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Indugao de calos e producéo de saponinas totais em Pfaffia glomerata (Spreng.)
Pedersen in vitro

Kagiki, F.O."; Goncgalves, G.C.?; Oliveira, E.T.*; Crocomo, 0.J.% Gallo,L.A®
23 Alunos do curso de PG em Fisiologia e Bioguimica de Plantas, 5 Laboratério de Biotecnologia Agricola/Depto.

de Ciéncias Biol6gicas, ESALQ/USP

RESUMO: Foi estudada a influéncia de varias combinagdes de 2 4 diclorofenoxiacético (2,4-D) x
cinetina (CIN) e explantes de diferentes origens no crescimento e produgao de saponinas em
calos de Praffia glomerata. O contetdo de saponinas foi determinade em cultura de calos obtidos
a partir de explantes caulinares e radiciais, com a finalidade de verificar a produgao de compostos
secundarios in vitro. Para avaliar o efeito de auxinas e citocininas no crescimento de calos e
producgéao de saponinas, foram analisadas varias combinagées de 2,4-D x CIN, sendo que 1,0
mg.L" 2,4-D x 0,5 mg.L" CIN apresentou o melhor resultado (explante caulinar: 4,09% e explante
radicial: 3,81% de saponina total). O conteldo de saponinas totais em raiz e caule de P. glomerata
in vivo foi 3,74% e 2,69%, respectivamente. Concentragoes altas de sacarose (60 g.L7)
aumentaram o conteddo de saponinas (5,92%).

Palavras-Chave: Pfaffia glomerata, indugdo de calos, saponinas, produtos secundarios de
plantas.

ABSTRACT: Callus induction and production of total saponins in Pfaffia glomerata (Spreng.)
Pedersen in vitro. There was the influence of various media constituents on the growth and
saponin production in Pfaffia glomerata callus. Chemical analysis of the saponin content in callus
culture from shoot and root explants of P. glomerata, were carried out in order to determine
whether it was possible to obtain secondary metabolites in vitro. The effects of auxin (2,4 D) and
cytokinins (KIN) on saponin content and callus growth were examined; a betterincreased amounts
of saponins was observed when combining 1,0 mg.L" 2,4-D and 0,5 mg.L' KIN (shoot explant:
4,09% and root explant: 3,81%) .The total saponins content of P. glomerata roots and shoots in
vivowas 3,74% and 2,69% respectively. High sucrose concentrations (60 g.L™') increased the

content of total saponins (5,92%).

Key words: Pfaffia glomerata, callus induction, saponins , plant secondary products.

INTRODUCAOQ

Muitas plantas superiores produzem
compostos organicos economicamente imporntantes,
utilizaveis na industria de alimentos, cosméticos,
farmacéutica, pesticidas e outros. Sao compostos
secundarios do metabolismo das plantas,
aparentemente sem fungdo no metabolismo primario,
mas desempenhando importante papel ecolégico nas
relagbes da planta com o ambiente em que vivem.
Estes compostos séo geralmente acumulados em
peguenas guantidades, em celulas especializadas,
durante certo estagio de desenvolvimento da planta
(Balandrin et al., 1985)

O reino vegetal tem sido fonte de
medicamentos valiosos, como morfina, digoxina,
ergotamina, leurocristina e outros. Estas substancias
naturais também tém servido de modelo quimico para
sintese de novos medicamentos. Entretanto, o alto
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custo da sintese quimica; a impossibilidade de
sintese, em alguns casos, devido & complexidade
guimica da molécula (Balandrin et al., 1985), aliada
ao largo espectro dos efeitos colaterais téxicos dos
sintéticos (Mors, 1982) e a resisténcia de algumas
doengas ao tratamento com sintéticos (Klayman,
1985), tem contribuido para uma valorizagao dos
produtos naturais de plantas. O aumento da demanda
por estes produtos, resultante desta tendéncia
mundial de valorizagao, vem entretanto acompanhada
por dificuldades em assegurar um bom suprimento
de muitas plantas medicinais, devido ao decréscimo
drastico nas reservas naturais resultante da
exploracao irracional a que algumas especies vém
sendo submetidas, além de dificuldades técnicas em
cultivar plantas selvagens e o encarecimento da mao
de obra (Whitaker & Hashimoto, 1986).

