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RESUMO 

 

 

VIEIRA,  Lorena  Melo,  M.Sc.  Universidade  Federal  de  Viçosa,  fevereiro  de  2011. 
Expressão  do  gene  ASYMMETRIC  LEAVES1  (AS1)  em  explantes  radiculares  de 
Passiflora  edulis  Sims  e  organogênese  in  vitro  em  Passiflora  setacea  D.C. 
(Passifloraceae).  Orientador:  Wagner  Campos  Otoni.  Co‐orientador:  Luzimar 
Campos da Silva. 

 

O  presente  estudo  teve  como  objetivos  caracterizar  a  expressão  do  gene 

ASYMMETRIC LEAVES1 (AS1), via hibridização in situ, durante a regeneração in vitro de 

segmentos  radiculares  de  Passiflora  edulis  Sims,  espécie  comercialmente  cultivada,  e 

estabelecer um protocolo reproduzível via organogênese  in vitro em Passiflora setacea, 

espécie silvestre. Explantes radiculares de P. edulis  foram cultivados em meio MS, para 

indução de organogênese de ramos, suplementado com 2,35 µM de BA. Para detecção do 

gene PeAS1  pela  hibridização  in  situ  foi  produzido  uma  sonda  antisense, utilizando‐se 

fragmentos  de  cDNA  com  900  pb.  A  visualização  do  sinal  de  hibridização  foi  obtida 

utilizando‐se a solução comercial de NBT/BCIP como substrato para  fosfatase alcalina.  

Após  12  dias  em meio  de  indução, meristemóides  foram  formados,  via  organogênese 

direta. Nos meristemóides,  a  reação positiva  a  hibridização  in  situ por  imunodetecção 

evidenciou a presença de  transcritos do gene PeAS1. Em gemas  formadas a partir dos 

meristemóides, após 25 dias de cultivo, o gene PeAS1 foi expresso nas regiões do domo e 

primórdios  foliares.  Para  a  indução  de  organogênese  in  vitro  em P.  setacea,  explantes 

foliares,  hipocotiledonares  e  radiculares  foram  cultivados  em meio  MS  suplementado 

com  4,44  µM  de  Benzilaminopurina  (BA);  2,27  μM  de  Tidiazuron  (TDZ)  ou  em 

combinação com BA (4,44 μM) + TDZ (2,27 μM), sob dois regimes luminosos (16h de luz 

e  escuro). No  tratamento  controle,  não houve  adição de  fitorregulador. Os padrões de 

regeneração  direta  e  indireta  foram  observados  em  explantes  hipocotiledonares  e 

radiculares. Em explantes foliares, a regeneração ocorreu somente a partir de calos. Nos 

hipocótilos, os meios suplementados por BA na luz ou BA+TDZ em ambas as condições 

de  incubação  proporcionaram maior média  de  brotações.  Em  explantes  radiculares,  a 



 

  x

maior  frequência  de  regeneração  foi  observada  quando  cultivados  em  meio  com 

BA+TDZ  na  luz  porém,  nessas  condições,  a  análise  de  citometria  de  fluxo  constatou 

aumento  na  quantidade  média  de  DNA  nuclear,  em  dois  de  cinco  regenerantes 

analisados, quando comparado ao material oriundo de sementes. A mesma composição 

do meio e condição de incubação não induziu poliploidia em regenerantes oriundos de 

explantes hipocotiledonares. Conclui‐se que o tipo de explante, a composição do meio de 

cultivo  e  as  condições  de  incubação  tiveram  influência  na  morfogênese  in  vitro  de 

Passiflora  setacea. O presente  trabalho  relata,  pela  primeira  vez,  informações  de  nível 

molecular do processo organogênico a partir de explantes radiculares em P. edulis, bem 

como a obtenção de organogênese in vitro e a caracterização da estabilidade genética de 

regenerantes  da  espécie  silvestre  P.  setacea,  possibilitando  a  sua  utilização  em 

programas de melhoramento genético.  
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ABSTRACT 

 

 

VIEIRA, Lorena Melo, M.Sc., Universidade Federal de Viçosa, February, 2011. Expression 
of the gene ASYMMETRIC LEAVES1 (AS1) in root explants from Passiflora edulis 
Sims  and  organogenesis  in  vitro  in  Passiflora  setacea  D.C.  (Passifloraceae). 
Advisor: Wagner Campos Otoni. Co‐advisor: Luzimar Campos da Silva.  

 

This  study  aimed  to  characterize  the  expression  of  ASYMMETRIC  LEAVES1 

(PeAS1) gene via  in situ hybridization, during  in vitro regeneration from root segments 

of Passiflora edulis Sims, a species typically commercial, and establish a protocol which 

could be repeated, via organogenesis  in vitro  in Passiflora setacea, a wild species. Root 

explants  from  P.  edulis  were  cultured  on  MS  medium  for  organogenesis  induction  in 

branches,  supplemented  with  2.35  mM  BA.  For  PeAS1  gene  detection  by  in  situ 

hybridization it was produced an antisense probe, using cDNA fragments that had 900 

pb.  The  visualization  of  the  hybridization  signal  was  obtained  using  a  commercial 

solution  of  NBT  /  BCIP  as  a  substrate  for  alkaline  phosphatase.  After  12  days  on 

induction medium, meristems were  formed  via  direct  organogenesis.  In  this  group  of 

cells,  the  immunodetection  positive  reaction  on  in  situ  hybridization  showed  the 

presence  of  gene  transcripts  PeAS1.  In  buds  that  has  its  sources  in meristems,  PeAS1 

gene was expressed in dome and leaf primordia regions, after 25 days of cultivation. For 

induction of organogenesis  in vitro in P. setacea, leaf, hypocotyl and root explants were 

cultured on MS medium supplemented with 4.44 mM benzylaminopurine (BA), 2.27 mM 

thidiazuron (TDZ) or  in combination with BA (4.44 mM) + TDZ (2. 27 mM) under two 

distinct  light  conditions  (16h  light  and dark).  For  the  control  treatment,  there was no 

addition  of  plant  growth  regulator.  Patterns  of  direct  and  indirect  regeneration were 

observed in hypocotyls and root. Leaf explants, regeneration only occurred from callus. 

In hypocotyls, the media supplemented with BA at light condition or BA + TDZ in both 

incubation conditions provided a higher average of shoots. In root explants, the highest 

frequency  of  regeneration  was  observed  when  it  was  cultured  in  BA  +  TDZ  at  light 

medium. However,  under  these  conditions,  the  analysis  of  flow  cytometry  showed  an 

increase  in  the  average  amount  of  nuclear  DNA,  in  two  of  five  regenerants  analyzed, 

when  compared  to  material  derived  from  seeds.  The  same medium  composition  and 
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incubation  conditions did not  induce polyploidy  in  regenerating  from hypocotyls.  It  is 

concluded  that  the  explant  type,  composition  of  culture  medium  and  incubation 

conditions  had  influence  on  in  vitro  morphogenesis  of  Passiflora  setacea.  This  paper 

describes,  for  the  first  time,  information  on  the  molecular  aspects  of  organogenic 

process  from  root  explants  in  P.  edulis,  as  well  obtaining  organogenesis  in  vitro  and 

characterization of the genetic stability of regenerants from P. setacea. These advances 

enable the employment of this wild species in breeding programs. 
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1. INTRODUÇÃO GERAL 

 

A  família  Passifloraceae  apresenta  grande  número  de  espécies,  sendo  o  gênero 

Passiflora  o  mais  representativo,  com  cerca  de  600  espécies  tropicais  e  subtropicais.  

Dentre  essas,  150  são nativas do Brasil  e  seu maior pólo de dispersão  se  encontra na 

região Centro‐Oeste e Norte do país (Silva e São José, 1994; Martins, 2006; Pinto et al., 

2010).  A  grande  variabilidade  genética,  de  muitas  dessas  espécies,  implica  em 

características  interessantes  para  sua  utilização  em  programas  de  melhoramento 

genético,  visando ao aumento na produção,  na qualidade dos  frutos  e de  resistência a 

doenças (Vieira e Carneiro, 2004; Zerbini et al., 2008). 

Para o gênero Passiflora, a via morfogênica de regeneração in vitro mais utilizada 

é  a  organogênese.  Essa pode ocorrer direta  (Hall  et  al.,  2000;  Becerra  et  al.,  2004) ou 

indiretamente  (Monteiro  et  al.,  2000;  Lombardi  et  al.,  2007),  dependendo  do  tipo  de 

explante e genótipo utilizado.  Os primeiros relatos da aplicação da cultura de tecidos em 

Passiflora  iniciaram‐se  com  a  produção  de  brotações  adventícias  no  cultivo  de 

segmentos de caule de plantas adultas de P. caeruela (Nakayama, 1966).  

Alguns  autores  relataram  protocolos  para  regeneração  in  vitro  de  espécies  de 

maracujás utilizando como fontes de explantes: segmentos nodais (Drew, 1991; Ribeiro 

et al., 2006), ápices caulinares (Dornelas e Vieira, 1994; Faria e Segura, 1997; Ribeiro et 

al., 2006), segmentos de hipocótilo e epicótilo (Faria e Segura, 1997; Biasi et al., 2000; 

Fernando  et  al.,  2007; Dias  et  al.,  2009;  Pinto  et  al.,  2010),  discos  foliares  (Hall  et  al., 

2000;  Becerra  et  al.,  2004;  Trevisan  e  Mendes,  2005;  Pinto  et  al.,  2010),  gavinhas 

(Dornelas e Vieira, 1994) e explantes radiculares(Lombardi et al., 2007; Silva, 2009).  

A  utilização  de  raízes  na  regeneração  in  vitro  tem  se  mostrado  um  excelente 

modelo  para  estudos  fisiológicos,  anatômicos  e  moleculares  (Atta  et  al.,  2009).  A 

capacidade de pluripotência das células vegetais diferenciadas em expressarem um novo 

padrão de diferenciação pode ser observada em explantes radiculares (Fambrini et al., 

2003). 

O estabelecimento e a manutenção de meristemas apicais caulinares que surgem 

em raízes, utilizadas como explantes, expõem questões intrigantes e parecem necessitar 

de  uma  sequência  de  expressão  gênica  padronizada  para  sua  formação.    O  gene 

ASYMMETRIC  LEAVES1  (AS1)  está  relacionado  a  esse  processo  e,  de  alguma maneira, 
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possibilita a especificação de uma identidade adaxial foliar (Byrne, 2005; Fu et al., 2007; 

Ikezaki et al., 2010). Técnicas de hibridização  in situ permitem acompanhar a dinâmica 

de expressão gênica no decurso da formação dos meristemas (Atta et al., 2009).  

As  respostas morfogênicas  de  plantas  e  tecidos  cultivados  in  vitro  são  afetadas 

por diferentes componentes de meios de cultura, sendo importante avaliar seus efeitos 

sobre  a  regeneração  das  plantas.    Os  fitohormônios  podem,  em  sua  maioria, 

desempenhar  função  reguladora  em  concentrações  baixas,  apresentando  influência 

tanto  antagônica  quanto  sinergística,  nos  diferentes  fenômenos  que  envolvem  o 

desenvolvimento da planta (Nutsch, 2000). A aplicação de 6‐benzilaminopurina (BA) e 

Tidiazuron (TDZ) têm apresentado resultados favoráveis à indução de organogênese em 

Passiflora  (Pinto  et  al.,  2010;    Zerbini  et  al.,  2008).  Contudo,  o  potencial  propagativo 

depende da procedência do  explante  e da  espécie  estudada  (Apezzato‐da‐Glória  et  al., 

1999).   

O Brasil, atualmente, é o maior produtor de maracujá‐amarelo (Passiflora edulis 

Sims) segundo Meletti et al. (2005) e IBGE (2006) e a espécie destaca‐se pela produção 

de  frutos ricos em vitaminas e minerais, e pela qualidade do suco (Braga et al., 2005). 

Também é utilizada como ornamental, devido à  imponência de suas flores, e com ação 

medicinal, explorando suas propriedades sedativas (Souza e Meletti, 1997). Entretanto, 

os  principais  problemas  enfrentados  pelos  passicultores  são  as  doenças  de  etiologia 

viral (Hanweg, 1999; Zerbini et al., 2008) e fitopatógenos do solo (Junqueira et al., 1999; 

Meletti  e  Bruckner,  2001),  que  limitam  a  produção  dos  frutos  e  expansão  da  cultura 

(Brancaglione et al., 2009).  

