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RESUMO

Passiflora setacea e P. tenuifila sdo espécies silvestres de
maracujas endémicas do Brasil, com importantes propriedades
medicinais. A P. setacea apresenta também potencial para o
mercado consumidor devido a qualidade de seus frutos e a P.
tenuifila tem sido indicada para o melhoramento genético. A
produgcdo de metabdlitos secundarios via cultura de tecidos in
vitro tem sido investigada como uma alternativa a utilizacao de
plantas produzidas no campo, pois oferece ferramentas para
promover a otimizacdo da producdo. Assim, 0s objetivos deste
estudo foram: analisar a histologia de calos de P. setacea
induzidos em 2,4-D; determinar efeitos de diferentes
concentragcdes de ANA e fontes de Carbono, quanto a morfo-
histologia, ultraestrutura e teores de metabdlitos de calos de
P.tenuifila e; caracterizar, com base na ultraestrutura, como a
Matriz Extracelular (ME) determina a desintegracdo das células
dos calos friaveis de espécies de Passilfora. Para o estudo sobre
inducdo e histologia, amostras de calos de P. setacea e P.
tenuifila, obtidos a partir de diferentes tipos de explantes e meios
de cultivo in vitro, foram fixadas em glutaraldeido 2,5% com
tampao fosfato de sddio 0,1M, pH 7,2 e desidratadas. Para MO,
amostras foram infiltradas em hidroxietilmetacrilato, seccionadas
em micrétomo, coradas com azul de toluidina ou submetidas a
reagdo com vermelho de ruténio, para identificar substancias
pécticas. Para analise em MEV, amostras foram secas em ponto
critico de CO, e, para andlise em MET, amostras de calos de
P.tenuifila foram pés-fixadas em tetréxido de ésmio, infiltradas em
resina Spurr, seccionadas em ultramicrétomo, contrastadas com
Acetato de Uranila e Citrato de Chumbo. Calos de P. tenuifila
com 45 dias foram coletados para determinar: percentagem de
explantes que induziram calos, teor de agua, acumulo de
biomassa, andlise de metabdlitos, atividade antioxidante por
DPPH e a dosagem de clorofila. A percentagem mais elevada de
explantes que formaram calos de P. setacea foi observada em
2,5 e 5,0 uM de 2,4-D. Calos obtidos a partir de segmentos de
hipocétilo em 5,0 uM de 2,4-D e de segmento nodal foliar em 2,5
uM de 2,4-D mostraram caracteristicas histolégicas indicando
grande potencial para morfogénese e producdo de metabolitos
secundarios. Em estudo com calos de P. tenufila, todas as fontes
de carbono e concentragbes de ANA permitiram altas



percentagens de producdo de calos, sem diferencas entre os
tratamentos. Todos o0s calos apresentaram textura friavel e
caracteristicas histolégicas similares. Compostos fendlicos,
flavonoides e carotendides (luteina, zeaxantina e a-caroteno)
foram detectados em calos de P. tenuifila. Atividade antioxidante
ndo foi registrada. As caracteristicas histologicas observadas
sugerem que os calos de P.tenuifila, com 45 dias de cultivo,
estavam em estédio inicial. No estudo sobre a ME verificamos
sua constituicdo péctica. A superficie dos calos estava revestida
com ME membranosa, com aspecto liso externamente e granular
ou fibrilar internamente. O aspecto granular ou fibrilar decorre da
desconexdo entre células. A presenca de golgi, vesiculas na
periferia da célula e evidéncias da liberagdo de substancias e
dissociacéo intercelular foram registradas ultraestruturalmente e
sugerem que a consisténcia friavel dos calos de Passiflora é
resultante da desconexao das células periféricas.

Palavras-chave: inducdo de calos, 2,4-D, ANA, ultraestrutura,
Passifloraceae, cultura in vitro, metabdlitos secundarios, morfo-
histologia, Matriz extracelular



ABSTRACT

Passiflora setacea and P. tenuifila are wild species of endemic
passion fruit in Brazil, with important medicinal properties. P.
setacea has also potential for the consumer market due to the
quality of its fruit and P. tenuifila has been used for the genetic
improvement. The production of secondary metabolites through in
vitro tissue culture has been investigated as an alternative to the
use of plants produced in the field, it provides tools for promoting
the production optimization. The objectives of this study were to
analyze the histology of P. setacea callus induced in 2,4-D;
examine the effects of different concentrations of NAA and carbon
sources in the morphological- histology, ultrastructure and level of
metabolites in P.tenuifila callus and; to characterize, based on
ultrastructure, how the Extracelular Matrix (EM) determines the
disintegration of cells in friable callus of Passilfora species. For
the study of induction and histology, samples of P. tenuifila and P.
setacea callus, obtained from differents types of explants and in
vitro culture media were fixed in 2.5% glutaraldehyde in sodium
phosphate buffer 0, 1M, pH 7.2 and dried. For OM, the samples
were infiltrated in methacrylate, sectioned with a microtome,
stained with toluidine blue or subjected to reaction with ruthenium
red to identify pectic substances. For SEM analysis, samples
were dried in a critical point of CO2, and for TEM analysis,
samples P.tenuifila callus were post-fixed in osmium tetroxide,
infiltrated in Spurr resin, sectioned with ultramicrotome,
contrasted with uranyl acetate and lead citrate. P.tenuifila calllus
were collected with 45 days to determine: percentage of explants
that to induced callus, water content, biomass accumulation,
analysis of metabolites, antioxidant activity and measurement of
chlorophyll. The highest percentage of explants that to induced P.
setacea callus was observed at 2.5 and 5.0 uM of 2,4-D. Callus
from hypocotyl segment in 5.0 uM 2,4-D and from leaf nodal
segment in 2.5 uM 2,4-D showed histological characteristics
indicate great potential for morphogenesis and secondary
metabolite production. In the study with P. tenufila callus, all
sources of carbon and NAA concentrations allowed high induction
percentages, without differences between treatments. All callus
showed friable texture and similar histological characteristics.
Phenolic compounds, flavonoids and carotenoids (lutein,
zeaxanthin and a-carotene) were detected in P. tenuifila callus.



Antioxidant  activity wasn't recorded. The histological
characteristics suggest that P.tenuifila callus with 45 days were in
inicial stage. In the study about the EM we found your pectic
constitution. The surface of the callus was coated with EM
membranous, with smooth appearance externally and granular or
fibrillar internally. The granular or fibrillar aspect stems from the
disconnect between cells. The presence of Golgi, vesicles at the
periphery of the cell and evidence of release of substances and
intercellular dissociation were recorded by ultrastructure study
and suggest that the Passiflora friable callus is the result of
disconnection of peripheral cells.

Keywords: callus induction, 2,4-D, ANA, ultrastructure,
Passifloraceae, in vitro culture, secondary metabolites, morpho-
histology, Extracellular matrix
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INTRODUGCAO GERAL

O género Passifora L. pertence a familia
Passifloracea e compreende quatro subgéneros e 520
espécies distribuidas nas regifes tropical e subtropical
(Ulmer & MacDougal, 2004). No Brasil, ocorrem 142
espécies, das quais 83 sdo endémicas (Bernacci et al.,
2015). Devido a continua expanséo técnica, a cultura do
maracujazeiro estd difundida em quase todo o territério
nacional (Ruggiero et al., 1996; Souza & Meletti, 1997). O
Brasil € 0 maior produtor e consumidor mundial,
compreendendo 97% das é&reas de plantio (Ferraz & Lot,
2006) e produzindo anualmente cerca de 920 toneladas de
maracuja-amarelo (Embrapa, 2010). Esta atividade vem
sendo considerada uma excelente alternativa de renda
para a agricultura familiar, empregando aproximadamente
250.000 pessoas (Lima, 2001).

Muitas espécies de maracujazeiros sao utilizadas
popularmente por suas propriedades sedativas, diuréticas,
analgésicas, vermifugas e antitumorais, além de serem
recomendadas no tratamento de dependéncia quimica,
obesidade, para controlar tremores e distirbios nervosos
diversos (Dhawan et al., 2004; Costa & Tupinamb4, 2005;
Zerailk et al., 2010). As propriedades medicinais sao
conferidas pela riqueza de substancias bioativas,
presentes em espécies de Passiflora, as quais séo
exploradas e utilizadas para a producdo de medicamentos
fitoterapicos consumidos em varios paises (Drawan et al.,
2004; Fiebich et al., 2011; Ozarowski & Thiem, 2013),
principalmente no Brasil (Ribeiro et al., 2005; Marliére et
al., 2008). Por isso, muitas passifloras tém importancia
econdmica mundial (Rocha et al., 2012).

Os principais fito-constituintes encontrados em
Passiflora s8o os alcaldides, os flavondides e os
carotendides entre outros (Zeraik et al., 2010; Patel et al.,
2011). Muitos dos alcaloides tém valor medicinal, como
tranquilizantes e no tratamento da hipertensdo (Harborne &
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Baxter, 1995). Os flavondides apresentam efeitos
biolégicos e farmacoldgicos, incluindo atividade
antibacteriana, antiviral, anti-inflamatéria, antialérgica e
vasodilatadora. Além disso, reduzem o risco de doencas
cardiovasculares, efeito este relacionado a sua atividade
antioxidante, caracterizada pela capacidade de sequestrar
radicais livres em organismos vivos (Hollman et al., 1996;
Cook & Samman, 1996; Hollman & Katan, 1997). A maioria
dos trabalhos sobre os flavondides do maracuja foi
realizada em folhas e partes aéreas (Zeraik et al., 2010). A
atividade antioxidante também tém efeitos protetores
contra doencgas relacionadas ao transtorno de estresse
oxidativo, como o envelhecimento, doencas degenerativas
e o0 cancer (Cozzi et al.,1997). Outros constituintes dos
maracujazeiros, 0s carotendides, possuem importante
papel na dieta humana por serem precursores de vitamina
A. Esta atividade vitaminica é atribuida & estrutura
retindide (com anel B-ionona). O B-caroteno é o que possui
maior atividade como precursor da vitamina A. Os
carotenoides, assim como os flavondides, também atuam
como antioxidantes na prevencao do cancer, catarata,
arteriosclerose e processos de envelhecimento em geral
(Von Elbe & Schwartz, 1996; Barbosa-Filho et al., 2008).
Apesar da grande importancia das substancias
bioativas encontradas em Passiflora, os principais estudos
disponiveis se referem aos fito-constituintes de P. edulis e
P. incarnata, sendo raras as informacgdes para as demais
espécies do género (Patel et al., 2011). Geralmente, os
compostos bioativos s@o obtidos da coleta predatéria e
indiscriminada (Villareal et al., 1997), a qual, associada a
degradacdo do ambiente para a expansdo agricola ou
industrial (Ferreira, 2005), pode causar a eliminacdo de
espécies selvagens e de gendtipos que poderiam ser
utilizados no melhoramento genético (Faleiro et al., 2011).
Outra forma de obtencdo de substéncias de interesse
farmacolégico € a producdo via cultivo de plantas. No
entanto, Murthy et al. (2014) apontaram varias
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desvantagens deste método, como o baixo rendimento e
flutuacbes na concentragdo devido a variagOes
geogréficas, ambientais e sazonais.

Por isso, a cultura de tecidos in vitro tem sido
sugerida como uma boa alternativa para a producédo de
metabdlitos secundérios, tanto do ponto de vista ecoldgico,
quanto do ponto de vista econdmico (Ramachandra Rao &
Ravishankar, 2002; Fumagali et al., 2008). Esta técnica
vem sendo utilizada e melhorada por muitos pesquisadores
possuindo potencial para a producdo em larga escala sob
condi¢cbes rigorosamente controladas (Antognoni et al.,
2007), o que tem atraido a atencdo de cientistas. Contudo,
para o estabelecimento do cultivo in vitro de determinada
espécie informagbes como o tipo ideal de explante, a
composi¢cdo do meio de cultura, as condicdes ambientais e
o0 equilibrio hormonal adequado s&o preliminarmente
requeridos (Peres 2002; Alves et al 2004; Ge et al 2006;
Santos 2010).

Murphy et al.(2014) consideraram dois estagios na
producdo de metabdlitos secundarios a partir do cultivo in
vitro: o primeiro consiste no cultivo de células e 6rgéos
para o crescimento, multiplicacdo e acumulo de biomassa
(calos) e o segundo, se refere a sintese de metabdlitos a
partir dos calos. Murphy et al.(2014) salientam que no
primeiro estdgio para a producdo de metabdlitos
secundarios in vitro € possivel selecionar células ou 6rgéos
de alta producao e otimizar parametros para o acimulo de
biomassa. Calos sdo massas celulares em grande parte
ndo-organizadas e indiferenciadas, que surgem a partir do
crescimento descoordenado e desorganizado de pequenos
O0rgdos vegetais, pedacos de tecido vegetal, ou células
previamente cultivadas, em condicdes estéreis (George,
2008). O calo formado sobre um explante original é
chamado de calo primario. Calos secundarios séo iniciados
a partir de pedacos de tecido destacados do calo primario.
A subcultura pode ser continuada ao longo de muitos anos
(George, 2008).
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A divisdo ativa de células ndo especializadas que
compdem o calo é estimulada por reguladores de
crescimento endogenos ou por substancias quimicas
adicionadas ao meio de cultura (George, 2008). Entre os
hormdnios vegetais mais importantes para a regulagéo do
crescimento e desenvolvimento na cultura de tecidos e
orgaos in vitro encontramos as auxinas (Vasil & Thorpe,
1994). As auxinas tém importante papel nos processos de
alongamento celular, inicio da divisdo celular, definicdo de
orgaos e promocao da diferenciacdo do sistema vascular
(Gaspar et al., 1996). Comumente, na area de cultivo in
vitro, pesquisadores utilizam auxinas sintéticas, sendo as
mais conhecidas o acido 2,4- diclorofenoxiacético (2,4-D),
utilizado para a inducdo de calos e culturas em suspensao,
e 0 &cido 1-naftalenoacético (ANA), geralmente utilizado
para a organogénese (Gaspar et al., 1996).

No segundo estagio para a producdo de metabdlitos
secundarios in vitro, podem ser utilizadas técnicas
complementares para aumentar as taxas de producao
(Palacio et al., 2012). O estabelecimento de culturas in
vitro, além de ser o primeiro passo para estes estudos, é
importante para aumentar o0 nimero de espécies e acessos
conservados e caracterizados, visando um melhor
aproveitamento da variabilidade genética do género
(Faleiro et al., 2011).

Muitos estudos tém sido realizados em cultura de
tecidos de espécies de Passiflora, entre eles, podem ser
citados: Isutsa (2004), Busilacchi et al. (2008), Silva et al.
(2009), Pipino et al. (2010), Silva et al. (2011), Pinto et al.
(2011) e Pacheco et al. (2012). No entanto, poucos dados
sobre a producdo de compostos bioativos através da
cultura de tecidos in vitro estdo disponiveis para este
género (Lugato et al., 2014), principalmente para espécies
silvestres endémicas do Brasil, como a P. setacea D.C e a
P. tenuifila Killip. Até o momento n&o foram encontradas
pesquisas sobre o estabelecimento de calos in vitro destes
dois maracujazeiros, tdo pouco sobre as caracteristicas
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histologicas e conteldos de metabdlitos secundarios de
culturas primarias. Por terem grande potencial no uso
como plantas medicinais, para o0 mercado consumidor e no
melhoramento  genético, torna-se essencial obter
informacgdes sobre o cultivo de calos in vitro destas
espécies.

Assim, este estudo teve por finalidade determinar
efeitos de diferentes tipos de explantes na indugdo de
calos de duas espécies de passifloras silvestres, P.
setacea e P. tenuifila, submetidos a distintas condi¢cdes de
meios de cultivo (variagbes nas concentracbes de
fitohormbnios e fontes de carbono), caracterizando os
calos quanto a morfo-histologia, teores de metabdlitos
secundarios e aspectos ultraestruturais.