MNeste contexto, o cultivo in vitro de tecidos
e células vegetais constitui uma alternativa promissora
para suprimento constante e homogéneo de material
vegetal. Além disso, a cultura de células e tecidos
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vegetais constitui um sistema adequado para o estudo
das vias biossintéticas, permitindo a otimizagao da
produgao in vitro de metabdlitos secundarios
(Crocomo & Melo, 1991). A tecnologia do cultivo in
vitro pode ser aplicada em plantas medicinais através
da micropropagacao, cultura de calos e de células
em suspensao, visando a produgao de compostos
secundarnios de interesse farmacéutico, cosmético e
alimentar. A exploragao da capacidade biossintética
de varias culturas celulares tem ocorrido em varios
paises nas ultimas decadas, com resultados nem
sempre satisfatdrios; entretanto conhecimentos novos
tém sido relatados para uma grande variedade de
produtos naturais (Alfermann & Petersen, 1995).

Foi observado que apesar do meio
Murashige-Skoog (MS) ser o mais utilizado no cultivo
in vifro, os meios variavam de espécie para espécie
atendendo a especificidade de cada cultura bem como
o estagio de micropropagacéao desejado, sendo
necessario um ajuste/adaptacao na composicao dos
meios, principalmente na concentragao dos
macronutrientes, no sentido de proporcionar melhor
suprimento nutricional aos explantes, viabilizando
desta forma seu desenvolvimento (Morard &
Henry,1998; Marard et al, 1999; Nicoloso et al.,
2003).

Pfaffia glomerata Spreng (Pedersen)
Amaranthaceae, conhecida como ginseng brasileiro,
tem sido objeto de estudos agronémicos, quimicos e
farmacologicos. Espécies de Pfaffia sao usadas
como remedio para diabetes, colesterol alto, como
ténico e afrodisiaco na medicina popular (Oliveira,
1986).

Saponinas e sapogeninas, como o acido
fafico, e outras substancias como estigmasterol,
sitosterol, alantoina e ecdisterona, tem sido
identificadas em muitas espécies de Pfaffia
(Nishimoto et al.,1988; Qliveira et al., 1980; Lee et
al., 1994). As saponinas apresentam propriedades
expectorantes e anti-inflamatorias, mas o seu efeito
na concentragdo dos lipideos no plasma & mais
significativo, podendo reduzir o colesterol plasmatico
em animais (Mahato et al., 1988),

Zhong (1998) observou diferengas na
produgac de saponinas e polissacarideos em culturas
de células de Panax notoginseng e Panax ginseng,
quando se utilizavam diferentes reguladores de
crescimento,sendo que o acido naftaleno acético
(NAA) e o acido indol acético (IAA) foram os que
demonstraram melhor resultado e altas
concentragbes de cinetina inibiram seriamente o
crescimento das células. El Tigani et al. (2001); Ferita
et al. (2000) e Srivastava et al. (2001) também
empregaram cinetina na produgédo de calo de
especies medicinais.

A obtengao de saponina atraves da cultura
de tecidos tambem tem sido observada em outras

espécies, tais como Saponaria officinalis L. e
Gypsophila paniculata L. sendo que a concentragao
de macronutrientes e especialmente de
micronutrientes dos meios MS foi alterada, o que
resultou no crescimento da cultura e estimulo da
produgdc de saponina triterpendide (Fulcheri et al.,
1998). Trabalhos recentes com Panax ginsengtem
demonstrado gue o usc de alguns elicitores, extratos
de leveduras e metil jasmonato guando inseridos no
meio de cultura propiciam um aumento significativo
na producéo de saponina, sendo necessario que o
acido 2,4-D diclorofenoxiacético (2,4-D) seja retirado
da composigao do meioc uma vez que o metil
jasmonato, interage antagonicamente com o 2,4-D
(Lu et al., 2001).

Neste trabalho, a utilizagao de diferentes
fontes de carbono, teve por finalidade verificar o efeito
da substituigao da sacarose por glicose no meio para
formagao de calos e na produgéo de saponinas. Gallo
(1994) obteve crescimento diferencial de embrides de
feijao com o uso de fontes alternativas de carbono
como glicose, frutose e maltose, mas um baixo
crescimento com galactose. Teng ef al. (1992);
Ladyman & Girard (1992); Gunter & Ovodov (2003) e
Irving et al. (2001) também empregaram diferentes
fontes de carboidratos no meio de cultura, sendo que
maltose inibiu a multiplicagao em pepino. Em Silene
vulgaris, Gunter & Ovodov (2003}, encontrou que
glicose, frutose e galactose deram crescimento
positivo de calos. A adigdo de maltose ao meio de
cultivo, produziu mais embrides somaticos em Hevea
brasiliensis (Blanc et al., 1999) e mais calos em
Lifiurn cultivado com diferentes fontes de carboidrato
(Han et al., 2000).

