RJ.
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Montanari Junior (2005) obteve valores de 335,3g de matéria seca da
raiz em média para plantas de P. glomerata colhidas aos 14 meses, em Paulinia, SP. O solo
dessa regido ¢ do tipo latossolo vermelho, rico em argila (65%), bem estruturado e com boa
drenagem. Em outro trabalho com a mesma espécie, Corréa Junior (2003) registrou valores
médios muito proximos ao encontrado no presente experimento, 60,56 g/planta, nos acessos
avaliados doze meses apds o transplantio, em Queréncia do Norte, PR, cujo solo ¢ do tipo
Gleissolo Melanico Ta distréfico histico. O autor também constatou diferencga significativa no
peso da matéria seca entre os quatro acessos testados.

Guerreiro (2006) analisou o crescimento de P. glomerata, cultivada
em solo adubado com esterco de galinha curtido, em Sdo Manoel, SP e registrou média geral
de 27,08g aos 360 dias apds a emergéncia. Em outro experimento conduzido em Vigosa, MG,
a espécie foi cultivada em vasos plasticos com capacidade para 18 L, contendo mistura de solo
e esterco de curral (3:1). A avaliagdo apds 270 dias do plantio mostrou uma produgdo de
matéria seca da raiz entre 58,15g e 326,21 g/planta, sendo a média de 135g (KAMADA,
2006).

A produg¢do de matéria seca de raizes de P. glomerata é uma
caracteristica fundamental na selecdo de individuos ou populagdes de interesse para estudos
agrondmicos visando o cultivo comercial e importante para a conservagdo do germoplasma da
espécie em bancos ou colegdes eX Situ. A caracteristica também ¢ essencial para os agricultores

que comercializam a fafia ja que as raizes sdo vendidas a base de seu peso, fresco ou seco.

6.2.1.9 B-ecdisona (E)

Os acessos analisados mostraram diferengas significativas em relag@o
ao teor (%) e a quantidade (mg) de P-ecdisona. A populagdo oito (P8) apresentou
significativamente o maior teor (0,64%) de B-ecdisona, seguida de P7 que produziu 0,56%
(Figura 20). As demais populagdes produziram significativamente teores menores, sendo que
em P2 foi detectado menor valor 0,35%. A média geral ficou em 0,45%. Os valores maximos
encontrados nas populacdes P7 e P8 estdo proximos a outros descritos em literatura: 0,67% a

0,71% (MAGALHAES, 2000) e de 0,69% e 0,70 % (MONTANARI JUNIOR et al., 1999).



73

o
©
o

Beta-ecdisona (%)
o
S

0 T T T T T T T
PL P2 P3 P4 P5 P6 P7 P8

Populagoes

Figura 20. Teor (%) de B-ecdisona em plantas de oito populagdes de Pfaffia glomerata (P1 a
P8) avaliadas em condi¢des de campo, Ribeirdo Preto, SP, 2006. Médias seguidas pela mesma
letra ndo diferem significativamente, entre si, ao nivel de 5% pelo teste de Scott Knott.

Nao foi observada correlagdo significativa entre o teor de B-ecdisona e
a producdo de matéria seca da raiz. As duas populacdes que produziram os maiores teores de
B-ecdisona (P7 e P8) sdo origindrias da regido de Itatinga, SP, todavia, sdo aquelas que
produziram menos matéria seca da raiz. No acesso P3 verificou-se a maior produgdo de
matéria seca da raiz, contudo, o teor de B-ecdisona foi de 0,42%. Esse resultado esta de acordo
com o que foi verificado para a Pfaffia glomerata Kamada (2006) e Figueiredo (2004).

No estudo da diversidade genética intra e interpopulacional de Pfaffia
glomerata coletada na regido de ocorréncia natural no Parana e cultivada em Vigosa, MG, o
intervalo do teor de 20-hidroxiecdisona (20E) oscilou entre 0,31% ¢ 0,75%, sendo a média
estimada em 0,51%. Os individuos da populacdo Queréncia do Norte, local de intenso
extrativismo apresentaram os maiores valores do composto, entretanto, apresentaram matéria
seca da raiz (MSR) abaixo da média geral (135,1 g/planta). O autor ressalta que a produgao
total do principio ativo foi favorecida nos gendtipos que apresentaram folhas por um periodo
maior durante o florescimento (KAMADA, 2006).

Figueiredo et al. (2004) compararam 23 acessos de P. glomerata nas
condi¢des de Campos de Goitacazes, RJ, e encontraram teor de B-ecdisona variando entre
0,15% e 0,47 %. O acesso GSd1 (Campinas, SP) foi significativamente superior aos demais

em relagdo ao teor do principio ativo, apesar da producdo intermediaria de raizes (151,25g) Por
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outro lado, o acesso NdS (Itabaiana, SE) foi um dos que produziram maior peso da matéria
seca da raiz, apresentando teor intermedidrio de B-ecdisona (0,31%).

No presente estudo, as plantas foram colhidas ao final de 12 meses do
plantio no campo, época em que provavelmente a B-ecdisona tenha sido redirecionada para
outros orgaos que sdo drenos fortes como as flores e sementes. De acordo com Dinan (2001)
as concentragdes dos fitoecdisterdides sdo altas nos tecidos mais importantes para a
sobrevivéncia da planta.

Guerreiro (2006) avaliou Pfaffia glomerata cultivada em diferentes
niveis de adubacdo organica e verificou a diminui¢cdo no teor de B-ecdisona nas raizes, na
época em que foi constatada a maxima produgdo de flores. Em outro estudo, Flores (2006)
analisou a producdo desse metabdlito em plantas de P. glomerata e de P. tuberosa, ap6s dois
anos de plantio no campo, obtendo maior produgdo na parte aérea quando comparado com o
sistema radicular tanto em P. glomerata assim como em P. tuberosa. Ainda, Corréa Junior
(2003), avaliando o teor de B-ecdisona em acessos da espécie durante quatro épocas de
colheita, obteve maior valor da substancia nas plantas colhidas aos 12 meses, e aos 14 meses
(ultima colheita) houve redug¢o no teor da substancia. Essa colheita foi realizada na primavera,
época em que a planta direciona suas reservas para o desenvolvimento. Desta forma, baseando
nos relatos acima descritos, a avaliagdo do acumulo da B-ecdisona nas raizes de P. glomerata
em funcdo dos estadios de desenvolvimento da planta configura-se como investigagdo
importante para ampliar o conhecimento do perfil de distribuicdo desse fitoecdisterdide.

Ao se analisar a quantidade (mg) de B-ecdisona por planta, observou-se
que a maior quantidade da substancia (388mg) foi encontrada na populacao trés (P3), aquela
que também foi a maior produtora de matéria seca da raiz (Figura 19). O acesso P8 que havia
apresentado o maior teor (0,64%) do principio ativo, quando avaliado em relagdo a quantidade
do mesmo produziu 278 mg, este acesso encontra-se no grupo que registrou os menores
indices de matéria seca da raiz. Estes resultados estdo coerentes com a correlagdo significativa
e positiva (0,7929) que houve entre a matéria seca da raiz ¢ a quantidade de B-ecdisona.
Assim, com base nesses dados pode-se inferir que os individuos da populagdo P3 também
possuem potencial para sele¢do de materiais visando a produgdo em escala.