Sendo assim, o trabalho foi organizado em trés
capitulos. O primeiro abordando inducéo e caracterizacao
histologica de calos de P. setacea, a partir de diferentes
tipos de explantes e concentragbes de 2,4-D. O segundo,
abrangendo aspectos relativos a inducdo, caracterizacao
morfo-histolégica, metabdlica e ultraestrutural de P.
tenuifila. O terceiro destacando aspectos ultraestruturais da
matriz extracelular relacionados com a formacdo de calos
fridveis em espécies de Passiflora, mas especificamente
em P. setacea e P. tenuifila.
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1. CAPITULO |

FORMACAO E CARACTERIZACAO HISTOLOGICA DE CALOS
DE Passiflora setacea (PASSIFLORACEAE) A PARTIR DE
DIFERENTES TIPOS DE EXPLANTES E CONCENTRACOES
DE 2,4-D

RESUMO

Passiflora setacea tem importante potencial para o mercado
consumidor devido a qualidade de seus frutos e propriedades
medicinais. A producdo de metabdlitos secundarios via cultura
de tecidos in vitro de espécies de Passiflora tem sido
investigada como uma alternativa a utilizacdo de plantas
produzidas no campo, pois oferece as ferramentas para
promover a otimizacdo da producdo por fatores bidticos e
abidticos e transformacéo genética. Assim, o objetivo deste
estudo foi analisar a histologia de calos de P. setacea
induzidos em &acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) a partir de
diferentes tipos de explantes de plantulas. Segmentos de raiz,
hipocétilo, segmentos nodais cotiledonares, segmentos
nodais foliares, folha e cotilédones foram excisados de
plantas axénicas germinadas in vitro e inoculados em meio de
cultura MS suplementado com 59 mM de sacarose, 0,2%
Phytagel e concentracdes de 0; 1,25; 2,5 e 5 uM 2,4-D. Apls
oito semanas de cultura a percentagem de formagé&o de calos
foi avaliada e a andlise histoldgica foi realizada por
microscopia éptica e microscopia eletrdnica de varredura. A
percentagem mais elevada de induc&o de calos foi observada
em 2.5 e 5.0 uM de 2,4-D em todos os tipos de explantes.
Calos de segmentos de hipocétilo em 5.0 uM de 2,4-D e de
segmento nodal foliar em 2,5 uM de 2,4-D mostraram
caracteristicas histologicas, tais como a presenca de
estruturas globulares, indicando grande potencial para
morfogénese e producdo de metabdlitos secundarios.

Palavras-chave: inducdo de calos, 2,4-D, ultraestrutura,
Passifloraceae, cultura in vitro.
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ABSTRACT

Passiflora setacea has important potential to consumer
market for the quality and medicinal properties of its fruit.
The secondary metabolite production by in vitro culture of
Passiflora species has been investigated as an alternative
to plant production in the field as it offers the tools to foster
the optimization by biotic and abiotic factors and genetic
transformation. Thus, the aim of this study was to analyzed
the histology of P. setacea calli induced by 24-
dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D) from different seedling
explant types. Root, hypocotyl, cotyledonary nodal
segments, leaf nodal segments, leaf and cotyledon were
excised from in vitro germinated axenic plants and
inoculated in MS culture medium supplemented with 59 mM
sucrose, 0,2% Phytagel and concentrations of 0, 1.25, 2.5
and 5 uM 2,4-D. After eight weeks culture the percentage
of callus induction was evaluated and the histological
analysis was performed by light microscopy and scanning
electron microscopy. The highest percentage of callus
induction was observed at 2.5 and 5.0 uM 2,4-D in all
explant types. Calluses from hypocotyl segment in 5.0 uM
2,4-D and from leaf nodal segment in 2.5 uM 2,4-D
histological characteristics such as the presence of globular
structures that indicate their great potential for
morphogenesis and secondary metabolite production.

Key words: callus induction, 2,4-D, ultrastructure,
Passifloraceae, in vitro culture.



35

1.1 INTRODUCAO

O género Passiflora L. é de especial interesse no
Brasil, que é considerado um dos centros de diversidade
deste género com 142 espécies nativas (Bernacci et al.,
2015). Muitas destas espécies tém importancia econdmica
mundial (Rocha et al., 2012). Sdo ricas em substancias
bioativas e utilizadas para a produgdo de medicamentos
fitoterapicos consumidos em varios paises (Drawan et al.,
2004; Fiebich et al., 2011; Ozarowski & Thiem, 2013),
principalmente no Brasil (Ribeiro et al., 2005; Marliére et
al., 2008).

Passiflora setacea D.C é uma das espécies de
maracujazeiros silvestres endémicas do Brasil (Bernacci et
al., que tém atraido atencé@o de pesquisadores. De acordo
com Oliveira e Ruggiero (2005), é tolerante a alguns
patégenos, sendo resistente a fusariose e a antracnose.
Por isso, constitui uma excelente fonte de resisténcia
genética (Ataide et al., 2012) e pode ser til como porta-
enxerto e para o melhoramento genético de outras
espécies de maracuja (Meletti et al., 2002, Junqueira et al.,
2005, Braga et al., 2006). Outra caracteristica € 0 seu
potencial para a incorporacdo no mercado consumidor.
Seus frutos possuem sabor exoético e adocicado,
excelentes qualidades para o consumo in natura e para a
producdo de doces e sorvetes. Tal como os demais
maracujazeiros, possui importantes propriedades de
interesse medicinal (Ataide, 2012).

Geralmente plantas que produzem compostos
bioativos, como 0s maracujazeiros nativos, sdo obtidas a
partir da coleta predatéria e indiscriminada (Villareal et al.,
1997). Associada a degradacdo do ambiente para a
expansao agricola ou industrial (Ferreira, 2005), causa a
eliminacdo de espécies selvagens e de genoétipos que
poderiam ser utilizados no melhoramento genético (Faleiro
et al., 2011). Além disso, a producdo destes compostos via
cultivo de plantas tém vérias desvantagens como o baixo
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rendimento e flutuagbes na concentragcdo devido a
variagbes geograficas, ambientais e sazonais (Murthy et
al., 2014).

Assim, a cultura de tecidos in vitro tem sido sugerida
como uma boa alternativa para a producédo de metabdlitos
secundarios, tanto do ponto de vista ecolégico quanto do
ponto de vista econbmico (Ramachandra Rao &
Ravishankar, 2002; Fumagali et al., 2008). Esta técnica
vem sendo utilizada e melhorada por muitos pesquisadores
e Murphy et al.(2014) considera dois estagios na producao:
(1) cultivo de células e Orgdos para o crescimento,
multiplicacdo e acumulo de biomassa, (2) sintese de
metabdlitos a partir da biomassa. Murphy et al.(2014)
salienta que no primeiro estagio € possivel selecionar
células ou 6rgaos de alta producdo e otimizar parametros
para o0 acumulo de biomassa. No entanto, o0
estabelecimento do tipo ideal de explante, a composicao
do meio de cultura, as condi¢cdes ambientais e o equilibrio
hormonal adequado sédo preliminarmente requeridos
(Peres 2002; Alves et al 2004; Ge et al 2006; Santos
2010). No segundo estagio podem ser utilizadas técnicas
complementares para aumentar as taxas de producdo de
compostos fendlicos, por exemplo (Palacio et al., 2012).

Muitos estudos tém sido realizados em cultura de
tecidos de espécies de Passiflora por Isutsa (2004),
Busilacchi et al. (2008), Silva et al. (2009), Pipino et al.
(2010), Silva et al. (2011), Pinto et al. (2011) e Pacheco et
al. (2012). No entanto, P. setacea tém sido somente
investigada para micropropagacdo a partir de sementes
por Santos et al. (2010). Ha também falta de conhecimento
sobre a inducdo de calos e histologia, que séo relevantes
para elucidar a estrutura celular e indicar o potencial de
acumulo de biomassa e sintese de metabdlitos
secundarios. Assim, o objetivo deste estudo foi analisar a
histologia de calos de P. setacea induzidos a partir de
diferentes tipos de explantes com &4cido 2,4-
diclorofenoxiacético diferente (2,4-D).
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1.2 MATERIAL E METODOS
1.2.1 MATERIAL VEGETAL

Sementes de Passiflora setacea D.C
(Passifloraceae) foram recebidas do banco de
germoplasma de Passifloras da Embrapa Cerrados. Para a
producéo de calos foram utilizados explantes provenientes
de plantulas axénicas germinadas in vitro.

1.2.2 GERMINACAO DE SEMENTES E
ESTABELECIMENTO DE PLANTAS AXENICAS

As sementes foram lavadas com agua e detergente
neutro, enxaguadas (4x), desinfectadas em solucdo de
hipoclorito de sédio (NaOCl) a 2,5% (v/v) por 10 min e
lavadas (4x) com agua destilada esterilizada.
Posteriormente foram inoculadas em meio de cultura de
Murashige e Skoog (1962) suplementado com 59 mM de
sacarose e 0,2% (m/V) de Phytagel. O pH foi ajustado para
5,8 (£0,1) utilizando HCI (IN) e NaOH (1IN). O meio de
cultura foi esterilizado por 18 min a 121°C e 1,1 Kgf/cm®.
As sementes inoculadas em tubos selados com filme de
polipropileno foram mantidas em sala de crescimento
aclimatizada, com temperatura média de 25 (+2°C),
fotoperiodo de 16 horas, intensidade luminosa de 22,3
pmol.m?2.s* e umidade relativa de 70%. Estas condicdes
de cultura foram utilizadas em todos os experimentos.

1.2.3 INDUGCAO DE CALOS

Explantes de raiz, de hipocétilo, de segmento nodal
cotiledonar, de segmento nodal foliar, de folha e de
cotilédone foram excisados de plantas axénicas de
Passiflora setacea com oito semanas de cultivo. Os
explantes foram inoculados em meio de cultura Murashige
e Skoog (1962) suplementado com 59 mM de sacarose,
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0,2% (m/V) de Phytagel e concentracdes de 0; 1,25; 2,5 e
5 UM de &cido diclorofenoxiacético (2,4-D). Apds oito
semanas foi avaliada a percentagem de explantes que
induziram calos.

1.2.4 ANALISE ESTATISTICA

O efeito do 2,4-D na inducdo de calos foi avaliado
independentemente. Foi aplicado o teste Qui-quadrado
para tabelas de contingéncia com nimeros observados e
esperados (Sokal & Ronhlf, 1995).

1.2.5 TEXTURA E ANALISE HISTOLOGICA DOS CALOS

A observagdo da textura e a microscopia foram
realizadas para amostras de calos provenientes de
explantes que apresentaram o maior percentual de inducéo
(100%). Foram considerados friaveis os calos que
apresentaram aglomerados celulares que facilmente se
destacavam ao toque da pinca e, compactos, os calos com
estrutura rigida, dificil de destacar ou seccionar. Amostras
dos calos foram fixadas em glutaraldeido 2,5% em tamp&o
fosfato de sédio 0,1M, em pH 7,2, lavadas no mesmo
tampéo e desidratadas em série etilica (Gerrits & Smid,
1983). Para microscopia Optica as amostras foram
infiltradas em hidroxietiimetacrilato (Leica Historesin,
Heidelberg, Alemanha). Sec¢c6es com 3 um foram obtidas
em micrétomo rotativo RM 2125 RT (Leica, Nussloch,
Alemanha) e distendidas sobre laminas contendo agua, em
chapa aquecedora (42° C). Em seguida, as laminas foram
coradas com azul de toluidina em tampao fosfato 0,2M a
pH 6,8 (O'Brien et al, 1964) para caracterizacdo
histolégica. Para identificar substancias pécticas foi
utlilizado o vermelho de ruténio (Gerlach, 1984). Laminas
permanentes foram confeccionadas com verniz Vvitral
incolor 500® (Paiva et al. 2006) e as imagens foram
capturadas com microscopio Optico DM 2500 (Leica,
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Wetzlar, Alemanha), equipado com camera DFC 295
(Heerbrugg, Alemanha) e software (Leica Application Suite
3.7.0, Suica). Outras amostras para microscopia eletrénica
de varredura foram submetidas a secagem em ponto critico
de CO,EM CDP 030 (Leica, Heidelberg, Germany),
conforme metodologia de Horridge & Tamm (1969). Foram
aderidas em suportes de aluminio com fita dupla de
carbono e recobertas com ouro paladio em metalizador EM
500 SCD (Leica, Viena, Austria). As amostras foram
analisadas em Microscépio Eletrdnico de Varredura Jeol
XL30 (Tokio, Japéo).

1.3 RESULTADOS

13.1EFEITO DE 2,4-D E TIPOS DE EXPLANTES NA
INDUCAO DE CALOS DE PASSIFLORA SETACEA

A percentagem de explantes que induziram calos
variou de acordo com a concentracao de 2,4-D no meio de
cultura (Fig.1.1 e Tab. 1.1). Concentracdes mais elevadas
(2,5 uM e 5,0 uM) permitiram maiores percentagens de
inducdo de calos em todos os tipos de explantes. Na
auséncia desta auxina a inducao de calos ocorreu apenas
em segmentos de hipocétilo, mas em baixo percentual.
Todos os tipos de explantes apresentaram 100% de
inducdo de calos em 2,5 e 50 uM de 2,4-D, exceto
segmentos de folhas. O aspecto geral de calos a partir de
diferentes tipos de explantes € mostrado na Figura 1.2.
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Fig. 1. 1 Percentagem de explantes que induziram calos de P.
setacea a partir de raiz, hipocétilo, segmento nodal cotiledonar
(Seg. N. Cot.), segmento nodal foliar (Seg N. Foliar), folha e
cotilédone, nas concentragdes de 0 uM, 1,25 uM; 2,5 uM e 5 uM
de 2,4-D, ap6s oito semanas de cultivo in vitro.

Tab. 1. 1 Tabelas de contingéncia com os nimeros observados e
esperados (entre parénteses) de explantes que induziram e nao
induziram calos em baixas (0 e 1,25 uM) e elevadas (2,5 e 5,0
uM) concentracdes de 2,4-D. Os resultados dos testes de qui-
guadrado séo fornecidos para cada linha.

Baixas conc. de Altas conc.de
2,4-D 2,4-D
Tipo de
Explante 0e1,25uM 25e5,0uM Qui-quadrado
s $E S $E
T E o ® T e o O
nBn ONen 8oy 0N 0
g8 238 ¢L£Re g£=2=8
828 58 528 G£8
%E %z% %E %z%
w W c w W c X p
Raiz 0(11) 23(12) 23(12) 1(12) 4 > 0,05
Hipocoatilo 13(19) 16(10) 21(14) 2(8) 12,6 >0,05
Seg. N.
Cotiledonar 511) 15(9) 16 (10) 2(8) 15,4 >0,05
Folha 0(2,6) 30(27) 5(2,4) 22(25) 66,06 =>0,05

Seg. N. Foliar 7 (14) 15(8) 20(13) 0(7) 20,3 >0,05
Cotilédone 2 19(14) 12(7) 10(15) 10,7 =>0,05
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Fig. 1. 2 Aspecto geral dos calos de P. setacea induzidos a partir
de diferentes explantes e concentracbes de 2.4-D. Em
concentracdo de 2,5 uM de 2,4-D: a calo de segmento nodal
cotiledonar. b calo de segmento nodal foliar. Em concentragéo de
5,0 uM de 2,4-D: c calo de segmento nodal foliar. d calo de raiz. e
calo de hipocétilo. f calo de cotilédone, barra de escala=2mm.

1.3.2 TEXTURA E CARACTERIZAGCAO HISTOLOGICA

A textura dos calos variou de friavel a compacta
dependendo do tipo de explante utilizado. A textura
compacta foi observada em calos induzidos a partir de
segmentos nodais cotiledonares em 2,5 uM de 2,4-D, mas
nos calos de segmentos nodais foliares nesta mesma
concentracao, a textura mostrou-se friavel. A textura friavel
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também foi observada em calos provenientes de explantes
de raiz e de hipocotilo, quando utilizada a concentragéo de
5,0 uM de 2,4-D. Nesta concentragdo, calos de segmento
nodal foliar e de cotilédone apresentaram textura friavel,
porém com algumas regides mais compactas.

Calos induzidos a partir de segmentos nodais
cotiledonares em concentragdo de 2,5 pM de 2,4-D
mostraram somente células alongadas e frouxamente
aderidas na sua superficie (Fig. 1.3a), algumas
parcialmente envolvidas por matriz extracelular (ME). A ME
apresentou substancias pécticas em sua composicdo, as
quais reagiram positivamente ao vermelho de ruténio.
Regibes internas do calo mostraram tecido homogéneo e
compacto com células de paredes delgadas, apesar de
haver locais com grandes espacos intercelulares e
algumas células com lumen amplo (Fig. 1.3b). Estas
células grandes formam uma linha de ruptura que resulta
na formacdo de espacos intercelulares ou lacunas (Fig.
1.3c). Em secc¢les periféricas do calo foram observadas
amplas lacunas e remanescentes de parede, resultantes
da degradacdo celular (Fig. 1.3d).
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Fig. 1. 3 Micrografias representativas (MEV e MO) de calos de

P. setacea induzidos a partir de segmentos nodais
cotiledonares em concentragdo de 2,5 uM de 2,4-D. a
superficie do calo constituida por células alongadas
parcialmente cobertas por matriz extracelular (seta). b regifes
internas do calo mostrando tecido homogéneo e compacto,
apesar de possuir regides com espacos intercelulares (El) e
algumas células com limen amplo (setas). ¢ células grandes
formam uma linha de ruptura (setas) que resulta na formacao
de espacos intercelulares (El). d seccdo da regido periférica
do calo mostrando espaco intercelular (El) e remanescentes
de parede (setas), resultantes da degradacéo celular, barra de
escala=100um.