Assim, o objetivo deste trabalho foi estudar
as condigdes para indugdo de calos de Pfaffia
glomerata e a produg@o saponinas, comparando-a
com a biossintese que ocorre na planta in vivo.

MATERIAL E METODO

Micropropagacao — Plantas de Pfaffia
glomeratatoram propagadas através de estacas na
casa de vegetacao do Laboratério de Biotecnologia
Agricola, Departamento de Ciéncias Biolégicas, USP/
ESALQ, em Piracicaba/SP. Apices caulinares de
brotos das plantas propagadas, com cerca de 3 cm
de altura, foram desprovidos das folhas mais externas
e colocados em solugdo de hipoclorito de sodio
(0,4%) a 20% (v/v), contendo 2 gotas de Tween 20,
durante 15 minutos, sob agitagao freqlente. Apos a
desinfecgao, foram lavados 3 vezes com agua
destilada esterilizada, retirando-se em seguida o
restante das folhas. Apices de 1,0 cm foram
imediatamente inoculados em meio M3 (Murashige
& Skoog, 1962) modificado, sem regulador de
crescimento e em presenca de 30 g.L' de sacarose
e 7.5 g.L'de agar, sendo o pH ajustado para 5,8. A
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FIGURA 1 - Incremento de massa de matéria fresca de calos derivados de segmentos radiciais, cultivados em
meio MS modificado, suplementado com 2,4-D x CIN (mg.L ). Tratamentos O: 1,0x2,5; S:2,5x 1,0, M: 1,0x0,5;
N:1,0x1,0; T: 2,5 x 2,5; Q: 2,5 x 0,1. Letras distintas indicam diferengas significativas ao nivel de 5% (Teste de

Tukey).
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Letras distintas indicam diferengas significativas ao nivel de 5% (Teste de Tukey).

desinfecgdo e a inoculagdo dos explantes foram
conduzidas em camara de fluxo laminar, em condigoes
assepticas. As culturas foram mantidas em cadmaras
de crescimento sob temperatura de 25°C + 2°C; sob
irradiancia total de 10 W/m? e fotoperiodo de 16/8
horas.

Indugdo de calos — Apds 40 dias em
cultura, explantes medindo cerca de 1,0 cm, foram
excisados dos entre-nés da regido mediana de caules
e raizes de mesmo didmetro, e inoculados
separadamente em meio MS modificado,
suplementado com &acido 2,4-diclorofenoxiaceético
(2,4-D) e cinetina (CIN). As concentragoes de 2,4-D
utilizadas foram 0,0; 0,1; 1,0; 2,56 mg.L'' e as de
cinetina foram: 0,0; 0,1; 0,5; 1,0; 2,5 mg.L". As
combinagdes entre os dois reguladores resultaram
em 20 tratamentos, conduzidos no escuro a 25°C +
2°C, com 10 repeticdes. Os tratamentos foram
identificados com letrasde AaT.

Apds 50 dias, os calos foram avaliados
através da frequéncia da indugao de calos (%) e
didmetro dos mesmos. Os calos foram classificados
atribuinde-lhes uma nota segundo o seu diametro:
nota 1: até 0,2 cm; nota 2: até 0,5 cm; nota 3: até 1,0
cm; nota 4: até 1,5 cm e nota 5: mais de 1,5 cm.

Foram selecionados 6 tratamentos (M, N,
0O, Q, S, T) que apresentaram alta freqiiéncia de

indugéo e os maiores calos, os quais foram utilizados
para os ensaios de incremento de massa de matéria
fresca. Em condigdes assepticas, foram pesados
(massa 0,10g = 0,02) e imediatamente inoculados
em meios de composigao correspondente, mantidos
no escuro, a 25°C = 2°C, com 10 repetigdes para
cada tratamento. Nos 22°, 37°, 52°e 67" dias foram
retiradas amostras dos calos para a determinagéao
da massa de matéria fresca, seguindo-se a secagem
em estufa a 60°C ate peso constante, obtendo-se 0
valor do residuo seco. Apds a medida do 37 dia, os
calos foram imediatamente transferidos para meios
recém preparados, de mesma composigao.

Apds a andlise de incremento de massa de
matéria fresca e determinagao do residuo seco, foram
selecionados os calos dos dois melhores tratamentos
(M eT), para os ensaios de células em suspensao.