A populagdo P3 foi coletada entre os municipios de Porto Primavera e
Porto Sdo José em ambiente de beira de estrada, provavelmente bastante antropizado. Este fato

pode ter contribuido para a sele¢do de individuos com maior adaptagdo a estresse provocado
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por fatores abioticos. Entretanto, esta ¢ uma questdo complexa e seria necessario realizar um
histérico da area para uma andlise que leve em consideragdo a influéncia que os diversos
fatores exercem sobre os individuos.

Existe ainda, a possibilidade de que a populagdo P3 possa ter
respondido de forma mais eficiente a adubagdo na producdo de matéria seca do que as outras
populagdes. Guerreiro (2006) estudando a influéncia da adubagdo organica no
desenvolvimento de Pfaffia glomerata, verificou que nos tratamentos 30 t/ha e 45 t/ha de
esterco de galinha curtido as plantas produziram os maiores teores do principio ativo, 0,513%
e 0,55%, respectivamente, aos 120 dias do transplantio. Quando se analisou a quantidade de [3-
ecdisona por planta, foi verificada a influéncia da adubacdo e época de colheita, uma vez que a
quantidade total do principio ativo dependeu da fitomassa seca das raizes, a qual respondeu
tanto a adubagdo quanto as épocas de colheita. A adubagao interferiu na quantidade total de -
ecdisona/planta ndo somente pela influéncia que teve na fitomassa seca das raizes, mas na
producdo do principio ativo.

Os individuos do acesso P8 apresentaram diferenga significativa
quanto a producdo de peso seco da raiz e teor de B-ecdisona (Figura 21), destacando-se os
individuos 1 (46,4g de peso seco/planta, 0,84% de B-ecdisona), 2 (61,5 g peso seco/planta e
0,71% de B-ecdisona) e o 10 (46,8 g de peso seco/planta, 0,78% de B-ecdisona). A populagdo
P8 ¢ originaria de ilha, ambiente com grande disponibilidade de dgua. E provavel que os
individuos desta populagdo estejam constantemente sujeitos a pressdes ambientais de seca e
inundagdo, favorecendo a produgdo do principio ativo como uma defesa ao estresse ambiental.
Nas populagdes P7 e P3 ndo houve diferenga significativa entre individuos para os teores de 3-
ecdisona, mas, o peso seco da raiz foi significativamente maior nos individuos 5, 7, 8, 9 ¢ 10
de 7 e nos individuos 3 (150g peso seco/planta, 8 (145, 9 g de peso seco/planta) e 9 (122,8 g
peso seco/planta) pertencentes a P3 do que nos demais. Em P4 n3o houve diferenca

significativa entre os individuos para o teor de B-ecdisona e nem para peso seco da raiz.
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Figura 21. Teor de B-ecdisona (%) nos individuos da populagdo P8 de Pfaffia glomerata
avaliados em condi¢des de campo, Ribeirdo Preto, SP, 2006. Médias seguidas pela mesma
letra ndo diferem significativamente, entre si, ao nivel de 5% pelo teste de Scott Knott.

Guerreiro (2006) estudando a influéncia da adubagdo organica no
desenvolvimento de Pfaffia glomerata, verificou que nos tratamentos 30 t’/ha e 45 t/ha de
esterco de galinha curtido as plantas produziram os maiores teores do principio ativo, 0,513%
e 0,55%, respectivamente, aos 120 dias do transplantio. Diferentemente, quando se analisou a
quantidade de PB-ecdisona por planta, foi verificada a influéncia da adubagdo e época de
colheita, uma vez que a quantidade total do principio ativo dependeu da fitomassa seca das
raizes, a qual respondeu tanto a adubagdo quanto ao periodo em que foram realizadas a
colheita.

Flores (2006) avaliou Pfaffia glomerata e Pfaffia tuberosa quanto a
producdo de B-ecdisona (20-hidroxiecdisona) em plantas micropropagadas, em clones ¢ em
calos in vitro. Foram comparados também quanto ao teor de B-ecdisona dois acessos de P.
glomerata: BRA (originario de Queréncia do Norte, PR) e JB-UFSM (Jardim Botanico da
UFSM, Santa Maria, RS). Apo6s cultivo no solo, o teor de B-ecdisona encontrado nessas plantas
foi similar ao encontrado em plantas nativas. Constatou-se ainda que, em ambas as espécies
estudadas, as partes aéreas das plantas acumularam cerca de duas vezes mais teor de [-
ecdisona quando comparado ao sistema radicular, levando a autora a sugerir a possibilidade de

a parte aérea ser um dos principais locais de biossintese dos ecdisterdides.
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6.2.1.10 Ocorréncia de nematéides (NEM)

O laudo nematoldgico apontou a presenga de Meloidogyne cf.
incognita, Pratylenchus zeae e P. brachyurus, Rotylenchulus reniformis e Criconematidae. Por
isso, seis meses antes da instalacdo do experimento foram plantadas mudas de Tagetes sp.,
espécie utilizada no controle de populagdes de nematdides em cultivos orgénicos.

Mesmo apds esse procedimento foi constatada a presenca de nematdide
de galhas, Meloidogyne sp., em 41,7% dos individuos (Figura 22). As populagdes quatro (P4),
sete (P7) e oito (P8) apresentaram gendtipos com indicativo de resisténcia a nematdides de
galhas, sendo que na P7 91,7% dos individuos ndo tiveram raizes infectadas por nematdides
(Figura 23). Por outro lado, P1, P5, P6 e P2 revelaram uma possivel suscetibilidade, na P1

observou-se em 93,3% dos individuos galhas caracteristicas de infecgdo por Meloidogyne sp.

41,7%
58,3%

O auséncia

Opresenca

Figura 22. Porcentagem total de individuos de Pfaffia glomerata com presenga ou auséncia de
nematoides de galhas nas raizes, avaliadas em condi¢des de campo, Ribeirdo Preto, SP, 2006.
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Figura 23. Porcentagem de individuos de Pfaffia glomerata nio infectados por nematéides de
galhas em cada populacdo (P1 a P8) avaliada em condi¢des de campo, Ribeirdo Preto, SP,
2006. Médias seguidas pela mesma letra,entre si, ndo diferem significativamente, ao nivel de
5% pelo teste de Scott Knott.

Corréa Junior (2003) observou maior incidéncia de nematoides
(Meloidogyne sp.) nas raizes de fafia que cresciam em locais de sequeiro. O solo da area
experimental em Jurucé, SP, tem boa drenagem, entretanto as analises anteriores ao plantio ja
indicavam a presenca de espécies de nematéides. E possivel que o plantio de Tagetes sp.,
espécie ndo hospedeira, antes da implantagdo do cultivo de P. glomerata tenha minimizado o
numero de populagdes de nematdides no solo.