Entre  as  espécies  silvestres  com possibilidades de uso na  alimentação humana, 

Passiflora  setacea  D.  C.  conhecida  como  “maracujá‐sururuca”,  “maracujá‐do‐sono”  ou 

“maracujá‐do‐cerrado”  apresenta  boas  perspectivas  de  mercado  para  consumo  in 

natura,  na  forma  de  sucos  ou  produção  de  doces  (Oliveira  e  Ruggiero,  2005).  Essa 

espécie  tem  sido  relatada  como excelente  fonte de  resistência  a  fitopatógenos do  solo 

(Menezes  et  al.,  1994;  Oliveira,  2000;  Fischer,  2003;    Cardoso‐Silva  et  al.,  2007), 

entretanto,  apresenta  dormência  nas  sementes  e  desuniformidade  de  germinação 

(Meletti  et  al.,  2002).  As  técnicas  de  cultura  de  tecidos  seriam  uma  alternativa  para 

propagação  da  espécie.  No  entanto,  requer  protocolos  eficientes  para  o  sucesso  da 

regeneração de plantas in vitro (Santos et al., 2010). 
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A obtenção de maracujá  comercial  (Passiflora edulis  Sims)  resistente  a  doenças 

depende  da  inserção  de  genes  de  resistência  de  espécies  silvestres  para  as  espécies 

cultivadas,  já  que  híbridos  sexuais  têm  apresentado  baixa  fertilidade. Uma  alternativa 

viável  seria  a  obtenção  de  híbridos  somáticos,  advindos  de  técnicas  de  cultura  de 

tecidos. Todavia, para aplicação dessa tecnologia, reforça‐se a necessidade de otimização 

de protocolos de regeneração via organogênese in vitro e estabelecimento e manutenção 

de culturas de células em suspensão para espécies como P. setacea. 

Muitos trabalhos já relataram a organogênese por meio da cultura de tecidos em 

Passifloráceas, especialmente em P. edulis (Passos e Bernacci, 2005). Entretanto, ainda 

há carência de protocolos eficientes de regeneração, desenvolvimento, e conservação in 

vitro, para a maioria das espécies, principalmente espécies pouco domesticadas, como P. 

setacea, em que a variabilidade genética existente é muito grande (Farias et al., 2005). 

Embora alguns autores tenham reportado a propagação in vitro mediante germinação in 

vitro de P. setacea, não há relatos de trabalhos que caracterizem a organogênese in vitro 

desta  espécie,  bem  como  a  variação  na  estabilidade  genética  dos  seus  regenerantes 

submetidos a diferentes reguladores de crescimento.   

Nesse  sentido,  dado  o  potencial  organogênico  da  espécie  Passiflora  edulis, 

especialmente em explantes radiculares, e a escassez de trabalhos sobre a otimização de 

protocolos  de  regeneração  via  organogênese  in  vitro  em Passiflora  setacea,  alicerçado 

em técnicas de cultura in vitro, pretende‐se:  

• Induzir a organogênese in vitro em explantes radiculares de P. edulis e, por meio 

da técnica de hibridização  in situ, caracterizar a dinâmica de expressão do gene 

ASYMMETRIC LEAVES1 (AS1); 

• Estabelecer um protocolo reproduzível de regeneração in vitro, via organogênese, 

em P. setacea e analisar a estabilidade genética dos seus regenerantes. 
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CAPÍTULO I 

CARACTERIZAÇÃO  DA  EXPRESSÃO  DO  GENE  ASYMMETRIC  LEAVES1  (AS1) 
DURANTE A ORGANOGÊNESE  in  vitro EM EXPLANTES RADICULARES DE Passiflora 
edulis SIMS (PASSIFLORACEAE) 

Resumo 

O surgimento de meristemas apicais caulinares em órgãos diferenciados, como as 

raízes,  requer  uma  sequência  de  expressão  gênica  padronizada.  O  gene ASYMMETRIC 

LEAVES1  (AS1)  está  relacionado  ao  processo  organogênico  e  é  expresso  em  células 

meristemáticas  foliares. O objetivo deste  trabalho  foi caracterizar a expressão do gene 

PeAS1,  via  hibridização  in  situ,  durante  a  organogênese  em  segmentos  radiculares  de 

Passiflora  edulis  Sims.  Explantes  radiculares  foram  colocados  em  meio  indutor  de 

organogênese de ramos e coletados em diferentes estádios de desenvolvimento (0, 6, 12 

e 25 dias). Para detecção do gene PeAS1 pela técnica de hibridização in situ foi produzido 

uma sonda antisense, utilizando‐se fragmentos de cDNA com 900 pb. A visualização do 

sinal  de  hibridização  foi  obtida  utilizando‐se  a  solução  comercial  de  NBT/BCIP  como 

substrato  para  fosfatase  alcalina.    Não  foram  observados  sinais  da  expressão  do  gene 

PeAS1 nos explantes aos 0 e 6 dias de cultivo em meio indutor. Todavia, após 12 dias em 

meio de indução, os explantes radiculares produziram meristemóides via organogênese 

direta. A coloração vermelho escuro a marrom nessas células confirmou a presença de 

transcritos  do  gene  PeAS1  via  hibridização  in  situ  por  imunodetecção.  Nas  regiões 

subepidérmicas  em  que  ainda  não  havia  formação  de  meristemóides  também  foram 

detectados  transcritos  do  PeAS1,  indicando  que  essas  células  possuem  competência 

organogênica.  Após  25  dias  de  cultivo,  observou‐se  o  surgimento  endógeno  de 

brotações.  Nesse  estádio  de  desenvolvimento,  foi  notada  a  expressão  do  gene  PeAS1, 

através  de  precipitado  vermelho  escuro,  na  região  do  meristema  apical  caulinar  e 

primórdios  foliares.  Os  resultados  desse  trabalho  revelam  que  a  expressão  do  gene 

PeAS1  inicia‐se após 12 dias em meio de  indução, bem como a eficiência da técnica de 

hibridização  in situ para análises moleculares do processo de organogênese  in vitro em 

raízes.   
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1. INTRODUÇÃO 

A via morfogênica de regeneração de plantas  in vitro mais amplamente aplicada 

ao gênero Passiflora é a organogênese. Foram desenvolvidos vários protocolos a partir 

da  utilização  de  combinações  de  reguladores  de  crescimento  (Monteiro  et  al.,  2000; 

Fernando et al., 2007; Pinto et al., 2010) e tipos de explantes, tais como: segmentos de 

epicótilo e hipocótilo (Dornelas e Vieira., 1994; Faria e Segura, 1997; Dias et al., 2009), 

discos foliares (Hall et al., 2000; Becerra et al., 2004; Trevisan e Mendes, 2005; Ribeiro 

et al., 2006), gavinhas (Dornelas e Vieira, 1994) e explantes radiculares (Lombardi et al., 

2007; Silva, 2009).  Quando comparado a outras fontes de explantes não meristemáticas, 

o  cultivo  de  raízes  de  passifloráceas  tem  apresentado  capacidade  de  regeneração 

favorável, tendo em vista a taxa expressiva de gemas formadas (Lombardi et al., 2007). 

Além de  análises  anatômicas  e  fisiológicas,  as  técnicas  de  clonagem de  genes  e 

marcadores  moleculares  podem  ser  aplicadas  para  o  entendimento  molecular  dos 

processos de desenvolvimento da morfogênese in vitro (Meng et al., 2010).  Os primeiros 

relatos  dessa  nova  abordagem  foram  descritos  por  Zhang  et  al.  (1998),    analisando  a 

expressão do gene Knotted1 (KN1) de milho e seus homólogos durante a proliferação in 

vitro de células meristemáticas e formação de meristemas caulinares em gemas axilares 

de cevada. A habilidade de regeneração está associada à atividade específica de genes, 

que  são  expressos  em  células  ou  tecidos,  e  a  sinais  moleculares  como  os  fatores  de 

transcrição (Gaj et al., 2005; Srinivasan et al., 2007).  

A  utilização  de  raízes  como  explante  tem  se  mostrado  excelente  modelo  para 

estudos dos processos morfológicos,  fisiológicos,  anatômicos e moleculares envolvidos 

durante  a  organogênese  in  vitro.  A  regeneração  de  raízes  tem  sido  observada  em 

espécies  como  Linum  usitatissimum  L.  (Xiang‐Can  et  al.,  1989),  Populus  tremula  L. 

(Vinocur  et  al.,  2000), Elentherococcus  koreanum  (Park  et  al.,  2005), Melia  azedarach 

(Vila et al., 2005),  Arachis stenosperma (Pacheco et al., 2008), e Arabidopsis (Atta et al., 

2009).  Em  P.  cincinnata  e  P.  edulis  foi  relatado  regeneração  a  partir  de  raízes 

transformadas  por  Agrobacterium  rhizogenes  (Reis  et  al.,  2007).    Para  essas  mesmas 

espécies de passifloráceas observou‐se que o processo de regeneração é assincrônico e 

que a suplementação do meio com regulador de crescimento 6‐benzilaminopurina (BA) 

é indispensável à resposta organogênica de explantes radiculares (Silva, 2009). 
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A  organogênese  em  raízes  é  um  primoroso  exemplo  da  capacidade  de 

pluripotência  de  células  vegetais  para  expressão de  um novo padrão de diferenciação 

(Fambrini et al., 2003). O surgimento de meristemas apicais caulinares em raízes expõe 

questões intrigantes sobre o estabelecimento e a manutenção dos mesmos, uma vez que 

seu complexo comportamento requer uma sequência de expressão gênica padronizada. 

Em  plantas  superiores,  os mecanismos moleculares  que  regulam  a  formação  e 

diferenciação do meristema apical  caulinar são ainda pouco conhecidos  (Takada et al., 

2001). Sabe‐se que o gradiente de concentração de auxina gerado pelo  seu  transporte 

polar  induz  a  expressão  diferencial  de  genes  e,  consequentemente,  a  formação  de  um 

determinado  tecido  ou  órgão. Dessa maneira,  quando um grupo  específico  de  genes  é 

ativado, inicia‐se a programação genética mediante transdução em cascata de sinais que 

culminará  no  estabelecimento  e  na  manutenção  de  estruturas  ao  longo  do 

desenvolvimento da planta (Friml et al., 2003; Jenik et al., 2007; Chandler et al., 2008). 

Dentre  os  genes  relacionados  ao  processo  organogênico  destaca‐se  o 

ASYMMETRIC  LEAVES1  (AS1),  que  é  expresso  em  células  meristemáticas  foliares 

(Nurmberg  et  at.,  2007)  e  possibilita  a  especificação  de  uma  identidade  adaxial  foliar 

(Taiz  e  Zeiger,  2009).  Segundo  Byrne  et  al.  (2002)  e  Byrne  (2005)  sua  atuação  está 

relacionada  ao  controle  da  diferenciação  celular  e  ao  desenvolvimento  normal  dos 

cotilédones.  Entretanto,  o  mecanismo  pelo  qual  esse  gene  coopera  com  outros 

componentes que determinam a polaridade da  folha permanece  indeterminado  (Fu  et 

al., 2007).   

O  fator  de  transcrição  do  domínio MYB,  AS1,  funciona  como  um  heterodímero 

associado  a  proteínas  que  reprimem  a  atividade  do  gene  KNOTTED  1‐like  homeobox 

(KNOX)  (Nurmberg  et  al.,  2007),  responsável  pela  manutenção  da  atividade 

meristemática na região do domo apical (Guo et al., 2008). A visualização da expressão 

de  um  gene  é  interessante  para  analisar  sua  função,  e  mesmo  como  marcador  de 

diferenciação celular ou do estímulo fisiológico recebido pelas células (Wilkinson, 1995). 

Técnicas de hibridização in situ permitem acompanhar a expressão gênica no decurso da 

formação dos meristemas (Dornelas et al., 2004; Atta et al., 2009; Martins e Polo, 2009). 