Calos derivados de segmentos nodais foliares em
2,5 uM de 2,4-D mostraram uma formacdo continua de
novas estruturas globulares. Na superficie do calo dois
tipos de células foram observadas, células curtas, em
maior numero, e células longas (Fig. 1.4a). A ME foi
observada em células que apresentaram reacdo positiva
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para substancias pécticas, identificados pelo vermelho de
ruténio. Em seccéo transversal da regido interna dos calos
observaram-se a presenca de tecido cambial em forma de
arco (Fig. 1.4c). Células no entorno do tecido cambial séo
achatadas (Fig. 1.4d) e apresentam intensa atividade
mitotica. Entre as células cambiais foram observados
elementos traqueais diferenciados, mostrando
diferenciacao celular. A porcéo central do calo é delimitada
por células do tecido cambial e formada por células com
limen amplo e espacos intercelulares conspicuos (Fig.
1.4G). No entanto, quando o calo a partir deste mesmo tipo
de explante foi induzido com 5,0 uM de 2,4-D, uma
superficie formada por células alongadas foi detectada
(Fig. 1.5a). O tecido cambial também estava presente na
posicao central no calo (Fig. 1.5b). Este tecido foi formado
por células achatadas (Fig. 1.5C) e mostrou intensa
atividade mitética. As células adjacentes tinham lamen
amplo (Fig. 1.5¢) e as células distantes do tecido cambial
estavam mais expandidas (Fig. 1.5d), culminando com as
células alongadas observadas na superficie do calo.
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Fig. 1. 4 Micrografias representativas (MEV e MO) de calos de P.
setacea induzidos a partir de segmentos nodais foliares com
concentragdo de 2,5 mM de 2,4-D. a superficie do calo
constituida por células curtas (seta) e células longas (ponta de
seta). b células longas parcialmente envolvidas por matriz
extracelular (seta). ¢ seccao transversal da regido interna do calo
mostrando tecido cambial em forma de arco (setas). d tecido
cambial formado por células achatadas em intensa atividade
mitética (setas). e-f elementos traqueais diferenciados entre as
células achatadas do tecido cambial (setas). g regido central do
calo formada por células com Ilidmen amplo e espagos
intercelulares conspicuos (ponta de seta), delimitada pelo tecido
cambial (setas), barra de escala=100 pm.
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Fig. 1. 5 Micrografias representativas (MEV e MO) de calos de P.
setacea induzidos a partir de segmentos nodais foliares com
concentracéo de 5,0 mM de 2,4-D. a superficie do calo formada
por células alongadas. b seccdo transversal mostrando tecido
cambial ocupando a regido central do calo (seta). ¢ tecido
cambial formado por células achatadas indicando intensa
atividade meristematica (seta). d secgdo transversal mostrando a
regido periférica do calo com células alongadas (*), barra de

escala=100 pm.

Calos induzidos a partir de explantes de raiz em 5,0
mM de 2,4-D também apresentaram a superficie
constituida de dois tipos de células, células curtas e células
longas (Fig. 1.6a). Estas células também estavam
envolvidas por ME (Fig. 1.6b). Seccgbes transversais
revelaram que a proliferacdo celular ocorre a partir de
células meristeméaticas localizadas na regido central do
calo (Fig. 1.6¢c, d). A partir do centro do calo para a
periferia observaram-se uma grande zona de expansao
onde as células mais externas sao as mais expandidas. A
posicdo do ndcleo estava sempre interna a massa celular,
tanto em células longas quanto em células curtas (Fig.
1.6e). Os nlcleos, bem como remanescentes de
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protoplasto, sédo empurrados em direcéo a periferia, devido
a presenca de grandes vacuolos (Fig. 1.6f).

Fig. 1. 6 Micrografias representativas (MEV e MO) de calos de P.
setacea induzidos a partir de explantes de raiz em concentragédo
de 5,0 uM de 2,4-D. a superficie do calo formada por células
curtas (seta) e células longas (ponta de seta). b células
periféricas envolvidas por matriz extracelular (setas). ¢ secgéo
transversal do calo mostrando que a proliferagdo celular deriva
de células meristematicas da regido central (seta). d regido
central do calo composta por células meristematicas. e regido
periférica do calo onde as células sdo mais longas e a posigédo
dos nlcleos é interna ao calo em ambas as células, longas e
curtas (ponta de seta). f regido periférica do calo mostraram
grandes vacuolos (v), nicleos empurrados em direcdo a periferia
da célula (pontas de seta). Barras: a,c=100 pum; b=50 um; d=10
um; e,f=25 um.
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Calos produzidos a partir de explantes de hipocétilo
com concentracdo de 5,0 uM de 2,4-D mostram somente
células alongadas em sua superficie (Fig. 1.7a). Muitas
destas células mostraram-se isoladas na superficie,
contudo, apresentam origem comum, mantendo-se unidas
na porcdo basal (Fig. 1.7b). Verificaram-se tecido cambial
perto da periferia do calo (Fig. 1.7c, d), o qual parece ser
responsavel pela origem de projecBes globulares (Fig.
1.7d). Estas projecdes globulares sdo constituidas por
células meristematicas com nucleos grandes e evidéncia
de divisbes celulares em diferentes planos (Fig. 1.7e).
Grandes espacos intercelulares e células com ndcleos
conspicuos e lumen amplo foram observados na regido
central do calo (Fig. 1.7F).

P £ fum .t Ly ¥ ¥, e 0.
Fig. 1. 7 Micrografias representativas (MEV e MO) de calos de P.
setacea produzidos a partir explantes de hipocétilo na
concentracao de 5,0 uM de 2,4-D. a superficie do calo constituida
por células alongadas. b células alongadas com por¢édo basal
exibindo evidéncia de origem comum (seta). ¢ sec¢éo transversal
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mostrando tecido cambial perto da periferia do calo (seta). d
seccao transversal mostrando a regido periférica do calo com
tecido cambial (setas), o qual parece ser responsavel pela origem
de projecdes globulares (PG). e regido periférica de uma
projecao globular formada por células meristematicas com
ndcleos grandes (seta) e evidéncias de divisdo celular em
diferentes planos (pontas de seta). f regido central do calo
constituida de grandes espacos intercelulares (El) e células com
ndcleos conspicuos (pontas de seta) e limen amplo, barra de
escala =25 um. Barras: a,c,e=50 um; b=20 um, d=250 pm, f=25
um.

A superficie de calos originados a partir de explantes
de cotilédones, cultivados com 5,0 uM de 2,4-D, mostraram
superficie com células longas e curtas (Fig. 1.8a). A
predominancia de células longas foi observada e algumas
estavam parcialmente envolvidas por ME (Fig. 1.8b). A
regido central do calo mostrou-se compacta (Fig. 1.8¢) com
células justapostas, sem espacos intercelulares e com
evidéncias de divisbes celulares (Fig. 1.8d). Células
alongadas circundam a regido central do calo seguindo em
diversas orientacdes (Fig. 1.8c). Células desconectadas e
distantes da regido central podem ser observadas, mas na
verdade elas correspondem as células longas seccionadas
transversalmente, as quais se mantém ligadas ao calo (Fig.
1.8c).
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Fig. 1. 8 Micrografias representativas (MEV e MO) de calos de P.
setacea induzidos a partir de explantes de cotilédone na
concentracdo de 5,0 uM de 2,4-D. a superficie do calo constituida
por células longas (pontas de seta) e células curtas (seta). b
células longas parcialmente envolvidas por matriz extracelular
(setas). ¢ secc¢do transversal mostrando a regido central do calo
formada por células justapostas, sem espagos intercelulares
(seta) e regiao periférica com células longas (ponta de seta),
estas se mantém ligadas ao calo. d detalhe da regido central do
calo com células justapostas e evidéncias de divisao celular em
diferentes planos (pontas de seta). Barras: a,b=50 um; ¢=100 um;
d=25 pum.

1.4 DISCUSSAO

Os resultados mostraram que o 2,4-D é fundamental
para a inducdo de calos in vitro de P. setacea. Em
concentragfes de 2,5 e 5,0 uM de 2,4-D foram observadas
as maiores percentagens de inducéo, enquanto que em 1,5
uM ou na auséncia de 2,4-D a inducg&o foi muito baixa ou
nula. Resultado semelhante foi obtido por Jiménez &
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Bangerth (2001), onde o 2,4-D promoveu a indugdo de
calos de Daucus carota. Haensch, (2007) também
constatou que combinac¢des sem 2,4-D ndo promoveram a
inducdo de calos embriogénicos, muitas vezes, O0s
explantes morriam ou permaneciam inalterados.

Os calos de P. setacea produzidos a partir de
segmentos nodais cotiledonares cultivadas em 2,5 uM de
2,4-D e de segmentos nodais foliares e de cotilédone
cultivados em 50 upuM de 2,4-D ndo mostraram
caracteristicas de calos embriogénicos, sendo formados
em grande parte por células alongadas com espacos
intercelulares e ndo apresentaram caracteristicas
potenciais para a formacdo de projecdes globulares. O
alongamento celular é caracteristico de células inviaveis
para embriogénese somatica (Nogueira et al. 2007). No
entanto, Werner et al. (2010) encontraram compostos
fendlicos em células alongadas de calos nao
embriogénicos de Caesalpinia echinata. Em células
alongadas de calos de Coffea arabica Padua et al. (2014)
encontraram grandes vesiculas e vacuolos autofagicos
ocupando todo o espaco citoplasmatico, enquanto outras
organelas estavam ausentes. Assim, a estrutura celular
dos calos induzidos a partir destes tipos de explantes de P.
setacea pode indicar que as células alongadas observadas
sdo inviaveis para a embriogénese somatica, porém,
podem ser eficientes para estudos sobre o armazenamento
de metabdlitos secundarios.

Calos de segmento nodal foliar cultivado em 2,5 uM
de 2,4-D e calos de raiz e de hipocétilo cultivados em 5,0
uM de 2,4-D mostraram aspectos de calos néo
embriogénicos e de calos embriogénicos por apresentarem
células curtas, com nucleo conspicuo, indicando
potencialidade mitética, ao lado das caracteristicas acima
mencionadas. Estas caracteristicas coincidem com as
observadas por varios autores que as definem como de
ocorréncia comum em células viaveis de calos
embriogénicos. Padua et al. (2014) também encontraram
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células isodiamétricas com um nucleo e nucléolo evidente
em calos friaveis de Coffea arabica. Em culturas
embriogénicas de P. cincinnata o padrdo de células
meristematicas detectado durante a inducdo de calo
contribuiu para a formacgéo de protuberancias (Rocha et al.
2012b). Além destas caracteristicas, calos de P. setacea
originados de segmento nodal foliar em 2,5 uM de 2,4-D e
de hipocétilo em 5,0 uM de 2,4-D mostraram tecido
cambial auxiliando na formac&o de projecOes globulares.
Calos derivados de segmento nodal foliar em 2,5 uM de
2,4-D, além de tecido cambial, mostraram elementos
traqueais dispostos em forma de arco, o que deve facilitar
a conducdo de nutrientes para as células periféricas do
calo. Rocha et al. (2012b) também observaram tecidos
vasculares dentro das protuberéncias e concluiu que eles
auxiliam na formacdo de areas pro-embriogénicas. Neste
tipo de calo observaram-se também a presenca de células
com limen amplo e grandes espagos na regido interna ao
tecido cambial, o que sugere a possibilidade de
acumulacdo de compostos fendlicos. Palacio et al. (2012)
examinaram calos de Larrea divaricata em diferentes niveis
de diferenciacdo e descobriram que a producdo de
compostos fendlicos aumentou significativamente em calos
organogénicos.

Analise em microscopia eletrbnica de varredura
(MEV) revelou que os calos de P. setacea apresentaram
regides completamente ou parcialmente envolvidas por
matriz extracelular (ME) unindo células. Esta estrutura
também foi observada por outros autores (Samaj et al.,
1995; Verdeil et al., 2001; Konieczby et al., 2005;
Popielarska-Konieczna et al., 2010; Bevitore et al., 2014).
Samaj et al. (1995) constataram que esta ME conspicua
esta presente ao redor e entre as células de calos
embriogénicos. Bevitore et al. (2014) observaram esta
deposicdo em ambos os calos, embriogénicos e néao
embriogénicos, corroborando com o padrédo observado em
calos de P. setacea.
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Samaj et al. (1995), num estudo com culturas
primérias de Drosera rotundifolia e Zea mays concluiu que
a ME é uma estrutura morfoldgica estavel mesmo em
culturas de longo prazo. Estes autores encontraram,
através de tratamento com protease que as proteinas sao
componentes importantes apresentar na superficie da ME.
Verdeil et al. (2001) utilizaram anticorpos monoclonais em
calos de cbco e através de MEV identificaram a pectina
como outro componente da ME. Em calos de P. setacea a
presenca de ME cobrindo as células foi melhor evidenciada
em MEV do que em microscopia Optica estando de acordo
com Konieczny et al. (2005). No entanto, em calos de P.
setacea foi demonstrado com éxito a eficicia do reagente
vermelho de ruténio para a identificagdo de substancias
pécticas na ME. Verdeil et al. (2001) também observaram
que o aparecimento de material cobrindo as células esta
associado com a aquisicao de competéncia embriogénica
de calos de cdco. Neste caso, as células individuais ou
grupos embriogénicos encontravam-se cercadas por uma
parede externa espessa, a qual as separava de tecidos
degenerativos.

A natureza quimica da ME em culturas in vitro ainda
ndo é totalmente conhecida, porém o0s principais
componentes sao proteinas (Samaj et al.,, 1995) e
substancias pécticas, identificadas tanto por Verdeil et al.
(2001) como neste estudo, sugerindo que a ME é formada
por substancias derivadas da degeneracdo da lamela
média, indicando um defeito na ades&o celular. Esta ME
também pode ser do tipo membranosa ou fibrilar, como
observado por Bevitore et al. (2014), apesar de sua
natureza quimica permanecer a mesma. Popielarska-
Konieczna et al. (2010) indicaram que a funcdo da ME na
cultura de tecidos ¢é participar da recepcéo e transducéo de
sinais, auxiliando no reconhecimento e determinacédo do
destino da célula.
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2. CAPITULO Il

INDUCAO, CARACTERIZACAO MORFO-HISTOLOGICA,
METABOLICA E ULTRAESTRUTURAL DE CALOS DE
Passiflora tenuifila Killip (PASSIFLORACEAE)

RESUMO

Passiflora tenuifila, espécie silvestre de maracujazeiro e,
endémica do Brasil, ttm sido indicada ao melhoramento
genético, devido a resisténcia a doengas e patdgenos.
Além disso, possui grande potencial para incorporacdo no
mercado consumidor de frutos e fins medicinais. A
finalidade deste trabalho foi determinar possiveis efeitos de
diferentes concentragfes de acido naftaleno acético (ANA)
e fontes de Carbono (sacarose, glucose e frutose) sobre a
inducdo, a partir de segmentos caulinares, e
desenvolvimento in vitro de calos de P. tenuifila
caracterizando-os quanto a morfo-histologia, ultraestrutura
e teores de metabdlitos. Nos diferentes tratamentos de
inducdo foram determinados: percentagem de inducéo,
teor de 4gua e acumulo de biomassa. Amostras de calos
induzidos em ANA em diferentes fontes de Carbono foram
fixadas em glutaraldeido 2,5% com tampéo fosfato de
sédio 0,1M, pH 7,2, desidratadas, infiltradas em
hidroxietilmetacrilato, seccionadas em micré6tomo, coradas
com azul de toluidina ou submetidas a reagdo com
vermelho de ruténio, para identificacdo de natureza
quimica de estruturas, e analisadas em microscopia Optica.
Para andlise em microscopia eletrbnica de varredura
algumas amostras foram secas em ponto critico de CO, e,
para analise em microscopia eletrbnica de transmissao
outras amostras fixadas foram pds-fixadas em tetréxido de
Osmio, desidratadas, infiltradas em resina Spurr,
seccionadas em ultramicrétomo, contrastadas com Acetato
de Uranila e Citrato de Chumbo e analisadas em
Microscopio eletrdnico de transmissdo. Os resultados
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obtidos mostraram que todas as fontes de carbono e
concentragfes de ANA permitiram altas percentagens de
calos (85,8% a 100%), sem diferencas significativas entre
os tratamentos. Os calos, todos com textura frivel,
apresentaram  caracteristicas  histologicas  similares:
superficie envolvida parcialmente por matriz extracelular;
centros de origem com células meristeméticas na regido
interna, alguns elementos traqueais diferenciados e células
frouxamente unidas na regido periférica. Compostos
fendlicos, flavondides e carotendides (luteina, zeaxantina e
a-caroteno) foram detectados mostrando o potencial dos
calos de P. tenuifila para a producdo de metabdlitos
secundarios de interesse farmacol6gico. Contudo, técnicas
gue visem o0 aumento das concentracbes destas
substancias devem ser exploradas. Recomenda-se a
aplicacdo de técnicas para a elicitagdo das culturas e o
aumento do tempo de manutencdo dos calos in vitro
favorecendo o maior desenvolvimento e a diferenciacéo
celular.

