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RESUMO

CARVALHO, Paula Pinheiro, Universidade do Estado de Mato Grosso, dezembro de
2016. Organogénese in vitro de Passiflora alata Curtis e Passiflora miniata
Master - Passifloraceae. Orientadora: Dr®. Maurecilne Lemes da Silva Carvalho.
Coorientadora: Dr?. Ana Aparecida Bandini Rossi.

O objetivo geral do trabalho foi o estabelecimento de protocolos para regeneracao
via organogénese em duas espécies de maracujazeiros Passiflora alata e Passiflora
miniata. Embrides zigoticos e o endosperma da semente foram utilizados como fonte
de explante para a regeneracdo de P.alata e para P.miniata embrides zigéticos e
segmentos radiculares. Os explantes foram inoculados em meio MS com a adi¢cao
de diferentes concentragdes dos reguladores de crescimento 6-Benziladenina (BA),
Thidiazuron (TDZ) e Cinetina (CIN) durante 30 dias de cultivo in vitro. A regeneracéo
in vitro de P.alata ocorreu via organogénese direta e indireta. O maior nimero de
brotos regenerados a partir do cultivo do embrido foi observado na presenca de CIN,
na concentracao de 4,6 uM, com a maior média 37,6 na producdo de brotos, seguida
de TDZ na presenca de 9,0 uM com média de 36,4 brotos e a citocinina BA na
presenca de 2,2 uM com média de 33,6 brotos. A resposta morfogénica observada
na maioria dos tratamentos com o cultivo do endosperma foi o desenvolvimento de
calos recobrindo todo explante, onde o maior percentual 72% e 64% séo obtidos na
concentracdo de 7,9 e 9,0 uM de TDZ, respectivamente. O desenvolvimento de
brotos ocorreu principalmente na presenca de 5,6 UM de TDZ, com média de 8,4. Na
presenca de BA, a regeneracao ocorreu apenas em meio com 6,6 pM, resultando na
meédia de 5,6 brotos. Nos embriGes zigoéticos de P. miniata o desenvolvimento dos
primérdios das brotacBes iniciou-se com a formacdo de estruturas organogénicas
gue posteriormente se diferenciaram e desdiferenciaram-se em multibrotagées. Na
presenca da citocinina BA 80% dos brotos desenvolveram via organogénese direta,
engquanto que na presenca de TDZ 60% e CIN 58% foram pela via direta. A maior
meédia no numero de brotos produzidos foi na concentracdo de 3,4 UM de BA com
40,2 de brotos por explantes. No meio de alongamento observou-se que 68% dos
brotos desenvolveram raiz, com média de 11,4 por explante, sendo a maior média
no comprimento dos brotos de 11,0 cm. Ja os explantes radiculares apresentaram o
maior indice de regenerantes em meio com TDZ, com percentual de 52% de

brotacbes pela via direta e 48% pela indireta, onde a maior média obtida foi de 37,8
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em 6,8 pM. Na presencga de BA 8% dos brotos apresentaram organogénese pela via
direta e 92% pela indireta, com a maior média de 14,0 na concentracao de 4,4uM. O
percentual de regeneracéo utilizando a CIN foi de 5% pela via direta e 95% pela
indireta, com maior média 2,0 brotacdes por explantes na concentracdo de 3,4 uM.
No processo de alongamento e enraizamento foi observado que 75% dos brotos que
foram regenerados na presenca de TDZ apresentaram raiz, com a maior média de
1,4 por explante e comprimento em média de 5,4 cm. A morfogénese in vitro através
da organogénese direta e indireta foi estabelecida para as duas espécies de

Passiflora sp.

Palavras-chave: Maracujazeiros; Regeneracédo in vitro, Citocininas, Morfogénese in

vitro.



ABSTRACT

CARVALHO, Paula Pinheiro, State University of Mato Grosso, December 2016.
Organogenesis in vitro of Passiflora alata Curtis and Passiflora miniata Master-
Passifloraceae. Advisor Dr®. Maurecilne Lemes da Silva Carvalho. Co- advisor: Dr?.
Ana Aparecida Bandini Rossi.

The general objective of the work was to establish protocols for regeneration via
organogenesis in vitro species of passion fruit Passiflora alata and Passiflora miniata.
Zygotic embryos and the endosperm of the seed were used as source of explant for
the regeneration of P.alata and for P.miniata the zygotic embryos and root segments.
The explants were inoculated in MS medium with the addition of different growth
regulators concentrations of the 6-Benzyladenine (BA), Thidiazuron (TDZ) and
Kinetin (KIN) for 30 days of culture in vitro. In vitro regeneration of P.alata occurred
via direct and indirect organogenesis. The highest number of shoots regenerated
from the embryo culture was observed in the presence of kinetin at the concentration
of 4.6 uM, with the highest 37.6 in shoots production, followed by TDZ in the
presence of 9.0 uM with average of 36.4 shoots and the cytokinin BA in the presence
of 2.2 yM with average of 33.6 shoots. The morphogenic response observed in the
majority of treatments with the endosperm cultivation was the development of callus
covering all explants, where the highest percentage of 72% and 64% were obtained
in the concentration of 7.9 and 9.0 yM of TDZ, respectively. The development of
shoots occurred mainly in the presence of 5.6 uyM TDZ with average of 8.4. In the
presence of BA, regeneration occurred only in medium with 6.6 uM, resulting in an
average of 5.6 shoots. In the zygotic embryos of P. miniata the development of early
shoots began with the formation of organogenic structures that later differentiated
and dedifferentiated into multi-shoots. In the presence of the cytokinin BA 80% of the
shoots, organogenesis occurred by the direct route, whereas in the presence of TDZ
60% was by the direct route and with 58% KIN. The highest averages in the number
of shoots produced in 3.4 uM BA were 40.2. In the medium of elongation 68% of the
shoots developed root with an average of 11.4 per explant, being the highest
average in the length of shoots of 11.0 cm. The root explants presented the highest
regenerant index in medium with TDZ, with 52% of shoots by direct route and 48%
by indirect ones, where the highest average obtained was 37.8 in 6.8 uyM. In the
presence of BA 8% of the shoots had organogenesis by the direct route and 92% by