  O  Brasil  é  o  centro  de  diversidade  da  família  Passifloraceae,  com mais  de  150 

espécies nativas. O elevado número de representantes do gênero Passiflora  representa 

uma  condição  privilegiada  quanto  aos  recursos  genéticos  (Souza  e  Meletti,  1997).  O 

maracujazeiro‐amarelo (Passiflora edulis Sims) destaca‐se pela produção de frutos ricos 



 

  12

em  vitaminas  e  minerais,  com  grande  aptidão  para  a  produção  de  sucos  de  elevada 

qualidade (São José et al., 1997; Braga et al., 2005). Essa espécie tem a maior expressão 

econômica dentro do gênero, respondendo por cerca de 90% dos plantios comercias. A 

produção de P. edulis é difundida em quase todos os estados brasileiros, gerando renda e 

se destacando no contexto social pela intensa necessidade de mão‐de‐obra (Junqueira et 

al.,  1999;  Meletti  et  al.,  2005).  Apesar  de  o  Brasil  ser  considerado  o  maior  produtor 

mundial  de maracujá,  a  produtividade média brasileira  ainda  é  considerada baixa,  em 

decorrência  principalmente  de  problemas  fitossanitários,  da  heterogeneidade  dos 

pomares e das tecnologias de produção, muitas vezes, inadequada (Laranjeiras, 2002).  

A  expansão  das  pesquisas  que  compreendem  técnicas  desenvolvidas  em 

laboratórios, bem como a criação de bancos de germoplasma utilizados em programas 

de  melhoramento  genético  pretende  dispor‐se  dos  avanços  tecnológicos  para 

solucionarem  os  problemas  que  afetam  a  passicultura.  Estudos  que  permitem 

compreender os processos moleculares que envolvem a morfogênese in vitro poderiam 

subsidiar  programas  de  melhoramento  genético  que  buscam  alternativas  para  a 

propagação clonal em massa da espécie.  

O  presente  estudo  teve  como  objetivo  caracterizar  a  expressão  do  gene 

ASYMMETRIC LEAVES1 (AS1), durante a organogênese  in vitro de gemas caulinares em 

explantes radiculares de Passiflora edulis Sims. 
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2. MATERIAL E MÉTODOS 

 

2.1.  Indução  da  organogênese  em  raízes  e  coleta  do  material  vegetal  para 

hibridização in situ 

 

Para indução da organogênese in vitro em P. edulis população FB200, a partir de 

explantes radiculares, foi utilizado o sistema de regeneração proposto por Silva (2009). 

As sementes sem tegumentos foram desinfestadas e transferidas para frascos de vidro 

(250  mL  de  capacidade),  contendo  40  mL  de  meio  de  cultura  e  12  sementes,  sem 

tegumento, por frasco, vedados com tampas plásticas. O meio de cultura conteve sais MS 

(Murashige e Skoog, 1962) meia força, complexo vitamínico B5 (Gamborg et al., 1968), 

15 g L‐1 de sacarose e 50 mg L‐1 de mio‐inositol, 2,5 g L‐1 de Phytagel® (Sigma Chemical 

Company, USA),  com pH ajustado para 5,8,  sendo autoclavado a 120 °C, 1,1 Pa por 20 

min.  

A  germinação  das  sementes  ocorreu  no  escuro,  sendo  que  15  dias  após  a 

inoculação, as plântulas foram transferidas para sala de crescimento com fotoperíodo de 

16h e 27º C ± 2º C de temperatura. Após 30 dias de inoculação, as raízes principais das 

plântulas, com cerca de 10 cm, foram segmentadas em explantes de 10 mm. Esses foram 

colocados em placas de Petri (90 x 15 mm) contendo 25‐30 mL de meio MS acrescido de 

1 mg L‐1 de 6‐Benzilaminopurina (BA) para indução de organogênese de ramos. 

Explantes radiculares foram coletadas em diferentes estádios da fase de indução 

de organogênese (0, 6, 12 e 25 dias) para realização da técnica de hibridização  in situ. 

Esses foram imersos em paraformaldeído 4 % (p/v) por uma noite, sob temperatura de 

4°  C  e,  posteriormente,  foram  desidratadas  em  séries  etanólicas  e  armazenadas  em 

etanol absoluto a 4° C. Em seguida, as amostras foram infiltradas em solução de etanol: 

xilol, nas concentrações de 3:1, 1:1, 1:3, a cada 4 horas, seguidas de xilol (100 %) por 8 

horas.  As  amostras  foram  então  transferidas  para  estufa  a  65°  C  e  gradativamente 

infiltradas  com  parafina  (2‐3  dias).  Logo  depois,  as  amostras  foram  emblocadas  em 

parafina em moldes de papel. 

 

2.2. Caracterização da expressão do gene ASYMMETRIC LEAVES1 
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As  seqüências  de  P.  edulis  homólogas  às  proteínas  regulatórias  do 

desenvolvimento foliar em Arabidopsis e em outras plantas‐modelo foram selecionadas 

e identificadas a partir do banco de dados do Projeto PASSIOMA (Dornelas et al., 2006) 

com o emprego do algoritmo BLAST (Altschul et al., 1990). Os clones correspondentes 

aos  homólogos  ASYMMETRIC  LEAVES1  (AS1)  em  P.  edulis  (PeAS1)  foram  obtidos  da 

biblioteca  de  cDNAs  do  projeto  PASSIOMA.  As  hibridizações  in  situ  foram  realizadas 

utilizando sondas não‐radioativas, segundo as técnicas descritas na literatura (Dornelas 

et al., 1999; 2000; com modificações). 

 

2.3. Produção da sonda antisense do gene PeAS1 

 Com  intuito  de  produzir  uma  sonda  antisense  do  gene  ASYMMETRIC  LEAVES1 

(PeAS1)  utilizou‐se  o  fragmento  de  cDNA  contendo  900  pb  de  AS1  inserido  no  vetor 

pSPORT1 e utilizado para  transformar células competentes de Escherichia coli Top 10, 

conforme  recomendações do fabricante (InvitrogenTM).  

Quanto à extração do DNA plasmidial, as bactérias foram cultivadas em 1 mL de 

meio  LB  líquido  (10  g  L‐1  triptona;  5  g  L‐1  extrato  de  levedura  e  10  g  L‐1  cloreto  de 

sódio) contendo  100  µg  mL‐1  de  ampicilina,  sob  agitação  (±130  rpm)  a  37°  C,  por 

aproximadamente 4 horas. Dessa suspensão bacteriana, 100 µL foram transferidos para 

3  mL  de  meio  LB  líquido  com  100  µg  mL‐1  de  ampicilina  e  cultivadas  overnight  sob 

agitação  a  37°  C.  Posteriormente,  o  DNA  plasmidial  foi  extraído  e  purificado  com 

utilização do kit PureLinkTM Quick Plasmid Miniprep (Invitrogen), com exceção do uso 

de RNase, por se tratar da síntese de uma sonda de RNA.  

Em seguida, executou‐se a linearização dos plasmídeos, onde foram digeridos 85 

µL  de  DNA  plasmidial  em  5  µL  da  enzima  EcoR1,  acrescida  de  10  µL  de  tampão  da 

enzima num volume total de 100 µL. A reação ocorreu em termociclador por 2 horas, a 

37° C e, posteriormente, foi transferida para banho‐seco a 70° C para paralisar a reação. 

O DNA plasmidial digerido precipitou‐se com a adição de 10 µL de citrato dissódico (1,2 

M NaCl; 0,8 M citrato dissódico.5H2O) e  500 µL de etanol absoluto gelado, centrifugado 

por  15 minutos.  O  excesso  de  sal  foi  retirado  lavando‐se  o  precipitado  com  1 mL  de 

etanol 70 % seguido de etanol absoluto. Depois de seco, o precipitado de DNA plasmidial 

foi ressuspendido em 13 µL de água tratada com DEPC (Dietilpirocarbonato). 
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A  sonda  foi  marcada  pela  incorporação  de  uracilas  conjugadas  à  digoxigenina 

(DIG‐UTP) utilizando‐se, para tanto, o “DIG RNA Labeling Kit (SP6/T7)” (Roche Applied 

Science)  segundo  recomendações  do  fabricante.  Além  dos  13  µL  de  DNA  plasmidial 

linearizado, acrescentou‐se à reação 2 µL do mix de NTPs (nucleotídeos A, C, G e U‐DIG), 

1 µL de  inibidor de RNase, 2 µL da enzima RNA polimerase SP6 e  2 µL do  tampão da 

enzima  (10x  concentrado).  A  reação  ocorreu  em  banho‐seco,  por  2  horas  a  37°  C. 

Posteriormente  à  precipitação  do  RNA  marcado  com  etanol  absoluto,  a  sonda  foi 

ressuspensa em 100 µL de formamida desionizada armazenada em freezer a ‐20° C. 

 

2.4. Hibridização in situ 

Cortes  histológicos  transversais  e  longitudinais  (7µm)  foram  dispostos  sob 

lâminas previamente tratadas com solução de acetona: 3‐aminopropil‐trietoxi‐silano (2 

%), contendo água tratada com dietilpirocarboneto (DEPC). As técnicas de hibridização 

in situ foram desenvolvidas basicamente em quatro etapas: 

Pré­hibridização:  as  lâminas  preparadas  foram desparafinizadas,  utilizando‐se 

banhos com xilol (100 %), solução xilol: etanol nas concentrações 3:1, 1:1 e 1:3 e etanol 

absoluto. Depois de secas ao ar, as lâminas foram tratadas com proteinase K (1 µg mL‐1 

em 0,05 M Tris‐HCl, pH 7,5) por oito minutos a 37° C e, posteriormente, lavadas por duas 

vezes em água tratada com DEPC, à temperatura ambiente. 

Hibridização:  aproximadamente  300  µL  do mix  de  hibridização  (Tris‐HCl  1M; 

NaCl  5M;  formamida  desionizada;  EDTA  0,5  M;  solução  de  Denharts;  dextran  sulfato 

50%) contendo 300‐600 ng mL‐1 da sonda do gene PeAS1, marcada com DIG‐UTP, foram 

adicionados sob os cortes nas lâminas. A hibridização foi conduzida por uma noite a 42° 

C. 

Pós­hibridização: foram realizadas 4 lavagens  com  tampão de citrato de Sódio 

(SSC) de 30 minutos cada, a 42° C. As duas primeiras com SSC [4x] (0,6 M NaCl; 0,06M 

Na3C6H5O7.2H2O)  e  as  demais  com  SSC  [2x]  (0,3 M NaCl;  0,03M Na3C6H5O7.2H2O).  Em 

seguida, as lâminas foram lavadas por 1 minuto em água autoclavada. 

Imunodetecção: o material foi tratado com DB1 (Tris‐HCl 1 M; NaCl 5 M; pH 7,5) 

por  5  minutos  seguidos  por  30  minutos  em  solução  bloqueadora  (1%  reagente  de 

bloqueamento  Roche,  dissolvido  em  DB1)  e,  novamente,  por  1  minuto  em  DB1.  A 

detecção da sonda foi realizada com anticorpo anti‐DIG, conjugado à  fosfatase alcalina, 
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diluído  em  solução  de  bloqueamento  (1:1000)  por  1  hora  em  câmara  úmida. 

Posteriormente,  as  lâminas  foram  lavadas duas vezes,  por 15 minutos  cada em DB1 e 

por 5 minutos em DB3 (Tris‐HCl 1 M; NaCl 5 M; MgCl2 1 M; pH 9,5). Para a visualização 

do  sinal,  utilizou‐se  uma  solução  comercial  de  NBT/BCIP  (PIERCE,  USA)  (‘nitro  blue 

tetrazolium’/  ‘5‐bromo‐4‐chloro‐3‐indolyphosphate  toluidine')  como  substrato  da 

fosfatase  alcalina,  mantendo  as  lâminas  no  escuro,  overnight.  O  resultado  positivo  da 

hibridização  in situ corresponde à coloração vermelho escuro a marrom nas células.   A 

observação  morfológica  dos  explantes  e  o  registro  fotográfico  das  lâminas  foram 

realizados em estereomicroscópio (Modelo SZX7, Olympus Optical, Japão) no laboratório 

de  Cultura  de  Tecidos  da  Universidade  Federal  de  Viçosa  e  em microscópio  invertido 

(Modelo  AXIOVERT  35,  Zeiss,  Alemanha)  no  laboratório  de  Fisiologia  Vegetal  da 

Universidade Estadual de Campinas, respectivamente. 
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3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

Através da técnica de hibridização in situ foi possível observar que os segmentos 

radiculares,  utilizados  como  explantes  iniciais  (0  dia)  para  regeneração  in  vitro,  não 

apresentaram alteração nas células epidérmicas e subepidérmicas, e portanto, ausência 

da  expressão  do  gene  ASYMMETRIC  LEAVES  1  (PeAS1)  (Fig.  1A    e  2A‐C).  Do  mesmo 

modo,  após  seis  dias  de  inoculação  em  meio  de  indução,  os  tecidos  dos  explantes 

permaneceram sem sinal de expressão do PeAS1.   

