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RESUMO

DEANTONIO FLORIDO, Leidy Yibeth, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa,
outubro de 2013. Embriogénese somatica, expressao do gene SERK em Passiflora
ligularis Juss. e influéncia da irradidncia no desenvolvimento e metabolismo
secundario in vitro de P. mollissima Bailey H.B.K. Orientador: Wagner Campos
Otoni.

O presente estudo abordou duas dreas da cultura de tecidos in vitro aplicada ao género
Passiflora: a regeneracdo de plantas via embriogénese somdtica e a biossintese de
metabolitos secunddrios influenciados pela irradiancia. Os objetivos do presente estudo
foram estabelecer um protocolo de inducdo de embriogé€nese somdtica a partir de
embrides zigéticos maduros caracterizando a expressdo do gene SERK durante a
morfogénese de Passiflora ligularis, e analisar a influéncia da irradidncia no
desenvolvimento vegetal e metabolismo secunddrio in vitro de Passiflora mollissima.
No primeiro capitulo € apresentado um protocolo de indu¢do de embriogénese somatica
a partir de embrides zigoticos para Passiflora ligularis e a caracterizacdo da expressao
do gene SERK por hibridizacdo in situ. Embrides zigéticos maduros foram incubados
em meio Murashige & Skoog (MS) suplementado com a combinacdo de 45,2 uM de
acido 2.4-diclorofenoxiacético (2,4-D), 2,2 uM de 6-benziladenina (BA) e 2,3 uM de
thidiazuron (TDZ) induzindo a formacdo de calos embriogénicos e embrides somaticos
em estddio globular com padrdes similares a outras Passifloras. O teste histoquimico de
dupla coloragdo com carmim acético e azul de Evans confirmou a competéncia
embriogénica do material. Amostras coletadas aos 5, 15 e 35 dias no meio de indugdo e
5 dias no meio de maturacdo foram analisadas quanto a expressao do gene SERK por
hibridizacdo in situ com sonda heteréloga de Passiflora cincinnata SERK (PcSERK )
confirmando a expressdao do gene, particularmente com um sinal forte ao quinto dia no
meio de maturacdo. Para P. ligularis as informagdes deste estudo constituem o primeiro
relato dos eventos de inducdo e expressdo génica da embriogénese somdtica a partir de
embrides zigdticos. No segundo capitulo objetivou-se avaliar a influéncia da irradiancia
no desenvolvimento vegetal e metabolismo secunddrio de vitroplantas de Passiflora
mollissima. O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado, os
tratamentos foram constituidos de trés niveis de irradiancia fornecidos por lampadas de
diodo emissor de luz (LED) e fluorescentes (LF): 2LED (33 pumol m? s'l), 4LED (57

umol m? s') e 2LF (2Ipmol m™ s™). Observou-se influéncia da irradidncia no
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crescimento e desenvolvimento das vitroplantas. O perfil fitoquimico foi realizado por
meio da Cromatografia de Camada Delgada (CCD), para os extratos de folhas, caules e
raizes. Encontrou-se que os niveis de irradiancia estimularam a biossintese de taninos,
terpenoides, esteroides, saponinas e flavonoides. Segundo a andlise histoquimica, os
taninos alocam-se nas raizes de P. mollissima. A concentracdo de flavonoides C-
glicosilados (orientina, vitexina e isovitexina) e tanino (4cido tanico) foram
determinados pela Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), sendo constatada
a interacdo entre a irradidncia e o tipo de 6rgdo na concentragdo destes compostos
fendlicos. A irradiancia fornecida com 2LED favorece o aumento na concentracdo de
orientina (1,50 pg g) e vitexina (6,63 pug g') nas folhas, 4LED de isovitexina na raiz
(0,33 pug g'l), e 2LF de 4cido tanico na raiz (1,99 ug g'l). Para P. mollissima este € o
primeiro relato da influéncia da irradiancia no metabolismo secundério, o que contribui
a realizacdo de futuros trabalhos e melhoramento dos sistemas de producdo de

compostos fendlicos in vitro a partir desta espécie.
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ABSTRACT

DEANTONIO FLORIDO, Leidy Yibeth, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa,
October 2013. Somatic embryogenesis, expression of the SERK gene in Passiflora
ligularis Juss. and influence of irradiance in development and secondary
metabolism in vitro in P. mollissima Bailey H.B.K. Adviser: Wagner Campos Otoni.

The present study approached two different areas in plant tissue culture applied to
Passiflora: plant regeneration through somatic embryogenesis and the secondary
metabolite production as affected by light irradiance levels. This study aimed: to
establish a protocol for somatic embryogenesis induction from mature zygotic embryos,
also characterizing the SERK gene expression during morphogenesis in Passiflora
ligularis Juss; and to assess the influences of light irradiance levels over vegetal
development and secondary metabolism in Passiflora mollissima. The first chapter
presents the protocol for somatic embryogenesis in P. ligularis and the SERK gene
characterization through in situ hybridization. Mature zygotic embryos were incubated
in Murashige and Skoog (MS) medium with 45.2 uM 2,4-dichlorophenoxyacetic acid
(2,4-D), 2.2 uM 6-Benzyladenine (BA) and 2.3 uM thidiazuron (TDZ), so inducing the
formation of embryogenic calli and globular stage somatic embryos following patterns
that are similar to other Passiflora species. The competence embryogenic of the
material was confirmed by histochemical tests using Evans blue and acetic carmine
double staining. Samples collected after 5, 15 and 35 days in inducing medium and 5
days in maturation medium were used to assess SERK gene expression through in situ
hybridization using Passiflora cincinnata SERK (PcSERK) heterologous probe, thus
confirming the expression of the gene, especially with a strong signal at fifth day in the
maturation medium. This study represents the first report of the events involving
induction and gene expression of somatic embryogenesis form zygotic embryos in P.
ligularis. The second chapter aimed to determine the influence of irradiance levels over
vegetal development and secondary metabolism in P. mollissima. The experiment was
conducted in a completely randomized design, the treatments were three levels of
irradiance provided by two types of lamps, light emitting diode (LED) and fluorescent
(LF): 2LED (33 umol m™ s™), 4LED (57 pmol m™ s™) and 2LF (21 umol m? s™).
Influences of irradiance levels over plant development were observed. Phytochemical

profiles were obtained through thin layer chromatography (TLC) for roots, stems and
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leaves extracts. Irradiance levels stimulated tannin, terpenoid, steroid, saponin and
flavonoid biosynthesis. Histochemical analyses showed that tannins are allocated in P.
mollissima roots. C-glycosylated flavonoids (orientin, vitexin and isovitexin) and tannin
(tannic acid) concentration in P. mollissima were determined by High Performance
Liquid Chromatography (HPLC), and both irradiance and plant organ affected the
concentration of these phenolic compounds. The irradiance provided by 2 LED bulbs
increased orientin (1.50 pg g™) an vitexin (6.63 pg g") concentration in the leaves, 4
LED bulbs increases isovitexin concentration in the roots (0.33 pg g') and 2 fluorescent
bulbs increased tannic acid concentration the roots (1.99 pg g*). This constitutes the
first report of the effects of irradiance levels over secondary metabolism in P.
mollissima, thus contributing to prospective works aiming the improvement of phenolic

compounds in vitro production systems in the species.
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INTRODUCAO GERAL

O género Passiflora engloba mais de 520 espécies, sendo a maioria origindria
das zonas tropical e subtropical do novo mundo. O género compreende vérias espécies
de consumo in natura, uso ornamental e propriedades medicinais como sedativo,
antiespasmddica e antibacteriana (Medina et al., 1990; Speroni et al., 1996; Coppens et
al., 1997). Aproximadamente 60 espécies sdo comestiveis, entre elas destacam-se P.
edulis Sims (‘purple passion fruit’), P. edulis var. flavicarpa Degener (‘passion fruit’),
P. ligularis Juss (‘sweet granadilla’), P. mollissima Bailey H.B.K. (‘banana passion
fruit’), P. quadrangularis L. (‘giant granadilla') e P. laurifolia (Yockteng et al., 2011).

As Passifloras silvestres sdo reservatorios de genes para tolerancia ao estresse
por fatores bidticos e abidticos, devido as adaptacdes adquiridas pela ampla distribui¢ao
geografica deste género. Pelas caracteristicas fenotipicas de vigor, rendimento e
resisténcia a doencas as espécies silvestres de Passiflora sdo usadas em programas de
melhoramento genético (Yockteng et al., 2011).

Dentre as passifloras, P. ligularis e P. mollissima representam algumas das
espécies promissoras e de interesse atual nos programas de melhoramento de
maracujazeiro, assim como em estudos fitoquimicos dado que apresentam ampla
variabilidade genética. P. ligularis Juss é cultivada desde as montanhas do México na
América Central até a América do Sul (FAO, 2012). O fruto € amplamente consumido
in natura e em bebidas e sorvetes (Dhawan et al., 2004). Por sua vez, P. mollissima
cresce amplamente na regido Andina da América do Sul, onde a polpa € utilizada em
geleias, sucos e sorvetes (Simirgiotis et al., 2013). Esta espécie € considerada de
importante valor no melhoramento do género em funcdo de sua resisténcia a bactéria
Xanthomonas campestris f. passiflorae (Oliveira, 1987).

Dentro da cultura de tecidos in vitro, a regeneracao via embriogénese somatica e
a producido de metabdlitos secunddrios representam duas aplicacOes de significativa
releviancia. A embriogénese somadtica em Passifloras desempenha papel importante
entre as técnicas de cultura de tecidos in vitro dada sua eficiéncia na regeneracdo de
plantas, na propagacdo em grande escala e na contribui¢do para o entendimento dos
aspectos fisioldgicos e moleculares (Otoni et al., 2013; Rocha e Dornelas, 2013). De

outro lado, existe crescente demanda de prospec¢do de compostos bioativos novos para



fins terapéuticos, dentre outros, sendo necessdrias alternativas para potencializar a
biossintese de metabodlitos secunddérios in vitro com propriedades conhecidas.

Desde os primeiros relatos de formacdo de embrides somadticos em Daucus
carota (Steward et al., 1958) e em Oenanthe aquatica por Harry Waris (Krikorian e
Simola, 1999) confirmou-se a totipontencialidade das células vegetais (Yang e Zhang,
2010). Nessa via morfogénica uma unica célula ou pequenos grupos de células
somaticas, mediante a percepcao de sinais especificos adquirem a competéncia
embriogénica e formam eixos bipolares, que passam por estddios subsequentes de
histodiferenciag¢do, podendo originar uma planta (Fehér et al., 2003; Fehér, 2005; Yang
e Zhang, 2010; Rose et al., 2010; Rocha e Dornelas, 2013).

Para algumas espécies do género ja foram descritos protocolos de embriogénese
somatica (Otoni, 1995; Anthony et al. 1999; Reis et al., 2007; Silva et al., 2009; Paim
Pinto et al., 2010; Paim Pinto et al., 2011; Albino, 2013). Esta via de regeneracdo
demonstra-se mais atraente pelo nimero expressivo de regenerantes € do menor nivel de
variacdo somaclonal (Gaj, 2001; Paim Pinto et al., 2010). No entanto, no género
Fassiflora, a menor frequéncia de regeneracdo limita a efetiva propagacdo por esta via
(Zerbini et al., 2008).

Durante a embriogénese somdtica apresenta-se reprogramacdo da expressao
génica o qual conduz a modificacdes nos padroes de divisdo e diferenciacdo celular
(Fehér et al. 2003). O gene SERK (SOMATIC EMBRYOGENESIS RECEPTOR-LIKE
KINASE) foi isolado pela primeira vez a partir de células embriogénicas de cenoura
(Schmidt et al., 1997) como um marcador de células competentes para embriogénese
somatica (Ma et al., 2012; Steiner et al., 2012). Segundo Savona et al. (2012) genes
desta familia estdo envolvidos na pluripoténcia celular e estdo presentes tanto na
programacdo embriogénica quanto na organogénica. Para P. edulis Sims f. flavicarpa
Degener (Paim Pinto, 2009) e P. morifolia Masters (Albino, 2013) foi investigada a
expressao do gene SERK durante a embriogénese somadtica usando a técnica de
hibridizacdo in situ.

Na atualidade hé perspectivas para validar o uso desta via de regeneracao para
outras espécies do género ja que é usada como uma ferramenta nos programas de
transformacdo genética (Otoni et al., 2013). Um protocolo de regeneracao de embrides
somadticos ainda € ausente para P. ligularis pelo qual surge a necessidade de realizar
estudos que contribuam para o entendimento das condicdes que induzem a

embriogénese somdtica e a expressao de genes associados a este processo morfogénico.
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Outra aplicacdo da cultura de tecidos in vitro € a biossintese de metabolitos
secundérios. Recentemente, tem surgido o interesse pelo estudo fitoquimico de P.
mollissima devido a suas propriedades medicinais (Zucolotto et al., 2012; Simirgiotis et
al., 2013). Pelo mesmo motivo, é de importancia considerar as condicdes de cultura in
vitro apropriadas para obter uma maior biossintese de compostos bioativos.