the indirect, with the highest average of 14.0 in the concentration of 4.4uM. The
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percentage of regeneration using the KIN was 5% by the direct route and 95% by the
indirect, with a higher average of 2.0 shoots per explants in the concentration of 3.4
MM. In the process of elongation and rooting, it was observed that 75% of the shoots
that were regenerated in the presence of TDZ presented, with the highest average of
1.4 per explant and average length of 5.4 cm. In vitro morphogenesis through direct

and indirect organogenesis was established for the two species of Passiflora sp.

Keywords: Passion fruit; Regeneration in vitro, Cytokinins, Morphogenesis in vitro.
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1. INTRODUCAO GERAL

O género Passiflora abrange 24 subgéneros com cerca de 520 espécies
distribuidas nos tropicos do Novo Mundo em regides tropicais e subtropicais, e a
familia Passifloraceae destaca-se pela sua importancia econémica, devido ao valor
nutricional de seus frutos, propriedades farmacéuticas presente nos seus compostos
ativos como a passiflorina, maracujina e substancias tanoides e também ao notavel
valor ornamental de suas flores (Viana et al., 2010; Silva et al., 2011; Pacheco et al.,
2012; Cutri et al., 2013; Cerqueira-silva et al., 2014a).

O Brasil é considerado o maior produtor mundial de maracuja, com producéo
anual de aproximadamente 920.000 toneladas (IBGE, 2011). Neste seguimento, 0s
estados da Bahia, Sdo Paulo, Sergipe, Espirito Santo, Para, Ceara e Minas Gerais,
representam 80% da producdo nacional (Roncatto et al.,, 2011), onde a espécie
Passiflora edulis é a mais cultivada comercialmente, seguida da Passiflora alata,
conhecida popularmente por maracuja-doce que apresenta destague no cenario
nacional como fonte de principios ativos para industria farmacéutica, cosmética e
medicinal, onde das folhas e dos ramos € extraida a passiflorina, uma substancia
tranquilizante (Moreira et al., 2012).

O maracuja-doce (Passiflora alata) é cultivado no Brasil para o consumo in
natura, tendo em vista as caracteristicas da polpa muito saborosa e doce e a
aplicacdo em projetos paisagisticos introduzido como planta ornamental devido a
beleza das flores que sédo grandes e vermelhas (Pinto et al., 2010; Montero et al.,
2013).

O Brasil € o centro de diversidade dos maracujazeiros com mais de 150
espécies nativas, das quais 83 sdo consideradas endémicas, incluindo as espécies
silvestres, que representam ampla variabilidade genética com caracteristicas de
interesse que podem ser introduzidas nas espécies comerciais via melhoramento
genético (Junqueira et al., 2007; Pinto et al., 2010; Bernacci et al., 2016).

No estado de Mato Grosso espécies endémicas de maracujazeiros SA0 pouco
estudadas, e € o caso da Passiflora miniata da Amazoénia Meridional, de beleza
exuberante, com flores de coloracdo vermelha intenso com grande potencial de

utilizacdo como planta ornamental. E uma espécie encontrada em clareiras nas



matas e com o desmatamento intenso nestas regides, a erosdo genética é inevitavel
e a necessidade de conservacgao se faz necessario.

O maracuja como planta ornamental produz grande atratividade pela beleza e
exuberancia de suas flores, com grande variacdo de coloracdo forte e brilhante e
algumas, outras de coloragcdo ténue e suave (Montero et al., 2013). As flores
também sdo consideradas exoéticas e complexas, principalmente pela presenca da
corona, que caracteriza esta familia, sendo uma fonte alternativa na geracdo de
renda para a agricultura, otimizando o uso dos recursos naturais (Abreu et al., 2009).
O potencial ornamental das passifloras € pouco explorado no Brasil, porém, nos
paises do Hemisfério Norte ja foi registrado mais de 400 hibridos para fins
ornamentais (Peixoto, 2005).

A propagacdo do maracujazeiro é realizada predominantemente por meio de
reproducdo sexuada, devido as caracteristicas florais e principalmente
a autoincompatibilidade, que acarretam consequéncias na producao de plantas com
elevada variabilidade genética e desuniformidade em relacdo as caracteristicas
agrondmicas (Bruckner et al., 1995; Ferreira et al., 2010).

Métodos de propagacdo in vitro, em destaque a de cultura de tecidos
vegetais, aliado aos estudos morfoanatdémicos, podem proporcionar a viabilizagéo e
otimizacdo de protocolos de micropropagacéo pelas diversas vias morfogénicas de
espécies frutiferas comerciais e silvestres como fonte de recurso genético,
permitindo a conservacdo in vitro de germoplasma de alto valor genético, o
acompanhamento das fases do processo morfogenético (Yang et al., 2010; Rocha et
al., 2012; Rocha et al., 2016).