Aos  12  dias  de  cultivo,  ocorreu  diferenciação  de  meristemóides  nos  explantes 

radiculares  via  organogênese  direta,  em  diferentes  estádios  de  desenvolvimento  (Fig. 

1B).   A coloração vermelho escuro a marrom observada nas células da epiderme e das 

camadas subepidérmicas após a hibridização in situ, indicaram a presença de transcritos 

do  PeAS1.  Nas  protuberâncias  formadas,  os  sinais  de  expressão  do  PeAS1  foram 

detectados em apenas duas ou três camadas de células subepidérmicas (Fig. 2D‐E). 

Segundo  Thorpe  (1980),  a  capacidade  de  uma  célula  responder  a  sinais 

específicos, provavelmente de natureza hormonal, pode provocar a desdiferenciação de 

células parenquimáticas  e,  posteriormente,  formar meristemóides que darão origem a 

órgãos como as folhas. Sendo os meristemóides precursores dos primórdios foliares, as 

células  que  apresentaram  expressão  do  gene  PeAS1,  no  presente  estudo,  são  as  que 

provavelmente  darão  origem  as  gemas  caulinares.  Assim,  sugere‐se  que  o  início  da 

formação de células com competência organogênica pode ser observada 12 dias após a 

indução  da  regeneração.  Mello  et  al.  (2001),  observaram  em  análises  anatômicas  da 

organogênese  em  raízes  de  Curcuma  zeodoria,  que  os  meristemóides  formados  se 

desenvolviam verticalmente  dando origem aos primórdios foliares. 

Nas  regiões  subepidérmicas,  onde  ainda  não  havia  formação  de meristemóides 

aos  12  dias,  também  foram  observadas  células  formadas  indicando  a  presença  de 

transcritos do PeAS1. Sugere‐se que essas células possuem competência organogênica. 

Silva (2009) relatou que a organogênese de gemas caulinares em explantes radiculares é 

um processo assincrônico, ocorrendo no mesmo explante gemas em diferentes estádios 

de desenvolvimento. 
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Após 25 dias de cultivo em meio de indução de organogênese de ramos (Fig. 1C‐

D), foram detectados transcritos do gene PeAS1 na região do meristema apical caulinar e 

primórdios  foliares  dos  brotos  formados  (Fig.  2G‐I).    Em  meristemas  que  ainda  não 

tiveram  os  primórdios  foliares  totalmente  desenvolvidos,  houve  forte  sinal  de 

hibridização por toda região do meristema apical caulinar, indicando sua alta atividade 

meristemática (Fig. 2I). Não foram observados sinais de expressão do gene em porções 

mais basais do meristema, onde predominam as células do meristema fundamental. 

As  rotas  organogênicas  nas  plantas  são  controladas  por  redes  de  genes  que 

interagem,  sendo  todo  o  processo  regulado  pela  sinalização  célula‐a‐célula.  Dentre  os 

genes  que  são  expressos  no  meristema  apical  caulinar  (SAM),  encontra‐se  o  SHOOT 

MERISTEMLESS  (STM)  requerido  para manutenção  da  proliferação  de  células  no  SAM 

e/ou prevenção de sua diferenciação, garantindo sua identidade meristemática (Sun et 

al.,  2002;  Byrne  et  al.,  2000;  Byrne  et  al.,  2002;  Byrne,  2005).  Em  contrapartida,  a 

expressão inicial do AS1 reprime a transcrição do STM e outros genes KNOX em células 

formadoras  das  folhas,  permitindo  assim,  a  diferenciação  celular  e  o  desenvolvimento 

dos primórdios foliares (Sun et al., 2002; Li et al., 2005).  

Para  a  manutenção  do  SAM  e  especificação  dos  órgãos  laterais  ocorre, 

naturalmente,  a  regulação da  expressão desses  e  de  outros  genes  que  interagem para 

diferenciação  dos  fitomêros  (Byrne  et  al.,  2002;  Guo  et  al.,  2008).  Li  et  al.  (2005) 

relataram  a  importância  de  estudos  para  verificarem  se  há  envolvimento  de  outros 

genes  além  de  AS1  e  AS2  no  processo  de  padronização  da  folha  e  no  seu 

desenvolvimento.  Apesar  de,  no  presente  trabalho,  ter  sido  observado  apenas  a 

expressão  do  gene  PeAS1  na  formação  de  brotos,  outros  genes  poderiam  estar 

envolvidos no processo organogênico em raízes. Dessa forma, sugere‐se outros estudos 

para avaliar a expressão e regulação de outros genes envolvidos neste processo. 

Em  Arabidopsis  thaliana,  o  desenvolvimento  e  a  manutenção  do  SAM  foi 

amplamente  estudado  e  uma  série  de  genes  foram  relacionados  com  a  formação  dos 

órgãos  vegetativos  e  reprodutivos.  O  gene  AS1  é  expresso  na  região  dos  primórdios 

foliares, atuando na diferenciação celular e permitindo uma identidade foliar (Byrne et 

al., 2002). O mesmo perfil de expressão foi observado neste trabalho, via hibridização in 

situ, na regeneração in vitro de explantes radiculares de Passiflora edulis, sugerindo que 

o PeAS1 seja um ortólogo putativo do AS1 em Arabidopsis. 
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Byrne  et  al.  (2000)  observaram  que  o  padrão  de  expressão  do  AS1  no 

desenvolvimento  de  embriões  de  Arabidopsis,  visualizado  pela  hibridização  in  situ, 

revelou que o RNA de AS1 aparece primeiramente no  estádio  globular,  é   mantido no 

estádio  de  torpedo  mas,  posteriormente,  foi  reduzido  ou  ausente  nas  células  que 

formam  o  meristema  apical.  No  presente  trabalho,  a  atividade  do  gene  foi  avaliada 

apenas até 25 dias de  indução e  foi  encontrada alta expressão,  visto que na  região do 

SAM  houve  forte  sinal  de  hibridização.  Talvez,  o  tempo  de  avaliação  da  expressão  do 

gene PeAS1, neste trabalho, tenha sido insuficiente para diagnosticar o momento em que 

o gene cessou sua atividade.   

Evidenciou‐se, em A.  thaliana,  altos níveis de expressão do AS1 em tecidos com 

células  altamente  proliferativas,  e  foi  atribuído  um  importante  papel  desse  gene  na 

divisão  e  na  diferenciação  celular  (Sun  et  al.,  2002).    Esses  dados  corroboram  os 

resultados  encontrados  no  presente  trabalho,  já  que  a  expressão  do  gene  PeAS1  foi 

intensificada  nos  explantes  com  25  dias,  caracterizando  uma  maior  atividade 

meristemática na região do SAM (Fig. 2H).  

Durante o desenvolvimento dos cotilédones, a expressão do AS1 marca as células 

subepidérmicas e depois é regulada negativamente pelo gene STM na formação do SAM, 

levando  o  AS1  a  se  expressar  apenas  na  região  das  células  subepidérmicas,  estando 

ausente  na  região  central  (Chandler  et  al.,  2008).    Li  et  al.  (2005)  relataram  que  é 

possível  que  o  sinal  de  expressão mude no  decorrer  do desenvolvimento  foliar  e,  por 

meio de hibridização  in situ  com diversas sondas, muitos experimentos revelaram que 

os  sinais  podem  variar  estando  acumulados  na  parede  celular  ou  no  citoplasma  de 

acordo  com  o  estádio  dos  primórdios  foliares.  Sugere‐se  que,  em  trabalhos  futuros, 

sejam  realizados  estudos  em  nível  de microscopia  confocal  de  varredura  a  laser  para 

subsidiar a  localização da expressão gênica, nos estádios de desenvolvimento de gemas 

avaliados na organogênese em raízes. 

 Os  resultados do presente  trabalho  indicam que  a  caracterização da  expressão  

do gene PeAS1, via hibridização  in situ,  se mostrou eficiente para análise molecular da 

regeneração de  explantes  radiculares  em Passiflora edulis,  iniciando‐se  aos  12 dias  de 

cultivo.  A  abordagem  de  estádios  mais  tardios  de  desenvolvimento  e  outros  genes 

relacionados  a  organogênese  em  raízes  complementariam  a  compreensão  desses 

processos. 
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Figura  1:  Caracterização  morfológica  da  organogênese  in  vitro,  em  explantes  radiculares  de 
Passiflora  edulis  Sims,  em  diferentes  estádios  de  desenvolvimento.   A:  Segmentos  radiculares 
utilizados como explantes iniciais (0 dia); B: Segmento de raiz após 12 dias em meio indutor de 
organogênese de ramos. Início da formação do meristemóides; C­D: Segmentos de raízes após 25 
dias  de  cultivo  em  meio  de  indução.  Surgimento  do  meristema  apical  caulinar  e  primórdios 
foliares. Barras: 1 mm. 
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Figura 2:  Expressão do  gene PeAS1 durante  a  indução de  organogênese  in vitro  em  explantes 
radiculares em Passiflora edulis Sims, evidenciado por hibridização  in situ. O precipitado escuro 
indica  reação  positiva  à  presença  do  gene.  A­C:  Cortes  histológicos  evidenciando  segmentos 
radiculares utilizados como explantes iniciais; D­F: Explantes com 12 dias de cultivo em meio de 
indução. Início do desenvolvimento de protuberâncias, evidenciando a expressão do gene PeAS1 
nas  células  epidérmicas  e  subepidérmicas; G, H:  Explantes  com 25 dias de  cultivo em meio de 
indução apresentando transcritos do PeAS1 na região do meristema apical caulinar e primórdios 
foliares (ponta da seta). I: Expressão do gene PeAS1 em meristemas que ainda não formaram os 
primórdios  foliares.  Legenda:  co:  córtex;  ep:  epiderme;  pe:  periciclo;  pr:  protuberância;    x: 
xilema.  Cortes transversais: C, F e I. Cortes longitudinais: A, B, D, E, G e H. 
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CAPÍTULO II 

ORGANOGÊNESE in vitro DE Passiflora setacea D.C (Passifloraceae): INFLUÊNCIA DO 
TIPO  DE  EXPLANTE,  REGULADORES  DE  CRESCIMENTO  E  CONDIÇÃO  DE 
INCUBAÇÃO 

Resumo 

Passiflora  setacea  é  usada  para  consumo  in  natura,  como  ornamental,  como 

porta‐enxerto  para  espécies  comerciais  e  tem  características  com  potencial  para 

programas  de  melhoramento  genético.  O  presente  trabalho  teve  como  objetivo 

estabelecer um protocolo de organogênese in vitro e determinar a estabilidade genética 

de plantas oriundas de segmentos de folha, de hipocótilo e de raízes excisadas de plantas 

germinadas  in  vitro.  Foram  testados:  três  tipos  de  explantes  (folha,  hipocótilo  e  raiz), 

quatro composições de meio (1‐ MS +BA; 2 ‐ MS +TDZ; 3‐ MS+ BA+TDZ, e 4 ‐ MS) e dois 

regimes  luminosos  (16h  de  luz  e  escuro).  Após  30  dias  em  meio  de  indução,  foram 

avaliados  o  calejamento  e  o  número  de  brotações  nos  explantes.  Gemas  diferenciadas 

foram transferidas para a fase de alongamento mediante o cultivo em meio MS acrescido 

de 2,88 µM de GA3, durante 30 dias. Ramos alongados, com comprimento superior a 3 

cm,  e  sem  prévio  enraizamento  in  vitro,  foram  aclimatizados  gradativamente. 