Os acessos P7 e P8 foram os que expressaram os maiores teores de 3-
ecdisona (0,56% e 0,64%, respectivamente) e as menores porcentagens de raizes com
nematoides de galhas, apesar de produzirem menos matéria seca das raizes (33,3 ¢ 39,3g,
respectivamente). Por outro lado, em P3 foi verificado o maior valor para matéria seca das
raizes (101,5g), valores proximos ao da média geral para o teor do principio ativo (0,42%) e
possivel resisténcia a nematdides de galhas. A populacdo P4 também pertence ao grupo que
registrou as menores porcentagens de raizes com Meloidogyne sp., produziu teor do metabolito
secundario de 0,44% e 63,3g de matéria seca de raizes. Assim, com base nessas informagdes ¢
possivel considerar a existéncia de genotipos promissores para a produgdo de matéria seca das
raizes, teor de P-ecdisona e com indicativo para resisténcia a nematoides de galhas nas

populagdes P3, P4, P7 e PS.
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Os resultados observados no presente trabalho em relacdo a presenca
ou auséncia de nematoides formadores de galhas em gendtipos de Pfaffia glomerata justificam
estudos especificos de caracterizagdo nematoldgica nos acessos da colecdo visando a
identificagdo e selecdo de materiais resistentes para a inclusdo na pesquisa agrondmica.

Dentro deste contexto e levando em consideracdo todos os caracteres
avaliados e a capacidade adaptativa da espécie ao local de cultivo, os acessos P3 e P8 podem
ser considerados os mais promissores, portanto, recomendaveis para a selecdo de gendtipos
visando a produgdo agricola de Pfaffia glomerata na regido de Jurucé, SP.

Individuos com baixa porcentagem de raizes infectadas por nematoides
de galhas apresentaram valores significativamente maiores de -ecdisona do que aqueles com
alta porcentagem de infec¢do (Tabela 16). A presenca de outras espécies de nematoides na area
do experimento (Pratylenchus brachyurus, P. zeae e Rotylenchulus reniformis), pode ter
desencadeado a sintese de B-ecdisona como uma estratégia eficiente de defesa. E possivel que
as concentragcdes do metabolito na regido da rizosfera tenham inibido a invasdo de nematdides
de galhas nas raizes de P. glomerata, entretanto, essa questio merece investigagdo mais

aprofundada.

Tabela 16. Teor de B-ecdisona (%) em individuos de Pfaffia glomerata nio infectados e em
individuos infectados por nematdides de galhas. Ribeirdo Preto, SP, 2007.

Tratamento Teor de B-ecdisona (%) Desvio padrio
Individuos ndo infectados 0,47a +0,17
Individuos infectados 0,40b +0,12

*Médias seguidas pela mesma letra nio diferem significativamente, entre si, ao nivel de 5% pelo teste de Scott
Knott

Gomes (2006) caracterizou acessos de P. glomerata quanto a
resisténcia ao nematoide Meloidogyne incognita raca 1, encontrando materiais altamente
resistentes, resistentes, suscetiveis e altamente suscetiveis. A autora descreveu ainda que a
resisténcia de raizes de P. glomerata a nematoides esteve associada primeiramente a um
mecanismo pré-infectivo, ainda ndo identificado, o qual limitou a entrada do parasita nas
raizes. Um segundo mecanismo, pds-infectivo e de natureza bioquimica, revelou uma resposta
de hipersensibilidade relacionada a compostos fenolicos, que aparentemente bloquearam o

desenvolvimento dos estadios juvenis (J2-J3-J4) até a fémea adulta.
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Soriano et al. (2004) verificaram que Pratylenchus neglectus,
Heterodera schachtii e Meloidogyne javanica inoculados em Spinacea oleracea (espinafre)
induziram a biossintese de 20-hidroxiecdisona (20E). P. neglectus e H. schachtii induziram a
sintese de 20E em concentragdes equivalentes aquelas quando se aplicou metil jasmonato
(MJ). Meloidogyne javanica também induziu a producdo de 20E mas em concentra¢des
menores do que a aquela induzida por MJ. Além disso, M. javanica foi mais sensivel a 20E do
que H. schachtii e P. neglectus, pois esses foram afetados somente pos-invasdo. A inibigdo
pré-invasiva de M. javanica nas raizes por 20E sinalizou que o ecdisterdide pode se difundir
para a rizosfera.

Carneiro et al. (2007) identificaram as espécies Meloidogyne javanica,
M. incognita e Meloidogyne sp. que ocorrem em Pfaffia spp no Distrito Federal e constataram
predominancia para M. javanica. Também foi avaliada a patogenicidade de M. javanica sobre
P. glomerata e P. paniculata, apds oito meses de inoculagdo, observando-se alta
suscetibilidade, porém, com respostas diferentes. Nas raizes de P. glomerata foi verificado um
grande numero de galhas enquanto que em P. paniculata as raizes tornaram-se engrossadas e
necrosadas. Em relagdo a massa fresca das raizes P. glomerata infectada produziu menos
massa que a testemunha e, em P. paniculata foi registrado valor maior que na planta sadia. Em
relagdo a concentrag@o de B-ecdisona houve um aumento significativo nas plantas parasitadas
pelo nematdide, principalmente em P. glomerata. Observou-se também que ndo houve
influéncia dos danos causados pelo nematoide na altura das plantas.

As plantas infectadas produziram peso de matéria seca da raiz maior do
que as plantas ndo infectadas (Tabela 17). Abrdo e Mazzafera (2001) relatam maior
crescimento de raiz em plantas de algoddo inoculadas com Meloidogyne incognita,
provavelmente, devido a emissdo de novas raizes secundarias nos pontos de penetracdo do
nematdide. O aumento de massa de raizes infectadas por nematoides tem sido discutido por
alguns autores, sugerindo que isso seria a conseqiiéncia de efeito combinado da emissdo de
novas raizes secundarias, nos locais de infeccdo do nematéide (HUTANGURA et al., 1999) ¢

a formacgao de galhas (CARNEIRO, 2000; CARNEIRO et al., 1999).
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Tabela 17. Peso da matéria seca das raizes (g) em individuos de Pfaffia glomerata nio
infectados e em individuos infectados por nematoides de galhas. Ribeirdo Preto, SP, 2007.