Palavras-Chave: cultura in vitro, metabdlitos secundarios,
morfo-histologia, fontes de carbono
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ABSTRACT

Passiflora tenuifila, a wild specie of passion fruit and
endemic to Brazil, has been nominated for the genetic
improvement due to resistance to diseases and pathogens.
This passion fruit has also a great potential for
incorporation into the consumer market due your medicinal
purposes and quality of your fruits. The subject of this study
was to determine possible effects of different
concentrations of naphthalene acetic acid (NAA) and
sources of carbon (sucrose, glucose and fructose) on
induction from stem segments, and in vitro development of
P.tenuifila callus. For this, the callus was characterized
about the morphological and histology, ultrastructure and
metabolites levels. In the differents treatments were
determined: percentage of explants that induced callus,
water content and biomass accumulation. Samples of
callus induced in NAA and different sources of carbon were
fixed in 2.5% glutaraldehyde in 0.1 M sodium phosphate
buffer, pH 7.2, dehydrated, infiltrated in methacrylate,
sectioned in microtome, stained with toluidine blue or
submitted to reaction with ruthenium red, to identify pectic
substances, and analyzed with optical microscopy. For
analysis in scanning electron microscopy some samples
were dried in a critical point of CO2, and for analysis in
transmission electron microscopy other fixed specimens
were post-fixed in osmium tetroxide, dehydrated, infiltrated
in Spurr resin, sectioned with ultramicrotome, contrasted
with uranyl acetate and lead citrate and examined in a
transmission electron microscope.The results showed that
all sources of carbon and NAA concentrations allowed the
induction of high percentages (85.8% to 100%), without
significant differences between treatments. Callus, all with
friable texture, had similar histological characteristics:
surface surrounded by extracellular matrix; centers of origin
with meristematic cells in the inner region, some
differentiated tracheal elements and loosely attached cells



64

in the peripheral region. Phenolic compounds, flavonoids
and carotenoids (lutein, zeaxanthin and o-carotene) were
detected demonstrating the potential of P. tenuifila callus
for the production of secondary metabolites of
pharmacological interest. However, techniques aimed at
increasing concentrations of these substances should be
explored. It's recommended that the application of
techniques for the elicitation of crops and increasing the
holding time of the callus in vitro promoting the further
development and cell differentiation.

Key words: in vitro culture, secondary metabolites,
morphological and histology, carbon sources
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2.1 INTRODUCAO

Passiflora tenuifila é uma espécie silvestre de
maracuja, endémica do Brasil, que ocorre nos estados do
Rio Grande do Sul, Santa Catarina, Parana, S&o Paulo,
Rio de Janeiro e Minas Gerais, estando presente nos
biomas Mata Atlantica e Cerrado (Bernacci et al., 2015).
Possui frutos de casca amarelo-laranjada e de polpa
amarela, com baixa acidez e alto teor de sdlidos sollveis,
caracteristicas interessantes para a incorporacdo no
mercado consumidor (Braga et al., 2005). Adicionalmente,
apresenta resisténcia a doencas e patégenos, como a
bacteriose (Xanthomonas axonopodis PV. Passiflorae) e a
verrugose (Cladosporium herbarum) podendo ser utilizada
em programas de melhoramento genético (Braga et al.,
2005). Além disso, como as demais espécies do género,
também apresenta potencial para uso medicinal (Faleiro et
al., 2011).

Investigacdes fitoquimicas de P. incarnata e de P.
edulis, e varias analises ocasionais em outras espécies,
revelaram que o0s membros deste género contém
substancias bioativas importantes como alcal6ides, fenadis,
compostos cianogénicos e glicosil-flavonéides entre outros
(Drawan et al., 2004; Patel et al., 2011). Além disso,
possuem propriedades sedativas, diuréticas, analgésicas,
vermifugas e antitumorais, sendo também recomendadas
no tratamento de dependéncia quimica, obesidade e
controle de tremores e distlrbios nervosos diversos (Petry
et al., 2001; Akhondzadeh et al., 2001; Dhawan et al.,
2004; Costa & Tupinamba, 2005; Ingale & Hivrale, 2010;
Zeralk et al., 2010; Patel et al., 2011).

Embora as substédncias encontradas  nos
maracujazeiros sejam utilizadas para a producdo de
medicamentos fitoterapicos consumidos em varios paises
(Drawan et al., 2004; Fiebich et al., 2011; Ozarowski and
Thiem, 2013), poucos dados sobre a produgcdo de
compostos bioativos através da cultura de tecidos in vitro
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estao disponiveis para o género Passiflora (Lugato et al.,
2014). Antognoni et al. (2007) salienta que esta
metodologia possui potencial para a producdo em larga
escala sob condigbes rigorosamente controladas, o que
tem atraido a atencdo de cientistas. Ressaltam, contudo,
gue muitas vezes o rendimento final € baixo para tornar
esta alternativa viavel quando comparada com a extracao
de plantas cultivadas em campo.

Por este motivo, sdo necessarias investigacdes que
visem estabelecer os sistemas de cultura de células e de
plantas in vitro, conhecer vias biossintéticas ou
simplesmente encontrar abordagens praticas para
aumentar o rendimento da producdo de metabdlitos
secundarios (Atognoni et al., 2007). O primeiro estagio
para a producdo de metabdlitos secundarios in vitro € o
estabelecimento de culturas de células e érgaos para o
crescimento, multiplicacdo e acimulo de biomassa (calos)
e 0 segundo, se refere a sintese de metabdlitos a partir dos
calos (Murphy et al., 2014). Os calos séo obtidos a partir
do crescimento descoordenado e desorganizado de
pequenos Orgdo vegetais, de pedacos de tecidos vegetal,
ou de células previamente cultivadas, em condicdes
estéreis (George, 2008b). Contudo, para o estabelecimento
do cultivo in vitro de determinada espécie, informacdes
como a composicdo do meio de cultura sao
preliminarmente requeridas (Santos 2010).

A fim de sobreviver in vitro, os explantes e outros
tipos de culturas devem ser cultivados em um meio
contendo sacarose ou outra fonte de carbono (George,
2008). Isto porque inicialmente ndo sdo capazes de
produzir sua prépria exigéncia de matéria organica por
meio da fotossintese e passam por um periodo de
transicdo antes que do crescimento independente (George,
2008). Outro importante fator para 0 sSucesso no
estabelecimento de culturas in vitro € o enriquecimento do
meio de cultura através da utilizacdo de auxinas sintéticas
como o &cido 1-naftalenoacético (ANA) (Gaspar et al.,
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1996). As auxinas tém importante papel nos processos de
alongamento celular, inicio da divisédo celular, definicdo de
orgados e promocao da diferenciacdo do sistema vascular
(Gaspar et al., 1996). Reguladores de crescimento
enddgenos ou substancias quimicas adicionadas ao meio
de cultura estimulam a divisdo celular de células
indiferenciadas (George, 2008).

Até o momento nao foram encontradas pesquisas
sobre o estabelecimento de calos in vitro de P. tenuifila, tdo
pouco sobre as caracteristicas histoldgicas e contetdos de
metabdlitos secundarios de culturas primarias. Tendo em
vista o potencial no uso como planta medicinal e no
melhoramento  genético, torna-se essencial obter
informacdes sobre o cultivo in vitro desta espécie. Assim,
este estudo teve por finalidade determinar possiveis efeitos
de diferentes concentracdes de acido naftaleno acético
(ANA) e fontes de carbono (sacarose, glucose e frutose)
sobre a inducéo e desenvolvimento de calos de P. tenuifila,
caracterizando-os quanto a  histologia, teores de
metabdlitos secundarios e atividade antioxidante.

2.2 MATERIAL E METODOS
2.2.1 MATERIAL VEGETAL

Foram usados calos de P. tenuifila produzidos a
partir de segmentos caulinares obtidos de plantas axénica
jovens. Estas plantas foram produzidas in vitro a partir do
cultivo de 4pices caulinares de plantas adultas.

2.2.1.1 Producdo de plantas jovens in vitro a partir de
apices caulinares

Apices caulinares de P. tenuifila foram coletados de
plantas com 60 dias de idade, cultivadas em casa de
vegetacdo. Os apices foram lavados com 4gua da torneira
e detergente neutro, enxaguados quatro vezes e, em fluxo
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laminar, foram imersos por 1 min e 30 seg em &lcool 70%,
lavados trés vezes em agua destilada esterilizada, imersos
por 2 min e 30 seg em solu¢do comercial de hipoclorito de
sédio com 2,5% de cloro ativo, com algumas gotas de
detergente. Em seguida, foram enxaguados, por quatro
vezes, com agua destilada esterilizada e inoculados em
meio de cultura. O meio de cultura utlizado foi o de
Murashige e Skoog (1962), 0,2% (m/V) de Phytagel e com
pH ajustado para 5,8+0,1 utilizando-se HCI (1N) e NaOH
(1N), seguindo-se com a esterilizagdo, por 18 min, a 121°C
e 1,1 Kgficm®. Ap6s a inoculagdo, os tubos de ensaio
foram selados com filme de polipropileno e mantidos em
sala de crescimento aclimatizada, com temperatura média
de 25+2°C, fotoperiodo de 16 horas, com intensidade
luminosa de 22,3 umol.m2.s* e umidade relativa de 70%.
Apés 135 dias, os segmentos caulinares dos ramos
resultantes do alongamento in vitro dos apices caulinares,
foram utilizados como explantes para a inducéo de calos.

2.2.1.2 Inducdo de calos a partir de segmentos
caulinares

Segmentos caulinares, com cerca de 1 cm de
comprimento, foram excisados dos caules resultantes do
alongamento de 4pices caulinares. Testes preliminares
revelaram que outros tipos de explantes ndo mostraram-se
eficientes na formagdo de calos. Em seguida, foram
inoculados no meio de cultura. O meio de Murashige e
Skoog (1962) com 0,2% (m/V) de Phytagel foi
suplementado com trés diferentes fontes de carbono — 88,5
mM de sacarose (Sac), 88,5 mM de frutose (Fru) e 88,5
mM de glucose (Glu) — e para cada fonte de carbono foram
usadas trés diferentes concentracdes de acido naftaleno
acético (ANA) — 1,25 uM, 2,5 uM e 5,0 uM, totalizando,
assim, nove tratamentos. Testes preliminares revelaram
gue sem uso de ANA néo ocorria formagéo de calos. O pH
do meio de cultura foi ajustado para 5,8+0,1, utilizando-se
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HCI (1N) e NaOH (1N), e esterilizado, por 18 min, a 121°C
e 1,1 Kgf.cm®. Foram feitas 4 repetices com média de 30
segmentos caulinares por tratamento. As culturas foram
mantidas em sala de crescimento com temperatura
controlada de 25+2°C, sob fotoperiodo de 16 horas,
provido por lampadas fluorescentes Philips TDL (22,3
pmol.m”.s”) e umidade relativa de 70%. A percentagem de
inducdo de calos foi avaliada apdés 40 dias de cultivo in
vitro.

2.2.2 TEOR DE AGUA E ACUMULO DE BIOMASSA DOS
CALOS OBTIDOS NOS DIFERENTES TRATAMENTOS

Para determinar a massa fresca dos calos (MF),
explantes+calos, com 45 dias de cultivo in vitro, foram
coletados e determinada a massa fresca imediatamente
apos a remocao do meio de cultura. Para determinar a
massa seca (MS) os calos foram transferidos para placas
de Petri de 6 cm de didmetro, mantidos em estufa por 24 h
a 60°C. O teor de agua (TA) foi expresso em percentagem
de MF, através da seguinte formula (Laudano, 2005): TA
(% MF) = [(MF — MS) / MF].100. Para determinar o
acumulo de biomassa nos diferentes tratamentos foi
calculada a relacdo MS/MF. Os dados foram submetidos a
andlise de variancia (ANOVA) e aplicado o Teste de Tukey
ao nivel de 5% de probabilidade. As analises foram
realizadas utilizando-se o ASSISTAT (verséo 7.7; Silva,
20009).

2.2.3 ANALISE DE METABOLITOS

Para analise de metabdlitos foram utilizados calos
com 45 dias de cultivo in vitro, mantidos em nitrogénio
liquido (-196°C). Os explantes foram retirados do interior
dos calos. Os calos foram homogeneizados e em pacotes
de aluminio separou-se a quantidade de massa fresca
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necessaria para cada tipo de analise sendo armazenados
em refrigerador (-80° C).

2.2.3.1 Extracdo e dosagem de acglicares sollveis totais

A extracdo de acUcares sollveis totais seguiu
metodologia proposta por Shannon (1968). Foram
maceradas 300 mg de massa fresca de calos de cada
tratamento, com auxilio de cadinho e pistilo, e adicionados
2 mL da solugdo MCW (metanol : cloroférmio : agua)
(12:5:3, viv). A solugéo foi centrifugada (4000 rpm) por 5
min. Ap6s coleta do sobrenadante, o residuo foi
novamente extraido com 2 mL da solu¢cdo de MCW (5 min,
4000 rpm). Os sobrenadantes foram reunidos, adicionados
de 1 mL de cloroférmio e 1,5 mL de 4gua e procedeu-se
nova centrifugacdo do extrato. A fase superior de cada
extrato foi coletada e utilizada para andlise dos agucares.
O residuo de cada amostra foi utilizado para dosagem de
amido descrita no item 2.2.3.2.

A dosagem dos acuUcares sollveis totais foi realizada
de acordo com o método de Umbreit & Burris (1964).
Aliguotas de 1 mL do extrato com 2 mL do reagente
antrona (200 mg de antrona em 100 mL de acido sulftrico
concentrado) foram agitados em voértex e aquecidos em
banho-maria, a 100° C, por 3 min. Apds, procedeu-se a
leitura das amostras a 630 nm em espectrofotbmetro (Bel
Spectro LGS53). A quantificacdo dos acguUcares sollveis
totais foi feita a partir da curva padréao de glucose (25 a 200
pg.mL'l; rz= 0,9906; y = 0,0139x). Os resultados foram
expressos em mg de glucose por g de massa seca.

2.2.3.2 Extracéo e dosagem de amido

A metodologia descrita por McCready et al. (1950) foi
utilizada para determinar o teor de amido. Ao residuo da
centrifugacdo do extrato estabelecido conforme o item
2.2.4.1, foram adicionados 2 mL de acido perclérico 30 %
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(v/v). A solucdo foi centrifugada (5 min, 4000 rpm). O
sobrenadante foi coletado e o residuo foi novamente
extraido com 2 mL da solucdo de acido perclérico 30 % (5
min, 4000 rpm). Os sobrenadantes foram reunidos. A
dosagem do amido seguiu 0 método de Umbreit & Burris
(1964). Aliquotas de 1 mL do extrato foram acrescidos de 2
mL do reagente antrona (200 mg de antrona em 100 mL de
acido sulftrico concentrado), sendo agitados em vortex e
aquecidos em banho-maria a 100° C por 3 min. Apds,
procedeu-se a leitura das amostras a 630 nm em
espectrofotdmetro (Bel Spectro LGS53). A quantificagdo do
amido foi feita a partir da curva padrdo de galactose em
acido perclérico (0,025 a 0,5 pg. mL™Y: r2 = 0,9424; y =
0,1695x). Os resultados foram expressos em mg de
galactose por g de massa seca.