Dentre as técnicas da cultura de tecidos, a organogénese é a principal via
morfogénica de regeneracdo no género Passiflora (Zerbini et al., 2008). Trata-se de
um processo complexo, com atuacdo de multiplos fatores externos e internos,
envolvendo interacdo entre fonte de explante, meio de cultura e fatores do ambiente,
dependendo também da agdo dos reguladores de crescimento exdgenos, em
particular auxinas e citocininas e da habilidade do tecido em responder a essas
mudancas hormonais, durante o periodo de cultivo (Otoni et al., 2013).

Desta forma, tendo em vista a importancia econdémica e ecologica das

espécies em estudo e do conhecimento do processo de regeneracao in vitro o



estudo visa o estabelecimento de protocolos para regeneragédo via organogénese

nas espécies de maracujazeiro Passiflora alata e Passiflora miniata.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Género Passiflora

A familia Passifloraceae forma um grupo monofilético, constituido por 20
géneros e cerca de 630 espécies, dos quais 0 de maior importancia econémica € o
género Passiflora, comumente encontrado em regifes tropicais e subtropicais,
incluindo desde a regido Amazobnica até o Paraguai e o Nordeste da Argentina
(Souza e Lorenzi, 2008; Souza e Lorenzi, 2012; Muschner et al.,2012). O Brasil e a
Colémbia formam os maiores centros de diversidade com cerca de 400 a 530
espécies (Feuillet e Macdougal, 2007). Destas, 150 a 200 sdo registradas no pais,
com aproximadamente 83 espécies endémicas e o Centro-Norte € o maior centro de
distribuicdo geogréafica (Bernacci et al.,, 2003; Ulmer e Macdougal, 2004; Lopes,
2009; Bernacci et al., 2013).

O género Passiflora compreende plantas trepadeiras perene, herbaceas ou
lenhosas com caule cilindrico ou quadrangular, ramificado, anguloso, suberificado,
glabro ou piloso, onde as folhas apresentam grande variacéo fenotipica podendo ser
simples ou compostas, alternas, lobadas ou trilobuladas e palminérvias, com
margem inteira ou serrilhada, apresentando ainda, glandulas nectariferas na
margem da bractea ou na parte dorsal da folha e no peciolo (Vanderplank, 2000;
Feuillet e Macdougal, 2007; Cervi et al., 2010). Estudos com as folhas e o pericarpo
dos frutos das espécies de Passiflora edulis e da Passiflora alata tem relatado a
presenca de constituintes quimicos como os alcaléides, compostos cianogénicos,
fendis, lignanos, ester6is e os flavondides do tipo C-glicosilados, comumente
utilizados em preparacdes fitoterapicas pela medicina popular (Zeraik et al., 2010).

A autoincompatibilidade do tipo esporofitica presente no género Passiflora é
uma caracteristica importante da biologia floral da espécie, pois determina a
alogamia, fator que contribui para o0 aumento da variabilidade genética, uma vez
que, as espécies de maracujazeiros sdo plantas de polinizagdo cruzada (Bruckner et
al., 1995; Ferreira et al., 2010). Sua propagacéo é realizada preferencialmente pela
via sexuada através das sementes que resulta na formacdo de mudas desuniformes
e heterogéneas, ou ainda pela via assexuada por meio da enxertia, estaquia e pela
cultura de tecidos in vitro, que possibilita a selecéo e a multiplicacdo de plantas com
alta produtividade, a formacdo de mudas mais uniformese livres de fitopatégenos

(Roncatto et al., 2008; Sousa et al., 2010).
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No que diz respeito aos aspectos floristicos, apresentam ampla diversidade
em cores, formas e tamanhos, caracterizados por uma beleza peculiar e excéntrica
com grande potencial para uso no mercado ornamental que podem ser utilizadas em
lugares desde sombreados até ao pleno sol, como cerca viva para apreciacao da
paisagem com arranjo repleto de flores vistosas e perfumadas ou atrativamente
como plantas em vasos para decoragdo de eventos, em varandas ou até mesmo
dentro de casa, proporcionando para a agricultura familiar uma fonte alternativa na
geracado de renda (Bernancci et al., 2016).

A producédo do fruto de maracuja tem sido assunto de diversas pesquisas,
resultando na caracterizacdo de inimeros constituintes volateis, presentes desde a
casca até a semente, sendo identificadas mais de 40 substancias, como ésteres,
aldeidos, cetonas e alcoois, responsaveis pelo aroma desta fruta (Zeraik et al.,
2010).

Além disso, 0 maracuja € considerado uma rica fonte de carotenoides,
pigmentos responsaveis pela cor amarela do suco que em conjunto com o teor de
flavonoides também encontrados no fruto, possuem carater antioxidante, atuando na
prevencdo de doencas cardiovasculares, cancer e distlrbios relacionados ao
envelhecimento (Zeraik et al., 2012; Wondracek et al., 2012).

Por sua vez, as sementes do maracuja sao consideradas boa fonte de &cido
graxo essencial, entre eles o &cido linoléico, conhecido como 6émega 6, sendo
importante no aumento do colesterol bom (HDL), seguido do &cido oleico que é o
omega 9, utilizado na dieta alimentar para a reducéo do colesterol ruim (LDL) na
corrente sanguinea (Janebro et al., 2010; Barbalho et al., 2012). Outra substancia
presente no 6leo extraido da semente € a passiflorina que atua na reducdo da
ansiedade, no combate a insbnia, ao estresse e a depressao (Janebro et al., 2010).