Nesse sentido, a luz mostra-se como um fator fundamental na regulacdo das
respostas morfo-fisioldgicas das plantas tanto para o crescimento in vivo quanto in vitro,
(Kim et al., 2004; Yano e Fujiwara, 2012). Todavia, as condi¢des luminosas in vitro sao
reduzidas em relacao aquelas ocorrentes ex vitro. No entanto, os comprimentos de onda
da luz fornecida sdo pouco especificos e poderiam limitar o crescimento in vitro das
plantas (Kim et al., 2004), pelo qual é necessdrio determinar os requerimentos
luminosos proprios (qualidade e quantidade de luz) de cada espécie vegetal em condi¢do
in vitro (Hata et al., 2013).

Nas culturas in vitro a fonte de luz comumente usada sdo as lampadas
fluorescentes brancas (Kim et al., 2004). No entanto, o desenvolvimento de LED (diodo
emissor de luz) tornou-se uma fonte promissora para esses ambientes (Yeh e Chung,
2009) apresentando multiplas vantagens em comparacdo as lampadas tradicionais (Kim
et al., 2004; Yeh e Chung, 2009; Fang et al., 2011). O sistema de ilumina¢do com LEDs
produz uma alta densidade de fluxo de f6tons fotossintéticos (PPFD) ou irradiancia com
comprimentos de onda especificos (Park et al., 2013) suficiente para promover o
crescimento de culturas in vitro (Kim et al., 2004; Lin et al., 2011). Da mesma forma, a
influéncia da luz na biossintese de metabdlitos secundarios (MS) in vitro tem sido
relatada (Kopsell e Kopsell, 2008). Ja foi comprovado que as culturas in vitro, a partir
de diferentes tipos de explantes ou plantas completas, sdo capazes de produzir ampla
variedade de alcaloides, terpenoides e compostos fendlicos (Bourgaud et al., 2001).

Dentre os MS, os compostos polifendlicos, como dcidos fendlicos, flavonoides e
taninos, sdo mais comumente encontrados nas plantas (Sati et al., 2010). Este tipo de
compostos estdo associados a atividade antioxidante pela prevencdo do estresse
oxidativo, causantes de cancer, doengas neuro-degenerativas e cardiovasculares (Chang
et al., 2007; Boligon et al., 2012; Marroquin et al., 2012), além de possuir atividade
antibacteriana (Marroquin et al., 2012).

Mediante estudos fitoquimicos t€m sido encontrados e caracterizados MS no
género, principalmente, em P. edulis e P. incarnata (Dhawan et al., 2004; ANVISA,

2010) sendo reportados com maior frequéncia os flavonoides C-glicosidados

3



(Abourashed et al., 2002; Dhawan et al., 2004; Zeraik e Yariwake, 2010; Zucolotto et
al., 2012) associados com vdrios efeitos farmacoldgicos (Sena et al., 2009; Zucolotto et
al., 2012). Em geral, os flavonoides estdo envolvidos com multiplas fungdes bioldgicas,
entre as quais destaca-se a prote¢do contra radiacdo UV (Havsteen, 2002). Para P.
mollissima foi relatada a presenca de alguns MS (Froehlich et al., 1989; Dhawan et al.,
2004) entre os quais os flavonoides C-glicosilados (Zucolotto et al., 2012; Simirgiotis et
al., 2013), porém para compostos fendlicos como os taninos todavia ndao ha um relato
para esta espécie.

Contudo, até o presente momento apenas 20-30% das plantas foi investigado
quimicamente, sendo que dezenas de MS tém sido isolados e as suas estruturas
elucidadas (Harborne e Williams, 2000). Existem trabalhos sobre MS, na sua maioria,
usando material vegetal de origem ex vitro. O uso de irradidncia UV para induzir o
aumento da biossintese de compostos fendlicos in vitro foi descrito para P.
quadrangularis (Antognoni et al., 2007) e P. morifolia (Albino, 2013). Assim, é de
importancia estabelecer quais as mudancas fisicas e quimicas de vitroplantas de P.
mollissima submetidas a mudancas no sistema luminoso, com o propdsito de determinar
as condi¢cdes estimuladoras da biossintese de flavonoides e taninos em condicdes in
vitro.

Nesse contexto, o presente trabalho apresenta dois capitulos abordando o
estudo para P. ligularis e P. mollissima. Assim, o objetivo do primeiro capitulo foi
estabelecer um protocolo eficiente de inducdo de embriogénese somatica in vitro a partir
de embrides zigéticos maduros e caracterizar o padrao de expressao do gene SERK por
hibridizacdo in situ durante o processo morfogénico de Passiflora ligularis Juss. Para o
segundo capitulo objetivou-se determinar a influéncia da irradiincia no crescimento e
desenvolvimento, no perfil fitoquimico, no teor de flavonoides C-glicosilados e de acido

tanico de vitroplantas de Passiflora mollissima Bailey H.B.K.
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CAPITULO1

Embriogénese somatica a partir de embrides zigdticos e caracterizaciao da
expressao do gene SERK em Passiflora ligularis Juss.

RESUMO

O presente estudo teve como objetivo estabelecer um protocolo de embriogénese
somatica a partir de embrides zigéticos para Passiflora ligularis e avaliar o padrao de
expressdo do gene SERK por hibridizacdo in situ. Embrides zigéticos maduros foram
incubados em meio Murashige e Skoog (MS) com diferentes concentra¢des de auxinas
e citocininas. O meio de cultura suplementado com a combinagdo de 45,2 uM de 4cido
2,4-diclorofenoxiacético (2,4 D), 2,2 uM de 6-benziladenina (BA) e 2,3 uM de
thidiazuron (TDZ) induziu a formacdo de calos embriogénicos e embrides somdticos em
estddio globular. O teste histoquimico de dupla coloragdo com carmim acético e azul de
Evans confirmou a competéncia embriogénica do material. Amostras coletadas aos 5,
15 e 35 dias no meio de inducdo e 5 dias no meio de maturacdo foram usados na
caracterizacdo do gene SERK. A expressao do gene SERK nas regides embriogénicas foi
confirmada pela técnica de hibridizacio in situ com sonda heterdloga de Passiflora
cincinnata SERK (PcSERK) apresentando um sinal forte aos 5 dias no meio de
maturagdo. O desenvolvimento posterior e germinacdo dos embrides somdticos nao
foram observados no meio enriquecido com carvao ativado e sem reguladores de
crescimento. Esse estudo constitui o primeiro relato de inducio e expressdo génica da

embriogénese somadtica a partir de embrides zigbticos de P. ligularis.

Palavras-chave: Expressdo génica, Morfogénese, Maracujazeiro, Reguladores de

crescimento.
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Somatic embryogenesis from zygotic embryos and characterization of SERK gene

expression in Passiflora ligularis Juss.

ABSTRACT

The present study aimed to establish a protocol for induction of somatic embryogenesis
from zygotic embryos for Passiflora ligularis and show the pattern of SERK gene
expression by in situ hybridization. Mature zygotic embryos were incubated on
Murashige and Skoog (MS) at different concentrations of auxin and cytokinins. The
medium supplemented with 45.2 uM 2,4-dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D), 2.2 uM of
6-benzyladenine (BA) and 2.3 puM thidiazuron (TDZ) induced the formation of
embryogenic calli and globular stage embryos. The double histochemical staining test
with acetic carmine and Evans blue confirmed the embryogenic competence of the
material. Samples collected at 5, 15 and 35 days, in the induction medium, and 5 days
on maturation medium were used for in situ hybridization of SERK gene. SERK gene
expression in embryogenic regions was confirmed by in situ hybridization technique
with heterologous Passiflora cincinnata SERK (PcSERK) probe, showing a strong
signal at five days in the maturation medium. The further development and germination
of somatic embryos were not observed in the medium proposed with activated charcoal
and without growth regulators. For P. ligularis the information from this study represent
the first report on the events of gene expression and induction of somatic embryogenesis

from zygotic embryos.

Keywords: Gene expression, Morphogenesis, Passionfuit, Growth regulators.
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1. INTRODUCAO

O género Passiflora (Passifloraceae) compreende 24 subgéneros e 520 espécies
distribuidas nas regides tropicais e subtropicais (Garcia et al., 2011; Yockteng et al.,
2011; Pacheco et al., 2012), sendo este gé€nero o maior e mais importante
economicamente (Ulmer e MacDougal, 2004). Os usos potenciais das passiflordceas sao
diversos. Aproximadamente 60 espécies sdo comestiveis, destacando-se P. edulis Sims
(‘purple passion fruit’), P. edulis var. flavicarpa Degener (‘passion fruit’), P. ligularis
Juss (‘sweet granadilla’), P. mollissima Bailey H.B.K. (‘banana passion fruit’), P.
quadrangularis L. (‘giant granadilla’) e P. laurifolia (Yockteng et al., 2011).

Dentre as passifloras de importancia econdmica Passiflora ligularis Juss tem
sido reconhecida por ser cultivada para consumo in natura e por suas propriedades
medicinais (Dhawan et al., 2004). P. ligularis é origindria das montanhas dos Andes
entre a Bolivia e a Venezuela e comumente conhecida como ‘granadilla’ (na Bolivia,
Costa Rica, Equador, México e Peru); ‘granadilla comum’ (na Guatemala); ‘granadilla
da China’ ou ‘’parchita amarilla (na Venezuela); ‘granaditta’ (na Jamaica); e ‘sweet
granadilla’ (em paises de lingua inglesa) (Kannan et al., 2011). Esta € cultivada desde o
norte da Argentina até o México e nas montanhas tropicais da Africa e Austrilia, em
climas entre 15° e 18°C de temperatura, 600 a 1000 mm de precipitacdo anual e altitude
de 1700 a 2600 metros (FAO, 2012).

Desde os anos 60, existe um numero crescente de trabalhos em cultura de
tecidos do género Passiflora, em que a organogénese € o de sistema de regeneracdo
predominante (Vieira e Carneiro, 2004; Vieira et al., 2005; Passos e Bernacci, 2005;
Nhut et al., 2007; Zerbini et al., 2008). No entanto, a via morfogénica baseada na
embriogénese somadtica também foi relatada para algumas espécies do gé€nero como
Passiflora giberti N. E. Brown (Otoni, 1995; Anthony et al., 1999), P. cincinnata Mast.
(Reis et al., 2007; Silva et al., 2009; Paim Pinto et al., 2010; Rocha et al., 2011), P.
edulis Deg. (Paim Pinto et al., 2011) e P. morifolia (Albino, 2013).

Desde os relatos pioneiros da formagdo de embrides somaticos em Oenanthe
aquatica por Harry Waris (Krikorian e Simola, 1999) e em Daucus carota (Steward et
al., 1958) foi confirmada por esta via morfogénica a totipontencialidade das células
vegetais (Yang e Zhang, 2010), assim como a significativa eficiéncia na regeneracao de
plantas e propagacdo em grande escala de culturas comerciais (Silva et al., 2009; Yang e

Zhang, 2010). No entanto, no género Passiflora a menor frequéncia de regeneragcao
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continua a impedir a efetiva propagacdo via embriogénese somadtica (Zerbini et al.,
2008).

Na embriogénese somdtica uma unica célula ou pequeno grupo de células
somaticas (incluindo células haploides), a partir da percep¢do de sinais especificos
(Rocha e Dornelas, 2013), adquirem a competéncia para dividir-se e formar estruturas
bipolares, que passam por estddios embriogénicos subsequentes, podendo originar uma
planta (Jiménez e Bangerth, 2001; Fehér et al., 2003; Fehér, 2005; Namasivayam, 2007;
Yang e Zhang, 2010; Rose et al., 2010).

Durante a embriogénese somdtica apresenta-se reprogramacdo da expressao
génica o qual conduz a modificagdes nos padroes de divisdo e diferenciacdo celular,
sendo util no estudo de aspectos morfofisiolégicos, celulares e moleculares do processo
(Fehér et al., 2003). Na atualidade, o estudo aprofundado da embriogénese somética
inclui anélises de protedmica e transcriptdmica, permitindo isolar e caracterizar os genes
marcadores especificos envolvidos e compreender os fatores que influenciam a indugdo
e desenvolvimento dos embrides somaticos (Rocha e Dornelas, 2013).

Os genes da familia SERK (SOMATIC EMBRYOGENESIS RECEPTOR-LIKE
KINASE) codificam para um subgrupo de receptores transmembranas com repeticdes ricas
em leucina, que possuem um dominio quinase intracelular e estdo diretamente
relacionados com uma série de eventos em nivel celular, principalmente na
embriogé€nese somatica (Steiner et al., 2012). O gene SERK foi isolado pela primeira vez
a partir de células embriogénicas de cenoura como um marcador da embriogénese
somadtica (Schmidt et al., 1997). Segundo Savona et al. (2012) genes desta familia estdo
envolvidos na pluripoténcia celular tanto na programag¢do embriogénica quanto
organogénica.

A expressdao do gene SERK foi usada como um marcador da embriogénese
somadtica ou de células competentes para formar embrides somdticos (Steiner et al.,
2012; Ma et al., 2012), em amplo nimero de espécies Dactylis glomerata (Somleva et
al., 2000), Arabidopsis thaliana (Hecht et al., 2001), Medicago truncatula (Nolan et al.,
2003), Ocotea catharinensis (Santa-Catarina et al., 2004), Citrus unshiu (Shimada et al.,
2005), e Theobroma cacao (Santos et al., 2005). Também para P. edulis (Paim Pinto,
2009) e P. morifolia (Albino, 2013) foi investigada a expressiao de SERK na

embriogénese somdtica.
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Para membros do género Passiflora é indispensavel estabelecer e, ou ampliar os
protocolos de embriogénese somadtica baseados nos ja existentes para espécies do
género (Otoni et al., 2013), dado que ha perspectivas para validar o uso desta via de
regeneracdo em programas de transformacdo genética (Shang et al., 2009).