Evidenciou‐se organogênese direta e indireta nos explantes provenientes de hipocótilo e 

raiz,  mas  em  explantes  foliares,  apenas  a  organogênese  indireta  foi  observada.  A 

presença de BA foi essencial para formação de brotos em explantes foliares, em ambas 

as  condições  de  incubação.  O meio  suplementado  por  BA  na  luz  proporcionou maior 

média  de  brotações  em  segmentos  de  hipocótilo.  Explantes  radiculares  apresentaram 

maior  número  de  brotações  quando  cultivados  em meio  com BA+TDZ  na  luz.  Não  foi 

possível  a  conversão de explantes  foliares em ramos alongados.  Todavia, houve maior 

número  de  brotos  alongados  em  explantes  hipocotiledonares  e  radiculares  quando 

cultivados em meio com BA+TDZ sob  luz. A organogênese em hipocótilo  foi verificada 

pela  formação  de  meristemóides,  que  posteriormente  se  diferenciaram  em  gemas 

apicais caulinares ou primórdios foliares, em raiz foi verificada organogênese direta. A 

análise de citometria de fluxo constatou aumento na quantidade média de DNA nuclear 

em dois de cinco regenerantes analisados oriundos de explantes radiculares cultivados 

em  meio  MS  adicionado  de  BA+TDZ,  quando  comparado  ao  material  oriundo  de 
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sementes.  A  mesma  condição  de  meio  e  de  ambiente  não  induziu  poliploidia  em 

regenerantes  oriundos  de  explantes  hipocotiledonares.  Conclui‐se  que  o  tipo  de 

explante, a adição de reguladores de crescimento no meio de cultivo e as condições de 

incubação tiveram influência na morfogênese in vitro de Passiflora setacea. 

 

 

Palavras  chave:  Passiflora  setacea,  organogênese,  citocininas,  citometria  de  fluxo, 

estabilidade genética. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

Passiflora  setacea  D.C.  (Passifloraceae),  espécie  silvestre  conhecida  como 

“maracujá‐sururuca”  ou  “maracujazeiro‐do‐sono”,  é  nativa  do  Cerrado,  mas  pode  ser 

encontrado na Caatinga ou em áreas de transição como o semi‐árido e norte ‐ mineiro 

(Meletti  et  al.,  2002).  Além  da  produção  de  frutos  saborosos,  muito  utilizados  no 

consumo  in  natura  e  para  a  fabricação  de  doces  (Oliveira  e  Ruggiero,  2005),  e  sua 

utilização  como  ornamental,  devido  às  características  de  suas  flores  (Araújo,  2007),  a 

espécie  ainda  apresenta  características  que  indicam  seu  potencial  para  uso  em 

programas  de  melhoramento  genético,  assim  como  em  porta‐enxerto  para  espécies 

comerciais (Menezes et al., 1994). 

Análises  histoquímicas  em  folhas  de  P.  setacea  detectaram  compostos 

secundários como taninos e alcalóides, comuns a espécies de Passiflora, que apresentam 

potencial para obtenção desses compostos e utilização como planta medicinal (Pereira 

et  al.,  2008).  Esta  espécie  constitui,  ainda,  excelente  fonte  de  resistência  genética  a 

alguns patógenos que acometem a cultura de maracujazeiros (Oliveira, 1987; Oliveira e 

Ferreira, 1991; Braga et al., 2006).  

A desuniformidade da germinação das  sementes que apresentam dormência de 

até  dois  anos  (Meletti  et  al.,  2002)  e  a  dificuldade  de  enraizamento  de  estacas    pode 

comprometer  a  sua  produção  em  escala  comercial  (Manica  et  al.,  2005).    Assim,  as 

técnicas  de  cultura  de  tecidos  são  alternativas  para  a  sua  propagação  (Santos  et  al., 

2010).  

Protocolos  de  cultura  de  tecidos de  espécies  de Passiflora  visam a  obtenção de 

plantas livres de doenças, a produção em grande escala, e o fornecimento de materiais 

para  programas  de  melhoramento  (Passos  e  Bernacci  2005).  Os  protocolos  de 

organogênese in vitro, já descritos para o gênero, expressivamente estudado na espécie 

P.    edulis,  se  baseiam  no  tipo  de  explante  utilizado,  na  composição  do meio  basal,  na 

adição  de  citocininas  com  ou  sem  combinação  com  auxinas,  acréscimo  de  agentes 

inibidores de etileno, na condição de  incubação, entre outros  (Drew, 1991; Dornelas e 

Vieira, 1994; Faria e Segura, 1997;   Biasi  et  al.,  2000; Hall  et  al.,  2000;   Becerra et  al., 
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2004; Trevisan e Mendes, 2005; Ribeiro et al., 2006; Fernando et al., 2007; Lombardi et 

al., 2007; Dias et al., 2009; Garcia et al., 2010; Pinto et al., 2010). 

As  citocininas  são  responsáveis  pela  divisão  celular  e  estimulam  a  iniciação,  o 

crescimento  e  o  desenvolvimento  de  gemas  adventícias,  sendo  a  6‐Benzilaminopurina 

(BA), a citocinina mais utilizada para indução de brotações (Beyl, 2000). O emprego de 

citocininas  como  (BA)  e  Tidiazuron  (TDZ)  em  Passiflora  têm  apresentado  resultados 

favoráveis  (Trevisan  e  Mendes,  2005;  Fernando  et  al.,  2007;  Garcia  et  al.,  2010).  A 

eficiência  do  processo  organogênico  em  P.  alata  foi  evidenciada  em  explantes 

hipocotiledonares  cultivados  em  meio  acrescido  com  BA  ou  TDZ  e  nitrato  de  prata 

(AgNO3) sob fotoperíodo (16h/luz) (Pinto et al., 2010).  

Diversos  tipos de órgãos podem ser utilizados  como explantes para  indução de 

organogênese  in  vitro,  entretanto,  o  nível  de  diferenciação  e  a  finalidade  da 

micropropagação  devem  ser  examinados.  Em  geral,  procura‐se  utilizar  explantes  que 

contenham maior proporção de tecido meristemático ou que tenham maior capacidade 

de  expressar  a  totipotência  (Grattapaglia  et  al.,  1991;  Grattapaglia  e Machado,  1998). 

Contudo,  o  potencial  propagativo  depende  da  procedência  do  explante  e  da  espécie 

estudada (Appezzato‐da‐Glória et al., 1999).   

A instabilidade genética, comumente observada em plantas cultivadas e mantidas 

in  vitro  durante  períodos  prolongados,  pode  representar  limitação  na  propagação 

massal de plantas e na transformação genética (Larkin e Scowcroft, 1981; Evans et al., 

1984).    O  emprego  de  técnicas  para  avaliar  e  monitorar  a  estabilidade  genética  de 

plantas cultivadas  in vitro é desejável e,  com esta  finalidade, análises de citometria de 

fluxo  são  utilizadas  na  detecção  de  variações  de  ploidia  (Winkelmann  et  al.,  1998; 

Doležel et al., 2007a; Loureiro e Santos, 2010). Para o gênero Passiflora, a utilização da 

citometria de fluxo em trabalhos envolvendo culturas de tecidos foi relatada por Otoni et 

al. (1995), Silva (2009) e Paim‐Pinto et al. (2010).  

Até  o momento,  não  foram encontrados na  literatura,  trabalhos que noticiem a 

regeneração  in  vitro  e    a  avaliação  da  estabilidade  genética  de  regenerantes  de  P. 

setacea. Devido às características  inerentes a essa espécie à sua aplicação como porta‐

enxerto  e  à  resistência  genética  a  morte  precoce  de  plantas,  tolerante  a  bacteriose, 

antracanose,  verrugose  (Oliveira  e  Ruggiero,  2005),  bem  como  a  dificuldade  de 

propagação  via  seminífera,  faz‐se  necessário  a  investigação  de  protocolos  para 

regeneração  in vitro dessa espécie.   O estabelecimento de culturas  in vitro pode, ainda,  
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representar  maneiras  alternativas  de  multiplicação,  contribuição  em  programas  de 

melhoramento genético e conservação de germoplasma de espécies  silvestres, como P. 

setacea.  

O  objetivo  desse  trabalho  foi  avaliar  o  efeito  do  tipo  de  explante,  a  adição  de 

reguladores  de  crescimento  ao  meio  de  cultura  e  condições  de  incubação  na 

organogênese  in  vitro  de  P.  setacea  e  determinar  a  estabilidade  genética  de  seus 

regenerantes. 
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2. MATERIAL E MÉTODOS 

 

2.1. Material Vegetal  

Sementes  de  frutos  maduros  de  Passiflora  setacea  D.C  (Passifloraceae) 

provenientes de populações naturais da região de Janaúba, localizada no Norte de Minas 

Gerais,  foram  lavadas  em  água  corrente  para  retirada  do  arilo.  Estas  foram  colocadas 

sobre papel  absorvente  e  secas  à  sombra em  temperatura ambiente por  cerca de  três 

dias e o arilo restante foi retirado manualmente.  

Com  auxílio  de  uma  mini‐morsa  foram  retirados  os  tegumentos  das  sementes 

segundo  protocolo  de  Reis  et  al.  (2007).  Para  assepsia  as  sementes  sem  tegumento 

foram  embebidas  em  etanol  70  %  (v/v)  por  um  minuto,  seguidas  por  imersão  em 

hipoclorito de sódio comercial (2,5 % v/v) com duas gotas de Tween‐20 a 0,1 % (v/v), 

durante 15 minutos. Logo após foi feito tríplice lavagem em água desionizada estéril.  

Cerca de 10  sementes  sem  tegumento  foram  transferidas para  frascos de vidro 

(250  mL  de  capacidade)  contendo  aproximadamente  50  mL  de  meio  de  cultura 

composto por  sais MS  (Murashige e Skoog, 1962) meia  força,  complexo vitamínico B5 

(Gamborg  et  al.,  1968),  1,5  %  (p/v)  de  sacarose  e  0,005  (p/v)  de  mio‐inositol.  Em 

seguida,  o  pH  foi  ajustado  para  5,8  e    acrescido  de  2,5  g  L‐1  de  Phytagel®  (Sigma 

Chemical Company, USA), sendo autoclavado a 120° C, 1,1 Pa por 20 min.  

A  germinação  das  sementes  ocorreu  no  escuro,  sendo  que  após  15  dias  de 

inoculação, as plântulas foram transferidas para o ambiente de sala de crescimento com 

regime  luminoso de 16/8h (luz/escuro),  sob  irradiância de 36 µmol m‐2  s‐1  (lâmpadas 

fluorescentes, luz do dia especial, 20W, Osram, Brasil) e temperatura de 27 ± 2 °C. 

 

2.2. Organogênese in vitro  

    

  Segmentos de  raiz  e hipocótilo  (com 10 mm de  comprimento)  e  folha  (10 x 10 

mm com nervura mediana) foram coletados a partir de plântulas germinadas  in vitro e 

utilizados como explante. Esses  foram dispostos horizontalmente sobre a superfície do 

meio  de  cultura  vertido  em  placas  de  Petri  (90  x  15  mm)  de  poliestireno  cristal.  Os 

segmentos foliares foram inoculados com a superfície adaxial em contato com o meio de 
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cultura. O meio continha sais MS (Murashige e Skoog, 1962), vitaminas B5 (Gamborg et 

al., 1968), 3 % (p/v) de sacarose e 0,01% (p/v) de mio‐inositol e suplementados com 6‐

Benzilaminopurina (BA) a 4,43 µM), Tidiazuron (TDZ) a 2,27 μM,   BA (4,43 μM) + TDZ 

(2,27 μM) e o meio MS sem reguladores de crescimento (tratamento controle). Em todos 

os  tratamentos,  foi  adicionado  como  agente  geleificante  2,5  g  L‐1  de  Phytagel®  (Sigma 

Chemical Company, USA). O pH  foi ajustado para 5,8 e os meios, autoclavados a 120° C, 

1,1 Pa por 20 min.  