Deste modo, as espécies do género Passiflora, principalmente as silvestres,
tem atraido a atencéo dos cientistas por caracterizarem-se como importante fonte de
recursos genéticos do interesse de muitos pesquisadores e melhoristas, uma vez
qgue, reune ampla variabilidade de genes superiores e favoraveis a produtividade, a
presenca de propriedades farmacolégicas e a resisténcia a pragas e doencgas que
afetam a producéo da cultura (Faleiro et al., 2005; Moreira et al., 2012; Sabir et al.,
2012; Silva et al., 2014).



Entre as principais doengas que atacam e limitam a produtividade do
maracuja, estdo a mancha bacteriana causada pelo Xanthomonas axonopodis pv.
passiflorae, a fusariose causada pelo Fusarium oxysporum f. sp. passiflorae, o
endurecimento de frutos causado pelo Cowpea aphidborne mosaic virus e a
antracnose, causada pelo Colletotrichum gloeosporioides que comprometem a
producdo da cultura (Nascimento et al., 2004; Junqueira et al., 2005; Barros, 2011,
Cerqueira-Silva et al., 2014b).

A incompatibilidade presente entre algumas espécies do género Passiflora
podem limitar ou até mesmo impossibilitar o uso de técnicas do melhoramento
genético classico. Neste caso, a transformacdo genética e a hibridacdo somética,
tornam-se alternativas vidveis e suplementares da hibridacdo sexual na
transferéncia de genes de interesse para alcancar o objetivo desejado (Otoni et al.,
1995; 2013). Contudo, para que isso aconteca, o estabelecimento e a otimizacdo de
protocolos eficientes de regeneracdo in vitro das espécies a partir da cultura de
células e/ou tecidos, incluindo a organogénese sdo imprescindiveis (Silva et al.,
2009; Silva et al., 2015).

2.2 A espécie Passiflora alata Curtis

Passiflora alata € nativa da América do Sul, com ocorréncia registrada no
Para, da Bahia ao Rio Grande do Sul e no Centro-Oeste, podendo ser encontrada
ainda, na Argentina, Paraguai e no Peru (Koehler-Santos et al., 2006, Pinto et al.,
2010). E a segunda espécie mais cultivada do Brasil, com grande importancia
econdmica e social, podendo ser consumida in natura, pois a polpa do fruto € doce e
agradavel, por meio de produtos industrializados como sucos e geleias, na producéo
de farmacos e cosmeéticos ou como planta ornamental pela beleza de suas flores
grandes e de cor carmim intensa (Figura 1). Dependendo da localidade de
ocorréncia da espécie é conhecida popularmente por maracuja-doce, maracuja-agu
ou maracuja-grande (Varassin et al., 1999; 2001).

E uma trepadeira robusta com gavinhas, de caule firme, com folhas
membranaceas, simples e inteiras de cor verde- escuro e no verso sao palidas de
formato ovadas ou ovado-oblongas, com margem lisa ou finamente denticulada,
apresentando peciolo curto com estipulas pequenas. Ja as flores com tamanhos

extremamente grandes e vistosas, sdo hermafroditas, com incompatibilidade sexual,
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actinomorfa, pentdmeras e geralmente isoladas com sépalas e pétalas carnosas e
avermelhadas internamente. Produzem frutos com formato que vai de ovoide a

piriforme ou glabro com cor amarela enquanto maduro, onde a polpa extremamente

doce é comestivel ao natural (Nunes et al., 2001).
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Figura 1. Planta com flores de Passiflora alata

Passiflora alata é uma das diversas espécies que agregam porcao
significativa da diversidade genética de maracuja com uso medicinal, considerada
uma droga oficial da quinta edicdo da Farmacopeia Brasileira por apresentar
propriedades farmacol6gicas de interesse, como: os alcaloides, fenéis, compostos
cianogénicos, lignanos, esterbis e flavondides (isovitexina, isorientina, vitexina,
orientina, schaftosideo e isoschaftosideo), encontrados principalmente nas folhas e
no pericarpo do fruto, utilizados na medicina popular de vérios paises como
tranquilizantes e na cura de enfermidades. (Pereira e Vilegas, 2000; ANVISA, 2010,
Zucolotto et al., 2011; Gosmann et al., 2011; Moreira et al., 2012).

No caso dos flavonoides, substancia de maior abundancia na espécie, atua
na defesa contra ataque de patdogenos, na atracdo de polinizadores, no controle da
acdo de hormdnios vegetais e dependendo da estrutura quimica, atuam como
antioxidante associado a prevencdo ou tratamento de doencas cardiovasculares ou
no retardo do envelhecimento (Botta et al., 2001; Filho et al., 2001; Zuanazzi e
Montanha, 2004; Petkovsek et al., 2011; Sabir et al., 2012).



O cultivo in vitro de células vegetais vem sendo cada vez mais utilizada
devido ao seu potencial na producdo de metabolitos secundéarios de interesse,
chamando a atencdo dos cientistas pela possibilidade de producéo em larga escala
e sob condi¢des controladas, independente da localizacdo e sem problemas de
reprodutibilidade (Petkovsek et al., 2011; Sabir et al., 2012; Pacheco et al., 2012).