2.2.3.3 Compostos fendlicos totais e flavondides

Para determinar fendlicos totais e flavonéides, uma
grama de massa fresca de cada amostra foi macerada em
10 mL de solugdo de metanol 80% (MeOH 80%). Apds
uma hora de repouso, ao refugio da luz, a amostra foi
centrifugada (10 min, 4000 rpm) A andlise dos compostos
fendlicos foi realizada através do método
espectrofotométrico de Folin-Ciocalteau baseado em
Schiavon et al. (2012), com modifica¢cbes. Aliquotas de 100
puL de extrato foram incubadas com 75 uL de reativo de
Folin-Ciocaltau e 825 uL de carbonato de so6dio 2% (m/v)
durante 1 hora, no escuro. Apds esse tempo, a
absorbéancia (750 nm) do meio de reacgéo foi determinada
em espectrofotbmetro (Bel Spectro LGS53) e a
guantificagcdo dos compostos fendlicos totais foi calculada
via curva padrdo de &cido gdlico (10 a 300 pg.mL™;
r?=0,9949; y=0,0045x,). As leituras foram realizadas em
triplicata e os resultados expressos em mg de equivalentes
de acido gélico (EAG) por g de massa seca.
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Os flavonodides foram determinados de acordo com o
método de Zacarias et al. (2007). Em tubos de ensaio foi
adicionada uma aliquota de 0,5 mL de extrato da amostra,
2,5 mL de etanol e 0,5 mL de cloreto de aluminio 2%.
Seguiu-se com a homogeneizacdo do meio de reagédo e
manutencao em repouso por uma hora na auséncia de luz.
As leituras foram feitas a 420 nm em espectrofotdmetro
(Bel Spectro LGS53). A quantificacdo dos flavonéides foi
realizada a partir da curva padrao de quercetina (10 a 200
pg.mL?; r’=0,9909; y = 0,0100x). As leituras foram feitas
em triplicata e os resultados foram expressos em mg de
guercetina por g de massa seca.

2.2.3.4 Carotenodides

A concentracdo dos carotenoides foi realizada com
base na metodologia descrita por Kuhnen et al. (2010).
Cerca de uma grama de massa fresca de cada amostra foi
macerada em 10 mL de metanol P.A (100%). Apds
repouso de uma hora, na auséncia de luz, as amostras
foram centrifugadas (10 min, 4000 rpm). Posteriormente, o
extrato foi submetido a analise por cromatografia liquida de
alta eficiéncia (CLAE). Aliquotas de 10 pyL de cada amostra
foram analisadas em cromatégrafo liquido (Shimadzu LC -
10A), equipado com coluna de fase reversa C18 (Vydac
201TP54, 25 cm x 4,6 mm interno) e pré-coluna (Vydac
218GK54, 5 pum) e detector espectrofotométrico UV-Vis
operando em 450 nm. Para eluigdo utilizou-se metanol:
acetonitrila (90: 10, v/v) como fase movel, fluxo de 1
mL.min™%. A identificacdo dos compostos de interesse foi
realizada através de comparacdo com o0s tempos de
retengdo dos compostos padrdes (luteina, zeaxantina, B e
a - caroteno, Sigma), sob as mesmas condi¢cbes
experimentais. Para quantificacdo dos carotendides
utilizou-se a curva padrdo externa de luteina (2,5 a 50
pg.mL™ r? = 0,99; y = 7044x) e B - caroteno (0,01 a 5
pg.mL™; r? = 0,99; y = 1019x) e considerou-se a area dos
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picos de interesse para efeito dos calculos de
concentragdo, sendo que os valores apresentados
correspondem a média de 3 injecbes por amostra. A
concentracéo de carotendides foi expressa em mg por g de
massa seca.

2.2.3.5 Atividade Antioxidante por DPPH

A capacidade antioxidante foi determinada através
da reducdo do DPPH (2,2-difenil-1- picrilhidrazil) pelos
compostos antioxidantes presentes na amostra através do
método de Kim et al. (2003). O extrato foi preparado com
uma grama de amostra fresca macerada com 10 mL de
metanol 80%. Apds permanecerem em repouso por uma
hora, ao refugio da luz, as amostras foram centrifugadas (
5 min , 4000 rpm). Paralelamente, uma solugdo DPPH/
metanol (1 ml de DPPH: 99 ml de metanol 80%) foi
preparada de modo que apresentasse absorbancia entre
500 e 600 nm (a0 = 541 nm). Posteriormente, adicionou-se
0,5 ml do extrato em 2,5 ml da solugdo DPPH/ metanol,
mantendo em repouso por 30 min. As leituras foram feitas
a 515 nm em espectrofotdmetro. A atividade de seqlestro
do radical DPPH foi calculada pela equagdo: % de
descoramento do DPPH = [(AC-AA)/AC].100, onde AC é a
absorbéancia do controle e AA é a absorbancia da amostra.

2.2.3.6 Clorofila

A clorofila foi dosada conforme metodologia descrita
por Hiscox & Israelstam (1979). Aproximadamente 300 mg
de calos de todos os tratamentos foram triturados e
macerados em nitrogénio liquido, com o auxilio de cadinho
e pistilo, e transferidos para tubos falcon, com adi¢édo de 5
mL de dimetilsulféxido (DMSQO). Os tubos abertos foram
mantidos abertos em estufa a 45°C, por 45 min, seguindo-
se a centrifugacdo (10 min a 4000 rpm). O extrato foi
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cuidadosamente transferido para novos tubos de ensaio.
Para a analise, 3 mL de amostra foram colocados em uma
cubeta de vidro e a absorbancia foi lida em
espectrofotdmetro (Bel Spectro LGS53), em 645 e 663 nm.
As andlises foram realizadas em ftriplicata e para a
guantificacdo das clorofilas foi utilizada a Férmula de Arnon
(1949):

mg.mL'1 de clorofila a = 0,0127.Dggz — 0,00269.Dgas5

mg.mL™ de clorofila b = 0,0229.Dgs — 0,00468.Dgg3

2.2.4 TEXTURA E PREPARAGAO DE AMOSTRAS PARA
MICROSCOPIA

Os calos foram classificados como de textura fridvel
ou compacta. O calo foi considerado friavel quando
apresentava aglomerados de células que facilmente se
destacavam ao toque da pinga. Quando o calo mostrava
estrutura rigida, dificil de seccionar ou de destacar células,
foi considerado compacto. Amostras frescas
representativas dos calos foram coletadas apos 20, 40 e
60 dias de cultivo in vitro e fixadas em glutaraldeido 2,5%
em tampdo fosfato de sodio 0,1M, em pH 7,2 e
processadas para diferentes tipos de microscopia.

2.2.4.1 Microscopia 6ptica (M0)

Para os estudos histoldgicos, as amostras fixadas
foram lavadas em tampéo fosfatao de sédio 0,1M, em pH
7,2 e desitratadas em série etilica (Gerrits & Smid, 1983),
infiltradas em hidroxietiimetacrilato (Leica® Historesin,
Heidelberg, Alemanha), conforme instru¢bes do fabricante.
Seccgdes, com 3 um de espessura, foram obtidas em
micrétomo rotativo Leica RM 2125 RT (Nussloch,
Alemanha) e distendidas sobre laminas, contendo agua,
em chapa aquecedora (42°C) e, posteriormente coradas
com azul de toluidina em tampéo fosfato 0,2M a pH 6,8
(O'Brien et al.,, 1964). Laminas permanentes foram
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confeccionadas com verniz vitral incolor 500® (Paiva et al.
2006). As imagens foram capturadas através de
Microscopio DM 2500 (Leica, Wetzlar, Alemanha),
equipado com camera DFC 295 (Heerbrugg, Alemanha) e
software (Leica Application Suite 3.7.0, Suica).

2.2.4.2 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

Amostras fixadas foram lavadas em tampéo fosfato
de saodio 0,1M, em pH 7,2 e desitratadas em série etilica
até 100° GL. Apds, foram submetidas & secagem em ponto
critico de CO;Leica® EM-CDP-030 (Heidelberg,
Germany), conforme metodologia de Horridge & Tamm
(1969), e recobertas com 20 nm de ouro paladio em
metalizador EM SCD (Leica, Viena, Austria). As imagens
foram capturadas em Microscépio Eletrbnico de
Varredura Jeol XL30 (Tokyo, Japdo), no Laboratério
Central de Microscopia Eletrénica da Universidade Federal
de Santa Catarina (LCME-UFSC).

2.2.4.3 Microscopia eletrbnica de transmisséo (MET)

Amostras fixadas foram lavadas em tampéo fosfato
de sbdio 0,1M, em pH 7,2 e pés-fixadas em tetréxido de
6smio, na mesma solucdo tampdo, seguindo com a
desidratacdo gradual em acetona até 100%.
Posteriormente, foram infiltradas em resina Spurr (Spurr,
1969). O material foi seccionado em ultramicrétomo com
50 nm de espessura, alocado sobre grades de cobre
contrastado com acetato de uranila 5% e citrato de chumbo
(Reynolds, 1963). O material foi observado e documentado
em Microscopio Eletrénico de Transmissao (MET), marca
Jeol, modelo JEM-1011(Tokio, Japao), no LCME-UFSC.
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2.2.5 ANALISE ESTATISTICA

Os experimentos foram montados de acordo com o
delineamento inteiramente casualizado (DIC). Os dados
foram submetidos & analise de variancia (ANOVA) com
separacdo de médias pelos testes T-student ou Tukey.
Dados n&do normais foram submetidos ao método né&o
paramétrico com teste Kruskal-Wallis. Foi utilizado o

software ASSISTAT 7.7 (Silva & Azevedo, 2009).
2.3 RESULTADOS

As fontes de carbono e concentracdes de ANA
testadas mostraram-se eficientes para a producgéo de calos
de P. tenuifila, permitindo percentagens de inducéo
expressiva, ndo houve diferencas significativas entre os
tratamentos (Fig. 2.1).

Por outro lado, observaram-se distingdes no acumulo
de biomassa e no teor de 4gua dos calos, dependendo da
fonte de carbono e da concentracdo de ANA. O uso de
sacarose possibilitou a formacdo de calos com maior
acumulo de biomassa seca por unidade de biomassa
fresca e com menor teor de agua em relacdo aos calos
produzidos em meio de cultura contendo glucose e frutose
(Tab. 2.1). Entre todos os tratamentos, a concentragédo de
2,5 uM de ANA associadas a sacarose, foi a concentragéo
gue apresentou maior biomassa seca por mg de massa
fresca e menor contetdo de agua (Tab. 2.1).

A variacdo no acimulo de biomassa seca por mg de
biomassa fresca pode, ainda, ser visualizada com base
nos aspectos morfo-histolégicos dos calos. Estes
mostraram-se mais volumosos quando induzidos com
glucose e frutose em relacdo aos induzidos em meio de
cultura suplementado com sacarose, fato mais evidente
guando utilizadas menores concentracdes de ANA (Fig.
2.2). Independente da fonte de carbono, concentragéo de
ANA ou dias de cultivo in vitro, todos os calos
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apresentaram textura friavel exibindo aglomerados
celulares tenros que facilmente destacavam-se ao toque
da pinca e, caracteristicas histoldégicas similares. A
superficie dos calos mostrou-se constituida por dois tipos
celulares, células curtas (Fig. 2.3 a, b) e células longas (Fig
2.3 a, c), as quais encontraram-se parcialmente ou
totalmente envolvidas por matriz extracelular (ECM, Fig.
2.3d). Estas células mantiveram seu nucleo periférico,
decorrente de ampla ocupagdo por vacuolo, mas
mostraram evidéncias de divisbes na base (Fig. 2.3e).
Algumas células alongaram-se perpendicularmente a
superficie originando células longas (Fig 2.3f). Na porcao
mais interna dos calos ocorreram varios centros de origem
(Fig. 2.4a). Estes centros estavam constituidos por células
meristematicas, com protoplasto denso, correspondendo a
um tecido provascular de aparéncia compacta (Fig. 2.4b),
ocorrendo também elementos traqueais ja diferenciados
(Fig. 2.4 b,c). Analise ultraestrutural revelou que as células
gue contornavam os tecidos provasculares apresentaram
nucleo e nucléolo conspicuos e inicio de processo de
vacuolarizacdo (Fig. 2.4d). A regido mais periférica estava
constituida por células frouxamente unidas (Fig. 2.4a). As
quais eram geralmente mais vacuoladas, com protoplasto
periférico rico em organelas, como mitocéndrias e golgi
(Fig. 2.4 e,f). Nestas células também ocorreram alguns
corpos eletrodensos podendo corresponder a compostos
fendlicos (Fig. 2.4e) e amiloplastos (Fig. 2.49).
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Fig. 2. 1 Percentagens de explantes que formaram calos de P.
tenuifila em diferentes fontes de carbono e concentragbes de
acido naftaleno acético (ANA). Os dados representam as médias
de quatro repeticdes seguidas de desvio padrao, letras iguais ndo
diferem entre si pelo teste de Kruskal-Wallis.
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Tab.2. 1Teor de agua e razao de biomassa seca/ biomassa fresca em calos de P. tenuifila induzidos a
partir de segmentos caulinares cultivados na luz, em meio de cultura MS semi-sélido suplementado com
88,5 mM de sacarose, glucose ou frutose e diferentes concentracdes de acido naftaleno acético (ANA).

Dados apo6s 45 dias de cultivo

Fonte de Carbono  ANA (uM) MF(mg)’

MS(mg)’ Razdo MS/MF’

Teor de 4gua

(88,5 mM) (% MF)”

Sacarose 1,25 924.8 80,0 0,089 +0,010b 91,15+1,23 ¢
2,5 610,5 66,5 0,110 £ 0,005 a 89,03+0,95d
5,0 785,9 73,5 0,093 £ 0,005 b 90,68 0,70 c

Glucose 1,25 1164,3 54,3 0,047 £0,012d 95,34 +0,48 a
25 1063,5 55,4 0,052 +0,006cd 94,75+0,48 ab
5,0 1063,3 50,2 0,049 £ 0,007 d 95,11 +0,90 a

Frutose 1,25 817,9 46,7 0,057 + 0,007 ¢ 94,31+0,70 b
2,5 1082,4 56,6 0,053+0,009cd 94,73+0,47 ab
5,0 1018,0 50,4 0,049 +0,010d 95,09+1,03a

Y Médias de dez repeticdes seguidas de desvio padréo

*, letras iguais na coluna n&o diferem
significativamente entre si de acordo com o teste de Tukey (p<0,05). MF=massa seca, mM=milimolar (107®),
pM=micromolar (10°®), mg=miligrama (10®), g=grama.
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Fig. 2. 2 Aspecto geral de calos friaveis de P. tenuifila induzidos a
partir da cultura de segmentos caulinares em diferentes fontes de
carbono e concentrac¢des de acido naftaleno acético (ANA). Calos
induzidos em sacarose nos seguintes dias de cultivo in vitro: a 20
dias; b 40 dias; ¢ 60 dias. Calos induzidos em glucose: d 20 dias;
e 40 dias; f 60 dias. Calos induzidos em frutose: g 20 dias; h 40
dias; i 60 dias. Barra = 2mm.




81

3 ¥ [ —
Fig. 2. 3 Micrografias representativas de calos de P. tenuifila
(MEV e MO), induzidos a partir de diferentes fontes de carbono e
concentragdes de acido naftaleno acético (ANA). a superficie
constituida por células curtas (ponta de seta) e células longas
(setas) em calo induzido em sacarose, 2,5 uM de ANA, 20 dias. b
detalhe de células curtas (calo em glucose, 2,5 uM de ANA, 60
dias). ¢ detalhe de células longas (calo em glucose, 1,25 uM de
ANA, 40 dias). d células envolvidas por matriz extracelular
(setas), calo em frutose, 2,5 uM de ANA, 40 dias). e células com
ndcleo periférico (setas) e amplo vacuolo (v), calo em sacarose 5
uM de ANA, 60 dias. f célula em alongamento (seta), calo em
sacarose 1,25 uM de ANA, 20 dias. Barras: a=100 pum; b,c=20
um, d=50 pm; e=12 pm; f=10 pm.