Tratamento MSR (g) Desvio padrao
Individuos néo infectados 62,284b +39,9
Individuos infectados 73,331a +35,8

*M¢édias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente, entre si, ao nivel de 5% pelo teste de Scott
Knott

6.2.1.11 Indice de colheita (IC)

O indice de colheita é determinado pela razdo entre a produgdo
econdmica e a produgdo bioldgica da planta. As popula¢des um, dois e seis (P1, P2 e P6)
apresentaram os maiores valores para o indice de colheita (0,30 +0,05; 0,31 +£0,04 e 0,33 +
0,03, respectivamente) (Figura 24). Os acessos P1 e P2 estdo entre os que produziram os
maiores valores de matéria seca da raiz. Porém, essas populagdes ndo foram as que
apresentaram os maiores teores de B-ecdisona, além disso, foram suscetiveis a nematdides de
galhas. O IC médio foi de 0,27 +0,04 e para P3, P4, P7 e P8 estiveram em 0,25 +0,05; 0,23
+0,04; 0,24 +0,05 e 0,24 0,05 respectivamente. Foi verificado que P3 e P4 tiveram os maiores
crescimentos da parte aérea e provavelmente, devido a este fator o indice de colheita tenha

sido inferior ao de outras populagdes.

0,45 +
0,4
0,35 4
0,3
0,25 4
0,2
0,15 +
0,1+
0,05 +
0 \ \ \ \ \ \ \ 1
PL P2 P3 P4 P5 P6 P7 PS8

Populagdes

o
o
|—|$D

Indice de colheita

Figura 24. Indice de colheita de cada populagdo de Pfaffia glomerata avaliada em condigdes
de campo, Ribeirdo Preto, SP, 2006. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem
significativamente, entre si, ao nivel de 5% pelo teste de Scott Knott.



82

Os indices obtidos sdo considerados razoaveis e podem apresentar
valores superiores se otimizadas as varidveis como homogeneidade dos materiais,
espacamento, profundidade da cova, plantio de acordo com as condi¢des climaticas da regido
produtora, para que essas plantas possam produzir raizes de forma mais eficiente. Os valores
ficaram proximos a média geral de 0,26 para o IC de fafia cultivada em Vigosa, MG, detectado
por Kamada (2006).

Montanari Junior e Perecin (2006) encontraram correlagdo significativa
e negativa para o indice de colheita e a altura das plantas, nimero de caules e massa da parte
aérea em plantas de P. glomerata avaliadas nas condi¢des de Paulinia, SP.

Figueiredo et al. (2004) constataram que os acessos de P. glomerata
com maior indice de colheita predominaram entre aqueles com o menor peso de matéria seca
da raiz, no entanto, os acessos com maior peso de matéria seca da raiz apresentaram indice de
colheita intermediario segundo a classificacdo dos autores (0,30 a 0,34), sendo consideradas

plantas relativamente eficientes na conversdo de fotoassimilados.

6.2.2 Produtividade

A produtividade de raizes secas de P. glomerata aos doze meses foi de
1294,38 kg/ha em espacamento de 1,0m x 0,5m, nesse experimento. Deve-se ressaltar que os
materiais eram heterogéneos e que obviamente a produtividade alcangaria indices maiores se
fossem usados somente os acessos mais produtivos, mesmo assim os resultados foram
promissores comparando-se ao obtido em outros trabalhos com a espécie. A populagdo P3 foi
a que apresentou melhor produtividade contribuindo com 253,69 kg/ha.

Em solos com boa fertilidade a produtividade para raizes secas de P.
glomerata alcangou 1900 kg/ha em Paulinia, SP (MAGALHAES, 2000), 1200 kg/ha na regido
de ocorréncia natural, no Parand (CORREA JUNIOR et al., 2002) ¢ 670 kg/ha em Sao Manuel,
SP (GUERREIRO, 2006). Corréa Junior et al. (2006) ainda constatou produtividade da parte
subterranea moida e seca de 1.620 kg/ha, para lavouras onde as mudas foram produzidas por
sementes, e 2.700 kg/ha naquelas formadas por plantas originadas de estaca do colo.

Figueiredo et al. (2004) apos avaliarem a produtividade de 23 acessos

de P. glomerata em Campos de Goitacazes, RJ, observaram a formacdo de trés grupos, o
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primeiro, com os menores valores (89 a 455 kg/ha), o segundo, com acessos de producdo
intermediaria (594 a 817 kg/ha) e o terceiro com produtividade superior (1150 a 1322kg/ha).

A capacidade produtiva de P. glomerata também foi avaliada em
cultivo solteiro e consorciado com Plantago major L. (tanchagem), os resultados mostraram
que o consércio com quatro fileiras de tanchagem alternadas com duas fileiras de P.
glomerata, com espagamento de 54 cm produziram 2348,8 kg.ha™' e foi o recomendavel para a
producdo agronémica (NASCIMENTO et al., 2007).

Guerreiro (2006) baseado nos dados de produtividade e no custo total
para a producdo de fafia estimou que nas condi¢des de Sdo Manuel, SP, com adubagio de 30
t/ha de esterco de galinha curtido seria possivel um lucro de R$ 1617,00 por hectare (ndo
incluso o frete do transporte) para um produtor de Pfaffia glomerata. Corréa Junior e Ming
(2004) consideram que de acordo com o custo de produgdo e os rendimentos por area, o
cultivo de fafia pode constituir-se numa alternativa de renda para os agricultores da regido
noroeste do Parand, PR, em especial nas unidades de agricultura familiar por ser uma atividade
pouco mecanizada. Além disso, o cultivo de fafia gera oportunidades de trabalho numa época
de menor concentracdo de demanda (inverno).

Os dados sobre produtividade apresentados em todos os estudos acima
mencionados evidenciam que a origem dos materiais, as diferencas nas condi¢des edafo-
climaticas e de plantio contribuem para ressaltar as variagdes nos resultados de cada pesquisa.
As informagdes também apontam a necessidade de se obter materiais selecionados buscando
uniformidade e maior produtividade, assim como a otimizagdo das condigdes de cultivo para
cada regido, ou ainda, a sistematizagdo do conjunto de conhecimentos gerados em literatura

para recomendacg@o a todos os agricultores interessados no plantio de P. glomerata.

6.2.3 Analise de componentes principais

A Tabela 18 contém os autovetores e as porcentagens da variancia
acumulada para os dois primeiros componentes principais, obtidos para dez descritores
morfologicos e um quimico. Os dois primeiros componentes encerram 99,58 % da variagdo
total. As maiores cargas foram detectadas para o descritor matéria fresca da parte aérea (mfpa)

no primeiro componente ¢ matéria fresca da raiz (mfr), portanto, sdo os descritores de maior
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contribuicdo para a variabilidade observada. A B-ecdisona ndo se apresentou como um
descritor util na separagdo de acessos, mas, ¢ um critério fundamental na sele¢do de genotipos
da espécie.

Na Figura 25 ¢ apresentada a dispersdo grafica das oito populagdes
Pfaffia glomerata em relagdo aos dois primeiros componentes principais. Verifica-se a
composi¢cdo de quatro grupos. As populagdes de Itatinga, SP (P6, P7 e P8) formaram um
agrupamento e trés populagdes de Ilha Grande, PR (P2, P4 e P5) mantiveram um unico
conjunto. A populacdo P1 ¢ origindria de 4rea cultivada e provavelmente esteja sob pressoes
ambientais mais fortes que as outras, o pode justificar a separagdo no grafico. A populagdo P3
¢ proveniente de Bataipord, MS, regido geograficamente mais afastada das demais da area do

PN de Ilha Grande, PR, em localidade sob pressdo antrdpica.