Suspensao celular — Calos provenientes
dos tratamentos M e T foram transferidos para meios
liguidos com os mesmos teores de cinetina e 2,4-D
em presenca das seguintes doses de sacarose ou
glicose, em gL": sacarose 40 (S 1); sacarose 60 (S
2): glicose 40 (G 1). Os frascos contendo as
suspensdes celulares foram mantidos em camaras
de crescimento em auséncia de luz e temperatura
de 25° + 2°C.

As transferéncias para meios de mesma
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TABELA 1 - Porcentagem de residuo seco de calos cultivados em meio MS modificado, suplementado com 2,4-D

xCIN

Tratamento 2,4-D x CIN (mg.L ")

Residuo seco (%)

raiz* caule*
M:1,.0x0,5 3.18 3,87
N:1.0x1,0 347 3,88
0:10x25 4,46 4,40
Q:25%0,1 2,64 3,57
§:25x%x1,0 362 3,52
T-25x25 3,43 3,52

* cales derivados de explantes radiciais e caulinares
Os resultados constituem a média de 4 determinacoes

composicédo foram realizadas em intervalos de 30
dias, por um periodo de 3 meses. As suspensdes
celulares foram filtradas a vacuo, sendo o residuo
celular pesado, liofilizado e armazenado em
dissecador sob vacuo, para analises quimicas.

Analise gravimétrica de saponinas totais
- Foram analisadas amaostras de calos e de caules e
raizes de plantas de P. glomerata mantidas em casa
de vegetacao. A determinagao de saponina bruta foi
realizada utilizando-se o método gravimétrico de
Namba et al. (1974). A amostra pulverizada (8g) foi
submetida & extragado com metanol em aparelho de
Soxhlet, durante 8 horas, o extrato sendo evaporado
até secura. Q residuo foi dissolvido em agua destilada,
lavado 3 vezes com éter etilico, sendo que, apds cada
lavagem, a mistura resultante foi aguecida em banho
maria até eliminagao total do éter etilico e em seguida
submetida a extragao com varias porgdes de butanol
saturado com agua. A camada butandlica, apds
lavagem com agua, foi evaporada até secura, obtendo-
se assim, o residuo de saponinas totais bruta.

RESULTADO E DISCUSSAO
Incremento de massa de matéria fresca

Foram selecionadas as seis combinacgoes
de 2,4-D x CIN gue apresentaram os melhores
resultados (% de inducéo e tamanho dos calos): M:
1.0mg.L'2,4-Dx0,5mg.L' CIN; N: 1,0 mg.L" 2,4-
Dx1,0mg.L'CIN; O:1,0mg.L" 2,4-D x 2,5 mg.L"
CIN; @: 25 mg.L' 24-D x 0,1 mg.L' CIN; 8: 2,5
mg.L'2,4-Dx1,0mg.L" CIN; T: 25 mg.L" 2,4-D x
2,5mg.L" CIN.

As Figuras 1 e 2 mostram os resultados dos
incrementos de massa de matéria fresca dos calos
oriundos de explantes radiciais e dos calos formados
a partir dos explantes caulinares, respectivamente.
Nos 37 primeiros dias nao houve diferenca significativa
de crescimento dos calos nos diferenles tratamentos
(Figura 1). Aos 52 dias, os tratamentos M e Q
determinaram melhor crescimento dos calos, tendo
0 maior crescimento (tratamento Q) ocorrido nos

ultimos 15 dias do experimento. Nesses tratamentos,
os explantes radiciais ficaram expostos a uma razao
auxina/citocinina elevada. Quanto aos calos
originados a partir de explantes caulinares, o melhor
crescimento dos mesmaos ocorreu nos tratamentos
S e T (Figura 2), nos quais a alta concentragao de
citocinina (tratamento T) nao impediu o crescimento
dos calos.

A relacao auxina/citocinina € critica para o
controle do crescimento e morfogénese (Skoog &
Miller, 1957). Geralmente alta concentracéo de auxina
e baixa concentragéo de citocinina presentes no meio
de cultura promovem abundante proliferagac de
células com a formacao de calos (Flick ef al,, 1986).
Entretanto, ndo é apenas a relagdo entre reguladores
de crescimento supridos exogenamente que afeta a
organogénese, pois muitos tecidos cultivados in vitro
sdo capazes de sintetizar citocininas e auxinas
(Kerbauy et al., 1988). Outros fatores exdgenos, como
niveis e fontes de nitrogénio, de agucares e vitaminas
sao de importancia para a promogao da organogénese
de muitas espécies vegetais (Handro & Floh, 1980).
Além disso, a instabilidade genetica que ocorre em
tecidos mantidos em cultura de tecidos pode afetar o
crescimento e o padrao morfogenético das culturas.