Por ser espécie de amplo consumo in natura, Passiflora ligularis requer
estratégias sustentdveis nas dreas de propagacdo vegetal e melhoramento genético,
visando a producdo de material vegetal com caracteristicas agrondmicas desejveis.
Pelo qual surge a necessidade de estabelecer protocolos de regeneragdo in vitro
eficientes, idealmente via embriogénese somadtica, permitindo assim estudo dos aspectos
morfo-fisiolgicos e moleculares associados as respostas in vitro dessa espécie.

Nesse contexto, o presente trabalho objetiva-se estabelecer um protocolo
eficiente de indugdo de embriogénese somadtica in vitro a partir de embrides zigoticos
maduros para Passiflora ligularis Juss. e caracterizar o padrao de expressdo do gene

SERK por meio da hibridizagao in situ durante o processo morfogénico.
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2. MATERIAL E METODOS
2.1 Material vegetal e inducao de calos embriogénicos

As sementes utilizadas foram coletadas de frutos maduros de P. ligularis, no
municipio de Buenavista (05°39""N 74°19'"0), Departamento de Boyaca, Colombia.

Com auxilio de uma mini-morsa foram retirados os tegumentos das sementes
segundo protocolo de Reis et al. (2007). Em seguida, deu-se sua desinfestacdo em
capela de fluxo laminar, acrescentando-se etanol a 70% (v/v) por 1 min, seguido por
imersdo em hipoclorito de sédio comercial (2,5% v/v) com 2 gotas de Tween-20 a 0,1%
(v/v), durante 15 min e, logo apds, realizada a triplice lavagem em 4gua deionizada
estéril. Previamente ao isolamento dos embrides zigdticos, as sementes sem tegumentos
foram imersas em dgua deionizada e autoclavada, por 15 h, para reidratar e facilitar a
retirada dos embrides.

Na capela de fluxo laminar, com auxilio de pinga e bisturi, foram retirados os
embrides zigoticos, os quais foram inoculados em meio de inducdo de embriogénese
somdtica (MIES), constituido por sais bdsicos de MS (Murashige e Skoog, 1962),
vitaminas B5 (Gamborg et al., 1968), 0,01% (p/v) de mio-inositol, 3% (p/v) de sacarose,
e 0,25% (p/v) de Phytagel® (Sigma Chemical Company, USA). No meio de indugdo de
embriogénese somdtica para P. ligularis diferentes combinagdes de reguladores de
crescimento foram usados em testes preliminares: M1 (45,2 uM de 2,4-D + 2,2 uM de
BA + 2,3 uM de TDZ); M2 (2,7 uM de ANA + 2,2 uM de BA+ 2,3 uM de TDZ); M3
(40,3 uM de ANA + 2,2 uM de BA + 2,3 uM de TDZ); M4 (2,7 uM de ANA + 31,0
uM de Picloram + 2,2 uM de BA+ 2,3 uM de TDZ); M5 (31,0 uM de Picloram + 2,2
uM de BA + 2,3 uM de TDZ) e M6 (45,2 uM de 2,4-D + 26,8 uM de ANA + 2,2 uM
de BA+ 2,3 uM de TDZ). Todos os meios foram ajustados ao pH 5,7 = 0,1 e
autoclavados por 15 min, a 121 °C e 1,1 atm de pressao.

As culturas foram estabelecidas em placas de Petri de poliestireno cristal 60 x 15
mm (J. Prolab, Brasil) contendo aliquotas de 15 mL de meio, e mantidas na sala de
crescimento em auséncia de luz, durante a fase de indu¢cdao de embriogénese somética
(Silva et al., 2009). A avaliacao foi conduzida ao trigésimo dia apds a inoculagdo dos

embrides zigoticos.
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2.1.1 Avaliacoes e analises estatisticas

O experimento foi conduzido em um delineamento inteiramente casualizado
(DIC) com seis tratamentos e dez repeti¢des, cada parcela constituida por uma placa
com cinco embrides. As mudancas nos embrides zigdticos foram quantificadas no dia
30 ap6s inoculagdo no meio de indu¢do mediante a porcentagem de calo embriogénico.

Os dados experimentais foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA), a
5% de significincia, sendo aplicado o teste de Tukey para comparagdo entre médias. A

andlise estatistica foi realizada no utilizando o programa Genes (Cruz, 2006).

2.2 Meio de maturacio dos embrides somaticos

ApOs esse periodo, os explantes obtidos foram transferidos para o meio de
maturacdo (MM) dos embrides somadticos, contendo a mesma constituicdo bdsica do
meio de indugdo, porém desprovido de reguladores de crescimento e suplementado com
1,5% (p/v) de carvao ativado.

Em placas de Petri estéreis de poliestireno cristal de 90 x 15 mm (J. Prolab,
Brasil) foram vertidos 25 a 30 mL de meio e os calos foram transferidos. As placas
foram vedadas com filme de PVC (Goodyear, Brasil). Nessa fase, a cultura foi colocada
na sala de crescimento e mantida a 25 + 2 °C, sob fotoperiodo de 16 h de luz,
irradiancia de 36 pmol m? s fornecida por lampadas fluorescentes (Luz do Dia
Especial, 20W, Osram, Brasil). As avaliagdes realizaram-se a cada cinco dias
quantificando-se a presenca ou auséncia de embrides sométicos em diferentes estadios

de desenvolvimento (globular, cordiforme, torpedo e cotiledonar).

2.3 Caracterizacao anatomica e teste histoquimico

Para a caracterizacdo anatomica foi usado o meio M1 (45,2 uM de 2,4-D + 2,2
uM de BA + 2,3 uM de TDZ) e para o teste histoquimico todos os meios de inducao de

embriogénese somatica.

2.3.1 Microscopia de luz

Durante o desenvolvimento dos embrides somdticos foram coletados dois
explantes do embrido zigético no dia 35 dias apds indugdo. As amostras coletadas foram
fixadas em solucdo de Karnovsky modificado [solu¢do de glutaraldeido (2,5%) e

paraformaldeido (4%), em tampao fosfato de potdssio monobdsico (pH 7,2), acrescido
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de cloreto de cédlcio SmM] (Karnovsky, 1965). Posteriormente foram desidratadas em
série etilica crescente, incluidas em resina metacrilato (Historesina, Leica®) e
emblocadas em moldes plasticos. Os blocos foram cortados com auxilio de micrétomo
rotativo de avango automdtico (RM 2155 - Leica) e os cortes de 5 um de espessura
foram aderidos em laminas histolégicas, e corados com azul de toluidina (O’Brien e
McCully, 1981), com pH écido (4,0). Apds a secagem, as laminas foram montadas em

resina sintética Permount.

2.3.2 Teste Histoquimico

Para a identificacdo de calos embriogénicos e ndo-embriogénicos na fase de
inducdo de embriogé€nese somdtica, foram utilizados os corantes azul de Evans (0,5%)
seguido por carmim acético (1%), cada um por 3 min (Durzan, 1998). Logo apds o
material foi colocado em laminas histologicas e realizadas as observacgdes e registros
fotograficos no estereomicroscopio (Olympus SZH e microscopio Olympus AX70, com

sistema U-Photo).

2.4 Analise da expressao do gene SERK de P. ligularis por hibridizacio in situ

Para a caracterizacio da hibridizacao in situ foi usado o meio M1 (45,2 uM de

2,4-D + 2,2 uM de BA + 2,3 uM de TDZ).

2.4.1 Coleta e preparo dos tecidos

Para avaliar a expressdo do gene SERK, sob condicdes livres da acdo de
RNAses, foram coletadas amostras aos 5, 15, 35 dias apds indugdo e 5 dias no meio de
maturacdo. As amostras foram imersas em paraformaldeido 4 % (p/v) ‘overnight’,
sendo posteriormente desidratadas em séries etandlicas e armazenadas em etanol
absoluto. Ao longo das etapas de processamento as amostras foram mantidas a 4°C.
Posteriormente, as amostras foram infiltradas em solu¢do de etanol: xilol (3:1, 1:1, 1:3),
a cada 4 h, seguidas de xilol (100 %) por 8 h. As amostras foram entao 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.
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2.4.2 Sintese da sonda marcada com digoxigenina

Uma sonda heterdloga ‘antisenso’ foi sintetizada utilizando como molde uma
sequéncia parcial de 557 pb do gene SERK de Passiflora cincinnata (PcSERK). O
fragmento previamente clonado codifica uma regido conservada que se estende do
dominio SPP até parte do dominio kinase. A sonda foi marcada com digoxigenina
(DIG-UTP), utilizando-se o “DIG RNA Labeling Kit (SP6/T7)” (Roche Applied

Science), segundo recomendacdes do fabricante.

2.4.3 Reacao de hibridizacao

Durante a fase de pré-hibridizacdo, cortes histolégicos longitudinais (10 pm) de
calos embriogénicos fixados em ldminas RNAse ‘free’ foram tratados com proteinase K
(1 pg mL" em 0,05 M Tris-HCI, pH 7,5) por 5 min a 37 °C e, posteriormente, lavadas
duas vezes em dgua tratada com DEPC, a temperatura ambiente.

Para a hibridizacdo in situ, foram utilizados 60 ng de tRNA de levedura (Gibco
BRL®) e 60 ng de sonda foram desnaturados a 80 °C por 5 min e adicionados a 100 uL
de tampao de hibridizagdo (Tris-HCI 10 mM pH 7,5, NaCl 300 mM, formamida 50%,
EDTA 1 mM pH 8,0; solu¢ao de Denhardt 1X). Em seguida, para a hibridizacao, 100
pL de solugdo de hibridizagdo foram colocados sobre os cortes em cada lamina e
cobertas com Parafilm®. As laminas foram incubadas em cimara umida, a 42 °C, no
escuro, por um periodo de aproximadamente 16 h.

Ap6s a hibridizagdo as 1aminas foram lavadas, por 20 min em cada solu¢do SSC
4X, 2X, 1X e 0,5X, preparadas a partir de uma solucdo SSC 20X composta por NaCl
3M, Nas-citrato 0,3M, pH 7,2. Em seguida foram mantidas por 5 min em tampao de
deteccao 1 (TDI; 0,1 M de Tris HCI - pH 7,5; 0,15 M de NaCl) e incubadas por 30 min
em tampao de bloqueamento. As laminas foram novamente lavadas em TDI por 5 min e
incubadas durante 1 h com anticorpo Anti-Digoxigenina AP Fab Fragments (Roche®)
diluido 1:1000 em TDI. Apés a sequéncia de duas lavagens, de 15 min cada, em TDI e
uma lavagem de 5 min em tampao de deteccdo 3 (TDIII; 0,1 M de Tris HCI - pH 7.5;
0,1 M de NaCl; 0,05 M de MgCl,) as sec¢des foram incubadas em solugdo de coloragcao
contendo 4,5 uL de BCIP (5-bromo-4-cloro-3-indolil-fosfato) (0,05 g mL™") e 4,5 uL de
NBT (nitroblue tetrazolio) (0,05 g mL’l) em 1 mL de TDIII por 45 min, no escuro. Para
cessar a reacdo, as sec¢Oes foram incubadas no tampao de deteccdo 4 (TDIV 0,01 M de

Tris HCI - pH 8,0; 1 mM EDTA) por 10 min, e as 1aminas montadas em agua.
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A captura das imagens foi realizada em fotomicroscopio (Olympus AX70TREF,
Olympus Optical, Japao) com camera digital acoplada (Diagnostic Instruments Inc.,
Spot Issightcolous 3.2.0, EUA) localizado no Laboratério de Anatomia Vegetal, do
Departamento de Biologia Vegetal da UFV.

19



3. RESULTADOS

Constatou-se a inducdo de embriogénese somdtica indireta em Passiflora
ligularis Juss. a partir de embrides zigéticos maduros (Figura 1) e a expressdo do gene
SERK com diferente intensidade no sinal de hibridizacdo in situ ao longo do processo
morfogénico (Figura 3).

A embriogénese somdtica indireta foi observada a partir do 15° dia de cultura
dos embrides zigdticos, a qual apresentou a formacdo de calo principalmente nos
cotilédones e nas regides proximas a radicula. Foi evidenciada a presenca de calo
embriogénico principalmente em duas dreas do explante, no eixo embriondrio (Figuras
1C, 1E, 1G, 1K) e nos cotilédones (Figuras 1A, 1I). A aparéncia do calo em cada uma
dessas areas foi do tipo fridvel e de branco a translicido, e do tipo compacto e

translicido a amarelo, respectivamente.