Tabela 18. Variancia acumulada (%) e autovetores para o primeiro (CP1) e segundo (CP2)
componente principal para um descritor quimico e dez descritores morfologicos de acessos de
Pfaffia glomerata (Spreng.) Pedersen. Ribeirdo Preto, SP, 2008.

Descritores Componente principal
CP1 CP2
Altura da planta 0,0007 -0,0011
Diametro do caule 0,0035 0,0046
Diametro da raiz principal 0,0030 0,0077
Numero de caules 0,0018 0,0022
Comprimento do entreno -0,0004 0,0078
Matéria fresca parte acrea 0,9260 -0,2340
Matéria seca parte aérea 0,2733 -0,1242
Matéria fresca raiz 0,2487 0,9360
Matéria seca raiz 0,0771 0,2314
Teor de 3-ecdisona -0,0001 -0,0002
Indice de colheita -0,0001 0,0007

Variancia acumulada (%) 93,34 99,58
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Figura 25. Analise de componentes principais (ACP) de oito populagdes (P1 a P8) de Pfaffia
glomerata com base em onze descritores. Ribeirdo Preto, SP, 2008.

6.2.4 Variabilidade intrapopulacional

A populagdo quatro (P4) foi a que apresentou maior homogeneidade
entre os seus individuos, somente para a caracteristica comprimento do entrené houve
diferenca significativa intrapopulacional. Por outro lado, na populagdo seis (P6) verificou-se
diferencga significativa entre os individuos para as caracteristicas: altura da planta, didmetro da
raiz principal, nimero de raizes secundarias, matéria fresca do caule, matéria seca da parte
adrea e matéria seca da raiz. O cardter matéria seca da raiz foi o atributo que apresentou

diferenca significativa entre os individuos de todas as populagdes.

6.2.5 Caracteres fenotipicos das variaveis qualitativas

As populagdes um, trés, cinco, seis, sete e oito (P1, P3, P5, P6, P7 e

P8) apresentaram tons de amarelo para a cor da raiz (Figura 26). Apenas os acessos P2 e P4

tiveram raizes de cor creme. No presente estudo ndo foi verificada coloragdo branca como foi
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descrito para P. glomerata por Kamada (2006). Para a P. iresinoides Shiobara et al. (1992)
isolaram das raizes um pigmento amarelo denominado de iresinosideo. Apesar de ndo existir
um estudo indicando a presenga do mesmo composto para a P. glomerata, ¢ provavel que se

trate do mesmo pigmento ja que as duas espécies pertencem a mesma se¢do € sd3o muito

proximas.

5v8/10 OP15Y8/12
P8 5Y8/12 OoP2 2,5Y8/4
5YB/12 £ OP3 5Y8/12
P7 ' P2 P4 2,5Y8/4
5v8/8 CIP5 5Y8/10
P6 25yg/a  0v8/12 OP6 5v8/8
P4 P3
5YB/10 OP7 5Y8/12
P5 P8 5Y8/10

Figura 26. Cor das raizes de cada populagdo de Pfaffia glomerata (P1 a P8) avaliadas em
condi¢des de campo, Ribeirdo Preto, SP, 2006. (Fonte dos cddigos das cores: Carta de
Munsell®)

Segundo Corréa Junior (2003) a coleta das raizes de fafia na regido
noroeste do Parana concentra-se nos meses de maio e julho (outono-inverno). Os coletores
consideram que nessa época as raizes estdo “maduras”. Segundo o conceito desses
trabalhadores isto significa que a cor da rama e das raizes torna-se mais amarela e com maior
peso. Os coletores preferem retirar as plantas nas ilhas do rio, pois observam que as raizes sio
de melhor “qualidade” e tem maior peso. O autor relacionou o fato a umidade do solo e ao teor
de matéria organica elevado nesse tipo de solo.

Tomando como ponto de partida os critérios utilizados pelos coletores
de fafia do Parand, foram analisados os dados obtidos no presente trabalho para verificar uma
possivel relagdo entre eles. Verificou-se que a coloragdo amarela realmente esteve associada a
trés populagdes (P3, P7 e P8) com teores expressivos de B-ecdisona, entretanto, apenas a P3,
produziu os maiores valores de matéria seca das raizes e de produtividade. Somente a P8 ¢
proveniente de ilha de rio. Uma vantagem adicional dos trés acessos foi a resisténcia a

nematoides de galhas.
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Analisando-se a distribui¢@o dos trés tipos de formato do limbo foliar
nas plantas de P. glomerata verificou-se que foi praticamente eqiiitativa (Figura 27a). Foi
constatado que nas populacdes do Parand e Mato Grosso do Sul (P1, P2, P3, P4, P5) ndo
ocorreu o formato do tipo lanceolado, por outro lado, nas populagdes da regido de Itatinga, SP

ndo foi registrado o tipo oval para o limbo foliar (Figura 27b).
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26,25% 38.750¢ Oeliptico
y (1]

Olanceolado
35% Ooval

P5-3 P4-3 ape-2
mP7-1

opPs-2

Figura 27a e 27b. Porcentagem do formato do limbo (a) e formato predominante em cada
populacdo (b) de P. glomerata, (P1 a P8)cultivadas nas condigdes de Ribeirdo Preto, SP, 2006.

Mussury e Scalon (2004) verificaram metafilos de P. glomerata de
forma ovada com subtipo lanceolado, de apice agudo e base obtusa em estudo sobre a morfo-
anatomia dos tricomas em exemplares coletados em Mato Grosso do Sul. No presente
experimento em todas as populagdes predominou a forma aguda e acuminada para o apice do
limbo foliar e obliqua e acunheada para a base do limbo, sendo que 72,5% dos individuos

apresentaram este padrdo (Figura 28).
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Figura 28. Forma do apice ¢ da base do limbo foliar de plantas de Pfaffia glomerata
cultivadas nas condic¢des de Ribeirdo Preto, SP, 2006.
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A caracteristica pilosidade esteve presente em 57,5% das plantas e de
forma abundante, as plantas glabras expressaram-se em somente 10% dos individuos avaliados
(Figura. 29a). Em todas as populagdes da regido de Itatinga, SP predominou plantas com
pilosidade abundante, isto €, presente nas partes jovens ¢ maduras da planta (Figura 29b). Os
metafilos de Pfaffia glomerata caracterizados por Mussury e Scalon (2004) indicaram a face
ventral dotada de tricomas esparsos e a face dorsal densamente pilosa. Em secc¢do transversal
do caule observaram que os tricomas tectores pluricelulares e unisseriados ocorrem em toda a
sua circunferéncia. Nos metafilos em sec¢do transversal mediana, as autoras visualizaram em
ambas as epidermes tricomas tectores longos e glandulares, os menos abundantes. Os tricomas
tectores longos com célula apical pontiaguda mostraram uma célula basal elevada de conteudo
denso.