A cultura in vitro de P. alata tem sido descrita apenas a partir de segmentos
nodais e de folhas (Rodriguez et al., 2007) e segmentos hipocotiledonares (Pinto et
al.,, 2010). No entanto, o estabelecimento e a otimizacdo de protocolos de
regeneracao in vitro da espécie sdo necessarios para auxiliar no processo de
transformacdo genética ou até mesmo na producdo de hibridos que visam a
manipulacdo de genes potencialmente Uteis, uma vez que, 0 sucesso destas
técnicas de melhoramento biotecnologico estd condicionado a existéncia de um

protocolo eficiente de regeneracgéo (Trevisan et al., 2006).

2.3 A espécie Passiflora miniata Master

Espécies silvestres de maracuja sao frequentemente utilizadas em programas
de melhoramento por apresentarem ampla variabilidade genética (Faleiro e
Junqueira, 2009; Cervi et al., 2010) com genes de interesse que podem ser
empregados em espécies comercialmente cultivadas, com caracteristicas
agrondmicas relevantes no mercado, objetivando a produtividade e qualidade do
fruto, para extracdo de compostos quimicos, producédo de farmacos ou cosméticos e
ainda, para langcamento de novos hibridos com potencial ornamental (Faleiro et al.,
2005, 2006, 2013; Vieira et al., 2014).

Passiflora miniata € uma espécie silvestre, que pertence ao subgénero
Passiflora e foi descrita por Vanderplank no ano de 2006. Tem sua origem e
distribuicdo na regido Amazobnica meridional do Brasil, Coldmbia, Peru e nas
Guianas (Lim, 2012). Segundo as observagOes e estudos realizados por
Vanderplank (2006), a espécie apresenta flor de coloracédo vermelho intenso, possui
trés séries de filamentos da corona com uma coloracédo purpura (Figura 2) e seus
frutos sao pequenos e variegados com coloragcdo verde e creme. Sendo uma
espécie diploide, apresentando em sua constituicdo cromossémica, 2n=18

cromossomos (Geronimo et al., 2014).



Figura 2. Planta com flor e botdes florais de Passiflora miniata

A espécie apresenta grande potencial ornamental, podendo ser empregada
como fonte alternativa na geracdo de renda para agricultura familiar no estado de
Mato Grosso. Estudos que envolvem a regeneracéo in vitro de P. miniata somente
foi relatado por (Ferreira et al., 2015) no estabelecimento de protocolo de
embriogénese somatica e partir de embrides zigoéticos. No entanto, trabalhos de

cultura de tecidos da espécie ainda séo insipientes.

2.4 Cultura de tecidos aplicada a cultura do maracujazeiro

A cultura de tecidos vegetais representa um dos principais sistemas
experimentais utilizados para o estudo da morfogénese de plantas por meio da
investigacdo das bases estruturais, fisiologicas, bioguimicas e moleculares dos
processos de desenvolvimento subjacentes (Guerra et al., 2016). Além disso, vem
sendo bastante aceita e aplicada, uma vez que, proporciona o desenvolvimento de
novos individuos, podendo ser geneticamente estaveis, sadios e vigorosos em
escala comercial (Gerra et al., 2016).

A técnica € baseada na pluripoténcia celular, que consiste na capacidade da
célula vegetal em sofrer divisdo e diferenciagédo, desenvolvendo um novo individuo,
com as mesmas caracteristicas genotipicas da planta matriz (Guerra et al., 1999;
George et al.,, 2008). Para isso, € necessario 0 isolamento de um segmento de
tecido vegetal, denominado de explante, que pode ser qualquer parte da planta,
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como: raizes, gemas, células isoladas, folhas, protoplastos, sementes, embrides
zigbticos, anteras e inoculado em meio de cultura estérii contendo macro e
micronutrientes, acrescidos ou nao de reguladores de crescimento especifico,
submetidos a condicbes controladas de iluminacdo, temperatura e umidade,
adequada para inducdo da competéncia celular envolvida no processo morfogénico
(Rose et al., 2010; Almeida et al., 2015).

A escolha do explante dependera dos objetivos desejados, da disponibilidade
e da capacidade de resposta do material vegetal (Ameida et al., 2015; George et al.,
2008). No entanto, as condigcbes ambientais influenciam notavelmente o cultivo in
vitro, sendo a luz o fator ambiental mais relevante (Vieira et al., 2014).

Atualmente, dentre as técnicas de cultivo in vitro, as principais vias de
regeneracao sao a organogénese e a embriogénese somatica (George et al., 2008).
No entanto, a organogénese € a principal via morfogénica de regeneracao no género
Passiflora, pois comparada ao processo de regeneragao via embriogénese somatica
€ um método menos complexo e laborioso (Zerbini et al., 2008).

O processo da regeneracao in vitro via organogenése consiste na formacao
de o6rgaos adventicios monopolares (caulinares ou radiculares) com o sistema
vascular conectado ao tecido parental (Sharp et al., 1980, Moura, 2001).

Em Passiflora, estudos de propagacao in vitro foram descritos primeiramente
pelo pesquisador Nakayama (1966), na qual foi o responséavel pelo estabelecimento
de protocolos para a espécie P. caerulea (Nakayama, 1966). Isso possibilitou o

desenvolvimento de trabalhos, com outras espécies do género Passiflora (Tabela 1).

Tabela 1. Cultivo in vitro de espécies do género Passiflora.