 As culturas foram incubadas a 27 °C sob fotoperíodo de 16 horas (36 µmol m‐2 

s1) ou no escuro (placas cobertas com papel alumínio). A avaliação foi realizada quatro 

semanas  após  o  período  de  indução  e  com  o  auxílio  de  estereomicroscópio  (Modelo 

Olympus  SZX7,  Olympus  Optical,  Japão)  foi  determinado  o  calejamento  e  o  número 

brotações nos explantes.  

 

2.3. Alongamento e aclimatização 

 

  Para  induzir  o  alongamento,  estruturas  regeneradas  (brotos  com  folhas de 0,5‐

1,0 cm de comprimento),  foram transferidos para frascos (capacidade de 250 mL) que 

continham  aproximadamente  40  mL  de  meio  MS  acrescido  de  2,88  µM  de  ácido 

giberélico (GA3), suplementado com vitamina B5, 3 % (p/v) de sacarose, 0,01% (p/v) de 

mio‐inositol e 2,5 g L‐1 de Phytagel® (Sigma Chemical Company, USA), com ajuste do pH 

para  5,8  e  autoclavado  a  120°  C,  1,1  Pa,  por  20  min.  Os  frascos  contendo  quatro 

estruturas regeneradas foram vedados com tampas plásticas transparentes e mantidos 

sob  27  °C  e  fotoperíodo  de  16  h  de  luz.  A  avaliação  ocorreu  quatro  semanas  após  a 

incubação,  determinando‐se  o  número  de  brotos  alongados.    As  brotações  com 

comprimento  superior  a  3  cm  tiveram  a  porção  proximal  dos  caules  imersa  em  ácido 

indolbutírico  (AIB  ‐  1  mg  L‐1  )  durante  10  segundos  para  indução  de  raízes.  Foram 

transferidas  individualmente  para  copos  plásticos  contendo  mistura  de  substrato 

comercial  Plantmax®  (Eucatex)  e  fibra  de  casca  de  coco  (1:1)  e  gradativamente 

aclimatizadas. 

 

2.4. Análise anatômica 
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Para avaliar anatomicamente o processo de regeneração  in vitro foi feita a coleta 

de segmentos de folhas, hipocótilos e raízes após 30 dias de cultivo em meio de indução 

e as amostras foram fixadas em solução de Karnosvky (Karnosvky, 1965). Em seguida, 

foram  desidratados  em  série  etílica  e  incluídos  em  resina  acrílica  (Historesin  Leica). 

Após microtomia a 7µm, os cortes transversais e longitudinais foram corados com azul 

de Toluidina a 0,05%, pH 4,8, (O’ Brien e McCully, 1981) por 10 minutos, e as  lâminas 

permanentes  foram  montadas  em  Permount.  A  captura  de  imagens  foi  realizada  em 

microscópio  de  luz  (Olympus  AX70TRF,  Olympus  Optical,  Japão)  com  câmera  digital 

acoplada  (Spot  Insightcolour  3.2.0,  Diagnostic  Instruments  Inc.,  USA)  localizado  no 

laboratório de Anatomia Vegetal da Universidade Federal de Viçosa. 

 

2.5. Análises de citometria de fluxo 

 

A  estabilidade  genética  de  plantas  regeneradas  a  partir  de  hipocótilos  e  raízes, 

cultivados sob regime luminoso de 16 h, e aclimatizadas foram avaliadas por citometria 

de  fluxo.  Aproximadamente  20  a  30  mg  de  folhas  frescas,  de  cinco  indivíduos 

regenerados de cada explante,  foram fragmentadas em pequenos pedaços na presença 

de  1  mL  de  tampão  LB01  para  liberação  de  núcleos  (Doležel  e  Bartos,  2005).  Como 

padrão  de  referência  interna  foi  utilizado  Glycine max  ‘Polanka’,  com  conteúdo  2C  de 

DNA de 2,50 pg (Doležel et al., 2007a, 2007b). Os  tecidos previamente cortados  foram 

aspirados através de duas camadas de  tela metálica com uma pipeta plástica,  filtrados 

por uma membrana de náilon de 50 μm e coletados em um tubo de poliestireno. 

A suspensão de núcleos  foi  corada com 25 μL de solução de  iodeto de propídio 

(1mg mL‐1, Sigma Chemical Company, USA), sendo adicionados 5 μL de RNase (Amresco, 

USA)  para  cada  amostra.  Essas  foram  armazenadas  a  4°  C  no  escuro  e  analisadas  1‐2 

horas depois. Para cada amostra, foram analisados no mínimo 10.000 núcleos com o uso 

de um visor de escala  logarítmica. Foi utilizado o citômetro de  fluxo Becton‐Dickinson 

(Facs Calibur) para realização das análises, e cada histograma citométrico produzido foi 

documentado  pelo  software  Cell  Quest  e  analisado  pelo  software  livre  WinMDI  2.8 

(http://facs.scripps.edu/software.html). O conteúdo de DNA nuclear (pg) das amostras 

foi estimado de acordo com a seguinte equação: 
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Amostra (2C DNA) = Canal do pico G1 da amostra X  2,50 pg (conteúdo de DNA de G. max)                                      
Canal do pico G1 de G. Max 

 

2.6. Análises estatísticas 

O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado, no esquema fatorial 

de 2x4, com cinco repetições.   Cada repetição constitui de uma placa de Petri contendo 

10 explantes, totalizando 50 explantes por tratamento. 

Os  dados  percentuais  coletados  foram  submetidos  ao  teste  de  normalidade  de 

Kolmogorov­Smirnov e, quando constatada distribuição não normal dos dados (p<0,05), 

esses foram transformados no arco seno da raiz quadrada de x/100. Em seguida, foram 

submetidos  à  análise  de  variância  (ANOVA)  e,  quando  constatada  diferenças  entre  os 

tratamentos  pelo  teste  F,  foi  realizado  o  teste  de  Tukey  a  5%  de  probabilidade.  Foi 

realizada análise de variância (ANOVA) para observar o efeito do tratamento e do tipo 

de  explante  na  variação  da  ploidia  de  plantas  submetidas  à  citometria  de  fluxo.  Para 

realização das análises, foi utilizado o software SAS (SAS Institute, 2004). 
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3. RESULTADOS 

Nas  condições  experimentais  do  presente  trabalho  foi  observado  que, 

dependendo do  tipo de explante e do meio de cultura utilizado,  houve a  conversão de 

brotos alongados em plantas.   A figura 1 apresenta a caracterização morfológica (A‐C), 

caracterização anatômica (D‐F), fase de alongamento dos brotos (G), e aclimatização (H‐

I),  durante a organogênese  in vitro  em P.  setacea. As Tabelas 1,  2,  e 3    apresentam os 

resultados deste processo a partir de explantes foliares, hipocotiledonares e radiculares, 

respectivamente, sob 16 horas de luz  e  escuro . A Tabela 4 apresenta a porcentagem de 

brotos alongados.  

Quanto  à  formação  de  calos  em  explantes  foliares,  todos  os  tratamentos  foram 

eficientes  na  indução  de  calejamento,  exceto,  o  meio  MS  que  sob  16  h  de  luz  não 

promoveu formação de calos nesses explantes (Tab. 1).  

Os tratamentos BA, sob 16 h de luz, e BA+TDZ, no escuro, proporcionaram maior 

média de brotações em explantes foliares. Nesses explantes não foi verificada formação 

de brotos quando cultivados na ausência de BA (Tab. 1). 

Em segmentos de hipocótilo, não foram constatadas diferenças significativas para 

os tratamentos, independente da composição do meio de cultura utilizado e da condição 

de incubação, quanto à formação de calos (Tab. 2).   

Houve  maior  média  de  brotações  em  explantes  hipocotiledonares  quando 

cultivados  em meio  suplementado  com BA  sob  16  horas  de  luz  apesar  de,  não  diferir 

estatisticamente dos meios com BA+TDZ sob 16 h de luz e no escuro (Tab. 2).  

 Para  explantes  derivados  de  segmentos  de  raízes,  dentre  os  tratamentos 

avaliados, o meio MS apresentou menor formação de calos no escuro (Tab. 3).  

Evidenciou‐se  maior  média  de  brotações  em  segmentos  radiculares  quando 

cultivados em meio suplementado com BA+TDZ sob 16 h de luz (Tab. 3). 

 Foram  identificados  os  explantes  que  apresentaram  estruturas  como  gemas 

caulinares e transferidos para meio de alongamento por 30 dias (Fig. 1G). Em segmentos 

de  folha não ocorreu à conversão de gemas caulinares em ramos alongados. Explantes 

hipocotiledonares e radiculares apresentaram maior média de gemas alongadas, brotos 

com tamanho igual ou superior a 3 cm,  quando cultivados em meio com BA+TDZ na luz. 

No  entanto  não  diferiram  estatisticamente  do meio  com BA  na  luz  (Tab.  4).  Todas  as 
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brotações alongadas provenientes de raiz e hipocótilo, depois de aclimatizadas (Fig. 1H‐

I), apresentaram raízes.  

Foi  observada  organogênese  direta  (Fig.  1B‐C,  D‐F)  e  indireta  em  explantes 

hipocotiledonares  e  radiculares.  Evidenciou‐se  em  explantes  hipocotiledonares  a 

formação de meristemóides, que possivelmente, dariam origem as brotações ou apenas 

a  formação  de  primórdios  foliares  sem  o  meristema  apical  caulinar  (Fig.  1E).  Em 

explantes  foliares  foi  observado  formação  de  gemas  caulinares  e  primórdios  foliares 

após 30 dias em meio de indução e intensa proliferação de calos na periferia do explante 

(Fig. 1A). A organogênese indireta é assincrônica apresentando sobre o mesmo explante 

brotações em diferentes estágios de desenvolvimento (Fig. 1D). 

Análises  de  citometria  de  fluxo  realizadas  com  amostras  foliares  de  plantas 

regeneradas de cada tratamento a partir de explantes hipocotiledonares e radiculares e 

plantas  de  origem  seminífera  também  germinadas  in  vitro,  foram  utilizadas  para 

comparações na estabilidade do nível de ploidia das plantas regeneradas. Não houve a 

conversão de explantes foliares em plantas para análise de citometria de fluxo, portanto 

seus dados não foram apresentados. 

Os picos de leitura da quantidade de DNA em G1 resultaram em histogramas com 

resolução adequada para determinar a ploidia das plantas analisadas. Pela citometria de 

fluxo foram observadas duas plantas, de um total de cinco analisadas, que apresentaram 

quantidade de DNA duplicada (4C) comparativamente a plantas diplóides do tratamento 

controle  (3,27pg).  A  poliploidia  foi  identificada  em  plantas  regeneradas  a  partir  de 

explantes  radiculares,  ambas  oriundas  do  meio  com  a  combinação  de  reguladores 

BA+TDZ (Tab. 5 e Fig. 2). Também foi observado que, de cinco repetições, uma planta 

oriunda  de  explantes  radiculares  no  meio  MS  e  três  plantas  regeneradas  a  partir  de 

explantes hipocotiledonares no meio com BA apresentaram quantidades de DNA para as 

células  em G1,  inferiores  ao  controle.  Os  demais  regenerantes  originados  de  explantes 

radiculares e hipocotiledonares sob os diferentes tratamentos,  apresentaram média da 

quantidade de DNA semelhante ao controle, sendo, portanto, indivíduos diplóides (Tab. 

4). A análise de variância das médias da quantidade de DNA nuclear foi significativa para 

variação da ploidia das plantas regeneradas, apenas quando houve interação dos fatores 

explante*tratamento  (p=0,016). Explantes  radiculares quando cultivados no meio  com 

BA+TDZ apresentaram maior média da quantidade de DNA em relação aos outros meios 

e explantes avaliados (Tab. 5).  
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4. DISCUSSÃO 

 

Foram  avaliados,  neste  trabalho,  diferentes  parâmetros  que  caracterizam  a 

morfogênese  in  vitro  de  Passiflora  setacea  a  partir  de  explantes  juvenis  obtidos  de 

plântulas germinadas in vitro.  Muitos autores têm relatado a organogênese in vitro para 

diversas  espécies  do  gênero  Passiflora,  baseados  na  adição  de  reguladores  de 

crescimento ao meio de cultura, no tipo de explantes (Dornelas e Vieira, 1994; Monteiro 

et al., 2000; Faria et al., 2007; Alexandre et al., 2009; Pinto et al., 2010), e condições de 

luminosidade (Appezzato‐da‐Glória et al., 1999; Garcia et al., 2010; Pinto et al., 2010).  