Residuo seco

A Tabela 1 mostra os resultados da
porcentagem de residuo seco nos calos originados
de explantes radiciais e caulinares cultivados no
escuro. Pode-se observar que o tratamento Q (2,5
mg.L" 2,4-D x 0,1 mg.L-' CIN) determinou a menor
porcentagem de residuc seco dos calos oriundos de
explante radicial, embora tenha apresentado o maior
incremento de massa de matéria seca. O contrario
ocorreu com o tratamento O (2,5 mg.L" 2,4-Dx25
mg.L* CIN) no qual foi observada a maior porcentagem
de residuo seco, tanto nos calos provindos de
segmentos radiclals, quanio nos de segmentos
caulinares, embora tenha apresentado o menor
incremento de massa de materia fresca.
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FIGURA 2 - Incremento de massa de matéria fresca de calos derivados de segmentos caulinares, cultivados em
meio MS modificado, suplementado com 2,4-D x CIN (mg.L"}, Tratamentos - 0: 1,0x2,5;8:2,5x 1,0; M: 1,0 x
0,5:N:1,0x1,0; T: 2,5x2,5; Q: 2,5 x 0,1. Letras distintas indicam diferengas significativas ao nivel de 5% (Teste
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MNas raizes de plantas intactas de Praffia
glomerata foi detectado 3,74% de saponinas,
semelhante ao observado por Oliveiraet al. (1980) em
Pfaffia paniculata, enquanto que nos caules, o teor
do esterdide foi de 2,69% (Figura 3). Esses dados
corroboram a utilizagao preferencial de raizes de
ginseng brasileiro, por produzirem mais saponinas
do que o caule, na pratica da medicina popular.

Entretanto, nas condigoes do presente
trabalho observou-se que nas células em suspensao
provenientes de calos de explantes radiciais e de
calos de explantes caulinares, os teores de saponinas
totais nao apresentaram diferengas estatisticas
significativas (P>0.05). Tabata & Hiracka (1976)
analisando a produgao de alcaldides em calos
oriundos de folhas, raizes e sementes de Nicotiana
rustica, também néao observaram diferengas
gualitativas ou quantitativas entre os mesmos,
resultado este dentro do esperado, pois, segundo
agueles autores, é pouco provavel que diferentes
orgaos de uma planta possam originar cultura de calos
com diferentes capacidades biossintéticas.

Apesar de pouco desenvolvidas, as
suspensoes celulares advindas de calos caulinares
mantidas no escuro e em meio de cultura contendo
1,0 mg.L" 2,4-D e 0,5 mg.L" de CIN (meio CM/E)
(Figura 2), apresentaram nivel berm maior de saponinas
totais (4,09%) do que aquelas crescendo tambéem
em auséncia de luz e em meio contendo 2,5 mg.L™
de 2,4-D e 2,5 mg.L"" de CIN (meio RT/E) (2,50%)

(Figura 3), com diferenga estatistica significativa
(P>0.05). Por outro lado, o desenvolvimento das
suspensdes celulares de calos radiciais em meio M
e no escuro (RM/E) foi elevada com teor de saponinas
totais maior (3,81%) do que em meic T e no escuro
(RT/E) (3,18%), com diferenca estatistica significativa
(P>0.05) (Figura'3): O desenvolvimento de culturas
de células in vitro e a produgéo e armazenamento de
compostos secundarios pelas mesmas, seriam
processos antagonicos, como relatam Lindsey &
Yeomam (1983), os quais detectaram baixos niveis
de alcaléides em células de diversas espécies de
solanaceas gue apresentavam crescimento muito
rapido e desorganizado.

O efeito inibitério do 2,4-D na produgéo de
metabdlitos secundarios em sistemas celulares in
vitro & fato conhecido (Berlin, 1988; Ganapathi &
Kargi, 1990). Tabata & Hiraoka (1976) verificaram que
o crescimento de calos de Nicotiana rustica aumentou
com o aumento da concentragao de 2,4-D, o qual,
em concentragdes mais elevadas, inibiu a produgao
do alcaléide. Por outro lado, ndo foi observado
aumento na produgao de nicotina na auséncia de 2,4-
D, sendo, ao que parece, improvavel que 2,4-D seja o
Unico responsavel pela redugao da nicotina no meio
de cultura. Entretanto, em culturas in vitro de Panax
quinquefolium, Zhong et al. (1996) detectaram alta
produgao de saponinas utilizando combinagao de
acido indolbutirico e cinetina sem adi¢ao de 2,4-D.