Figura 1. Padrdes de desenvolvimento de calo embriogénico e embrides somaticos no
estadio globular aos 30 dias de cultivo nos meios de indu¢do de embriogénese somatica
de Passiflora ligularis Juss. Meios de cultura (M) suplementados com diferentes
concentracdes de auxinas e citocininas. Desenvolvimento de regides embriogénicas no
embrido zigético cultivado no meio de indu¢ao M1 (A), M2 (C), M3 (E), M4 (G), M5
(I), e M6 (K) (Barra = 500 um). Resposta ao teste de azul de Evans e carmim acético
pela presenca de células embriogénicas (vermelho) e ndo embriogénicas (azul escuro)
nos explantes cultivados nos meios de indu¢do: M1 (B), M2 (D), M3 (F), M4 (H), M5
(J), e M6 (L). Abreviatura: Ge: embrido globular (Barra = 200 um).
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No 30° dia de cultura, observou-se o desenvolvimento de calos embriogénicas e
ndo-embriogénicas nos meios de cultura propostos. Nos meios de inducdo de
embriogénese somdtica (MIES), com diferentes concentragdes e combinagdes de
reguladores de crescimento, M1 (2,4-D + BA + TDZ), M2 (ANA + BA + TDZ), M4
(Picloram + ANA + BA + TDZ), M5 (Picloram + BA + TDZ) e M6 (2,4-D + ANA +
BA + TDZ), foram constatadas a formacdo de calos embriogénicos e de embrides
somdticos no estddio globular (Figura 1A-L). O M3 contendo uma combinacio de 2.4-
D, BA e TDZ induziu a presenca de calos ndo-embriogénicos (Figura 1E) e pequenos e
limitados setores de calos com resposta positiva para o teste de dupla coloracdo (Figura
1F).

No entanto, o M1 (contendo 45,2 uM de 2,4-D + 2,2 uM de BA + 2,3 uM de
TDZ) foi caracterizado por induzir formagdo de calo embriogé€nico e embrides
somaticos no estddio globular sobre nos cotilédones e eixos embriondrios (Figura 1A).
Os explantes nos meios de indu¢do M1 (Figura 1B), M2 (Figura 1D), M4 (Figura 1H),
MS (Figura 1J) e M6 (Figura 1L) responderam positivamente ao teste histoquimico de
dupla coloragdo ja que os calos embriogé€nicos e embrides somaticos no estadio globular
foram intensamente corados de vermelho, indicando a presenca de células com
competéncia embriogénica.

Na porcentagem de formacao de calo embriogénico nos meios de indu¢do ndao
houve diferenca estatistica significativa, apesar de que os valores oscilaram entre 42,5 e
55%. Aos 30 dias apds inoculacdo foi observado que o M2 apresentou uma
porcentagem de 55% (Figura 2), porém no meio de maturacdo o calo que inicialmente
era embriogénico apresentou forte tendéncia de organogénese (dados ndo mostrados). O
M1, com 45% de formacgdo de calo embriogénico (Figura 2), foi considerado para
realizar o seguimento dado que a formulacdo do meio e padrao de desenvolvimento no

explante foram similares a resposta de passifloras ja descritas.
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Figura 2. Valores médios (%) de formacao de calos embriogénicos a partir da cultura
de embrides zigoticos maduros de Passiflora ligularis Juss. aos 30 dias apds incubagdo
no meio de indug¢do de embriogénese somatica. Médias seguidas de letras iguais ndo
diferem entre si pelo teste de Tukey, a 5% de significancia (P <0,05).

Na hibridizacdo in situ, utilizando a sonda heteréloga desenvolvida para P.
cincinnata (PcSERK), foi constatada a expressdo do gene SERK nos calos
embriogénicos provenientes das fases de indugdo do M1 (dia 5, 15 e 35) e inicio da fase
de maturacdo (dia 5 no meio de maturacdo) da cultura embriogénica (Figura 3).

A hibridizacao in situ indicou que o gene SERK € expresso no embrido zigético
de P. ligularis na regido cotiledonar apds 5 dias de incubacdo no meio de indugdo
(Figura 3A). O sinal foi perceptivel nas células da regido meristeméatica (domo do
meristema apical caulinar) e células proximas a periferia do cotilédone aos 5 dias de
incubacdo no meio de indugdo (Figura 3A). Aos 15 dias de cultivo dos embrides
zigbticos os multiplos eventos de proliferacdo celular e diferenciacio promoveram a
embriogénese somatica indireta com o inicio da formacao de calo no eixo embriondrio e
nos cotilédones, os calos encontrados foram de tipo fridvel e, ou compacto. O sinal de
hibridizacdo in situ do SERK foi observado no calo embriogénico nas células associadas
a protoderme (Figura 3B). Apdés 35 dias de cultivo no meio de indugdo, pode-se
observar reduzida expressao do gene SERK nos embrides somaticos globulares (Figura
30).

Ap6s 35 dias no meio de indugdo e transferidos por cinco dias ao meio de
maturagdo, os embrides somadticos apresentaram protoderme definida e auséncia de
conexdo vascular, observando-se na regido do procdmbio do embrido zigético (Figura

3D). Também, constatou-se que o padrdo de expressdo do gene intensificou-se logo
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apos a transferéncia da cultura ao meio de maturagdo, sendo evidenciado forte sinal de
hibridizacdo do gene SERK, quando utilizado a sonda heter6loga PcSERK (Figura 3E) e
contrastando-se com a sonda controle ‘sense-T7°, em que, como esperado, ndo houve

sinal de hibridizagao (Figura 3F).
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Figura 3. Caracterizacdo da expressdo do gene SERK por meio da hibridizagado in situ
com a sonda heter6loga antisenso (SP6) e senso (T7) do gene pcSERK durante a
embriogénese somadtica induzida a partir de embrides zigéticos de Passiflora ligularis
Juss. (A) Embrido zigético apds cinco dias de inoculacdio em meio de inducdo de
embriogénese somdticanas células do domo apical e periferia do cotilédone. (B)
Formacdo de calos embriogénicos, apds 15 dias de incubacdo no meio de cultura, a
protoderme acompanhada pelo sinal de hibridizagdo in situ. (C) Embrides globulares,
apos 35 dias de incubag@o no meio de inducdo com sinal de hibridizagdo na regido da
protoderme. (D-F) Calos embriogénicos com 35 dias em meio de indugdo e cinco dias
em meio de maturacido dos embrides somdticos. (D) Secdo longitudinal corada com azul
de Toluidina. Corte histolégico demonstrando a organizagdo celular dos calos
embriogénicos com presenca de embrides globulares com protoderme definida sem
conexdo vascular com o tecido de origem. (E) Presenca de calo embriogénico e
embrides somdticos no estaddio globular com expressdo forte do sinal do gene SERK (F)
Corte histologico de calo embriogénico e embrides somaticos no estaddio globular com
auséncia de sinal de hibridizacdo in situ com a sonda sense (controle T7). Abreviaturas:
Do, domo do meristema apical do embrido zigético; Cl, folha cotiledonar; Ec, calo
embriogénico; Pr, protoderme; Ge, embrido globular; Pc, procambio. (Barra = 200 um).
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4. DISCUSSAO

Os resultados encontrados no presente estudo representam o primeiro relato de
embriogénese somdtica indireta a partir de embrides zigéticos e expressdo génica para
Passiflora ligularis Juss. Mediante técnicas histoquimicas e moleculares foi confirmado
e visualizado o desenvolvimento de calos embriogénicos e embrides somdticos em
estddio globular.

A formacdo de embrides globulares em P. ligularis ocorreu a partir do dia 30 da
incubac@do no meio de inducdo contendo diferentes combinacdes de 2,4-D, 6-
benziladenina (BA) e thidiazuron (TDZ). A formacdo de calo tem sido uma
caracteristica da embriogénese somética indireta para P. edulis (Paim Pinto et al., 2011)
e P. cincinnata (Silva et al., 2009) usando o mesmo tipo de explante que para P.
ligularis e meios de cultura suplementados com 2,4-D e BA na fase de indugdo. De
maneira similar que em P. ligularis, em essas Passifloras o desenvolvimento de calos
embriogénicos foi localizado nos cotilédones e nas regides proximas a radicula.

Ap6s da aplicacdo de reguladores de crescimento de maneira isolada no meio de
inducdo para P. ligularis foi encontrada uma reposta negativa (dados ndo mostrados),
pelo qual, posteriormente foram avaliadas diferentes combinagdes de auxinas e
citocininas com o fim de induzir a formacdo de calo embriogénico. Tem sido descrito
por alguns autores que a aplicacdo combinada destes reguladores de crescimento nos
meios de cultura in vitro esta associada a morfogénese (Nolan et al., 2003; Beveridge et
al., 2007; Wang et al., 2011; Ma et al., 2012; Suprasanna et al., 2013). Especificamente
na embriogé€nese somatica, um sinal hormonal, exdgeno ou enddgeno, é necessdrio para
iniciar a embriogénese, principalmente a combinagdo de auxinas e citocininas em
diferentes concentragdes (Ikeda-Iwai et al., 2003; Su et al., 2009).

Particularmente, as auxinas sdo consideradas um fator importante na inducgdo e
regulacdo da embriogénese somdtica na iniciacdo da programacao celular (Fehér et al.,
2003; Raghavan, 2004; Fehér, 2005; Silva et al., 2009). A auxina é especialmente
envolvida com a instalagdo da polaridade zigética e, consequentemente, com o controle
dos genes relacionados ao eixo apical — basal do embrido (Dettmer e Friml, 2011). As
citocininas possuem papel essencial no controle da divisdo celular e na regulacdo da
sintese de proteinas para a formacdo de fibras do fuso mitético (Jelenska et al., 2000).
Baixos niveis de auxinas tém sido associados com a maior estabilidade genética em

Passifloras regeneradas por esta via (Paim Pinto et al., 2010; Paim Pinto et al., 2011);
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para P. ligularis, concentragdes elevadas de auxinas induziram a formacdo de calos
embriogénicos (M1, M3, M4, M5 e M6).

Na morfogénese in vitro a calogénese pode resultar nas duas vias de
regeneragdo, organogénese adventicia e embriogénese somdtica; porém torna-se
indispensavel identificar a competéncia embriogénica das células. A resposta dos calos
de P. ligularis foi positiva no teste de dupla coloracdo com azul de Evans e carmim
acético (Durzan, 1998), marcando as zonas embriogénicas e ndo-embriogénicas. Essa
técnica tem sido usada em trabalhos com Passiflora (Silva et al., 2009; Paim Pinto et
al., 2011; Albino, 2013) e outras espécies como Araucaria angustiofolia (Durzan, 1998;
Steiner et al., 2012) e Pinus pinaster Ait. (Humanez et al., 2012).

A fase de inducdo € requerida exatamente para a aquisicdo da competéncia
embriogénica das células somaticas dos explantes, que em sua maioria, nao sao
embriogénicas (Dodeman et al., 1997). No embrido zigético, os cotilédones
possivelmente possuem células ou conjunto de células com caracteristicas
meristemdticas de identidade semelhante ao periciclo (Sugimoto et al., 2011), que
adquirem a competéncia embriogénica. As etapas iniciais da embriogénese somdtica sao
consideradas criticas, pelo estabelecimento da polaridade, da camada protodérmica e
dos demais meristemas (Bozhkov et al., 2002). Além disso, a frequéncia de indugdo
depende das condicdes de cultivo e dos tecidos utilizados, do genétipo, composi¢do do
meio de cultivo in vitro (Chalupa, 1999; Snyman et al., 2006) e também dos niveis
hormonais endégenos nos explantes (Jiménez e Bangerth, 2001).

Ao longo da indugdo da embriogénese somatica de P. ligularis, evidenciou-se
que a dindmica da expressdao do gene SERK esta relacionada temporalmente com a
formacdo e desenvolvimento de calo embriogénico na periferia dos cotilédones do
embrido zigotico (Figuras 1 e 3). A expressdao do gene SERK na embriogénese somatica
tem sido confirmada para Arabidopsis thaliana (AtSERK) na cultura embriogénica:
calos embriogénicos na parte basal do embrido somadtico primdrio, fora das camadas
celulares do cotilédone do embrido somatico primdrio (formando embrido somético
secunddrio) (Salaj et al., 2008). Assim mesmo, em outras espécies como Dactylis
glomerata a expressao de SERK em culturas embriogénicas ja foi relatada (Somleva et
al., 2000).

Mediante a técnica de hibridizacdo in situ foi constatada a expressdo do gene
SERK com a sonda heter6loga PcSERK como um gene marcador de células competentes

para embriogé€nese somatica de P. ligularis, sendo este resultado constatado também
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para P. cincinnata (Paim Pinto, 2009) e P. morifolia (Albino, 2013). Especificamente o
sinal de expressao do gene SERK ¢ produto da formacdo de um precipitado de coloracdo
vermelho escuro a roxo, insolivel em dgua, dado pela reacdo de oxido-reducio entre os
substratos BCIP/NBT e a fosfatase alcalina conjugada ao anticorpo anti-DIG o qual foi
observado nos calos embriogénicos de P. ligularis.

As técnicas de clonagem génica e marcadores moleculares podem ser aplicados
para o entendimento molecular dos processos de desenvolvimento na morfogénese in
vitro de plantas (Meng et al., 2010; Savona et al. 2012; Rocha e Dornelas, 2013). O
padrao de expressdo génica na embriog€nese somadtica e zigdtica sdo semelhantes,
qualificando a embriogénese somdtica como um modelo efetivo para estudos de
aspectos fisioldgicos (Zimmerman, 1993) e moleculares envolvidos na diferenciagdo
celular e regulacdo do desenvolvimento do embrido (Rocha e Dornelas, 2013). Cabe
mencionar que os genes da familia SERK apresentam um padrdo de expressao diferente
na embriogénese zigética e na embriogénese somdtica, sugerindo fungdes adicionais
para este gene (Santos e Aragdo, 2009). Pelo anterior surge a importancia de conhecer
os fatores que levam a induzir a embriogénese somética, contribuindo também para o
aumento da eficiéncia em protocolos de transformacgdo genética do género Passiflora
(Silva et al., 2009).