A relação entre a competência morfogênica e o regime de luz tem sido discutida 

na literatura. A influência da intensidade de luz na qualidade de calos e regeneração de 

gemas foi observada por Moreira‐Dias et al. (2000) em Citrus.  Para Passiflora, embora a 

maioria dos autores  tenha relatado ausência de  indução de brotações no escuro em P. 

edulis (Moran‐Robles, 1979; Apezzatto‐da‐Glória et al., 1999), P. suberosa (Garcia et al., 

2010)  e    P.  alata  (Pinto  et  al.,  2010),  neste  trabalho,  foi  observado  o  surgimento  de 

brotações, em todos os tipos explantes testados, quando mantidos no escuro.   

No  gênero Passiflora,  a  utilização  de  citocininas  para  indução  de  gemas  é  bem 

estabelecida, e o balanço hormonal necessário para a diferenciação do processo depende 

da  quantidade  de  auxina  endógena  nos  diferentes  tecidos  (Dornelas  e  Vieira,  1994; 

Lombardi et al., 2007). A adição de 4,43 µM de BA  foi  indispensável para  formação de 

brotos  em  explantes  foliares  de  P.  setacea.  Os  resultados  do  presente  trabalho  se 

assemelham ao observado para discos foliares em P. molissima, P. gilberti, P. maliformis e 

P.  amethystina  cultivados  em meio MS  suplementado  por  4,43  µM  de  BA  (Dornelas  e 

Vieira, 1994).  

Para  P.  edulis,  Apezzatto‐da‐Glória  et  al.  (1999)  e  Alexandre  et  al.  (2009)  

relataram que a  concentração de 4,43 µM   de BA na presença de  luz  foram essenciais 

para formação de gemas em explantes foliares. No presente trabalho, foi verificado que a 

presença  de  BA  sob  luz  ou  escuro  promoveram  a  formação  de  brotações  nestes 

explantes. 

O TDZ possui alta atividade citocinínica em meios de cultivos, quando utilizados 

em pequenas concentrações (Graça et al., 2001), e promove maior  formação de brotos 

quando  comparado  a  citocininas  do  tipo  das  adeninas,  em  particular  BA  e  Cinetina 
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(D'Onofrio e Morini 2005; Khurana‐Kaul et al. 2010).  Em Passiflora edulis foi observada 

a formação de estruturas organogênicas em segmentos de hipocótilo quando cultivados 

em meio  com TDZ,  entretanto essas  rotas dependem da  concentração desta  citocinina 

(Felismino, 2005). A combinação de BA e TDZ durante a organogênese  in vitro em Lens 

culinares  (lentilha) promoveram a  formação de múltiplas gemas,  sendo eficiente o uso 

desses reguladores em protocolos de regeneração (Fratini e Ruriz, 2002). No presente 

trabalho,  em  hipocótilo,  a  presença  de  BA  e  BA+TDZ  foi  eficiente  para  aumentar  a 

formação de gemas caulinares, ainda que dependente do regime de luz. Para explantes 

radiculares,  a  combinação  de  BA+TDZ  sob  influência  da  luz  proporcionou  o  maior 

número de brotações quando comparado aos demais tratamentos. Em contraste, para P. 

alata a presença de BA+TDZ no meio de cultivo não diferiu dos demais meios utilizados, 

quando comparado o número de brotações no hipocótilo (Pinto et al., 2010) e apenas a 

formação de calos não morfogênicos foi observado em explantes foliares de P. suberosa 

quando utilizado TDZ (Garcia et al., 2010).   

Evidenciou‐se,  neste  trabalho,  que  a  organogênese  em  explantes  foliares  em P. 

setacea  ocorre  de  forma  indireta.  De  maneira  similar  Monteiro  et  al.  (2000), 

descreveram a regeneração in vitro de plantas de P. suberosa, a partir de discos foliares, 

com  formação  de  calos  com  aspecto  organogênico  na  periferia    desses  explantes 

cultivados  em  meio  MS  suplementado  com  2,22  µM  e  4,44  µM  de  BA.  Resultados 

antagônicos,  descritos  como  organogênese  direta,  foram  relatados  para  P.  edulis 

(Apezzato‐da‐Glória  et  al.,  1999;  Fernando  et  al.,  2007)  e  P. molissima,  P.  gilberti,  P. 

maliformis e P. amethystina (Dornelas e Vieira, 1994). 

Em  P.  setacea,  os  segmentos  de  hipocótilo  e  raiz  apresentaram  organogênese 

direta  e  indireta.  Esse  padrão  organogênico  foi  descrito  de  maneira  semelhante  em 

hipocótilo  de  P.  edulis  (Fernando  et  al.,  2007).    O  explantes  hipocotiledonares  de  P. 

setacea  apresentaram meristemóides  e,  segundo  Lombardi  et  al.  (2007),  estes  podem 

dar  origem  aos  primórdios  foliares  ou  continuarem  dividindo  formando  as 

protuberâncias.  Observações  estruturais  mostraram  que  a  formação  desses  centros 

meristemáticos,  envolvidos  no  processo  de  regeneração,  têm  diferentes  origens, 

variando de acordo o tipo de explante e estágio de desenvolvimento (Biasi  et al., 2000). 

O  padrão  direto  e  indireto  de  organogênese  em  raízes  também  foi  relatado  em  P. 

cincinnata  por  Lombardi  et  al.  (2007). Os  autores  evidenciaram,  por meio  de  análises 

histológicas,  a  conexão vascular  existente  entre  os brotos  e  os  explantes de  raiz.  Silva 
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(2009) observou organogênese direta, com formação de gemas em explantes radiculares 

de P.  cincinnata Mast.  e    três  populações  de P.  edulis  f.  flavicarpa  Deg.,  cultivados  em 

meio MS suplementado com 4,43 µM de BA. 

No  presente  estudo,  o  alongamento  dos  brotos  inoculados  em  meio  MS 

suplementado com GA3 foi dependente do meio de origem dos mesmos (Tab. 4). O (GA3) 

é  um hormônio que  atua nas plantas  estimulando o  crescimento,  em  conseqüência da 

sua ação na divisão e expansão celular (Taiz e Zeiger, 2009).  O alongamento de brotos 

em P.  setacea  foi  influenciado  pelo  tipo  de  explante,  pela  adição  de  fitohormônios  ao 

meio  e  condições  de  incubação  associada  ao  acréscimo  de  GA3  ao  meio.  Pinto  et  al. 

(2010)  observaram  que  o  acréscimo  de  GA3  ao meio MS  não  se mostrou  eficiente  no 

alongamento de gemas caulinares em P. alata. Entretanto, Nuth et al. (2007) relataram 

que  maiores  concentrações  de  GA3  no  meio  proporcionaram  melhor  alongamento  e 

desenvolvimento de brotos em P. edulis.  

Durante a  fase de aclimatização de  ramos em P.  setacea a  totalidade de plantas 

transferidas para mistura de substrato comercial e fibra de coco que não apresentavam 

raízes, desenvolveram‐nas durante a aclimatização ex vitro. O sucesso da aclimatização 

de  ramos  alongados  e  não  enraizados  foi  observada  em  Passiflora  sp.  (Freitas,  1997; 

Ribas et al., 2002). Os autores sugeriram que não é essencial a pré‐formação de raízes na 

fase de aclimatização para garantir a sobrevivência e desenvolvimento das plantas. Em 

algumas espécies lenhosas, a exemplo de Eucalyptus, a prática de enraizamento ex vitro 

das microestacas é rotineira, ainda que dependente de fatores como o genótipo (Xavier 

et al.,  2009).   

Para P.  setacea,  não  foram  reportados  estudos  sobre  a  estabilidade  genética de 

culturas  organogênicas  e  das  plantas  convertidas  por  esse  processo.  Neste  trabalho, 

avaliou‐se  a  variação  na  ploidia  de  plantas  desta  espécie,  regeneradas  sob  diferentes 

combinações  de  reguladores  de  crescimento.  Pela  citometria  de  fluxo  estimou‐se  em 

3,27  pg  o  conteúdo  2C  de  DNA  nuclear  de  plantas‐controle,  germinadas  in  vitro. 

Considerando‐se que a espécie é diplóide (2n = 2x = 18) (Cuco et al., 2005) e que 1pg 

equivale  a  980  Mpb  (Bennet  et  al.,  2000),  o  DNA  nuclear    das  plantas  de  origem 

seminífera de P. setacea equivale a um tamanho de genoma (2C) de 3195 Mpb.  Algumas 

espécies do gênero Passiflora têm o conteúdo 2C de DNA oscilando entre 1,83‐5,86 pg e 

o  tamanho  do  genoma  entre  896‐5253  Mpb  (Souza  et  al.,  2004).    Estimou‐se  que  o 

conteúdo  de  DNA  nuclear  para  plantas  de  P.  cincinnata,  oriundas  da  germinação  de 
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sementes,  seja  de  3,01  pg  (Paim‐Pinto  et  al.,  2010).  O  conteúdo  de  2C  de  DNA  em  P. 

setacea  apresenta  valores  intermediários  as  encontrados  para  outras  espécies  de 

passifloráceas. 

Destaca‐se  que  em  P.  setacea  foi  observada  a  ocorrência  de  poliploidia  em 

regenerantes oriundos de explantes radiculares cultivados em meio suplementado com 

BA+TDZ.  O aumento de ploidia observado pode ter ocorrido pelo efeito sinergístico do 

meio com citocininas com os explantes radiculares.   Silva (2009) verificou estabilidade 

genética  mediante  a  avaliação  da  quantidade  de  DNA  em  regenerantes  oriundos  de 

explantes radiculares de P. cincinnata e em três populações de P. edulis (FB100, FB200 e 

FB 300).   Todavia, diferentemente do presente estudo, o meio indutor continha apenas 

BA.  Plantas  de  P.  cincinnata  regeneradas  por  organogênese  in  vitro  apresentaram 

pequena variação no conteúdo 2C de DNA nuclear, oscilando de 2,96 a 3,01 pg.  

A utilização de TDZ, em combinação com BA,  foi  recentemente proposta para a 

indução de organogênese em explantes foliares e hipocotiledonares de P. alata (Pinto et 

al.,  2010).    Outros  trabalhos  já  avaliaram  a  ação  isolada  dessa  citocinina  no  gênero 

Passiflora (Monteiro, 2000; Felismino, 2005; Garcia et al., 2010).  Em hipocótilos de Bixa 

orellana,  sob  influência  de  TDZ,  evidenciou‐se  a  formação  de  multibrotações  com 

intensas divisões mitóticas, resultando na formação de zonas de proliferação localizadas 

próximas à epiderme e ao tecido cortical periférico (Paiva‐Neto et al., 2003). Felismino 

(2005) avaliou o emprego isolado desses dois reguladores e relatou que o TDZ induziu 

intensa atividade mitótica em ambos extremos dos explantes, gerando típica assincronia 

na regeneração de estruturas. No presente trabalho, possivelmente, o efeito sinergístico 

entre os dois reguladores, BA e TDZ, potencializou as divisões celulares nos segmentos 

de raízes.   

Uma  hipótese  para  explicar  porque  os  regenerantes  de  explantes  radiculares 

cultivados  em meio  com  BA+TDZ  apresentaram  poliploidia  enquanto  os  explantes  de 

hipocótilo,  nas  mesmas  condições  de  cultivo,  não  tiveram  a  estabilidade  genética 

alterada, pode estar relacionada à responsividade celular durante a formação das novas 

gemas  caulinares.  Já que a organogênese direta  em raiz  em P.  setacea  foi  observada a 

partir  de  divisões  das  células  do  periciclo  (dados  não  apresentados),  a  alta 

responsividade  desse  tecido  pode  estar  relacionada  à  capacidade  dessas  células  de 

reterem  a  expressão  de  genes  no  ciclo  celular,  como  o  CDC2a  (Hemerley  et  al.,  1993; 

Martinez  et  al.,  1992)  e  o  CYCA2  (Burssens  et  al.,  2000).  Provavelmente,  esses  genes 
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seriam responsáveis pela capacidade de células do periciclo entrar novamente no ciclo 

celular  rapidamente  sem  sofrer  real  desdiferenciação  (Atta  et  al.,  2009).  Essa 

característica do periciclo, possivelmente, estaria relacionada à endorreduplicações em 

determinados  setores  celulares,  culminando,  em  alguns  casos,  na  diferenciação  de 

gemas a partir desses grupos de células, o que poderia ter induzido a poliploidia apenas 

em raízes de P. setacea.  No entanto, as razões pelas quais houve maior predisposição de 

indução  de  poliploidia  em  explantes  radiculares  comparativamente  aos 

hipocotiledonares ainda permanecem pouco claras.   