Em outro estudo também sobre tricomas em folhas de Pfaffia
glomerata Vigo et al. (2004) caracterizaram cortes transversais ¢ descreveram dois tipos de
tricomas unisseriados, um deles sendo tector composto por quatro a seis células, tendo seu
tamanho total muito varidvel e parede espessada. O outro tipo possuia de cinco a seis células

de parede fina, sendo a apical glandular.
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Figura 29a e 29b. Porcentagem de plantas quanto a pilosidade (a) e distribui¢do da pilosidade
em cada populacdo (b) de Pfaffia glomerata, (P1 a P8) cultivadas nas condi¢des de Ribeirdo
Preto, SP, 2006.

Para a caracteristica cor do caule foi observado que 43,75% dos
genodtipos possuiam 25% ou menos do caule com pigmentacdo avermelhada (Figura 30a). Em
todas as populacdes da regido de Itatinga,SP, o caule apresentou 50% de sua extensdo com a

coloragdo avermelhada (Figura 30b).
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Figura 30a e 30b. Porcentagem da cor do caule nas plantas (a) e cor predominante em cada
populacdo de Pfaffia glomerata (b) cultivada nas condigdes de Ribeirdo Preto, SP, 2006.

Em relagdo a cor do peciolo foi detectado que 52,5% dos individuos
mostraram mesofilo e peciolo de cor verde (Figura 31a). A caracteristica discriminou a
populagdo dois (P2), a tinica em que ocorreram peciolos ¢ mesofilos de cor vermelha (Figura

31b).
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Figura 31a e 31b. Porcentagem da cor do peciolo e mesofilo (a) e cor predominante em cada
populacdo de Pfaffia glomerata (b), (P1 a P8) cultivadas nas condi¢des de Ribeirdo Preto, SP,
2006.

6.3 Ocorréncia de insetos

O inicio da antese aconteceu por volta dos 85 dias do plantio, em
marg¢o de 2006, e transcorreu até aproximadamente os 240 dias. Apds a poda, a antese ocorreu
dos 300 dias do plantio at¢é o momento da colheita. No presente estudo foi verificada a
presenca de cinco ordens de insetos visitando as inflorescéncias de P. glomerata: Lepidoptera;

Diptera: familia Tabanidae; Hemiptera: familia Reduviidae; Coledptera: familias
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Curculionidae e Chrysomelidae ¢ Hymenoptera: familias Sphecidae, Vespidae e Apidae
(inclusive Euglossini). Essa informagao pode ser considerada util uma vez que existem poucos
relatos sobre artropodes associados as flores de Pfaffia glomerata e sua contribui¢do para o
conhecimento da espécie.

Pfaffia glomerata possui como uma de suas caracteristicas florescer em
praticamente todos os meses do ano, esta particularidade pode conferir uma nova e importante
fungdo ecologica para a espécie, como bordadura de outras plantas para atragdo de fitéfagos ou
inimigos naturais. Leite et al. (2005) avaliaram os artropodes associados as flores de Pfaffia
glomerata ¢ o estudo possibilitou a indicagdo da espécie como bordadura em culturas, por
servir de planta-isca bem como manter parasitéides e predadores que controlam as populagdes
de pulgdo. A espécie também foi considerada adequada para atrair os inimigos naturais que
tém uma fonte alternativa de néctar e polen. Portanto, a propriedade de florescer por quase
todo o ano, atraindo insetos polinizadores e os inimigos naturais de pragas, pode imprimir a
espécie uma fung¢do ambiental ainda incomum, mas, de consideravel utilidade para as praticas

agricolas pautadas pelo principio agroecoldgico.

Figura 32. Hemiptera visitando inflorescéncia de Pfaffia glomerata. Ribeirdo Preto, SP, 2008
(Foto: Simone Zampollo Torres).
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6.4 Estabelecimento do banco de germoplasma in vitro

A Tabela 19 apresenta os resultados de seis tratamentos utilizados para
o estabelecimento do banco de germoplasma in vitro de Pfaffia glomerata. Os explantes
submetidos ao tratamento dois (T2) contendo meio MS/2 suplementado com 2% de sacarose +
4% de sorbitol registraram 100% de sobrevivéncia com a altura média das brotagdes de 3,1cm
(£ 1,9). Todos os explantes desse tratamento produziram brota¢des e com o maior indice de
brotos (1,9 £ 0,5). Os segmentos nodais do T1 desenvolveram-se significativamente mais
quando comparados com os segmentos do T2, provavelmente, pela maior disponibilidade de
nutrientes. A unica diferengca na composi¢cdo do meio entre os tratamentos T1 e T2 foi em

relagdo a concentracdo dos mesmos (MS e M/2, respectivamente).

Tabela 19. Plantulas vivas (%), explantes com brotagdo (%), altura da plantula (cm), nimero
de brotos por explante, nimero de segmentos por haste em seis tratamentos para defini¢do do
meio de cultura no estabelecimento do banco de germoplasma de Pfaffia glomerata. Ribeirdo
Preto, SP, 2007.

Tratamentos Plantulas Explantes ¢/ Altura da N° de brotos por N°de
vivas (%) brotacdo (%) plantula (cm)  explante. segmentos/haste
1 96,6 £1,82)a 96 (x1,82)a 4,6(x2,7)a 1,8 (0,7) a 5,4 (£2,6) a
2 100(=0)a 100 (0)a 3,1 (£1,9) b 1,9 (£0,5) a 43 (£1,6) b
3 100 (£ 0) a 100 (£ 0) a 45 (£3,1)a 1,7 (£0,5) a 5,6 (£2,4)a
4 100 (:0) a 100 (+0) a 53(+24)a 1,8 (£0,7) a 59 (x1,8)a
5 83,3 (x4,00b 83,3(+4,00b 0,2 (£0,1) ¢ 1,7(20,9) a 1,4 (£0,9) ¢
6 56,6 (£5,0) ¢ 56,6(£5,0)c 0,1 (x0,1)¢ 12x1)b 0,9 (£0,8) ¢
CV (%) 31,2 32,5 60,6 243 244

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente, entre si, ao nivel de 1% pelo teste de Scott
Knott.

Os tratamentos trés (T3) e quatro (T4), com sorbitol 4% suplementado
com pantotenato de calcio, possibilitaram indice de sobrevivéncia de 100%, altura de brotagao
maior em relagdo aos outros tratamentos (4,5 = 3,1cm e 5,3 + 2,4cm, respectivamente) e o
nimero de segmentos nodais por haste foi significativamente maior que o tratamento cinco e

seis (Figura 33).
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Os propagulos dos tratamentos cinco (T5) e seis (T6) mostraram os
menores indices de sobrevivéncia, 83,3 £ 4 % e 56,6 £ 5 %, respectivamente (Tabela 19). Os
explantes do tratamento seis também foram os que produziram os menores numeros de
segmentos nodais por haste e brotagdes. Os meios de cultura para esses tratamentos continham
manitol a 3% acrescido de pantotenato de célcio 2mg/L. O manitol parece ter exercido um
efeito prejudicial a manuten¢do das plantulas de P. glomerata, ou a combinagdo desse
composto com pantotenato de calcio. Lemos e Baker (1998) relataram efeitos nocivos do
manitol em internds de Annona muricata cultivados in vitro. Bertoni et al. (2007) relataram
que o manitol promoveu menor indice de sobrevivéncia das plantulas de Zeyheria montana
quando comparado ao meio de cultura contendo sorbitol e que a adi¢do de pantotenato de
calcio teve efeito negativo quando associado com manitol e sorbitol.