Diversos estudos confirmam o papel do SERK na embriogénese somdtica e
sugere uma ampla faixa de funcdes na resposta de plantas a estimulos bidticos e
abidticos (Santos e Aragdo, 2009). Assim mesmo, durante a embriogénese somdtica, as
mudancas bioquimicas e morfolégicas que ocorrem nos explantes sugerem que estao em
decorréncia da expressdo do SERK (Albrecht et al., 2008; Santos e Aragdo, 2009; Rocha
e Dornelas, 2013). O anterior estd fortemente relacionado a elicitacio de auxinas,
principalmente 2,4-D, ja que durante a expressdo do gene SERK estas promovem o
estresse oxidativo e a ativacdo das vias de sinalizacio hormonal que induzem a
embriogénese somdtica (Santos e Aragao, 2009).

Um avango nas contribui¢Oes na fase de indugdo da embriogénese somatica de
P. ligularis foi alcancado, assim como um acompanhamento durante essa fase da
expressdao do gene SERK. Ainda serd necessdrio continuar na busca da continuidade do
desenvolvimento dos calos embriogénicos e da histodiferenciacdo dos embrides
somaticos, com a germinacdo dos mesmos, a qual nido foi atingida nas condicdes
experimentadas usadas. Com este trabalho ampliaram-se as perspectivas para realizar o

acompanhamento das mudancas morfoanatomicas, histolégicas e moleculares da
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embriogénese somadtica assim como o isolamento e clonagem do gene SERK dos

embrides somaticos de P. ligularis.
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CAPITULO I

Influéncia da irradiancia in vitro no desenvolvimento, perfil fitoquimico e teor de
flavonoides e taninos em Passiflora mollissima Bailey H.B.K.

RESUMO

Diversas espécies de Passiflora apresentam propriedades farmacoldgicas importantes
associadas a atividade antioxidante de metabdlitos secunddrios, principalmente os
compostos fendlicos. O objetivo deste trabalho foi avaliar a influéncia da irradiancia no
desenvolvimento vegetal e metabolismo secunddrio de vitroplantas de Passiflora
mollissima. O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado
com trés tratamentos e seis repeticdes. Os tratamentos foram trés niveis de irradiincias
fornecidos por 1ampadas de diodo emissor de luz (LED) e fluorescentes (LF): 2LED (33
pmol m> s'l), 4LED (57 pmol m> s'l) e 2LF (21 umol m> s'l). Observou-se que as
varidveis: porcentagem de germinagdo, comprimento de caule e raiz, e massa fresca e
seca, analisadas no crescimento e desenvolvimento das vitroplantas, responderam de
maneira diferenciada aos niveis de irradiancia, enquanto que na densidade estomatica
apresentraram-se valores superiores nos tratamentos com LEDs. Pela Cromatografia de
Camada Delgada observou-se a presenga de taninos, terpenoides, esteroides, saponinas
e flavonoides, e a auséncia de cumarinas, compostos antracénicos e alcaloides nos
extratos de folhas, caules e raizes de P. mollissima nos tratamentos testados. Segundo a
andlise histoquimica, os taninos alocam-se principalmente nas raizes de P. mollissima.
A concentracdo de flavonoides C-glicosilados (orientina, vitexina e isovitexina) e tanino
(&cido tanico) foram detectados por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia nos
extratos metandlicos, constatando-se que a irradidncia e o tipo de O6rgdo estdo
relacionados no teor destes compostos fendlicos. A irradiancia fornecida por 2LED
favoreceu aumento na concentracio de orientina (1,50 pug g™') e vitexina (6,63 pg g™)
nas folhas, 4LED de isovitexina na raiz (0,33 pg g™') e 2LF de 4cido tanico na raiz (1,99
ug g ). Para P. mollissima esse é o primeiro relato da influéncia da irradidncia no
metabolismo secunddrio, o que contribui a realizacdo de futuros trabalhos e
aprimoramanto dos sistemas de produg¢do de compostos fendlicos in vitro a partir dessa

espécie.

Palavras chaves: Passifloraceae, Qualidade da luz, Compostos fitoquimicos,

Biossintese, Fenolicos.
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Influence of irradiance in vitro in development, phytochemical profile and
flavonoids and tannins contents im Passiflora mollissima Bailey H.B.K.

ABSTRACT

Several species of Passiflora exhibit valuable pharmacological properties associated
with antioxidant activity given by different secondary metabolites, especially phenolic
compounds. The main objetive of this study was to determine the influence of
irradiance on the plant development, phytocemical profile and biosynthesis of
flavonoids and tannins of Passiflora mollissima vitroplants. The experiment was
conducted in a completely randomized design with three treatments with six
replications. Treatments were three levels of irradiance provided by two types of lamps,
light emitting diode (LED) and fluorescent (LF): 2LED (33 umol m? s'l), 4LED (57
pmol m? s™) and 2LF (21 pmol m?s?). During the experiment was observed that the
variables, percentage of germination, stem length and root fresh and dry weight,
evaluated in the analysis of growth and development in vitro responded differentially to
irradiance used. While higher values in the stomatal density were found in the
treatments with LEDs. By Thin Layer Chromatrography means, extracts of leaves, stem
and roots showed of P. mollissima tannins, terpenoids, steroids, saponins and
flavonoids, and so contrary to the absence of coumarins, alkaloids and compounds
antracenics. According to histochemical tannins allocate mainly on roots of P.
mollissima. The concentration of C - glycosylated flavonoids (orientin, vitexin and
isovitexin) and tannins (tannic acid) were determined by High Performance Liquid
Chromatrography in methanol extracts, showing that the irradiance level and organ type
are related to the concentration of these phenolic compounds. The irradiance provided
with 2LED favored the concentration of orientin (1.50 mg g') and vitexin (6.63 mg g")
in the leaves, whereas in roots 4LED promoted the accumulation of isovitexin (0.33 mg
g'l) and 2LF of tannic acid (1.99 mg g’ Y. This study demonstrated that the synthesis of
secondary metabolites can be stimulated by light in in vitro conditions. For P.
mollissima this is the first report on the influence of irradiance in the secondary
metabolism, which contributes to the realization of future work directed towards

improving the in vitro production of phenolic compounds from this species.

Keywords: Light quality, Passifloraceae, Phytochemicals, Biosynthesis, Phenolics.
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1. INTRODUCAO

O género Passiflora € bem conhecido devido ao sabor agraddvel dos frutos,
propriedades farmacéuticas e flores ornamentais. Além disso, constituem importante
fonte de diversidade genética inexplorada nos programas de melhoramento de espécies
cultivadas e na introducdo de novos cultivares (Yockteng et al., 2011). Em vérios
estudos do género tém sido reportados a extracdo de compostos bioativos para a
inddstria farmacéutica pelos efeitos sedativos, antioxidante (Valente et al., 2011),
antiespasmddicos, antibacterianos (Dhawan et al., 2004; Kannan et al., 2011), além das
propriedades inseticidas (Fajardo et al., 1998; Falguera et al., 2012).

Os frutos das Passifloras s@o reconhecidos por seu alto valor nutricional e
conteddo de vitaminas A e C (Simirgiotis et al., 2013). Aproximadamente 60 espécies
s@o comestiveis, entre elas destacam-se P. edulis Sims (‘purple passion fruit”), P. edulis
var. flavicarpa Degener (passion fruit), P. ligularis Juss (‘sweet granadilla’), P.
mollissima Bailey H.B.K. (‘banana passion fruit’), P. quadrangularis L. (‘giant
granadilla’) e P. laurifolia (Yockteng et al., 2011).

Fassiflora mollissima cresce amplamente na regido Andina da América do Sul,
seus frutos apresentam um sabor mais adstringente e menos azedo que outras
Passifloras (Simirgiotis et al., 2013). Na Colombia, P. mollissima € amplamente usada
na preparacdo de sucos, além de preparacdes fito-farmacéuticas para fins sedativos e
hipnéticos (Invima, 2005; Zucolotto et al., 2012).

Tanto para o crescimento in vivo quanto in vitro, a luz desempenha importante
papel na regulacdo das respostas morfo-fisiologicas das plantas (Kim et al., 2004; Yano
e Fujiwara, 2012). Entretanto, as respostas aos comprimentos de onda diferem entre
espécies e cultivares (Hamamoto et al., 2003), pelo qual sugere-se a realizacdo de
estudos do efeito da luz sobre espécies de interesse (Hata et al., 2013).

Todavia, tipicamente nas condi¢des in vitro a quantidade e qualidade de luz dos
sistemas luminosos sdo considerados sub-6timos em relac@o as ocorrentes ex vitro (Kim
et al., 2004). Nessa condicdo, sdo usadas lampadas fluorescentes como fonte de luz,
lampadas de iodetos metélicos, s6dio de alta pressdo e lampadas incandescentes para
aumentar o nivel de fluxo de fétons fotossintéticos. No entanto, essas fontes contém
comprimentos de onda pouco especificos e limitam o crescimento in vitro das espécies

vegetais (Kim et al., 2004).
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O desenvolvimento das lampadas diodo emissor de luz (LEDs) tornou-se uma
fonte de luz promissora para o crescimento de plantas em ambientes controlados (Yeh e
Chung, 2009). Comparado com as ldmpadas tradicionais, as caracteristicas oferecidas
pelas LEDs apresentam diversas vantagens nas culturas in vitro: sdo de menor tamanho,
maior vida util, temperatura de emissdo fria e, mais recentemente, t€m a opg¢do de
selecionar o comprimento de onda especifico sendo mais sustentdvel que outras fontes
de luz (Kim et al., 2004; Massa et al., 2008; Yeh e Chung, 2009; Fang et al., 2011). O
sistema de iluminacdo com LEDs (brancas, azuis e,ou vermelhas) pode produzir alta
densidade de fluxo de fétons fotossintéticos (PPFD) ou irradidncia para comprimentos
de onda especificos (Park et al., 2013), suficiente para promover o crescimento de
cultivos hidroponicos (Lin et al., 2013), em camaras de crescimento (Li e Kubota, 2009;
Yano e Fujiwara, 2012; Hata et al., 2013), ou in vitro (Kim et al., 2004; Lin et al.,
2011).

Além disso, o uso de LEDs nos sistemas de iluminacdo estende sua
aplicabilidade em estudos sobre a influéncia de diferentes espectros de luz nos
processos fisioldgicos das plantas (Yu et al., 2005; Park et al., 2013) como fotossintese,
sintese de pigmentos, crescimento e desenvolvimento (Hogewoning et al., 2010); e em
estudos fotomorfogénicos in vitro e sintese de metabdlitos secundarios (MS) (Kopsell e
Kopsell, 2008; Yano e Fujiwara, 2012). Nesse sentido, a resposta do material vegetal in
vitro ao aumento da biossintese de alguns MS poderia ser influenciada pela adi¢do de
diversos elicitores bidticos ou abidticos no meio de crescimento (Almagro et al., 2009),
e que a sua vez esses fatores promovem variagdes qualitativas e quantitativas que
determinariam as propriedades medicinais das plantas (Gobbo-Neto et al., 2007). A luz
€ uma varidvel de grande importancia nos processos fotoquimicos das plantas ou
explantes das culturas in vitro, esta pode ser estudada quantificando o efeito na
producdo de MS, particularmente alcaloides, terpenoides e alguns compostos fendlicos
(Bourgaudet al., 2001).

Os compostos polifendlicos mais comumente encontrados nos extratos de
plantas sdo os 4cidos fendlicos, flavonoides e taninos (Sati et al., 2010). Os fendlicos
tém sido relacionados a atividade antioxidante e associado a prevengdo de doengas
cronicas e degenerativas em humanos causadas pelos processos oxidativos nas células
(Chang et al., 2007; Rudnicki et al., 2007; Boligon et al., 2012; Marroquin et al., 2012).

Para as Passifloras tém sido reportados alguns MS principalmente para P. edulis

e P. incarnata ja que sdo as espécies mais estudadas na drea fitoquimica (Dhawan et al.,
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2004; ANVISA, 2010; Patel et al., 2011). Os MS frequentemente encontrados nas
Passifloras sdo os flavonoides C-glicosidados (Abourashedet al., 2002; Dhawan et al.,
2004; Zeraik e Yariwake, 2010; Zucolotto et al., 2012). A presenga deste tipo de
flavonoides estd associada a vdrios efeitos farmacoldgicos (Santos et al., 2006; Sena et
al., 2009; Zucolotto et al., 2012), sendo sugerida a andlise destes constituintes e sua
caracterizacdo quimica (Abourashed et al., 2002). Além disso, os flavonoides estdo
associados a multiplas fun¢des bioldgicas entre as quais a prote¢do contra radiagdo UV
(Havsteen, 2002).

Para P. mollissima tem sido relatada a presenca de alguns MS, entre eles o
alcaloide passiflorina (Dhawanet al., 2004) e alguns constituintes volateis (Froehlich et
al., 1989). Nos ultimos anos, a presenga de flavonoides C-glicosilados nesta espécie
também foi relatada por Zucolotto et al. (2012) constatando a presenga de vicentina-2,
swertisina, vitexina, isovitexina, orientina e isoorientina em folhas e fruto, e Simirgiotis
et al. (2013) que encontraram uma faixa maior de flavonoides C-glicosilados e também
de flavonoides O-glicosilados nos frutos.