Espécie Objetivo Referéncias

P. edulis f. flavicarpa, P.

edulis, P. alata, P. caerulea,

. . Organogénese Drew, 1991
P. mollissima, P. coccinea,
P. herbertiana, P. suberosa
P. edulis f. flavicarpa, P.
mollissima, P. giberti, P.
Organogénese Dornelas e Vieira, 1994

maliformis, P. amethystina.
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P. edulis Organogénese Kawatta et al., 1995
P. edulis f. flavicarpa Organogénese Faria e Segura, 1997
P. edulis f. flavicarpa Organogénese Biasi et al., 2000
P. edulis f. flavicarpa e P. Organogénese Monteiro et al., 2000
suberosa
P. edulis f. flavicarpa Organogénese Reis et al., 2003
P. edulis f. flavicarpa Organogénese Becerra et al., 2004
P. edulis f. flavicarpa Organogénese Nhut et al., 2007;
P. coerulea, P.
costaricensis, P. foetida, P.
. Organogénese Pipino et al., 2008
quadrangularis, P.
trifasciata, P. vitifolia, P.
watsoniana, P. allardii
P. hybrid Organogénese Pipino et al., 2010
P.alata Organogénese Pinto et al., 2010
P. edulis, P. edulis f. Organogénese Prammanee et al., 2011
flavicarpa
P. suberosa Organogénese Garcia et al., 2011
P. cincinnata e P. edulis Organogénese Silva et al., 2011
P. foetida Organogénese Rosa e Dornelas, 2012
P. foetida Organogénese Anand et al., 2012
P. foetida Organogénese Pacheco et al., 2012
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P. setacea

Organogénese

Vieira et al., 2014

P. edulis f. flavicarpa, P.

giberti

Embriogénese somatica

Anthony et al., 1999

P. cincinnata

Embriogénese somética

Silva et al., 2009

P. morifolia

Embriogénese somética

Albino, 2013

P. ligularis

Embriogénese somatica

Florido, 2013

P. gibertii, P. alata, P.

crenata, P. edulis

Embriogénese somatica

Rosa et al., 2015

P. miniata, P. speciosa

Embriogénese somatica

Ferreira et al., 2015

P. edulis Embriogénese somatica Silva et al., 2015
P. coccinea Hibridagcdo somética Otoni et al., 1995
P. edulis Hibridacdo somatica Davey et al., 2005

P. cincinnata

Transformacéo genética

Reis et al., 2007

P. cincinnata

Embriogénese somatica e

Transformacéo genética

Silva, 2007

P. cincinnata

Producédo de sementes

Silva et al., 2015

sintéticas
P. edulis Ginogénese Régo et al., 2011
P. edulis Inducéo de Régo et al., 2011

autotetraploides

P. edulis, P. giberti, P.

laurifolia

Conservacao in vitro

Faria et al., 2007
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2.5 Organogénese in vitro

O sucesso de técnicas biotecnoldgicas aplicadas ao melhoramento de plantas
perenes como, O maracujazeiro, esta condicionado a existéncia prévia de uma
metodologia eficiente de regeneracdo. Com isso, varios estudos vém atuando para
compreender os mecanismos fisiologicos vegetais, e assim, manipular genes de
interesse tanto para o setor agrondmico e medicinal quanto para o mercado
ornamental (Figueiredo e Takita, 2004).

A organogénese € constantemente utilizada como método de regeneracao in
vitro mais aplicada em espécies do género Passiflora (Yang e Zhang, 2010; Rocha
et al., 2012; Vieira et al., 2014). Isso ocorre devido as inUmeras vantagens que o
sistema disp6e, como a propagacdo rapida e em massa de brotos, ambiente
reduzido e em condicdes controlada, uma vez estabilizada e otimizado o protocolo,
tem baixo custo, o armazenamento em longo prazo de germoplasma e sua
adaptacado para plantas de dificil propagacédo por meio de técnicas convencionais de
propagacdo e a obtencdo de propagulos livres de doencas (Sharp et al.,, 1980;
Guerra et al., 2016).

O sistema consiste na diferenciacdo de tecidos que sao induzidos a sofrer
mudancas para produzirem 6rgdos adventicios com estrutura unipolar, denominada
de primordio caulinar ou de raiz, cujo sistema vascular apresenta-se conectado ao
tecido parental (Sharp et al., 1980, Moura, 2001). A organogénese in vitro pode
ocorrer com base em duas rotas distintas a direta e a indireta (Skoog e Miller, 1957,
George, 2008; Xu e Huang, 2014).

Na organogénese direta, o 6érgdo vegetal é induzido e desenvolve diretamente
do explante, isto é, sem passar por uma fase inicial de calo, ou seja, sem ocorrer a
desdiferenciacdo dos tecidos dos explantes, o que caracteriza para formacédo de
massa de células que podem apresentar certo grau de diferenciacdo (Xu e Huang,
2014). Na indireta, ha uma fase inicial de proliferacdo e crescimento de calo (tecidos
desdiferenciados) seguido por indugcdo de brotos ou raizes e o desenvolvimento
desses tecidos (Mantell et al.1994; Carvalho et al., 2006). O calo é o aglomerado de
células em diferentes estadios de desdiferenciacdo (Gerorge et al., 2008; Xu e
Huang et al., 2014).

O processo morfogénico é direcionado por uma serie de eventos que

envolvem ndo apenas os fatores abidticos (nutrientes do meio, a luminosidade do
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ambiente ou a temperatura do local), mas, também os fatores bidticos, como os
hormonios (enddgenos e exdgenos), a composi¢do genética do material manipulado,
os niveis de competéncia celular, o posicionamento do explante e o desempenho do
controle génico (Dhaliwal et al., 2003; Ozarowski e Thiem, 2013).