Fortes e Pereira (2001) avaliaram o efeito da sacarose ¢ do manitol
(87,6 mM), e cinco concentragdes de acido acetilsalicilico (AAS): 0, 30, 60, 90 ¢ 120 mg L™
na preservagdo in vitro de batata (Solanum tuberosum L.), cultivar Macaca. O uso de manitol
causou a formag¢do de um numero significativamente inferior de gemas nas brotagdes de
batata, em comparag@o a sacarose. Os tratamentos com manitol reduziram o crescimento das
hastes, entretanto, somente cerca de 37% dos explantes provenientes destes meios
sobreviveram no periodo avaliado. Os autores inferiram que as hastes de batata em presenca de
manitol sofrem maior estresse fisioldgico que as crescidas em meio com sacarose, devido,
principalmente, ao estresse osmodtico provocado por esse carboidrato, que reduz a absorcdo de
agua e nutrientes.

Nao foi verificada a produg¢do de calos, ¢ ndo ocorreu sinal de
vitrificagdo, indicando que as concentragdes dos componentes dos meios ¢ do gelificante estdo
adequadas para a cultura da espécie. Outro fator que pode ter contribuido para a auséncia de
vitrificagdo foi a umidade relativa do ar (UR) da sala de crescimento em torno de 60%, alguns
trabalhos tém demonstrado que ambientes com elevado indice de umidade favorecem a
vitrificagdo (MORAES et al., 2007). Todos os explantes de P. glomerata produziram raizes
ndo tuberizadas.

Foi observado também que cada explante deu origem, em geral, a duas
brotagdes sendo uma bem mais desenvolvida do que a outra. Este padrao de desenvolvimento
também foi constatado em trabalhos realizados com segmentos nodais de Pfaffia tuberosa

(MARTINS e NICOLOSO, 2004) e Pfaffia glomerata (NICOLOSO et al., 2001) avaliados em
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meio de cultivo MS. Os autores verificaram também que cultivos subseqiientes por mais de
dois anos, nas mesmas condi¢des, mantiveram o padrio.

O meio de cultivo mais indicado para os propositos da conservagdo in
Vitro é o que proporciona a redugdo ou paralisagdo do crescimento das plantas, o que aumenta
o intervalo entre os subcultivos e, a0 mesmo tempo promover maior sobrevivéncia,
possibilitando a regeneracdo e multiplicagdo posterior por via sexual. Desta forma, o
tratamentos dois foi o que proporcionou redu¢do do crescimento das plantas e ao mesmo
tempo maior sobrevivéncia, mostrando-se o mais adequado ao estabelecimento de um banco
de germoplasma in vitro para a P. glomerata.

Assim, foram introduzidas no Banco de germoplasma in Vvitro oito
populacdes de P. glomerata com dez individuos (Apéndice 2). Deste modo, espera-se que a
variabilidade genética da espécie conservada em banco de germoplasma possa contribuir para
os estudos sobre varios aspectos da biossintese de metabolitos secundarios, particularmente,
dos fitoecdisteroides.

O Banco de germoplasma uma vez estruturado pode ser o ponto de
partida para pesquisas nas areas de recursos genéticos, farmacologia, biologia reprodutiva e
genética de populagdes, bem como ampliar os estudos sobre ao padrio de distribuigdo
geografico da espécie. Essas pesquisas poderdo contribuir para o entendimento sobre a
estrutura genética, atividade terapéutica de P. glomerata assim como compreender o processo
evolutivo da fafia e seu papel ecologico. Além disso, a avaliagdo dos gendtipos com objetivo

de encontrar fontes de resisténcia as doengas poderd viabilizar o plantio comercial.
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Figura 33. Plantulas de Pfaffia glomerata submetidas a seis tratamentos para definicdo do meio de
cultura no estabelecimento de banco de germoplasma in vitro, apds seis meses de cultivo, Ribeirdo Preto,
SP, 2006 (Foto: Paulo Vinicius A de Oliveira).

T1 = MS + 2% sacarose + 4 % de sorbitol; T2 = MS/2 + 2% sacarose + 4 % de sorbitol; T3 = MS + 2% sacarose + 4 % de
sorbitol + 2mg/L pantotenato de célcio; T4 = MS/2 + 2% sacarose + 4 % de sorbitol + 2mg/L pantotenato de calcio; T5 = MS
+ 2% sacarose + 3 % de manitol + 2mg/L pantotenato de calcio; T6 = MS/2 + 2% sacarose + 3 % de manitol + 2mg/L
pantotenato de céalcio.
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6.5 Consideracdes finais

A Tabela 20 apresenta as médias gerais dos caracteres quantitativos
analisados nas oito populagdes de Pfaffia glomerata. Os resultados indicam que houve
variabilidade entre as populagdes justificando a conservagdo em banco de germoplasma ¢ a sua
utilizacdo em futuras pesquisas. A duplicagdo destes materiais visando a conservagdo a campo
¢ uma estratégia fundamental para permitir o0 manejo em condigdes locais, possibilitando a
expressdo de novas combinagdes de alelos em materiais sob pressdo de fatores bidticos e
abidticos.

Os acessos conservados também poderdo ser utilizados para outras
caracterizagdes sejam elas fitoquimicas, fisiologicas e farmacoldgicas, agregando
conhecimento e valorizando o acervo. Além disso, avaliagcdes agrondmicas sdo importantes
para a selegdo de gendtipos promissores na viabilizagdo do cultivo comercial da espécie. E
fundamental também para o prosseguimento dos estudos com a Pfaffia glomerata a priorizagio

dos temas como biologia reprodutiva e genética de populagdes.
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Tabela 20. Médias de descritores morfologicos em oito populacdes de Pfaffia glomerata.
Ribeirdo Preto, SP, 2007.