Contudo, até o presente momento apenas 20-30% das plantas foram investigadas
quimicamente, sendo elucidadas dezenas de MS e suas estruturas (Harborne e Williams,
2000). Para as Passifloras sdo varios os trabalhos sobre MS, na sua maioria com
material vegetal de origem ex vitro (Dhawan et al., 2004; Johnson et al., 2008;
Gosmann et al., 2011; Madhumathi et al., 2012), e alguns outros com o uso da
irradiancia UV para estudar a biossintese de compostos fendlicos, como € o caso de P.
quadrangularis (Antognoni et al., 2007) e P. morifolia (Albino, 2013).

Nesse contexto, € de importancia estabelecer quais as mudancas fisicas e
quimicas de vitroplantas de P. mollissima submetidas a luz branca com diferentes
espectros de luz, para determinar irradiancias estimuladoras da biossintese de
flavonoides e taninos em condicdes in vitro. Assim, para o presente trabalho objetiva-se
avaliar a influéncia da irradidncia no crescimento e desenvolvimento, no perfil
fitoquimico, e no teor de flavonoides C-glicosilados e dcido tanico de vitroplantas de

Passiflora mollissima.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 Material vegetal

As sementes utilizadas foram coletadas de frutos maduros de Passiflora
mollissima, no municipio de Caldas (05°33""N 73°52'"0O), Departamento de Boyaca,
Colombia.

Com o auxilio de uma mini morsa, os tegumentos das sementes foram retirados
segundo o protocolo estabelecido por Reis et al. (2007). As sementes foram
desinfestadas sendo imersas por 1 min em dalcool etilico 70% (v/v) e em solucdo
comercial de hipoclorito de sédio (2,5% v/v) acrescida de duas gotas de Tween-20 a
0,1% (v/v) durante 15 min. Logo apds, foram feitas trés lavagens com dgua deionizada
estéril.

Posteriormente, as sementes foram transferidas para frascos de vidro (250 mL),
contendo 60 mL de meio de cultura e 10 sementes por frasco, vedados com tampa rigida
de polipropileno com dois orificios (10 mm) cobertos com membranas de 0,45 um de
poros (Milliseal®, AVS-045 Air Vent, Japdo). O meio de germinacio foi composto por
sais Murashige e Skoog (1962) forca total e o complexo vitaminico B5 (Gamborg et al.,
1968), 30 g L' de sacarose e 100 mg L de mio-inositol, 2,5 g L' de Phytagel®, com
pH ajustado para 5,7 £ 0,1, sendo autoclavado a 120°C, 1,1 Pa por 20 min.

A germinacdo das sementes ocorreu em sala de crescimento com temperatura de
27 £ 2 °C, por um periodo de 15 dias no escuro e 45 dias no fotoperiodo de 16/8h
(luz/escuro). Os tratamentos in vitro foram constituidos por trés diferentes irradiancias
fornecidas por 2 e 4 lampadas brancas LED (diodo emissor de luz de 17 W, Vilux®,
LLTVO03, Brasil) e 2 lampadas fluorescentes (Luz do Dia Especial, 20W, Osram,
Brasil). Os tratamentos luminosos foram os seguintes: 2LED (PFF = 33 pmol m™ s™);
4LED (PFF = 57 pumol m™s™); 2LF (PFF = 21 pmol m™s™"). Para visualizar a qualidade
e quantidade de luz fornecida pelas lampadas foram utilizadas as leituras do radidmetro
(LI-COR®, LI-250A Light Meter) e do espectrorradidmetro (SP100 Versdao 1.0.0.1
Photo System Instruments, Republica Checa) (Figura 1).
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Figura 1. Distribuic@o espectral da luz branca dos sistemas luminosos com lampadas
diodo emissor de luz (LED) e lampadas fluorescentes (LF) no crescimento de
vitroplantas de P. mollissima. Espectros de luz emitidos por 2LED (A), 4LED (B) e 2LF
(C). O comprimento de onda que correponde a faixa do azul (460 e 482 nm) e do
vermelho (618 e 780 nm) apresentam menos flutuacdes nas lampadas LEDs que nas LF.

2.2 Analise de crescimento e desenvolvimento vegetal

Decorridos 60 dias apds a inoculagdo das sementes para a germinacdo, as
vitroplantas de P. mollissima foram excisadas separando-se as folhas, os caules e as
raizes. As variaveis quantificadas foram: porcentagem de germinacao (%), comprimento
de caule e de raiz (cm), massa fresca (mg), massa seca (mg), pigmentos fotossintéticos
por area foliar (ug cm2) e densidade estomadtica (estomatos mm'z).

Para obten¢ao da massa seca as amostras foram submetidas a secagem em estufa
ventilada (ACBLABOR, Brasil) a 40 °C por 8 dias.

A determinacdo de pigmentos fotossintéticos foi realizada ajustando a
metodologia descrita por Santos et al. (2008). Foram utilizados 2 discos foliares de 0,8
cm de diametro do primeiro par de folhas expandidas a partir do dpice, logo ap6s foram

colocados em tubos contendo 2,5 ml de dimetilsulféxido saturado com carbonato de
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célcio (CaCOs3) (Vetec Quimica Fina, Rio de Janeiro, Brazil) por 48 h e mantidos no
escuro a 27°C. As absorbancias foram determinadas a 665, 645, e 480 nm (Wellburn,
1994) wusando o espectrofotometro (Genesys™ Scanning 10 UV/Visible,
ThermoScientific, Madison, WI) com cubeta de quartzo. Os célculos de clorofilas a e b,
e carotenoides basearam-se na metodologia descrita por Wellburn (1994).

A densidade estomdtica foi estimada usando a impressdo epidérmica da face
abaxial do primeiro par de folhas completamente expandidas a partir do dpice de seis
plantas independentes, totalizando 10 folhas por tratamento. O célculo realizou-se com
o software Anati Quanti (Aguiar et al., 2007) a partir de imagens capturadas no
fotomicroscopio (AX70TRF, Olympus Optical, Tokyo, Japan) a uma resolucdo de 20 x
1,0.

O experimento foi conduzido em um delineamento inteiramente casualizado
(DIC) com trés tratamentos (2LED, 4LED e 2LF) e seis repeticdes. Os dados
experimentais foram submetidos a andlise de varidncia (ANOVA) e aos testes de Tukey
a 5% de significincia. Os dados foram analisados no programa estatistico Genes (Cruz,

2000).

2.3 Analise fitoquimica
2.3.1 Obtencao dos extratos

As massas secas separadas em folhas, caules e raizes, obtidas em cada um dos
tratamentos 2LLED, 4LED e 2LF foram trituradas em moinho analitico (Quimis® LTDA,
Modelo 0298A21), pesadas (450 mg de pé por amostra) e colocadas em erlenmeyer de
250 ml. Adicionaram-se, entdo, 20 mL de alcool etilico comercial (95% v/v) e, em
seguida, o contetdo foi homogeneizado e submetido a banho de ultrassom em sonicador
(Branson 1210, Brasil) por 10 min. A suspensdo obtida foi filtrada por gravidade e
repetiu-se o procedimento de extracdo, utilizando o residuo. Os filtrados foram
combinados e concentrados em sistema de evaporacao rotatdria (OKA®RV 10 digital)
com recirculador (TECNAL TE-184) e bomba com controlador de vacuo (DVP modelo
ZA 60S9210006) sob pressao reduzida e temperatura de 40 C em baldes volumétricos
de 200 mL. Os extratos foram removidos com alcool etilico comercial (95% v/v) e
transferidos para outros frascos. Em seguida, os extratos foram colocados no banho
maria a temperatura de 40 °C, até a evaporacdo completa do solvente. Posteriormente,

as amostras foram armazenados em geladeira a 8 °C.
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2.3.2 Prospeccao fitoquimica por Cromatografia de Camada Delgada (CCD)

A determinacdo das principais classes de metabdlitos secundarios (MS) dos
extratos de folhas, caules e raizes de P. mollissima foi realizada com a CCD. Utilizou-
se uma repeticdo por cada tratamento e identificaram-se as principais classes de MS
presentes nos extratos, segundo metodologia descrita por Wagner & Bladt (2001).
Foram utilizadas cromatoplacas de aluminio recobertas com silica gel 60 GFjs4
(Merck®, Alemanha) de 3 x 5 cm para cada 6rgdo, totalizando trés placas para cada
classe de MS.

Tabela 1. Condicdes da Cromatografia de Camada Delgada (CCD) utilizadas na

prospeccdo fitoquimica dos extratos metandlicos de folhas, caules e raizes de
vitroplantas de Passiflora mollissima.

Classes de
metabo’llt‘os Sistema de eluentes Revelador Cor de referéncia’ Comp(lstos
secundarios padroes
MS)
CHs@:CHCL,:CO(CHs), Solucdo de . .
Cumarinas o ) - KOH a 5% em Fluorescéncia verde  Escopoletina
(60:20:20) 1
EtOH
) ) Solugdo de
Comp o s.tos AcOEEMeOH:H,0 KOH a 5% em Fluorescéncia verde  Vitamina K3
antracénicos (57:29:14) 1
EtOH
. AcOEt:MeOH:H,0 Reagente de . .
Alcaloides (50: 25: 25) Dragendorff® Vermelho-laranja Quinina
. AcOEt:MeOH:H,O:HCOOH  Vanilina/acido ¢ .
Taninos (61:24:12:3) sulfiirico Vermelho Acido tanico
Triterpenos e CH;0:CHCl5:CO(CHj3), Anisaldeido/ac Verde, vermelho, Limoneno e
esteroides (67:22:11) ido sulfurico amarelo e roxo ergosterol
Saponinas AcOEt: MeOH:H,0 Anisaldeido/ac Azul o roxo-azul, Sapindus
p (48:48:4) ido sulfurico amarelo saponaria
. AcOEt:MeOH:H,O Fluorescéncia Vitexina,
Flavonoides (67:17:17) AlCl, amarela e verde Rutina

CH;@: tolueno; CHCls: cloroférmio; CO(CHs),: acetona; AcOEt: acetato de etila; HCOOH:
acido férmico; H,O: agua; MeOH: metanol.

'Observagdes sob luz UV A 366 nm.

*Reagente de Dragendorff: sal de bismuto + dcido acético + iodeto de potdssio (Wagner &Bladt,
2001).

3 Farnsworth, 1966.

Para o preparo dos padrdes e dos extratos, foram pesados 1,0 mg da substancia
padrao e 5,0 mg do extrato seco diretamente em tubos Eppendorf de 1,5 mL de
capacidade adicionando-se 1,0 mL de metanol. As solu¢des foram solubilizadas com o

auxilio de um agitador e do banho de ultra-som durante 10 min.
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Em cada cromatoplaca foram colocadas aliquotas de 2,5 pL. da solugdo padrao e
de 30 pL do extrato de cada tratamento com ajuda de um capilar. Posteriormente, as
cromatoplacas foram eluidas na cuba cromatografica previamente saturada pelo sistema

de eluentes especifico de cada classe de MS nas condicdes descritas na Tabela 1.

2.3.3 Testes histoquimicos para flavonoides, taninos e alcaloides

Para os testes histoquimicos, amostras frescas da regido mediana do limbo foliar
e do peciolo, segundo intern6 do caule e por¢do mediana da raiz principal foram
seccionadas em micrétomo de mesa (modelo LPC, Rolemberg e Bhering Comércio e
Importagdao LTDA). As sec¢Oes transversais dos diferentes 6rgdos de cada tratamento
foram submetidas aos seguintes reagentes: cloreto de aluminio para deteccdo de
flavonoides (Charriére — Ladreiex, 1976); vanilina cloridrica (Mace e Howell, 1974)
para deteccdo de taninos e reagente de Wagner para detec¢do de alcaloides (Furr e
Mahlberg, 1981).

A captura das imagens foi realizada em fotomicroscopio (Olympus AX70TREF,
Olympus Optical, Japao) com camera digital acoplada (Diagnostic Instruments Inc.,
Spot Insightcolour 3.2.0, EUA) localizado no Laboratério de Anatomia Vegetal, do
Departamento de Biologia Vegetal da UFV.

2.3 Teor de flavonoides C-glicosilados e taninos por Cromatografia Liquida de
Alta Eficiéncia (CLAE)

Amostras do extrato seco (15 mg) foram pesadas diretamente em tubos
Eppendorf e solubilizadas em 15 mL de metanol. Para homogeneizar a solucdo as
amostras foram agitadas, colocadas no banho de ultrassom e, em seguida, centrifugadas
a 10.000 rpm, por 10 min. Posteriormente, 1 mL do sobrenadante das solugdes foi
transferido para frascos.

A andlise foi realizada em um cromatégrafo (SHIMADZU), equipado com um
detector modelo SPD-10A VP acoplado ao detector ultravioleta, utilizando-se dois
comprimentos de ondas: 340 nm, para os flavonoides e 280 nm para o acido tanico. A
coluna utilizada para a separacdo foi a C18 de fase reversa (45 x 4,5 mm x 5 pm), com
fluxo de 0,6 mL min™' e pressdo de 42 Kgf. Utilizou-se como fase mével um sistema
gradiente: Bomba A: Agua (1% de 4cido orto-fosférico) e Bomba B: Metanol. Iniciou
com 85% de A e 15% de B, por 10 min, e em seguida variou 15% de A até 85% de B

por 65 min. O volume de injecdo foi de 10 pL. As solucdes padroes usadas foram
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vitexina, isovitexina e orientina, para flavonoides C-glicosilados, e 4cido tanico para
taninos (Extrasynthese®, Franca). As curvas de calibracdo foram obtidas a partir das
solucdes padrao diluidas em metanol e de acordo com as informacdes apresentadas na

Tabela 2.