Durante o processo morfogénico a planta passa por diferentes estagios de
desenvolvimento até o seu completo ciclo de regeneracdo. As células dos tecidos
exposta ao meio de cultivo recebem estimulos por intermédio de varios sinais para
aguisicdo da competéncia morfogénica, que uma vez adquirida a competéncia, as
células sdo determinadas e entram em estado de diferenciacdo e/ou
desdiferenciacédo, seguida de uma reprogramacao celular (rediferenciacdo) e séo
redirecionadas para a formacdo de novos tecidos e 6rgaos (Almeida et al., 2012;
Almeida et al., 2015; Guerra et al., 2016).

A determinacéo celular ocorre quando a célula torna-se limitada a uma rota
especifica decorrente da aquisicdo adquirida, podendo ser influenciada pela
sinalizacdo hormonal enddgena ou exogena, pela expressdo génica do gendtipo
e/ou pelo posicionamento celular (Chupeau et al., 2013; Almeida et al., 2015). Outro
fator que influéncia no sistema de regeneracdo morfogénica é a idade fisiologica da
planta e o posicionamento do explante no meio (Lombardi et al., 2007).

O meio de cultivo contém nutrientes essenciais para 0 crescimento dos
tecidos, responsaveis em grande parte, pelo padrdo do desenvolvimento in vitro.
Atualmente, o meio basico mais empregado nas culturas de modo geral, para
micropropagacédo € o MS (Murashige e Skoog, 1962), desenvolvido a partir de testes
realizados por White a partir de extratos de folha de fumo, empregado na cultura de
diversas espécies, inclusive na regeneracao de espécies do género Passiflora
(Ozarowski e Thiem, 2013).

Além do meio basico de macro e micronutrientes presentes no MS € comum a
utilizacdo deste na metade de suas concentracfes e/ou acrescentando a vitamina
B5 entre outros aditivos quimicos, como o nitrato de prata, carvdo ativado ou até
mesmo a agua de coco para induzir ou acelerar a producédo de gemas adventicias
ou para a fase de alongamento dos brotos, influenciando muitas vezes no sistema
de regeneracdo das espécies de Passiflora (Pinto et al., 2010; Garcia et al.,
2011; Pacheco et al., 2012; Rosa e Dornelas, 2012; Rocha et al., 2012; Ozarowski e
Thiem, 2013).
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Recentemente, estudos de regeneracdo via organogénese que abrangem a
influéncia dos fatores externos e internos no processo morfogénico in vitro tém sido
reportados para vérias espécies de Passiflora (Pinto et al., 2010; Silva et al., 2011,
Garcia et al., 2011; Rosa e Dornelas, 2012; Rocha et al., 2012; Pacheco et al., 2012;
Carvalho et al., 2013; Ozarowski e Thiem, 2013; Otoni et al., 2013; Merhy, 2014,
Vieira et al., 2014; Rocha et al., 2016; Rosa et al., 2016).

2.6 Reguladores de Crescimento

O crescimento e o desenvolvimento das plantas sao regulados por uma serie
de fatores externos e internos (Christianson et al., 1985). Os fatores internos sao
substancias quimicas como os horménios e as enzimas que atuam em resposta
conjunta com as condicBes ambientais de temperatura e luminosidade, diretamente
ligados com a programacao genética da planta (Werner at al., 2012; Vieira et al.,
2014).

Os reguladores de crescimento de plantas sdo substancias sintéticas que
produzem efeitos similares aos horménios naturais. Seu uso é um requisito
fundamental para o processo de divisdo e diferenciacdo celular, uma vez que,
plantas cultivadas in vitro tem seu metabolismo heterotrofico (Pierik, 1988;
Grattapaglia e Machado, 1998; Guerra et al., 1999; 2016). Funcionam como
complemento do meio basico, que influenciam positivamente ou negativamente,
dependendo da concentracao utilizada e da sua finalidade, em todos os estagios da
regeneracao in vitro que vai desde a inducdo até ao enraizamento e o alongamento
das plantas (Peres, 2002; Carvalho et al., 2006).

Dentro das classes dos reguladores, as citocininas desempenham um papel
fundamental em muitas fases do crescimento e do desenvolvimento das plantas,
pois influenciam diretamente nas alteragcbes das taxas metabdlicas e atividade
enzimatica, assim como, no retardamento da senescéncia de tecidos e 6rgéos e,
quando adicionados ao meio de cultivo in vitro, promovem a superagdo da
dorméncia apical quebrando a dominancia das gemas laterais, estando assim,
relacionadas com a inducéo e producéo de brotos (George et al., 2008). Entre elas,
as mais utilizadas no processo de regeneracao in vitro de espécies do género
Passiflora s&o a 6-Benziladenina (BA); o Thidiazuron (TDZ) e a Cinetina (CIN) (Silva
et al., 2011; Rosa e Dornelas, 2012; Vieira et al., 2014; Carvalho et al., 2015).
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A citocinina mais aplicada no cultivo in vitro de espécies do género Passiflora
é a 6- Benziladenina (BA), com a inducdo de multibrotacfes a partir da diferenciacédo
da parte aérea e de meristemas apicais e radiculares (Silva et al., 2011; Rocha et al.,
2012; Rosa e Dornelas, 2012).