Fig. 2. 4 Micrografi
e MET), induzidos a partir de diferentes fontes de carbono e
concentracdes de 4cido naftaleno acético (ANA). a porgéo interna
com centros de origem (setas) em calo induzido em sacarose
com 1,25 uM de ANA, 20 dias. b detalhe de um centro de origem
com células meristematicas, com protoplasto denso (setas) e
elementos traqueias diferenciados (pontas de seta), calo em
glucose com 1,25 uM de ANA, 20 dias. ¢ elementos traqueais em
seccdo longitudinal (setas), calo em sacarose com 1,25 uM de
ANA, 40 dias. d nucleos conspicuos (nu) e vacuolos (v) em
células entorno do tecido provascular de calo induzido em frutose
com 50 uM de ANA, 40 dias. e nlcleo conspicuo (nu),
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mitocondrias (pontas de seta) e corpos eletrodensos (setas) em
célula de calo induzido em frutose com 1,25 uM de ANA, 40 dias.
f mitocondrias (pontas de seta) e golgi (seta) em célula de calo
produzido em frutose 1,25 de ANA, 40 dias. g amiloplastos
(pontas de seta) em célula de calos induzido em sacarose com
2,5 uM de ANA, 40 dias. Barras: a=100um; b,c=10um; d,e=2um,
f-0,5um; g=5um

As maiores concentragbes de fendlicos totais foram
verificadas em calos de P. tenuifila produzidos em meio de
cultura suplementado com frutose nas concentracdes de 1,
25 uM e 5,0 uM de ANA (Tab. 2.2). Calos induzidos nesta
mesma fonte de carbono também apresentaram o maior
contetdo de flavonoides entre os tratamentos quando
utilizada a concentracdo de 2,5 uM de ANA no meio de
cultura. Calos produzidos em frutose com 1,25 uM de ANA
apresentaram 0 maior conteuddo de amido entre os
tratamentos (Tab 2.2). Os maiores niveis de acUcares
sollveis totais foram verificados em calos produzidos em
meio de cultura suplementado com frutose e 5,0 uM de
ANA.

Os calos ndo apresentaram atividade antioxidante,
ou seja, ndo houve reducdo do DPPH (2,2-difenil-
picrilhidrazil). Clorofilas a e b também ndo foram
detectadas sendo que os valores de absorbéncia, nestas
analises, ficaram no limite de deteccdo do
espectrofotbmetro e, quando calculados, resultaram em
zero, tanto em concentra¢Bes por massa fresca quanto em
concentracfes por massa seca. Analises de carotendides
por CLAE possibilitaram identificar e quantificar luteina,
zeaxantinas e o-caroteno nos calos. O maior nivel de
luteina e zeaxantinas foram detectados em calos
produzidos em glucose com 2,5 uM de ANA (Tab. 2.3).
Neste mesmo tratamento e, no tratamento com frutose e
5,0 um de ANA e sacarose com 1,25 um de ANA, foram
verificadas as maiores concentracdo de a-caroteno entre
as amostras analisadas (Tab. 2.3).
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Tab.2. 2 Conteudos de agUcares totais, amido, fendlicos totais e flavondides em calos de P. tenuifila iniciados a partir de segmentos caulinares cultivados na luz, em
meio de cultura MS semi-sélido suplementado com 88,5 mM de sacarose, glucose ou frutose e diferentes concentraces de acido naftaleno acético (ANA).

Fonte de Carbono ANA (uM)  Fendlicos totais * Flavondides ” Amido * Acucares totais *
(88,5 mM) (mg EAG/g MS) (mg quercetina/g MS) (galactose mg/g MS) (glucose mg/g MS)
Sacarose 1,25 0,57 £0,04 c 0,16 £ 0,03 cd 1,83+ 0,09 bc 22,50 +0,44 ab
25 0,51+ 0,05 cd 0,29 +0,04 b 2,04 £ 0,06 ab 17,60+0,43 c
5,0 0,40 £ 0,04 de 0,30 £0,05 b 1,76 £ 0,09 ¢ 20,87 +0,56 b
Glucose 1,25 0,57+0,05¢c 0,18+0,05¢c 0,94 +0,07 e 12,10+ 1,23 d
25 0,83+£0,07b 0,01+£0,02e 0,58 £ 0,09 f 8,68+1,19e
5,0 0,29+0,11 e Ausente 1,41 +0,10d 22,31 +1,30 ab
Frutose 1,25 1,03+0,07 a 0,08 £ 0,04 de 2,13+0,16 a 10,77 £ 1,05 de
25 0,71+0,08 b 0,40+0,12 a 0,95+0,11e 9,69+1,07e
5,0 1,03+0,07 a Ausente 0,82 £ 0,10 ef 23,26 + 0,56 a

Y Médias de trés leituras, “ Médias de quatro leituras seguidas de desvio padrdo. Letras iguais na coluna néo diferem significativamente entre si de acordo com os
testes T-student ou Tukey (p<0,05). MS=massa seca, EAG=equivalentes em acido galico.
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Tab.2. 3 Concentragdo dos carotendides (mg/g MS) determinados por CLAE para extratos organossolventes
(hexano:acetona:BHT) de calos de P. tenuifila produzidos a partir de segmentos caulinares jovens em diferentes

fontes de carbono e concentracdes de acido naftaleno acético (ANA)

Fonte de ANA (UM) Luteina ¥ Zeaxantina total ” Rt ¢ - caroteno ¥ Rt
Carbono (mM) Rt (min) = 3,3 (min) = 3,8 (min) = 10,1
Sacarose 1,25 1,79+0,01d 1,29+0,04 f Ausente
2,5 2,18 + 0,13 bc 0,58+0,07¢g Ausente
5 1,46 £ 0,07 e 1,28 +0,08 f Ausente
Glucose 1,25 2,29+0,13b 258+0,11d Ausente

25 4,54 +0,08 a 8,96 + 0,15 a 4,33+0,26 a

5 2,08+0,13c 492+0,19¢c 3,568+0,28b
Frutose 1,25 1,49 +£0,18 e 2,09+0,03 e Ausente
2,5 1,87+0,17d 1,87+£0,12e Ausente

5 1,17+0,11f 6,53+0,02b 496+0,21a

¥ Médias de trés inje¢cBes (10 L) seguidas de desvio padrdo #, letras iguais na coluna n&o diferem
significativamente entre si de acordo com o teste de Tukey (p<0,05). MS=massa seca. Ri=tempo de

retencao
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2.4 DISCUSSAO

Os resultados mostraram que a utilizacdo de segmento
caulinar como explante e a suplementacdo do meio de cultura
com ANA, nas concentracdes usadas (1,25 uM, 2,5 uM e 5,0
uM), foram eficientes para a inducdo de calos em P. tenuifila.
Entre as fontes de carbono utilizadas, a sacarose promoveu o
maior acimulo de biomassa seca nos calos, embora os calos
tenham apresentado aspecto menos volumoso que aqueles
formados com glucose e frutose.

As caracteristicas histologicas dos calos fridveis de P.
tenuifila indicam que as culturas estavam no primeiro estagio
para a producdo de metabdlitos secundarios a partir da cultura
de tecidos in vitro considerado por Murphy et al. (2014), onde
observa-se o crescimento e multiplicagéo celular para o acimulo
de biomassa. A presenca de algumas células com protoplasto
rico em mitocondrias também indicam a plena atividade celular
nos calos, tendo em vista que as mitocdndrias sdo responsaveis
pela producdo de energia (ATP) para todas as atividades
celulares (Gunning & Steer, 1996). Além de mitocdndrias,
registrou-se em todos os tratamentos a presenca de amido e
aclcares na constituicdo dos calos. Estes constituintes sao
importantes fontes de reserva energética para o processo de
crescimento e manutencdo da planta, participando do
metabolismo primario (Taiz, Zeiger, 2004). E importante
considerar que amido e agucares soluveis totais sdo as fontes de
esqueletos de carbono disponiveis para a biossintese das
moléculas dos metabdlitos secundarios.

Os calos estudados apresentaram caractetisticas similares
as observadas por Konieczny et al. (2007) em calos de trigo,
onde a regido interna mostrou-se ocupada por tecido
meristematico de aparéncia compacta e a regido periférica,
constituida por células frouxamente unidas. Nos centros de
origem dos calos de P. tenuifila, houve a diferenciacdo de células
em elementos traqueais para servirem de condutoras de
nutrientes para as células periféricas. Rocha et al. (2012), em
estudo sobre a embriogénese somética a partir de embribes
zigéticos maduros de Passiflora cincinnata, concluiram que a
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presenca de tecidos vasculares € importante para auxiliar na
formacéo de areas pré-embriogénicas.

A concentracdo de clorofilas a e b nas amostras,
independente do tratamento, mostrou-se inexpressiva, fato que
pode ser explicado pela rara presenca de cloroplastos nas
andlises ultraestruturais dos calos de P. tenuifila. George et al.
(2008b) explica que calos expostos a luz continua podem
apresentar regides verdes, a partir das quais verificam-se o
surgimento de novos brotos, assim, as regides verdes com
células contendo cloroplastos, sdo associadas com a capacidade
do calo de se submeter a morfogénese (George et al., 2008b).
Além disso, George et al. (2008b) salienta que a agregacdo
celular favorece a formacdo e continua integridade do
cloroplastos. Esta abordagem explica a caréncia de cloroplastos
nos calos friaveis de P. tenuifila pois, ndo foram verificadas
regides verdes com surgimento de brotos e/ ou agregados
celulares.

Os calos de P. tenuifila apresentaram compostos fendlicos,
flavonéides e importantes carotendides (luteina, zeaxantina e o -
caroteno) evidenciando seu potencial para futuros estudos sobre
a producdo de metabdlitos secundérios in vitro. No organismo
humano, os carotendides tém importante papel nutricional porque
muitos deles, como o0 o-caroteno, converterem-se em vitamina A
e/ ou atuam como antioxidantes (Araujo, 2008, Pereira &
Cardoso, 2012). A luteina e a zeaxantina ndo séo precursores da
vitamina A, no entanto, sdo importantes na degeneragcdo macular
associada a idade e sdo excelentes antioxidantes lipossoluveis
que bloqueiam radicais livres no organismo humano (Stahl &
Sies, 2003).

A presenca de compostos fendlicos demonstra que os
fatores necessarios para garantir as atividades das enzimas
fenilalanina amoénia liase (PAL) e tirosina amdnio liase (TAL)
estiveram presentes, especialmente quando a fonte de carbono
utilizada foi a frutose. Contudo, nessas condi¢cdes de cultura, os
valores de acuUcares solUveis totais e amido ndo foram os
maiores, exceto o nivel de agulcares sollveis totais em frutose e
5 uM de ANA. Tais resultados indicam variacdes na regulacéo da
biossintese de fendlicos totais e flavondides nos calos de P.
tenuifila, dependendo da fonte de carbono utilizada e da
concentracdo de ANA.
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Poucos sdo os estudos disponiveis que quantificam a
producdo de metabdlitos secundarios em calos ou suspensdes
celulares de espécies de Passifloras, no entanto, de acordo com
Ramakrishna & Ravishankar (2001) a elicitacdo tem sido
amplamente utilizada para aumentar a producdo ou para induzir
a sintese de novos metabdlitos secundarios em culturas de
células, 6rgdo ou tecidos vegetais. Elicitor € o nome dado a
condicdo de estresse imposta ao cultivo in vitro (Dornenburg &
Knorr, 1995) como alteracbes de temperatura, salinidade,
radiacdo UV, entre outros (Ramakrishna & Ravishankar, 2011).
Em trabalho publicado recentemente, Lugato et al. (2014)
detectou em calos fridveis de Passiflora alata Curtis a
concentracdo de compostos fenodlicos de 5,97 mg EAG/ g de
massa seca, valor aproximadamente seis vezes maior do que 0s
determinados no presente trabalho para os calos crescidos em
frutose (1,03 mg EAG/g de massa seca). No entanto, Lugato et
al. (2014) manteve as culturas de calos de P. alata em sala de
crescimento com o dobro da intensidade luminosa (46 pmol.m?,
s™) utilizada no presente estudo (22,3 pmol.m?, s) .

Antognoni et al.(2007) testaram o metil jasmonato e a
irradiacdo UV-B como elicitores para aumentar a producédo de
metabolitos em calos de P. guadrangularis. Sem a adicdo de
elicitores encontraram apenas pequenas quantidades de
isoorientina nos calos, enquanto que a concentracdo de outros
flavondides foi inferior ao limite de deteccdo do aparelho
(Antognoni et al., 2007). No entanto, apos 7 dias de irradiacéo
UV-B, a producdo de isoorientina atingiu concentracdes
semelhantes aquelas encontradas em folhas frescas de plantas
adultas e a elicitagdo com metil jasmonato também aumentou as
concentracdes de orientina, vitexina e isovitexina, embora a
estimulacdo tenha sido mais fraca do que a exercida por
tratamento com UV-B (Antognoni et al., 2007). Os autores
observaram também que a atividade antioxidante aumentou de
28% para 76% em calos tratados com UV-B (Antognoni et al.,
2007).

Ali & Abbasi (2014) testaram diferentes concentragfes de
TDZ (tidiazuron) com ou sem ANA (acido naftaleno acético) para
a elicitacdo de culturas de Artemisia absinthium e obtiveram nivel
maximo de teor de fendlicos totais (8,53 mg EAG/g MF) e de
atividade antioxidante (72,6%) em calos formados em resposta a
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1,0 mg/l de TDZ com 42 dias de cultivo in vitro. Varios outros
trabalhos também demonstram o potencial da elicitacdo para
promover o aumento na producdo de compostos secundarios
(Dong et al., 2010; Palacio et al. 2011; Lim et al., 2013). Assim,
sugerimos que estudos futuros também poderiam ser
desenvolvidos utilizando elicitores visando o aumento das
concentracdes de fendlicos totais, flavonoides totais e
carotendides em calos de P. tenuifila.

A auséncia de atividade antioxidante nos calos de P.
tenuifila analisados pode ser um indicativo de que as
concentracdes de compostos fendlicos totais e flavonodides totais
encontradas foram baixas. Vérios trabalhos tém mostrado que a
atividade antioxidante estd relacionada com a presenca de
metabdlitos secundarios. Jayasinghe et al. (2003), em pesquisa
com Ocimum basilicum (manjericio doce) constataram que
quanto maior o contetdo de fendlicos totais nas amostras, maior
era a percentagem de inibicdo do DPPH, resultando em maior
atividade antioxidante. Ali et al. (2013), em estudo com culturas
de células em suspensdo de Artemisia absinthium, observaram
gue a atividade antioxidante tém correlagdo positiva com a
producdo de metabdlitos secundarios durante o crescimento da
cultura. Complementam dizendo que isSsO ocorre porque a
percentagem de inibicdo de DPPH e o maximo acumulo de
compostos fendlicos totais e flavondides totais foram registrados
em calos com 35 dias de idade. Posteriormente, estes autores
verificaram um declinio da atividade antioxidante, enquanto a
concentracdo de metabdlitos secundarios também diminuia.

Palacio et al. (2012), em estudo com calos de Larrea
divaricata em diferentes niveis de diferenciacdo, verificaram que
a capacidade de tecidos indiferenciados de formar compostos
fendlicos foi limitada, contudo, quando os calos sofreram
organogénese, desenvolvendo principalmente ramos adventicios,
a producédo de compostos fendlicos aumentou significativamente.
Conforme as analises histolégicas do presente estudo, calos de
P. tenuifla com 45 dias de cultivo ndo apresentaram tecidos
diferenciados, apenas elementos traqueais nos centros de
origem. Assim, é possivel que calos de P. tenuifila com mais
tempo de cultivo in vitro produzissem maiores teores de
compostos secundarios. Enfatiza-se, ainda, que nem sempre 0s
calos produzidos sdo homogéneos, podendo, assim, ocorrer
regides com maior concentragdo de compostos do que outras.
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Por isso, sugerimos que seja sempre procedida a
homogeneizacao da massa calogénica, a qual deve ser realizada
logo apos a coleta dos calos na sala de crescimento, ou anterior
a maceracao para a extracdo de compostos, pois a observacao
ou ndo destes critérios pode influenciar a discrepancias entre
resultados.

Através das caracteristicas histologicas e das extracdes e
dosagens de metabdlitos foi possivel concluir que os calos de P.
tenuifila com 45 dias de cultivo in vitro apresentam grande
potencial para a producédo de metabdlitos secundarios desde que
sejam aplicadas técnicas para elicitagdo das culturas. Manter as
culturas durante mais tempo in vitro também pode contribuir para
0 aumento das concentracdes de metabdlitos tendo em vista que
isso favorece a diferenciagdo celular. Os calos fridveis obtidos
também sdo importantes para utilizagdo em culturas de células
em suspensdo. O estudo histolégico dos calos permitiu comparar
caracteristicas das células com os resultados de extracdo de
compostos, mostrando-se uma ferramenta viavel para a
comparacao das culturas submetidas a diferentes tratamentos.
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3. CAPITULO Il

ALTERAGOES ULTRAESTRUTURAIS DA MATRIZ
EXTRACELULAR NA FORMACAO DE CALOS FRIAVEIS EM
PASSIFLORA L.