Tabela 2. Concentra¢gdes usadas na curva de calibracdo para cada solucao padriao dos
metabolitos secunddrios quantificados na CLAE.

Padroes Concentracao (ppm) Curva de calibracao R?
Orientina 1,5, 10, 20, 40 y =88651x — 14861 0,9989
Vitexina 20, 50, 100, 200, 400 y =109614x — 580633 0,9993
Isovitexina 1, 5, 10, 20, 40, 60 y = 104874x + 90396 0,994
Acido tanico 10, 20, 40, 80, 100, y =33327x — 18023 0,9996

2.3.4 Avaliacoes e analises estatisticas

A prospec¢do fitoquimica foi constituida pelo componente qualitativo
determinando a presenga ou auséncia de MS na CCD e nos testes histoquimicos de
material a fresco. O experimento foi conduzido em um delianeamento inteiramente
casualizado (DIC) dos niveis de irradiancias (2LED, 4LED e 2LF) e dos 6rgaos (folha,
caule e raiz) com quatro repeticdes. Com a CCD foi realizada a caracterizagdo
qualitativa dos extratos, depois da determinagdo dos sistemas de eluentes e reveladores
para cada classe de MS. A presenca ou auséncia dos compostos nos extratos foram
registradas segundo a cor e posi¢do das manchas na placa cromatogréfica. A posi¢do foi

calculada em relag@o a substancia padrao pelo fator de retencio (Rf) como segue:

(Rf __ distdncia percorrida pelo :Dmpnstn)
distincia percorrida pelo eluente

Para os testes histoquimicos, o parametro de avaliagdo foi dado pela reagdo
positiva dos flavonoides (cor verde fluorescente), taninos (vermelho) e alcaloides
(vermelho-acastanhado).

Na quantificacdo de flavonoides C-glicosilados e taninos por CLAE, o
delineamento experimental foi conduzido em um DIC com seis repeti¢des. O calculo
das concentracdes de orientina, vitexina, isovitexina e dcido tanico foram realizados

usando a ecuacdo obtida com as curvas de calibracdo do CLAE. O valor dos flavonoides
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C-glicosilados foi produto da sumatoria das concentragdes de orientina, vitexina e
isovitexina.

Os dados experimentais foram submetidos a andlise de varidncia (ANOVA) e
aos testes de Tukey a 5% de significancia. Os dados foram analisados no programa

estatistico Genes (Cruz, 2006).
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3. RESULTADOS
3.1 Analises de crescimento e desenvolvimento vegetal

A exposicao de vitroplantas de P. mollissima a diferentes irradiancias apresentou
variacdo nos parametros de crescimento e desenvolvimento vegetal. Para a varidvel
porcentagem de germinacdo das sementes ndo houve diferencas significativas nos
tratamentos avaliados (Figura 2A). Para o comprimento de caule o tratamento 2LED
apresentou valores significativamente superiores (7,94 cm) apenas quando comparado
ao tratamento 4LED (5,66 cm) (Figura 2B). A varidvel comprimento de raiz apresentou
resultados similares ao comprimento de caule, em que os valores de 2LED (9,42 cm)
diferiram estatisticamente apenas das vitroplantas crescidas sob 4LED (5,21 cm)
(Figura 2B).

Nao houve diferencas significativas nas varidveis massas fresca (Figura 2C) e
seca (Figura 2D) das folhas e dos caules nas trés irradiancias dos sistemas luminosos. Ja
para massa fresca das raizes, o tratamento 4LED foi significativamente superior aos
demais tratamentos (Figura 2C). Enquanto que para a massa seca das raizes, 4LED
diferiu estatisticamente apenas quando comparado a 2LED entre 6rgdos e tratamentos
(Figura 2D).

Em relacio aos pigmentos fotossintéticos nao houve diferenca significativa entre
as clorofilas a, clorofila b, e carotenoides nas diferentes condi¢des luminosas (2LED,
4LED e 2LF) (Figura 4E). Na densidade estomdtica (estomatos mm™) encontrou-se
valores superiores com diferenca estatistica nos tratamentos com lampadas LED (2LED

e 4LED) em comparacio com o tratamento 2LF (Figura 4F).
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Figura 2. Valores médios dos pardmetros de germinagdo e crescimento in vitro de
vitroplantas de Passiflora mollissima sob diferentes irradidncias (2LED, 4LED e 2LF).
(A) Porcentagem de germinagdo (%); (B) Comprimento de caule e raiz (cm); (C) Massa
fresca de folha, caule e raiz (mg); (D) Massa seca de folha, caule e raiz (mg); (E) Teor
de pigmentos fotossintéticos, (clorofilas a e b e carotenoides; pg cm™); e (F) Densidade
estomadtica. (A) Letras diferentes nas médias indicam diferencas significativas pelo teste
de Tukey a 5% (P <0,05). (B; C; D; E) Letras diferentes nas médias para folhas, caules
ou raizes ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de significancia (P <0,05).
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3.2 Prospeccao fitoquimica

3.2.1 Rendimento extrativo

Os extratos etandlicos obtidos apds secagem das plantas de P. mollissima foram
caracterizados por apresentarem aparéncia viscosa e higroscépica. Além disso,
observou-se que o0s extratos provenientes das vitroplantas apresentaram coloragcdo
verde-escura (folhas) e verde (caules e raizes).

A porcentagem do rendimento extrativo foi superior para as folhas nas diferentes
irradiancias fornecidas, o valor médio foi de 36%. No entanto para caule e raiz os
maiores rendimentos extrativos presentaram particularmente uma diferenca entre
tratamentos. Para o primeiro, caule, com o tratamento 2LED o rendimento extrativo foi
de 34%, valor superior aos obtidos para 4LED e 2LF. J4 para raiz com 2LF o
rendimento extrativo foi de 36%, porcentagem superior aos demais tratamentos (Tabela

3).

Tabela 3. Valores da porcentagem do rendimento dos extratos de folhas, caules e raizes
de Passiflora mollissima cultivadas em diferentes irradiancias in vitro.

Porcentagem do rendimento dos extratos (%)

Irradiancia
Folha Caule Raiz
2LED 37 34 29
4LED 37 29 22
2LF 36 28 36

3.2.2 Cromatografia de Camada Delgada (CCD)

Por meio da CCD constatou-se a presenca e auséncia de alguns dos principais
metabolitos secunddrios, encontrando-se a auséncia de cumarinas, compostos
antracénicos e alcaloides e verificando a presenca de taninos, terpenoides, esteroides,
saponinas e flavonoides nos diferentes 6rgaos de P. mollissima (Tabela 4).

Nos compostos presentes nos extratos metandlicos evidenciou-se a presenga de
acido tanico (Rf = 0,875), composto que pertence aos taninos, principalmente nas folhas
de P. mollissima de maneira independente ao tratamento de irradiancia usado (Figura 4).

Em todos os tratamentos evidenciou-se a presenca de terpenoides e esteroides de
acordo com a coloracdo das manchas e Rf dos padrdes. Nos extratos de folhas

submetidas a 2LED e caule e raiz, a 2LF, foram detectados compostos terpé€nicos
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similares ao padrdo limoneno (Rf = 0,625). Também, encontraram-se manchas similares
ao ergosterol nos diferentes extratos derivados do tratamento 2LLED; porém constatou-se
a auséncia deste composto nos extratos de folhas e caules submetidos a 4LED.

Em relacdo as saponinas, com a CCD encontrou-se ampla variedade de
compostos similares as substancias padrdo empregadas. Evidenciou-se que os extratos
de folhas e caules submetidos a irradidncia com 2LED apresentaram vérias manchas
similares ao padrdo, enquanto que nos extratos de raizes foram os tratamentos 2LF e
4LED. Menor frequéncia de manchas de saponinas foi observada nas folhas sob 2LF e
caules sob 4LED (Tabela 4).

Nos flavonoides, a presenca do padrao rutina com Rf = 0,475 foi comum para o

extrato de folhas nos tratamentos 4LED e 2LF. Os extratos de raizes apresentaram o0s

dois padrdes, rutina e vitexina, nos tratamentos 2LED e 4LED (Tabela 4).

Tabela 4. Prospecc¢ao fitoquimica por CCD dos extratos metandlicos de folhas, caules e
raizes de vitroplantas de Passiflora mollissima submetidas a diferentes irradiancias.

2LED 4LED 2LF
Classe de metabdlitos Rf! N © N © o ©
secundarios (MS) = § 3 B El 3 = E 3
i1 3] & £ S & i O &
Cumarinas
(Escopoletina) 0,250 - - - - - - - -
Compostos antracénicos
(Vitamina K3) 0,625 - - - - - - - - -
Alcaloides
(Chinin) 0,750 ) ) ) ) ) ) ) ) )
. Taninos
(Acido tanico) 0,825 + - - + - - + - -
Terpenoides e esteroides 0.6252 + + ) + ) } + + )
(Limoneno e ergosterol) ’
0,450° + + + - - + - + +
Saponinas’ 0,875 + + + - - + - + +
(Extrato cru de Sapindus
saponaria) 0,700 + + - - - - - - +
0,650 - + - - - - - + -
0,625 ++ + + + - + - + +
0,500 - + + - - + - + +
0,375 - + + - ++ + - + +
0,200 + - - ++ - - - - -
0,150 - - + - - ++ - - +
0,125 +* - - ++ - - + - -
Flavonoides 0.475° B B B i B B i B B
(Vitexina, Rutina) ’
0,275° - - + - - + - - -

+ Presenca; - Auséncia; *Menor abundancia;++ Maior abundancia; LED: Diodo emissor de luz; LF: Lampada
fluorescente.

IRf: Fator de retencdo; “Limoneno; *Ergosterol; “Todos os Rf de saponinas correspondem ao padrio; °Vitexina;
6 .

Rutina.
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3.3 Presenca de taninos na analise histoquimica

Mediante o teste histoquimico verificou-se a auséncia de flavonoides e
alcaloides nas folhas, caule e raiz de P. mollissima crescidas em diferentes condicdes
luminosas, confirmado também na CCD (Tabela 4). Assim mesmo, constatou-se a
presenca de taninos unicamente nos tecidos de raiz (Figura 4) e caule (dados ndo
mostrados). Os taninos acumularam-se nos idioblastos localizados na regido
parenquimatica da raiz. O tratamento 2LED apresentou marca¢do intensa, vermelha, na
periferia do tecido vascular (Figura 4A) quando comparado com o branco (Figura 4B).
Ja nos tratamentos com 4LED (Figura 4C) e 2LF (Figura 4D) detectou-se menor

intensidade de coloracdo dos idioblastos na mesma regido do corte.

Figura 4. Teste histoquimico para taninos em cortes transversais da raiz de P.
mollissima submetida a diferentes condi¢des de cultivo: (A) 2LED, (B) Branco in vitro,
(C) 4LED, e (D) 2LF. Coloracdo vermelha indica reacdo positiva. Abreviaturas: Id,
idioblastos; Vt, tecido vascular. (Barra = 100 pm).

3.4 A luz na concentracao de flavonoides C-glicosilados e taninos por CLAE

A maior concentragdo de orientina foi encontrada com 2LED nos extratos de
folhas (1,50 pg g™), caules (1,43 ug g) e raizes (1,45 pg g), sendo significativamente

superiores aos valores observados no tratamento com 4LED e 2LF em todos os extratos.
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A maior concentragdo de orientina nos extratos quantificados foi para as folhas
submetidas a irradiancia com 2LED (Figura SA).

A concentragdo de vitexina foi superior com o tratamento 2LED em relacdo aos
demais flavonoides C-glicosilados e o dcido tanico. Os valores encontrados nos extratos
de folhas (6,63 pg g'), caules (6,56 pg g') e raizes (5,00 pg g') foram
significativamente maiores em comparacao aos obtidos com os sistemas luminosos
providos de 2LF e 4LED (Figura 5B).

De outro lado, com o tratamento 4LED foram registradas as maiores
concentracdes de isovitexina nos extratos de folhas e caules, mas sem diferencas
significativas. Enquanto que os extratos de raizes apresentaram concentracdo de
isovitexina com diferenca estatistica, sendo superior no tratamento com 4LED (0,33 ug
g'l) comparativamente a 2LED (0,15 pg g’l) e a 2LF (0,21 pg g'l). Além disso, este
ultimo resultado também foi superior as concentracdes encontradas nas folhas e caules
(Figura 5C).

No tratamento com 2LED, as concentracdes médias de flavonoides C-
glicosilados foram significativamente superiores para os extratos de folhas (8,33 ug g‘l),
caules (8,13 pg g™') e raizes (6,60 pg g ) em relacio aos demais sistemas luminosos. De
maneira contrastante, uma menor concentracao de flavonoides C-glicosilados ocorreu
nas vitroplantas cultivadas sob 2LF (Figura 5D).