Alguns autores (Profumo et al, 1991)
afirmam que ha antagonismo entre crescimento e
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FIGURA 3 - Saponinas totais em células em suspenséo de P. glomerata (m/m massa de matéria seca) em
porcemagem Raiz e Caule: determmagées in wvo R: explante radicial; C: explante caulinar; T: 2,5mg.L" 2,4-D
x2,5mg. L CIN; M: 1,0 mg. 1" o4 -Dx 0,5 mg. L CIN; E: escuro; S1: 40 g. L" sacarose; S2: 60 g.L sacarose;
G1:404. 1 glicose. Os resultados sao médias de 3 determinagdes. Letras distintas indicam diferengas significativas

em nivel de 5% (Teste de Tukey).
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armazenamento de metabolitos, enguanto que outros
encontram paralelismo entre crescimento e
concentracao de principio ativo. O antagonismo seria
devido ao fato de que nao ocorreria diferenciagdo
morfolégica em culturas de rdpido crescimento
(Whitaker & Hashimoto, 1986) e que haveria
necessidade da diferenciagao das células em tecidos
especializados para a produgdo de compostos
secundarios (Yasaki & Okuda, 1990). Contudo, tem
sido relatada a producao de compostos secundarios
em culiura de células desdiferenciadas (Tabata &
Hiracka, 1976; Pauthe-Dayde et al.,1990; Yazaki &
Okuda, 1990; Profumo ef al., 1994). Provavelmente,
a necessidade de tecidos especializados para sintese
nao e valida para todos os compostos.

Em relagéo a influéncia da concentragéac e
natureza do agucar na producéo de saponinas totais,
pode-se observar na Figura 3 que calos de Pfaffia
glomerata crescendo no escuro em presenca de
sacarose 40 g.L" (RM/E/S1) ou 60 g.L.' (RM/E/S2),
produziram respectivamente 4,19% e 5,92% do
esterdide, com diferenca estatisticamente significativa
(P=0.05) entre si. Na presenca de glicose 40g.L", 0
teor de saponinas (4,47%) foi menor do que em
presenca do nivel mais elevado de sacarose, com
diterenca estatisticamente significativa (P>0.05) entre
ambas, entretanto nao diferiu significativamente do

nivel mais baixoc do dissacarideo. Sacarose & uma
das principais fontes de carbono mais efetiva na
produgao de produtos secundarios. Ganapathi & Kargi
(1990) observaram que a presenca de concentragoes
crescentes de sacarose no meio de cultura de
Catharanthus roseus aumentou a sintese de
alcaldides. Anteriormente, Mizukami et al. (1977)
tinham observado aumento significativo de shikonina
em cultura de calos de Lithospermum mantidos em
presenca de sacarose.

CONCLUSAO

O contelido de saponinas totais em raiz e
caule de P. glomerata in vivo foi 3,74% e 2,69%,
respectivamente. Concentragdes altas de sacarose
(60 g.L-1) aumentaram o conteudo de saponinas
(5,92%).Entretanto, nas condigdes do presente
trabalho observou-se que nas células em suspensao
provenientes de calos de explantes radiciais e de
calos de explantes caulinares, os teores de saponinas
totais ndo apresentaram diferengas estatisticas
significativas. Sacarose 40 g.L' (RM/E/S1)ou60g.L
' (RMVE/S2), produziram respectivamente 4,19% e
5,92% do esteroide. Na presenga de glicose (40 g.L-
1), o teor de saponinas foi menor (4,47%) do que em
presenca do nivel mais elevado de sacarose

Apesar de pouco desenvolvidas, as
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suspensoes celulares advindas de calos caulinares
mantidas nc escuro e em meio de cultura contendo
1,0 mg.L" 2,4-D e 0,5 mg.L"' de CIN (meio CM/E)
(Figura 2), apresentaram nivel bem maior de saponinas
totais (4,09%) do que aquelas crescendo também
em auséncia de luz e em meio contendo 2,5 mg.L"
de 2,4-D e 2,5mg.L"' de CIN (meio RT/E) (2,50%)
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