RESUMO

A matriz extracelular (ME), presente em materiais resultantes da
cultura de tecidos in vitro de varias espécies, tém sido
relacionada a fungbes importantes que influenciam nos
processos de cultivo in vitro, como na embriogénese somatica ou
na organogénese, sendo mencionada como um marcador
estrutural. A ME também esta presente em calos fridveis de P.
tenuifila e P. setacea. O objetivo deste trabalho foi caracterizar a
ME e como ela determina a desintegracdo das células nos calos
fridveis de espécies de Passilfora. Para o estudo foram usados
calos de P. tenuifila e P. setacea, obtidos por inducdo em
diferentes tipos de explantes e meios de cultivo in vitro. Amostras
foram fixadas em glutaraldeido 2,5% com tampédo fosfato de
sédio 0,AM, pH 7,2, desidratadas, infiltradas em
hidroxietilmetacrilato, seccionadas em micrétomo, coradas com
azul de toluidina ou submetidas a reacdo com vermelho de
ruténio, para identificar natureza quimica, e analisadas em
Microscopia Optica (MO). Algumas amostras foram secas em
ponto critico de CO,, para analise em Microscopia Eletronica de
Varredura (MEV). Outras amostras fixadas foram pos-fixadas em
tetréxido de 6smio, desidratadas, infiltradas em resina Spurr,
seccionadas em ultramicré6tomo, contrastadas com Acetato de
Uranila e Citrato de Chumbo e analisadas em Microscopia
Eletrbnica de Transmissdo (MET). Os calos de Passiflora
analisados, independente do tipo de explante ou condi¢des de
cultivo, mostraram-se friaveis, com regido central compacta e
células periféricas tendendo ao isolamento. Foi identificada a
constituicdo péctica da ME. A superficie dos calos estava
revestida com ME membranosa, com aspecto liso externamente
e granular ou fibrilar internamente. Resultados indicam que o
aspecto granular ou fibrilar decorre da desconexao entre células.
Presenca de golgi, vesiculas na periferia da célula e evidéncias
da liberacéo de substancias (sentido: vesiculas, parede celular e
espaco intercelular) e dissociagdo intercelular foram registradas
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ultraestruturalmente. As evidéncias estruturais sugerem que a
consisténcia friavel dos calos de Passiflora é resultante da
desconexdo das células periféricas dos calos, que resulta da
alteracdo na ME. Este processo ocorreu nos calos de ambas as
espécies de Passiflora analisadas, independentemente do tipo de
explante que gerou o calo ou do meio de cultura utilizado.

Palavras-Chave: Matriz extracelular, calos friaveis,
ultraestrutura, substancias pécticas
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ABSTRACT

The extracellular matrix (EM), surrounding materials resulting
from in vitro tissue culture of several species, has been related to
the important functions that influence the in vitro culture
processes, such as somatic embryogenesis or organogenesis
and is mentioned as a structural marker. The EM is also present
in friable callus of P.tenuifila and P. setacea. The objective of this
study was to characterize, based on ultrastructure, how the ME
determines the disintegration of cells in friable callus of Passilfora
species. For the study was used P. tenuifila and P. setacea callus
obtained by induction in different explants and in vitro culture
methods. Samples were fixed in 2.5% glutaraldehyde in 0.1M
sodium phosphate buffer, pH 7.2, dehydrated, infiltrated in
methacrylate, sectioned with a microtome, stained with toluidine
blue or subjected to reaction with ruthenium red to identify the
nature chemistry, and analyzed in optical microscopy (OM).
Some samples were dried in critical point of CO2, for analysis in
scanning electron microscopy (SEM). Other samples was post-
fixed in osmium tetroxide, infiltrated in Spurr resin, sectioned with
ultramicrotome, contrasted with uranyl acetate and lead citrate
and analyzed in transmission electron microscopy (TEM).The
Passiflora callus analyzed, regardless of the explant or culture
conditions, were friable, with compact central and peripheral cells
tending to isolation. The pectin formation of ME was identified.
The surface of the callus was coated with EM membranous, with
smooth appearance externally and granular or fibrillar internally.
Results indicate that granular or fibrillar aspect stems from the
disconnect between cells. Presence of Golgi, vesicles at the
periphery of the cell and evidence of the release of substances
(meaning: vesicles, cell wall and intercellular space) and
intercellular dissociation ultrastructure were recorded. Structural
evidence suggests that friable callus of Passiflora results from the
disconnection of peripheral cells of callus which results from the
change in the EM. This process occurred in both callus Passiflora
species analyzed, regardless of the type of explant generating
callus or culture medium.

Key words: Extracellular matrix, friable callus, ultrastructure,
pectic substances
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3.1 INTRODUCAO

A matriz extracelular (ME) é uma fina camada externa a
parede celular e esta presente durante os processos de
embriogénese somatica (Blehova et al., 2010). A ME foi citada
pela primeira vez por Sondhal et al. (1979) ao observares que
estava presente na superficie de células proembridides de
Coffea. Desde entdo, varios pesquisadores tém concentrado
atencdo na ME de culturas in vitro de diversas espécies de
plantas, tais como em Drosera rotundifolia e Zea mayz (Samaj et
al.,, 1995), Cocos nucifera (Verdeil et al., 2001), Fagopyrum
tataricum (Rumyantseva et al. 2003), Triticum aestivum
(Konieczny et al., 2005; Pilarska et al., 2007), Drosera spathulata
(Blehova et al., 2010), Actinidia deliciosa (Popielarska-Konieczna
et al.,, 2010),Vitis vinifera (Pereira et al., 2011), Trifolium
nigrescens (Pilarska et al., 2013), Helianthus tuberosus (Pilarska
et al., 2014), Oryza sativa (Bevitore et al., 2014) entre outras.
Estas investigacoes decorrem do fato de que a ME tem sido
relacionada a recepcdo de sinais e transducdo, auxiliando no
reconhecimento e determinagcdo do destino da célula
(Popielarska-Konieczna et al., 2010), a detecgdo de condigcbes
ambientais (Chapman et al., 2000) e a aquisicdo de competéncia
embriogénica (Verdeil et al., 2001; Yusoff et al., 2012). Bobak et
al. (2003/4) ressaltaram também o importante papel da ME na
interacdo célula-célula, na divisdo celular, na diferenciacédo e na
regeneracdo e manutencdo de algumas caracteristicas de um
agrupamento de células vegetais. A ME também é mencionada
como um marcador estrutural na embriogénese soméatica (Samaj
et al.,, 1999, Chapman et al.,, 2000) ou na organogénese
(Popielarska-Konieczna et al., 2008).

Assim, a ultraestrutura da ME tem sido abordada com
enfoque na competéncia embriogénica. Chapman et al. (2000)
verificaram que a aparéncia fibrilar da ME esta associada a um
estadio intermediario da embriogénese somatica em
monocotileddneas e dicotileddneas. Popielarska-Konieczna et al.
(2008) observaram ME com estrutura externa membranosa e
compacta, mas também perceberam regides com estrutura
fibrilar entre células. Posteriormente, foi questionado por alguns
pesquisadores que a variacdo na ultraestrutura da ME seria
decorrente dos procedimentos de preparo das amostras.
Popielarska-Konieczna et al. (2010) registraram ME fibrilar e
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granular, além da ME membranosa, utlizando técnicas e
equipamentos que descartassem a ocorréncia de artefatos.

A constituicio da ME também tem sido investigada.
Através do tratamento com proteases, Samaj et al. (1995)
identificaram proteinas na superficie da ME. Verdeil et al. (2001),
utilizando anticorpos monoclonais em calos de céco,
identificaram a pectina como outro componente. Pectinas séo
polissacarideos &cidos altamente complexos, abundantes na
parede celular e secre¢des dos vegetais (Konieczny et al., 2007).
Fragmentos de pectina também podem funcionar como
moléculas sinalizadoras envolvidas na regulacdo de processos
de desenvolvimento (Dumville & Fry, 2000). Componentes da
parede celular das células vegetais como proteinas
arabinogalactanicas, pectinas e outros, desempenham um papel
crucial durante a embriogénese somética e zig6tica em plantas
(Samaj et al., 2005). Estes componentes auxiliam na divisdo e
expansao celular antes da embriogénese e apés a diferenciacao
do embrido (Samaj et al., 2005). Pesquisas suportam a idéia de
que ndo somente a célula pode afetar sua parede, mas a parede,
por sua vez, pode influenciar o comportamento das células
(Blehové et al., 2010).

O processo de desintegracédo da estrutura do tecido tem
um papel relevante na separacdo de células embriogénicas
individuais (Rumyantseva et al., 2003). George (2008) ressalta
gue o tecido do calo ndo é de um tipo Unico, diferindo no grau de
compactacado e potencial morfogenético. O autor acrescenta que
perda de compactacdo, calo friavel, é o tipo geralmente
selecionado para iniciar culturas em suspensdo. Mas, que
eventos ultraestruturais ocorrem para transformar um conjunto de
células compactas em friaveis?

O objetivo deste estudo foi caracterizar a matriz
extracelular, com base na ultraestrutura, e como ela determina a
desintegracéo das células dos calos fridveis de duas espécies de
Passiflora, P. tenuifila e P. setacea.

3.2 MATERIAL E METODOS
3.2.1 MATERIAL VEGETAL

Foram ultilizados calos de P. tenufila coletados com 40
dias de cultivo in vitro e calos de P. setacea com 60 dias de
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cultivo in vitro. Os calos de P. tenuifila foram produzidos
utilizando-se como explantes segmentos caulinares, 0s quais
foram obtidos de ramos com 135 dias, resultantes do
alongamento in vitro de 4pices caulinares coletados de plantas
com 60 dias de idade, cultivadas em casa de vegetagdo. Os
calos de P. setacea foram produzidos a partir de explantes de
raiz, hipocétilo e cotilédone, os quais foram excisados de plantas
axénicas com 60 dias de idade, obtidas a partir da germinacéo
de sementes inoculadas in vitro.

3.2.1 PRODUCAO DE CALOS DE P. TENUIFILA
3.2.1.1 Obtencéo de explantes

Apices caulinares de P. tenuifila foram coletados de plantas
com 60 dias de idade, cultivadas em casa de vegetacdo. Os
apices foram lavados com agua da torneira e detergente neutro,
enxaguados (4x) e, em fluxo laminar, foram imersos por 1 min e
30 seg em A&lcool 70%, lavados (3x) em &agua destilada
esterilizada, imersos por 2 min e 30 seg em solu¢ao comercial de
hipoclorito de sddio com 2,5% de cloro ativo, com algumas gotas
de detergente. Em seguida, foram enxaguados (4x) com agua
destilada esterilizada e inoculados em meio de cultura. O meio
de cultura utilizado foi o de Murashige e Skoog (1962), 0,2%
(m/V) de Phytagel e com pH ajustado para 5,8+0,1 utilizando-se
HCI (IN) e NaOH (1N), seguindo-se com a esterilizacao, por 18
min, a 121°C e 1,1 Kgflcm®. Apés a inoculacéo, os tubos de
ensaio foram selados com filme de polipropileno e mantidos em
sala de crescimento com condi¢Bes controladas. Ap6s 135 dias,
0s segmentos caulinares dos ramos resultantes do alongamento
in vitro dos 4pices caulinares, foram utilizados como explantes
para a inducao de calos.

3.2.1.2 Inducéo de calos de P. tenuifila a partir de segmentos
caulinares

Segmentos caulinares, com cerca de 1 cm de
comprimento, foram excisados dos ramos resultantes do
alongamento de apices caulinares. Em seguida, foram
inoculados em meio de Murashige e Skoog (1962) com 0,2%
(m/V) de Phytagel foi suplementado com trés diferentes fontes de
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carbono — 88,5 mM de sacarose (Sac), 88,5 mM de frutose (Fru)
e 88,5 mM de glucose (Glu) — e para cada fonte de carbono
foram usadas trés diferentes concentracbes de &cido naftaleno
acético (ANA) — 1,25 uM, 2,5 uM e 5,0 uM. O pH do meio de
cultura foi ajustado para 5,8+0,1, utilizando-se HCI (1N) e NaOH
(1N), e esterilizado, por 18 min, a 121°C e 1,1 Kgf.cm®. Apds a
inoculagédo, os tubos de ensaio foram selados com filme de
polipropileno e mantidos em sala de crescimento com condigdes
controladas por 40 dias.

3.2.2 PRODUGAO DE CALOS DE P. SETACEA

3.2.2.1 Germinacdo de sementes e estabelecimento de
plantas axénicas

Sementes de P.setacea foram recebidas do banco de
germoplasma de Passifloras da Embrapa Cerrados. As sementes
foram lavadas com agua e detergente neutro, enxaguadas (4x),
desinfectadas em solucdo de hipoclorito de sédio (NaOCl) a
2,5% (viv) por 10 min e lavadas (4x) com &gua destilada
esterilizada. Posteriormente foram inoculadas em meio de cultura
de Murashige e Skoog (1962) suplementado com 59 mM de
sacarose e 0,2% (m/V) de Phytagel. O pH foi ajustado para 5,8
(+0,1) utilizando HCI (1N) e NaOH (1N). O meio de cultura foi
esterilizado por 18 min a 121°C e 1,1 Kgflcm® Apés a
inoculagédo, os tubos de ensaio foram selados com filme de
polipropileno e mantidos em sala de crescimento com condi¢fes
controladas obtendo-se plantas axénicas apos 60 dias.

3.2.2.2 Inducéo de calos de P. setacea a partir de explantes
de raiz, hipocodtilo e cotilédone

Explantes de raiz, de hipocétilo e de cotilédone foram
excisados de plantas axénicas de P. setacea com 60 dias de
idade e inoculados em meio de cultura Murashige e Skoog
(1962) suplementado com 59 mM de sacarose, 0,2% (m/V) de
Phytagel e concentracdo de 5 pM de acido diclorofenoxiacético
(2,4-D). Apé6s a inoculagdo, os tubos de ensaio foram selados
com filme de polipropileno e mantidos em sala de crescimento
com condi¢Bes controladas por 60 dias.
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3.2.3 CONDIGOES DE CULTURA

Todas as culturas de P. setacea e P. tenufila (apices
caulinares, sementes e calos) foram mantidas em sala de
crescimento com temperatura controlada de 25+2°C, sob
fotoperiodo de 16 horas, com intensidade luminosa de 22,3
pmol.m2,st provida por lampadas fluorescentes Philips TDL e
umidade relativa de 70%.

3.24 P,REPARAQAO DE AMOSTRAS PARA ESTUDOS
HISTOLOGICOS

3.2.4.1 Microscopia Optica (MO)

Amostras dos calos foram fixadas em glutaraldeido 2,5%
em tampéao fosfato de sédio 0,1M, em pH 7,2, lavadas no mesmo
tampdo e desidratadas em série etilica (Gerrits & Smid, 1983).
Para microscopia de luz as amostras foram infiltradas em
hidroxietilmetacrilato (Leica Historesin, Heidelberg, Alemanha).
Seccdes com 3um foram obtidas em micrétomo rotativo RM 2125
RT (Leica, Nussloch, Alemanha) e distendidas sobre laminas
contendo agua sob chapa aquecedora (42° C). Em seguida, as
laminas foram coradas com azul de toluidina em tampao fosfato
0,2M a pH 6,8 (O'Brien et al., 1964) para caracterizacao
histologica. Para identificar substancias pécticas foi utlilizado o
vermelho de ruténio (Gerlach, 1984). Para identificar substancias
pécticas foi utlilizado o vermelho de ruténio (Gerlach, 1984).
Laminas permanentes foram confeccionadas com verniz vitral
incolor 500® (Paiva et al. 2006). As imagens foram capturadas
através de Microscopio DM 2500 (Leica, Wetzlar, Alemanha),
equipado com camera DFC 295 (Heerbrugg, Alemanha) e
software (Leica Application Suite 3.7.0, Suica).

3.2.4.2 Microscopia Eletrébnica de Varredura (MEV)

Amostras dos calos foram fixadas em glutaraldeido 2,5%
em tampéao fosfato de sddio 0,1M, em pH 7,2, lavadas no mesmo
tampao e desitratadas em série etilica (Gerrits & Smid, 1983).
Apé6s, foram submetidas a secagem em ponto critico de
CO; Leica® EM-CDP-030 (Heidelberg, Germany), conforme
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metodologia de Horridge & Tamm (1969), e recobertas com 20
nm de ouro paladio em metalizador EM SCD (Leica, Viena,
Austria). As imagens foram capturadas em Microscépio
Eletrdnico de VarreduraJeol XL30 (Tokyo, Japdo), no
Laboratério Central de Microscopia Eletrénica da Universidade
Federal de Santa Catarina (LCME-UFSC).