Para o 4cido tanico, a maior concentracdo nos extratos das folhas apresentaram
valores superiores com a utilizacdo de 4LED (1,42 ug g) diferindo estatisticamente da
irradiancia fornecida por 2LED (0,53 pg g"). No extrato de caules, encontrou-se que o
tratamento 4LED apresentou a maior concentracdo deste composto (1,46 pg g‘l),
embora sem diferenca significativa com 2LED (0,58 g g'l) e 2LF (1,29 pg g'l).
Constatou-se, ainda, maior concentracdo de 4cido tanico nas raizes obtidas sob 2LF
(1,99 pg g e menores com 2LED (1,30 ug g") e 4LED (1,64 ug g"), todavia, sem
diferencgas significativas entre as mesmas. De igual forma, os valores para o 4cido tinico

nas raizes foram superiores aos obtidos nas folhas e nos caules (Figura SE).
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Figura 5. Valores médios das concentracdes (ug g'l) de orientina (A), vitexina (B),
isovitexina (C), flavonoides C-glicosilados (D) e 4cido tanico (E) nas folhas, caule e
raiz de vitroplantas de Passiflora mollissima submetidas a diferentes irradiancias
(2LED, 4LED e 2LF). Letras diferentes nas médias de folha, caule e raiz nao diferem
entre si pelo teste de Tukey, a 5% de significancia (P <0,05).
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4. DISCUSSAO

No presente trabalho, constatou-se a influéncia dos niveis de irradiancia de duas
fontes de luz (LEDs e LF) no desenvolvimento vegetal e biossintese de metabdlitos
secunddrios (MS) sobre vitroplantas de Passiflora mollissima. Segundo Nhut et al.
(2003), as lampadas de LED proporcionam maior atividade fotossintética nas plantas,
dado que os espectros de emissdo das LEDs na faixa do azul (460 e 482 nm) e vermelho
(618 e 780 nm) coincidem com a absor¢do das clorofilas a e b. Sendo ja descrito que a
irradiancia (Kim et al., 2004; Cui et al., 2000) e qualidade de luz (Saebo et al., 1995)
influenciam o crescimento e fotossintese, as variaveis de crescimento de P. mollissima
apresentaram respostas diferentes com cada irradidncia usada. As vitroplantas de P.
mollissima submetidos a luz branca fluorescente (LF) mostraram menor comprimento
de caule e raiz, e massas secas e frescas comparadas aos demais tratamentos (LEDs),
resultado ja descrito em outras espécies in vitro com esse tipo de lampadas (Kim et al.,
2004; Lin et al., 2011).

Quanto aos pigmentos fotossintéticos, parece que o0s mecanismos de
fotoprotecdo das vitroplantas ndo foram alterados pelas diferentes irradidncias nem
comprimentos de onda das lampadas LEDs e LF. O excesso de luz pode causar a
formagdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) através das clorofilas e o dano do
transporte de elétrons nos cloroplastos (Minkov et al., 1999), o qual ndo foi
evidenciado na condicdo experimental das vitroplantas de P. mollissima j4 que nao
houve diferenca estatistica na presenca de clorofilas a e b. De outro lado, os
carotenoides apresentam uma funcdo de fotoprotecdo contra os danos da foto-oxidacao
(Behera et al., 2002), além de atuarem como acessOrios no complexo antena e na
protecdo do aparelho fotossintético pelo aumento na irradiancia. Para P. mollissima o
efeito da irradiancia ndo foi prejudicial, possivelmente associado ao relatado por
Choudhury e Behera (2001) que afirmaram que, em alguns casos, o excesso de luz atua
como um tipo de sinal hormonal ligado aos fotorreceptores e ndo de maneira negativa.

No entanto, para P. mollissima ndo foi encontrado um nivel de irradiancia que
promoveu, de forma notéria, um maior crescimento das folhas. No entanto, a densidade
estomadtica foi superior nas folhas expostas a LEDs. Este resultado possivelmente foi
influenciado pela qualidade de luz das lampadas, ja que as LEDs apresentam uma

distribuicio homogénea dos comprimentos de onda na faixa do azul e vermelho, as
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quais sao preferencialmente aproveitadas pelas plantas na abertura estomdtica (Kim et
al., 2004).

Segundo o perfil fitoquimico realizado mediante a CCD, foi evidenciado que a
presenca ou ausenca dos MS ndo esteve influenciada pelas irradiancias fornecidas,
porém a concentracdo de flavonoides C-glicosilados e de taninos, quantificada pela
CLAE, apresentaram uma resposta positiva a sistemas luminosos especificos.

Na prospeccao fitoquimica constatou-se a auséncia de cumarinas, compostos
antracénicos e alcaloides, e presenga de taninos, terpenoides, esteroides, saponinas e
flavonoides nos diferentes extratos dos diferentes Orgdos das vitroplantas.
Particularmente, a presenca de alcaloides em algumas passiflordceas como P. edulis foi
relatada usando varios testes fitoquimicos para os extratos de folhas e frutos
(Abourashed et al., 2002; Johnson et al., 2008), porém para P. mollissima este grupo de
MS néo foi detectado, e possivelmente este resultado esteja associado a caracteristicas
proprias da espécie.

Outros MS de importancia em passiflordceas sdo os terpenoides, esteroides e
saponinas. De acordo aos resultados, constatou-se a presenca de terpenoides e
esteroides, principalmente nos extratos de folhas de P. mollissima in vitro, e na
irradiancia de 2LF em todos os 6rgdos. O padrdo usado, limoneno, ¢ um monoterpeno
que tem sido citado como constituinte do odor nos frutos em Passiflora (Oliveira et al.,
2012) e nao tinha sido referenciado em Orgdos diferentes para outras espécies. Um
estudo usando luz UV na deteccdo de terpenoides j4 tinha sido relatada para o género
(Gil et al., 2012), mas ndo especificamente usando lampadas do tipo LED ou LF.

A presenca de saponinas foi constatada nos extratos de folhas, caules e raizes de
P. mollissima, sendo que a maior diversidade de compostos sapOnicos, de acordo ao
padrdo, foi encontrada nos extratos das folhas e dos caules submetidas ao sistema
luminoso provido de 2LED e na raiz com 2LF. Este MS também foi encontrado nos
extratos de folhas de P. edulis (Johnson et al., 2008), P. incarnata (Madhumathi et al.,
2011) e P. alata (Reginatto et al., 2004) sob condicdes ex vitro. Na atualidade, existe
crescente interesse no estudo de saponinas devido as propriedades bioldgicas que
possuem o que sugere, a conducdo de estudos sobre a estimulacio da biossintese in vitro
das saponinas usando elicitores como a luz (Faizal e Geelen, 2013).

Dentre os compostos fendlicos, encontram-se os flavonoides e taninos. A luz € o
fator preponderante na biossintese de compostos fendlicos através da atividade

enzimatica da fenilalanina amonioliase (PAL), a qual é aumentada pelas condicdes de
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estresse (Havsteen, 2002; Pansera et al., 2003; Mradu et al., 2012), como por exemplo
mudangas nas condi¢Oes luminosas in vitro como a irradiancia. Além disso, segundo
Harborne e Williams (2002) a func¢do de fotoprote¢do contra radiagdo UV estd
envolvida na rota biossintética dos flavonoides, observando mudangas nos niveis de
flavonoides, principalmente nas folhas.

Os taninos ocorrem aproximadamente em 30% das familias das plantas
superiores (Pansera et al., 2003). Para P. mollissima foi observada a presenca do 4cido
tanico através de CCD principalmente nos extratos de folhas de todos os tratamentos
luminosos (2LED, 4LED e 2LF). A presenca de taninos ja foi reportada para P. edulis
em folhas e frutos crescidos em condicdo ex vitro (Johnson et al., 2008). O acido tanico
foi encontrado sobretudo nos extratos das raizes de vitroplantas de P. mollissima
(Tabela 4 e Figura 5). E notadamente, P. mollissima apresenta resisténcia a bactéria
Xanthomonas campestris f. passiflorae (Oliveira, 1987), o que pode estar relacionado
com a presenca de taninos. Os taninos, também sdo responsaveis pela adstringéncia de
muitos frutos e plantas, dada a complexacdo entre taninos e proteinas, base das
propriedades bioldgicas no controle de insetos, fungos e bactérias (Aerts et al., 1999;
Tian et al., 2009).

Em Passiflora os flavonoides representam os compostos fendlicos mais diversos
e abundantes, entre estes os do tipo C-glicosilados os mais representativos sao
compostos derivados de apigenina e luteolina (vitexina, isovitexina, orientina,
isorientina, schaftosideo e isoschaftosideo) (Abourashed et al., 2002; Dhawan et al.,
2004; Johnson et al., 2008; Gosmann et al., 2011). Para véarios maracujazeiros, incluida
P. mollissima, foi registrada a presenca dos flavonoides C-glicosilados nos extratos de
folhas e frutos (Zucolotto et al., 2012; Moreira et al., 2012; Simirgiotis et al., 2013) e de
calos (Albino, 2013). Segundo o relatado por Antognoni et al. (2007) a cultura de calos
de folhas de P. quadrangularis exposta a luz ultravioleta-B (UV-B) promoveu o
aumento na producdo dos flavonoides, abrindo perspectivas para o aprofundamento no
estudo de outros tipos de luz.

Os resultados da determinacdo do teor de flavonoides C-glicosilados (orientina,
vitexina e isovitexina) e acido tanico por CLAE indicaram que as concentracdes nos
diferentes extratos de folhas, caules e raizes de P. mollissima foram estimuladas pelos
niveis de irradiincias usadas. A irradiancia fornecida com um sistema luminoso provido
por 2LED favoreceu a biossintese de uma alta concentragio de orientina (1,50 ug g’') e

vitexina (6,63 ug g") nas folhas; por 4LED de isovitexina na raiz (0,33 ug g') e por
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2LF de 4cido tAnico na raiz (1,99 pg g), valores superiores aos encontrados em
material de origem ex vitro da mesma espécie e com idade fisiol6gica maior (dados ndao
mostrados).

Nos frutos de P. mollissima também foi demonstrada a presenca dos flavonoides
C-glicosilados entre os quais enocontraram-se vicentina-2, swertisina, isorientina,
orientina, vitexina, isovitexina, luteolina e luteolina-6-glicosilado (Zucolotto et al.,
2012; Simirgiotis et al., 2013). No entanto, Abourashed et al. (2002) relataram
unicamente a presenga de isovitexina (0,04%) nos extratos de frutos de P. mollissima.
Assim mesmo, a presenca de orientina j4 foi relatada para P. edulis e P. incarnata nos
extratos de folhas adultas (Dhawan et al., 2004; Gosmann et al., 2011). De maneira
similar a P. mollissima, para os extratos de folhas de P. edulis foi descrito que a
concentracdo de vitexina era superior a outros flavonoides (Zeraik e Yariwake, 2010).
Para P. edulis (Abourashed et al., 2002) e P. incarnata foi demonstrado que a maxima
concentracdo de isovitexina nas folhas (Dhawan et al., 2004) apresentou-se entre os
estagios de pré-florescimento e florescimento (Menghini et al., 1993).

Como descrito por Yu et al. (2005) as caracteristicas da irradiancia, como
comprimento de onda, intensidade e fotoperiodo, influenciam o crescimento vegetal e a
producdo de MS nas culturas heterotréficas in vitro. Em concordancia, para P.
mollissima a quantidade de MS pode ser estimulada pelo tipo de lampada e as
caracteristicas de qualidade e quantidade de luz nas condicdes in vitro.

Dado que na atualidade existe interesse na extracdo e identificacdo de
flavonoides C-glicosilados e taninos para a aplicacdo farmacéutica este estudo poderd
auxiliar futuras pesquisas com esta espécie em areas multidisciplinares (farmacéutica,
bioquimica entre outras), dado que a luz € um fator relativamente pouco estudado neste

campo.
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CONCLUSOES GERAIS

Neste estudo confirmou-se que os reguladores de crescimento, auxinas e
citocininas, em diferentes concentracdes influenciam a resposta embriogénica e
modulam os padrdes de formacdo de calo embriogénico e embrides somdticos a partir
de embrides zigbticos de Passiflora ligularis Juss.

A expressdo do gene SERK usando a sonda heteréloga pcSERK foi observada
durante a embriogénese somadtica, contribuindo a compreender as mudangas que
ocorrem na morfogénese da espécie, possibilitando a realizacdo de futuros trabalhos
aprofundados nos aspectos bioquimicos, anatdmicos e fisiolégicos para P. ligularis.

Os embrides somaticos no estadio globular de P. ligularis nao desenvolveram no
meio de maturacdo (MS suplementado com carvao ativado) pelo qual serd necessario
continuar na busca de condi¢des apropriados para essa fase.

Nas condi¢des experimentais, foi constatada a presenca de orientina, vitexina,
isovitexina e 4cido tanico nos extratos de folhas, caules e raizes de Passiflora
mollissima. Da mesma forma observou-se que a concentragdo dos flavonoides C-
glicosilados foi estimulada pelos niveis de irradiancia e qualidade de luz das lampadas
diodo emissor de luz (LED) e fluorescentes (LF) utilizadas.

Os resultados sugerem que as vitroplantas de P. mollissima sdo potenciais fontes
de metabolitos secunddrios, mostrando que o cultivo utilizando lampadas de LED pode
ser um fator diferencial para a obtencdo de metabdlitos in vitro. Este estudo podera
auxiliar a escolha do 6rgdo vegetativo de interesse para potencializar a producdo de

flavonoides e taninos para esta espécie.

64