Populagio  P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7 P8  Média
‘Descritores

AP(m) 2,03c 224b 247a  242a 231b 19¢c 193¢ 197c 2,16
DC(cm)  10,11a 9,70a 1038a 937a 9.49a 7.95b 7.54b 7.54b 9,01

CE(cm)  17,27a 12,85b 14,75b 14,06b 1507b 14,71b 15,11b 1420b 14,75
NC 45b  45b  58a  48b 3,8  35c  40c  40c 43

DRP(cm) 9,80a 9,27a 9,55a 839b 845b 7.64c 748 6,99d 845
MFPA(g) 622,0c 7193c 1071,2a 842,1b 712,2c 363,8d 354,94 389,9d 6344
MFR(g)  3203a 258,5b 348,5a 239,5b 214,5c 184,1c 12794 140,4d 2292
MSPA(g) 183,5c 2153b 324,1a 268,5b 2292b 114,8d 1159d 132,2d 197.9
MSR(g)  812b 77.2b 101,58 72,3b  63,3c 49,7d 333e 393e 64,7

E(%) 040c 035c 042c 044c 0,39c 040c 0,56b 064a 0,45
NEM(%) 6,7d 383c 692b 850a 47,5c 52,5¢ 91,7a 833a 59,3
IC 033a 030a 025b 023b 022b 032a 024b 024b 027

* Médias seguidas pela mesma letra, na linha, ndo diferem significativamente, ao nivel de 5% pelo teste de Scott
Knott.
Altura da planta (AP), didmetro do caule (DC), comprimento entre o quarto € o quinto
entren6 (CE), numero de caules (NC), diametro da raiz principal (DRP), matéria fresca da
parte aérea (MSPA), matéria fresca da raiz (MFR), matéria seca da parte aérea (MSPA),
matéria seca da raiz (MSR), teor de B-ecdisona (E), auséncia de nematoéides (NEM), indice de
colheita (IC)
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7 CONCLUSOES

A coleta de germoplasma de Pfaffia glomerata amostrou variabilidade
suficiente para compor um banco de germoplasma in vitro;

As populagdes trés e oito foram as mais produtivas em relacdo a
matéria seca de raizes e teor de P-ecdisona, assim, sdo recomendadas para o sistema de
producdo agricola na regido de Jurucé, SP;

A partir da caracterizagdo morfolégica e da avaliacdio do teor do
principio ativo pode-se concluir que a Pfaffia glomerata apresenta adaptabilidade a diversas
condigdes ambientais, com estabilidade na produgdo de [-ecdisona, sendo portanto,

recomendada para compor programas nacionais de fitoterapia.
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Apéndice 1

Tabela 21. Quadrados médios dos pardmetros AP (altura da planta), DC (didmetro do caule),
CE (comprimento do entrend), NC (nimero de caules) e IC (indice de colheita) de plantas de
Pfaffia glomerata (Spreng.) Pedersen de oito populagdes diferentes. Ribeirdo Preto, SP, 2007.

Fontes de G.L. AP DC CE NC 1C
varia¢ao

Populacdes 7 0,190223° 5,348124°  6,270062°  1,995536°  0,0077
Blocos 3 0,029925™ 4,436072™  55,562899™  1,781250™  0,0110%
Residuo 21 0,013995  0,440716  1,613462 0,281250  0,0007
C.V. (%) 5,46 7,37 8,61 12,21 9,77

*

' Significativo ao nivel de 1% de probabilidade pelo teste F
Significativo ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste F
" Nio significativo

Tabela 22. Quadrados médios dos pardmetros DRP (diametro da raiz principal), MFPA
(matéria fresca da parte aérea), MFR(matéria fresca da raiz), MSPA (matéria seca da parte
adrea) e MSR (matéria seca da raiz) de plantas de Pfaffia glomerata (Spreng.) Pedersen de oito
populagdes diferentes. Ribeirdo Preto, SP, 2007.

Fontes de G.L. DRP MFPA MFR MSPA MSR
varia¢ao

Populagdes 7 4,254948" 261988,84" 25088,970" 23054,0619° 2114,1027°
Blocos 3 0,540493™ 28928,76™ 14509,129" 2086,3215™ 1157,5420"
Residuo 21 0,134764 9213,4052 756,562 1082,8239  52,198115
C.V. (%) 4,35 15,13 12,00 16,62 11,16

* Significativo ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste F.
**Significativo ao nivel de 1% de probabilidade pelo teste F.
"Ndo significativo

Tabela 23. Quadrados médios dos parametros explantes com brotacdes (EB), altura da
plantula (AP), numero de brotos por explante (NBE), numero de segmentos nodais por
explante (NSNE) de plantas de Pfaffia glomerata (Spreng.) Pedersen cultivadas em meio MS
em seis tratamentos para estabelecimento de banco de germoplasma in vitro. Ribeirdo Preto,
SP, 2007.

Fontes de variagdo  G.L. EB AP NBE NSNE
Tratamento 5 0,928889* 167,155556*  2,462222*  159,112222%*
Repeticdes 5 0,022222ns 1,075556ns  0,488889%** 0,978889ns
Residuo 148 0,077055 4,142832 0,213746 1,266002
C.V. (%) 32,5 60,6 243 24,4

* significativo ao nivel de 1% de probabilidade pelo teste F.
**significativo ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste F.
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Apéndice 2

Tabela 24. Identificagdo dos individuos e das populagdes de Pfaffia glomerata introduzidas no
Banco de germoplasma in vitro da Universidade de Ribeirdo Preto, Unaerp, 2007.
N°do individuo  N°de coleta  Populacdo  N°doindividuo N°de coleta  Populagéo

1 2202-1 1 41 2211-20

2 2202-2 1 42 2207-1

3 2202-4 1 43 2207-2

4 2202-5 1 44 2207-4

5 2202-7 1 45 2207-5

6 2202-8 1 46 2207-6

7 2202-11 1 47 2207-7

8 2202-16 1 48 2207-14

9 2202-18 1 49 2207-19

10 2202-22 1 50 2217-13

11 2205-6 2 51 LRC -3 6
12 2205-7 2 52 LRC 4 6
13 2205-8 2 53 LRC -7 6
14 2205-10 2 54 LRC-17 6
15 2205-12 2 55 LRC-18 6
16 2205-18 2 56 LRC-21 6
17 2205-20 2 57 LRC-26 6
18 2205-23 2 58 LRC-29 6
19 2205-24 2 59 LRC-33 6
20 2205-25 2 60 LRC-35 6
21 2209-2 3 61 LRC-43 7
22 2209-5 3 62 LRC-46 7
23 2209-8 3 63 LRCH48 7
24 2209-10 3 64 LRC-56 7
25 2209-11 3 65 LRC-50 7
26 2209-12 3 66 LRC-52 7
27 2209-13 3 67 LRC-53 7
28 2209-15 3 68 LRC-60 7
29 2209-16 3 69 LRC-61 7
30 2209-23 3 70 LRC-63 7
31 2216-6 4 71 LRC-70 8
32 2216-7 4 72 LRC-73 8
33 2216-10 4 73 LRC-74 8
34 2216-13 4 74 LRC-76 8
35 2216-14 4 75 LRC-77 8
36 2216-15 4 76 LRC-79 8
37 2216-17 4 77 LRC-80 8
38 2216-18 4 78 LRC-90 8
39 2216-19 4 79 LRC-95 8
40 2216-20 4 80 LRC-98 8
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