3.2.4.3 Microscopia Eletrénica de Transmisséo (MET)

Amostras fixadas foram lavadas em tampao fosfato de
sodio 0,1M, em pH 7,2 e pés-fixadas em tetréxido de 6smio, na
mesma solugédo tampéo, seguindo com a desidratacdo gradual
em acetona até 100%. Posteriormente, foram infiltradas em
resina Spurr (Spurr, 1969). O material foi seccionado em
ultramicr6tomo com 50 nm de espessura, alocado sobre grades
de cobre econtrastado com acetato de uranila 5% e citrato de
chumbo (Reynolds, 1963). O material foi observado e
documentado em Microscépio Eletronico de Transmissdo (MET),
marca Jeol, modelo JEM-1011(Tokio, Jap&o), no LCME-UFSC.

3.3 RESULTADOS

Os calos formados nas duas espécies de Passiflora
analisados, P. tenuifila e P. setacea, independente do tipo de
explante ou condicbes do meio de cultura, apresentaram-se
fridveis, com uma regido mais central compacta e a periférica
com células tendendo ao isolamento. A superficie dos calos,
vista em microscopia eletrbnica de varredura, mostrou-se
revestida por matriz extracelular membranosa (MEM; Fig. 3.1a-
c). A MEM apresenta aspecto liso quando envolve externamente
as células, principalmente no caso de células curtas (Fig. 3.1d),
pois com o alongamento das células periféricas (Fig. 3.1b,c)
ocorre o rompimento desta MEM (Fig. 3.1a-d). Em regides onde
a ME desconectou-se das células, foi possivel visualizar que
internamente a ME é constituida por material que fica depositado
em forma de granulos (MEG) na superficie e entre as células
(Fig. 3.1d,f-g). Algumas vezes também observou-se a forma
fibrilar (MEF) deste material resultante da desconexdo entre
células (Fig. 3.1e).

Seccdes transversais dos calos revelaram que as células
mais internas mantém-se justapostas, enquanto as mais
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periféricas desprendem-se (Fig. 3.2a,b). Células com paredes
justapostas retas, indicando recente divisdo celular (Fig. 3.2c)
estavam unidas por reduzido material intercelular. Entretanto, a
face convexa destas mesmas células distanciava-se de outras
pela conspicua deposicdo de substancias constituindo a ME (Fig.
3.2c-e). Este material reagiu positivamente ao vermelho de
ruténio (Fig. 3.2c), confirmando a constituicdo por substancias
pécticas. Registrou-se ainda que a ME, algumas vezes mantinha-
se continua perifericamente, embora radialmente as células ja
estivessem desconectadas e com aspecto granular, tanto na face
interna da ME periférica, quanto nas paredes das células
desconectadas (Fig. 3.2a).

Ultraestruturalmente, as células da regido mais interna dos
calos apresentaram vacuolos conspicuos, algumas vezes com
indicios de fusdo entre vacuolos menores (Fig. 3.3a). Nestas
células o protoplasto ocupava grande proporcédo da célula, sendo
rico em reticulo endoplasmatico e granulos de amido (Fig. 3.3b).
Os espagos intercelulares mostraram-se preenchidos por
substancia granular osmiofilica (Fig. 3.3a). Na Fig. 3.3b (seta)
pode ser observado que a lamela média é delgada entre duas
células e dilata-se separando as duas células (para cima na
figura), decorrente de maior deposicao de substancias pécticas.

As células mais periféricas dos calos exibiram amplos
vacuolos (Fig. 3.3c), ficando o protoplasto pressionado na
periferia da célula, sendo rico em mitocéndrias, golgi e vesiculas
isoladas (Fig. 3.3d). Na parede celular, entre células contiguas,
evidenciaram-se numerosos plasmodesmas (Fig. 3.3c), porém
externo a parede celular, em contato com espaco intercelular
(livre de contato com outra célula), constatou-se deposicdo de
material granular correspondendo a MEG (Fig. 3.3d). As Figuras
3.3 e-g mostram a sequéncia do processo de secrecdo das
substancias que compdem a ME. Vesiculas isoladas a partir do
golgi, aproximam-se da periferia da célula (Fig. 3.3d). Ocorre um
pequeno rompimento da membrana que delimita a vesicula e
inicia-se o0 processo de liberacdo da secrecdo (Fig. 3.3e-f).
Segue-se a fusdo do restante da membrana da vesicula com a
membrana plasmatica da célula, culminando com a total
liberagdo da secregéo que atravessa as microfibrilas de celulose
da parede, depositando-se externamente a esta para constituir a
ME (Fig. 3.39).
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O grande acimulo de substancias pécticas entre as células
resultou em desprendimento destas e a ME mostrou aspecto
fibrilar (MEF; Fig. 3.4a), correspondendo ao observado na figura
3.1e. Quando as células ja estdo mais distanciadas (Fig. 3.4b) o
aspecto da ME é granular (MEG), correspondendo ao observado
na figura 3.1f.

Fig. 3. 1 Eletromicrografias (MEV) de calos de P. tenuifila (a,b,e-f) e P.
setacea (c,d): a matriz extracelular membranosa-MEM (ponta de seta),
com superficie lisa, envolvendo calo. b MEM (ponta de seta) na
superficie de calo. ¢, d MEM (pontas de seta) envolvendo externamente
as células e matriz extracelular granular-MEG (seta) aderida as paredes
de células que desconectaram-se. e matriz extracelular fibrilar-MEF
(seta) entre as células em processo de desconexdo. f MEG (seta) na
face interna da MEM. g MEG (seta) aderida na superficie de células ja
desconectadas de células vizinhas. Explantes de origem dos calos:
a=segmento caulinar; c,d=raiz. Condi¢6es do meio de cultura: a,f= 88,5
mM de sacarose e 2,5 uM de ANA; b= 88,5 mM de frutose; 2,5 uM de
ANA,; c,d=5,0 uM de 2,4-D; e,g= 88,5 mM de glucose e 2,5 uM de ANA,;
Barras: a, b, ¢ =50um; d =25 um; e =10 pm; f,g =20 pm.
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tenuifila (a,c-e) e P. setacea (b): a-b aspecto geral de calo mostrando
regido interna (ri) com células justapostas e regides periféricas (rp) onde
as células desprendem-se. ¢ células com paredes retas (pontas de seta)
unidas por reduzido material intercelular que constitui a matriz
extracelular (ME). d ME depositada entre células de faces convexas. e
ME conspicua entre células, evidenciando reacéo positiva a substancias
pécticas com uso de vermelho de ruténio. Explantes de origem dos
calos: b=raiz; e=cotilédone. Condi¢bes do meio de cultura: a,c= 88,5
mM de frutose e 2,5 uM de ANA; b,e= 5,0 uM de 2,4-D; d= 88,5 mM de
glucose e 1,25 uM de ANA; Barras: a =20um; b =30um; c,d,e =10um.
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Fig. 3. 3 Eletromicrografias (MET) de calos de P. tenuifila, produzidos a
partir de segmento caulinar: a células da regido interna com vacuolos
conspicuos (v) e indicios de fusdo entre vacuolos menores; substancias
osmiofilicas, constituindo ME, preenchem os espagos intercelulares. b
células da regido interna do calo com granulos de amido (am) e reticulo
endoplasmatico (re) conspicuo proximo a parede celular; lamela média
(seta) dilatando-se e separando duas células, decorrente de maior
deposicdo de substéncias osmiofilicas (pécticas). ¢ células mais
periféricas dos calos com amplos vacuUolos (v), protoplasto posicionado
na perifeia e plasmodesmas (setas) indicando intensa
intercomunicagdo de células vizinhas. d células periféricas do calos com
protoplasto rico em mitocondrias (m), golgi (g), vesiculas isoladas (vs) e
deposicdo de MEG. e-g Evidéncias do processo de secrecdo de
substancias osmiofilicas que compéem a ME: e vesiculas (vs) isoladas
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a partir do golgi aproximam-se da periferia da célula. f membrana que
delimita vesicula rompe-se e se inicia o processo de liberagdo da
secrecdo g segue-se a fusdo do restante da membrana da vesicula com
a membrana plasmatica da célula, culminando com a total liberagcéo da
secrecdo através das microfibrilas de celulose da parede, depositando-

se externamente a esta para constituir a ME. Barras: a,c=5um;
b,d=1um; e,f =0,5um; ,g=0,1pm.

Fig. 3. 4 Eletromicrografias representativas em MET mostrando o
grande acumulo de substancias entre as células de calos friaveis de P.
tenuifila, produzidos a partir de segmento caulinar em diferentes fontes
de carbono e concentragdes de ANA: a despreendimento celular como
resultado do acumulo de substéancias, formando ME com aspecto
fibrilar-MEF (seta branca). b células mais distanciadas apresentando o
aspecto da ME granular-MEG (seta preta). Barras: a=0,5 um; b=0,2um.

3.4 DISCUSSAO

A morfogénese nas plantas, envolve uma organizacdo
espacial e temporal da divisdo celular, da expansdo e da
diferencdo de células (Krupkova et al., 2007). Assim,
acrescentam os autores, a parede celular tem um papel
importante no desenvolvimento da planta, o que impde
numerosas limitacdes espaciais e associacfes entre as células.
Para coordenar corretamente os planos de divisBes celulares e
expansao das células em desenvolvimento, a deposicao
ordenada de material da parede celular e sua composi¢cdo sao
importantes (Baskin, 2001).

As substancias pécticas e as proteinas sdo importantes
componentes que fazem parte da parede celular (Evert, 2006;
Beck, 2010). A lamela média tem natureza predominantemente
péctica (Evert, 2006). As pectinas sdo altamente hidrofilicas e
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seus constituintes principais (acido poligalacturbnico e
rhamnogalacturdnico) tém alta capacidade de formar géis (Evert,
2006; Beck, 2010). Nos calos de Passiflora, as substancias
pécticas foram identificadas como um dos componentes da ME,
tal como registrado por Verdeil et al.(2001) para calos de coco.
Samaj et al. (1995), através do tratamento com proteases,
observaram que as proteinas também fazem parte da
constituicdo da ME.

Chapman et al. (2000) constataram, na embriogénese
somadtica induzida a partir de raiz de Cichorium, que proembrides
mantém material fibrilar em forma de rede na superficie,
parecendo que foi rasgada ou parcialmente rompida durante a
expansao do proembrido, o que denominou de rede
supraembrionaria. Conforme estes autores, esta rede esta
restrita ao exterior da parede celular podendo estar associada
com a degradacdo da camada que reveste o proembrido. Os
autores acrescentam que as células do parénquima que originou
os proembrides mantém a superficie lisa. Em Passiflora também
foi constatado que a ME apresentou-se lisa, ou membranosa, na
superficie dos calos. Popielarska-Konieczna et al. (2008)
ressaltaram que a rede superficial da ME tem recebido atencédo
dos pesquisadores nos processos de morfogénese, pois a
parede celular externa, onde ocorre esta rede, esta exposta aos
fatores ambientais. Estes autores, analisando a ME em calos
derivados endosperma de Actinidia deliciosa, observaram a rede
de ME na adesao entre células, enquanto na superficie a ME
apresentou-se membranosa. Os autores também observaram
gue no contato das células senescentes com a area morfogénica
ocorria esta rede de ME. Popielarska-Konieczna et al. (2010),
testaram novas técnicas de preparo e analise da ME, tendo em
vista que muitos pesquisadores atribuiram a variacdo das
caracteristicas fibrilar ou granular aos métodos usados. Assim,
estes autores prepararam amostras por congelamento e
liofilizacdo, evitando possiveis artefatos pela fixacdo quimica e
desidratacdo, constatando, em MEV, que A. deliciosa
apresentava uma matriz superficial dos calos como camada
membranosa e estrutura fibrilar de rede extracelular, além de
secrecdo como mucilagem de forma granular em parte da
superficie celular. Sendo assim, comprovaram que O0S
procedimentos ndo estavam modificando o aspecto estrutural da
ME. Steinmacher et al. (2012) também constataram ME com
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estrutura fibrilar e granular durante a embriogénese somética de
pupunha. No entanto, concluiram que a ME ndo apresenta
arranjos diferenciados, ao invés disso, apresenta externamente o
aspecto liso e internamente é constituida por material depositado
em forma fibrilar, em células com recente desprendimento, e/ ou
em forma de granulos, quando as células estdo mais
distanciadas. Estes resultados correspondem ao que também foi
observado no presente estudo em calos de Passiflora. A maioria
dos estudos com ME refere-se a células morfogénicas, porém
Slesak et al. (2014) constataram ME com estrutura membranosa-
fibrilar em torno de células ndo morfogénicas de calos de Rumex.

A matriz extracelular é uma parte da continuidade da
citoesqueleto-membrana plasmatica com a funcao de recepcgéo e
transducdo de sinais entre as células (Roberts, 1994).
Popielarska-Konieczna et al. (2014) sugerem que a ME pode
estar envolvida com a funcdo de sinalizacdo e protecao
estrutural. O caminho da secrecdo das pectinas foi observado
por Steinmacher et al.(2012), na embriogénese soméatica de
Bactris gasipaes Kunth., através da imunolocalizacdo. Os autores
observaram particulas de ouro associadas com as vesiculas nas
proximidades do reticulo endoplasmatico, tanto quanto no
aparelho de Golgi e estavam claramente associadas com as
membranas vesiculares e citoplasméticas. A analise
ultraestrutural das células dos calos de Passiflora também
revelou indicios de material sendo secretado por vesiculas na
periferia das células, além de substancias eletrodensas na
parede celular e externamente a esta.

Nos calos de Passiflora, a continua secrecdo de
substancias pécticas em células periféricas gerou uma deposicao
fragil entre duas células contiguas, o que, associado a expansao
celular, determinou a formagéo de ME fibrilar. O processo seguiu
com a dissolucdo da lamela média, ou seja, da ME, resultando
no desprendimento celular. Sobre a superficie destas células
desconectadas restaram residuos da ME, mais frequentemente
na forma granular. As evidéncias estruturais sugerem que a
consisténcia friavel dos calos de Passiflora é resultante da
desconexdo das células periféricas dos calos, que resulta da
alteragdo na ME. Este processo ocorreu nos calos de ambas as
espécies de Passiflora analisadas, independentemente do tipo de
explante que gerou o calo ou do meio de cultura utilizado.
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4. CONSIDERACOES FINAIS E PERSPECTIVAS FUTURAS

Os resultados do estudo sobre a formacéo de calos de P.
setacea a partir de diferentes tipos de explantes, revelaram a
necessidade do uso de 2,4-D, sendo que concentragfes mais
elevadas (2,5 e 5,0 um) resultaram em maiores percentagens de
formacdo de calos. Calos originados de hipocétilo em 5,0 uM e
calos de segmento nodal foliar em 2,5 uM de 2,4-D apresentaram
caracteristicas histoldgicas que indicam grande potencial para
formacdo de projecbes globulares indicando o acumulo de
biomassa, sendo importantes para estudos futuros sobre a
producao de metabdlitos secundarios.

Os resultados de extracdo de metabdlitos indicaram o
potencial das culturas de calos de P. setacea e P. tenuifila, sendo
uma alternativa biotecnoldgica para a producdo de fendlicos
totais, flavondides, luteina, zeaxantina e o-caroteno. Pesquisas
futuras, com calos desta espécie, podem ser otimizadas com o
intuito de aumentar a producéo destes compostos ou até mesmo
gerar a producdo de compostos ndo detectados neste trabalho.
Assim, com maior producao de metabdlitos secundarios podera
ser viabilizada a indugéo da atividade antioxidante dos calos. Isto
pode ser obtido através de manipulacdes de reguladores de
crescimento, niveis de diferenciacdo, fornecimento de
precursores e elicitacdo. Estas manipulagbes tém sido utilizadas
com sucesso na otimizacdo da producdo de metabdlitos
secundarios em outras espécies.

Com base em estudo ultraestrutural foi possivel verificar
gue o acumulo de substancias entre as células periféricas dos
calos de P. setacea e P. tenuifila comp&em a matriz extracelular
(ME). Aspectos da constituicdo quimica e ultraestrutural da ME
podem ser de grande importancia em pesquisas que necessitem
esclarecimentos sobre a desconeccdao intercelular, como no caso
de formacao de calos friaveis.
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