O meio com BA+TDZ seria indicado para os protocolos que atendam à finalidade 

de se gerar poliplóides em P. setacea, entretanto, não recomendável para trabalhos que 

visem  à  clonagem.  Sistemas  eficientes  de  regeneração  in  vitro  fornecem  alternativas 

para  manipular  a  ploidia  e,  assim,  ampliar  as  possibilidades  de  melhorar  suas 

características ornamentais em espécies de interesse (Meyer et al., 2009). O aumento da 

ploidia  para  algumas  espécies,  como  orquídeas,  pode  ser  benéfico  uma  vez  que  o 

aumento  da  variabilidade  genética  proporciona  flores  com  cor  e  aroma mais  intenso, 

elevando  seu  valor  comercial  (Vichiato,  2005).    Além  disso,  plantas  poliplóides  têm 

maior  capacidade  de  ocupar  diferentes  ambientes  e  podem  ter  maior  taxa  de 

recombinação genética, seletivamente mais interessante (Doerner, 2000), dentre outras 

características importantes, como maior vigor, resistência a pragas e doenças, tolerância 

ao  estresse  e  proteção  contra  mutações  deletérias  (Comai,  2005;  Ranney,  2006). 

Destaca‐se, aqui, o  interesse crescente por passifloráceas com  importância ornamental 

(Abreu  et  al.,  2009),  e  sua  propagação  por  técnicas  de  cultivo  in  vitro  (Braglia  et  al., 

2010). Assim, o emprego dessa técnica, combinando os reguladores de crescimento BA e 

TDZ,  poderia  oferecer  benefícios  aos  melhoristas  como  alternativa  para  gerar 

variabilidade, mediante a obtenção de poliplóides em passifloráceas. 

Dado o exposto, pode‐se concluir que os explantes de P. setacea cultivados in vitro 

respondem de  forma diferenciada,  de  acordo  o  tipo de  explante  utilizado,  a  adição de 

reguladores de crescimento ao meio de cultura e a condição de incubação. Sugere‐se que 

nos  protocolos  de  organogênese  in  vitro  de  P.  setacea  sejam  empregados  explantes 

hipocotiledonares  cultivados  em  meio  com  adição  de  BA  na  luz  promovendo,  assim, 

melhor eficiência de respostas organogênicas.  

  Os  resultados,  inéditos  para  a  espécie,  mostraram  variação  na  estabilidade 

genética, poliploidia, em explantes radiculares cultivados em meio acrescido de BA+TDZ.  
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Esses  resultados,  possivelmente,  seriam  úteis  para  indução  de  indivíduos  poliplóides 

com benefícios citados anteriormente, no entanto, não são aconselháveis para trabalhos 

que envolvam técnicas de clonagem. 
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Tabela  1.  Taxas  de  calejamento  e  número  de  brotações  em  explantes  foliares  de 
Passiflora setacea em diferentes meios de cultura sob 16 h de luz ou escuro. 

 
 
Calejamento (%) 
 

 
Brotações (%) 

 
Meios de 
cultura 

16 h Luz  Escuro  16 h Luz  Escuro 
 
BA 

 
 70,0 ± 14,1 a* 

 
78,0 ± 17,8 a 

 
   48,0 ± 24,8 a 

 
18,0 ± 10,0 ab 

 
TDZ 

 
 36,0 ± 15,1 a 

 
60,0 ± 35,0 a 

  
      0,0  ±  0,0 b 

 
        0,0 ± 0,0 b 

 
BA + TDZ 

 
   53,0 ± 8,3 a 

  
58,0 ± 28, 6 a 

 
  20,0  ± 7, 7 ab 

 
   50,0 ± 36,0 a 

  
MS 

 
     0,0 ± 0,0 b 

 
42,0 ± 32,6 a 

 
         0,0 ± 0,0 b 

 
        0,0 ± 0,0 b 

Médias seguidas pela mesma letra minúscula não diferem entre si, a P≤0,05.  *Média ± SE. 
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Tabela  2.  Taxas  de  calejamento  e  número  de  brotações  em  explantes 
hipocotiledonares de Passiflora setacea  em diferentes meios de cultura sob 16 h de 
luz ou escuro. 

 
 
Calejamento (%) 
 

 
Brotações (%) 

 
Meios de 
cultura 

16 h Luz  Escuro  16 h Luz  Escuro 
 
BA 

 
100,0 ± 0,0 a* 

 
100,0 ± 0,0 a 

 
92,0 ± 17,8 a 

 
48,0 ± 22,8 b 

 
TDZ 

 
100,0 ± 0,0 a 

 
100,0 ± 0,0 a 

 
  63,0 ± 8,3 b 

 
      5,0 ± 5,0 c 

 
BA + TDZ 

 
79,0 ± 38,7 a 

 
100,0 ± 0,0 a 

 
85,0 ± 5,0 ab 

 
62,6 ± 38,4 ab 

  
MS 

 
90,0 ± 4,47 a 

 
100,0 ± 0,0 a 

 
46,0 ± 13,4 b 

 
  48,0 ± 13,0 b 

Médias seguidas pela mesma letra minúscula não diferem entre si, a P≤0,05. * Média ± SE. 
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Tabela  3.  Taxas  de  calejamento  e  número  de  brotações  em  explantes  radiculares  de 
Passiflora setacea em diferentes meios de cultura sob 16 h de luz ou escuro. 

 
Calejamento (%)  Brotações (%)   

Meios de 
cultura 

16 h Luz  Escuro  16 h Luz  Escuro 

 
BA 

 
85,0 ± 11,1 ab* 

 
98,0 ± 4,47a 

 
50,0 ± 23, 4 b 

  
    5,0 ± 5,0 c 

 
TDZ 

 
75,0 ± 11,1 ab 

 
  76,0 ± 16,7 ab 

 
      42,0 ± 4,4 b 

 
   42,0 ± 28,6 b 

 
BA+TDZ 

  
 100,0 ± 0,0 a 

 
    90,0 ± 7,0 ab 

  
   88,0 ± 13,0 a 

 
    52,0 ± 10,9 b 

 
MS  

 
 77,0 ± 8,3 ab 

  
      50,0 ± 5,0 b 

  
    20,0  ± 7,0 b 

 
24,0  ±  26,0 bc 

Médias seguidas pela mesma letra minúscula não diferem entre si, a P≤0,05. *Média ± SE. 
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Tabela 4. Taxas de brotos alongados em explantes hipocotiledonares e radiculares de Passiflora 
setacea após 30 dias de cultivo em meio MS acrescido de GA3. 
 

Meios de cultura  Hipocótilo (%)    Raiz (%) 

  16 h Luz  Escuro    16 h Luz  Escuro 

BA  32,5 ± 12,5 ab*  7,5 ± 5,0 bc    47, 5 ± 26,0 ab     0,0 ± 0,0 c 

TDZ        7,5 ± 9,5 bc        0,0 ± 0,0 c         5,0 ± 10,0 bc    12,5 ± 18,9 bc 

BA+TDZ     52,5 ± 37,7 a  12,5 ± 5,0 abc         80,0 ± 24,4 a  42,5 ± 29,8 abc 

MS  20,0 ± 16,3 abc  12,5 ± 5,0 abc             0,0 ± 0,0 c        2,5 ± 5,0 bc  

Médias seguidas pela mesma letra minúscula não diferem entre si, a P≤0,05.  * Média ± SE. 
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Figura  1.  Organogênese  in  vitro  de  Passiflora  setacea.    Caracterização  morfológica  (A‐C)  e 
histológica (D‐F) após 30 dias de cultivo em meio de indução; A: Explante foliar com formação 
indireta de gemas (*) no meio 1 (BA) na luz; B: Explante hipocotiledonar com formação indireta 
de brotações no meio 3  (BA+TDZ); C:   Organogênese direta  em explante  radicular  em meio  3 
(BA+  TDZ);  D:  Explantes  foliares  (ef  –  seta)  com  gemas  (*),  primórdios  foliares  (pf)  e 
proliferação  de  calos  (ca);  E:  Segmentos  de  hipocótilo  apresentando  gemas  (*),  primórdios 
foliares (pf) e meristemóides (me) F: Segmento de raiz evidenciando organogênese direta com 
formação de gemas (*) e primórdios  foliares  (pf); G: Explantes hipocotiledonares em meio MS 
acrescido de GA3 para alongamento; H: Planta em fase de aclimatização; I: Plantas regeneradas. 
(D‐E: cortes transversais em relação ao explante, F: corte longitudinal em relação ao explante.). 
Escalas: A e C: 1mm;  B: 2mm  e  D‐F: 300 µm. 
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Figura 2. Histograma  da  variação  na  estabilidade  genética  de  Passiflora  setacea. A:    Picos  da 
quantidade  de  DNA  nuclear  para  Glycine  max  utilizada  como  padrão  e  a  planta  controle  
germinada  in  vitro  a  partir  de  sementes.  B:  Pico  da  quantidade  de  DNA  nuclear  em  plantas 
identificadas  como  poliploides  provenientes  de  explantes  radiculares  culivados  em  meio  de 
indução com BA+TDZ. 
 

A 

B 
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Tabela 5 ­ Médias da quantidade de DNA (pg) determinadas por análise de 
citometria  de  fluxo  de  plantas  regeneradas  via  seminífera,  a  partir  de 
explantes hipocotiledonares e radiculares de Passiflora setacea. 
 
Origem das 
plantas 

 Tratamentos   Média da quantidade 
de DNA (pg) 

Coeficiente de 
Variação (%) 

Semente  ‐‐‐‐  3,26 ± 0,03 b  1,12 
 

 BA  3,00  ± 0,20 b  6,78 
 TDZ  3,22  ± 0,03 b  1,14 
 BA+TDZ  3,27 ± 0,04  b  1,34 

 
 

Hipocótilo 
 MS  3,29  ± 0,08 b  2,44 

 
 BA  3,38 ± 0,09 b  0,27 
 TDZ  3,30 ± 0,04 b  1,45 
 BA+TDZ  4,55 ± 1,74 a  37,47 

 
 

Raiz 
 MS  3,10 ± 0,25 b  8,16 

Média de 5 indivíduos analisados para cada tratamento. 
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CONCLUSÕES GERAIS  

 

Nas condições experimentais em que os estudos  foram conduzidos  as seguintes 
conclusões podem ser auferidas: 

 Passiflora edulis Sims: 

• Constatou‐se  expressão  do  gene  AS1,  nas  regiões  epidérmicas  e 

subepidérmicas de protuberâncias  formadas em explantes radiculares a 

partir do 12º dia de inoculação em meio de indução de organogênese de 

ramos; 

•  A  expressão  do  gene  é  restrita  a  região  do  domo  e  primórdios  foliares 

após o 25º dia de inoculação; 

• A técnica de hibridização in situ se mostrou eficaz na análise molecular dos 

processos de regeneração em raízes; 

 Passiflora setacea D.C. 

• Foi verificado formação de brotos em explantes foliares, hipocotiledonares 

e radiculares quando cultivados no escuro; 

• O acréscimo de BA ao meio de cultura foi indispensável para formação de 

brotações em segmentos de folha;  

• O  meio  de  cultura  suplementado  com  BA  na  luz  proporcionou  maior 

número de brotações em explantes hipocotiledonares; 

• A  combinação  de  BA+TDZ  na  luz  induzi maior  número  de  brotações  em 

explantes radiculares;  

• Explantes hipocotiledoranes e radiculares apresentaram melhor eficiência 

de regeneração; 

• A  citometria  de  fluxo  indicou  poliploidia  em  regenerantes  oriundos  de 

explantes radiculares cultivados com BA+TDZ presente no meio. 