O Thidiazuron (TDZ) e a Cinetina (CIN) também sao reguladores de
crescimento dentro da classe das citocininas que estao sendo comumente utilizado
na regeneracao via orgnogénese de Passiflora, sendo biologicamente mais ativos
gue o BA em baixas concentracdes, promovendo no cultivo in vitro a inducédo das
divisbes e diferenciacdes das células teciduais, e consequentemente, na formacao e
no desenvolvimento de 6rgédos adventicios para maioria das espécies na qual tem
sido testado (Mok et al., 1987; Murthy et al., 1998; Pinto et al., 2010; Garcia et al.,
2011).
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CAPITULO |

Determinacgao do potencial morfogénico a partir do cultivo in vitro de embrides

zigoticos e endosperma de Passiflora alata Curtis - (Passifloraceae)

RESUMO

O objetivo do trabalho foi descrever o potencial morfogénico de embrides zigoticos e
do endosperma de Passiflora alata. As sementes foram desinfestadas e o0s
endospermas e embrides zigoéticos foram isolados. Os explantes foram inoculados
em meio suplementado com diferentes concentragbes das citocininas, 6-
Benziladenina (BA), Thidiazuron (TDZ) e Cinetina (CIN). Amostras com potencial
organogénico foram coletadas, fixadas e incluidas em historesina e submetidas a
coloracbes com azul de toluidina. A regeneracdo a partir dos embrides ocorreu
através da organogénese direta e indireta, enquanto que através do uso do
endosperma, somente a via indireta foi observada. A CIN na concentragdo de 4,6
UM proporcionou 0 maior nimero de brotos com média de 37,6 seguida de TDZ a
9,0 uM com média 36,4 de brotos e de BA a 2,2 uM com média 33,6 de brotos. O
BA, além de induzir a regeneracdo em todos os tratamentos proporcionou também o
alongamento dos propéagulos, principalmente em baixas concentracdes. A resposta
morfogénica observada na maioria dos tratamentos com o cultivo do endosperma foi
o desenvolvimento de calos recobrindo todo explante, onde os maiores percentuais
foram de 72% e 64% nas concentracdes de 7,9 e 9,0 uM de TDZ, respectivamente.
A maior producao das brota¢des ocorreu na presenca do TDZ a 5,6 uM, com média
de 8,4. Na presenca de BA, a regeneracdo ocorreu apenas em meio com 6,6 uM,
resultando na média de 5,6 brotos. Os resultados demonstram a capacidade
morfogénica no processo de regeneragao a partir da organogénese dos tecidos nao

meristematicos de origem a partir da semente.

Palavras-chave: Morfogénese, Maracuja-doce, Organogénese in vitro.
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Determination of the morphogenic potential of the in vitro culture from of

zygotic embryos and endosperm of Passiflora alata Curtis - (Passifloraceae)

ABSTRACT

The objective of this work was to describe the morphogenic potential of zygotic
embryos and the endosperm of Passiflora alata. The seeds were desinfestation the
endosperm and zygotic embryos were isolated. The explants were inoculated in
medium supplemented with different concentrations of cytokinins, 6-benzyladenine
(BA), Thidiazuron (TDZ) and Kinetin (KIN). Samples with organogenic potential were
collected, fixed and included in historesin and stained with toluidine blue stains.
Regeneration from the embryos occurred through the two pathways of organogenic
regeneration, both direct and indirect, whereas through the use of the endosperm
only the indirect pathway was noticed. Through the anatomical analysis it is possible
to observe that the structures formed originated from successive mitotic divisions
found on the peripheral surface of the tissue and/or callus, confirming the
regeneration routes. The KIN at the concentration of 4.6 yM provided the highest
number of shoots, with a mean of 37.6 followed by TDZ, at a concentration of 9.0 uM,
producing a mean of 36.4 shoots and of BA with a of 33.6 of shoots at the
concentration of 2.2 yM. 6-Benzyladenine (BA) in addition to inducing regeneration in
all treatments also provided the elongation of the propagules, especially in low
concentrations. The morphogenic response observed in the majority of treatments
with endosperm cultivation was the development of large callus covering all explants,
where the highest percentage 72% and 64% were obtained in the concentration of
7.9 and 9.0 yM TDZ, respectively. The development of shoots is concentrated,
mainly in the presence of TDZ, in the concentration of 5.6 uM, with an average of 8.4
shoots. In the presence of BA, regeneration occurred only in medium with 6.6 uM,
resulting in an average of 5.6 shoots. The results demonstrate the morphogenic
capacity in the regeneration process from the organogenesis of non-meristematic

tissues of origin from the seed.

Key words: Morphogenesis, Sweet passion fruit, Organogenesis in vitro.
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1. INTRODUCAO

Passiflora alata, conhecida popularmente por maracuja doce é cultivada em
todo o territério nacional, mas encontrada também, no Peru, Paraguai e Argentina
(Pereira e Vilegas, 2000; Meletti et al., 2011). E uma cultura de interesse e grande
valor comercial, sendo amplamente aceita no mercado de frutas frescas devido ao
aroma e a baixa acidez dos frutos de sabor adocicado (Manica et al., 2005).

O maracujazeiro doce também € utilizado na indastria farmacéutica e
cosmética, por apresentar propriedades medicinais e farmacéuticas como a
passiflorina, alcaléides e os flavondides (Zuanazzi e Montanha, 2004; Anvisa, 2010;
Pinto et al., 2010; Moreira et al., 2012). As suas flores sdo grandes e exuberantes
com destaque na cor vibrante de carmim intensa que configura potencial de
utilizagdo como planta ornamental (Monteiro et al., 2013).

A auto-incompatibilidade presente na maioria das espécies de maracujazeiro ,
condiciona a producdo de mudas heterogéneas em relacdo as caracteristicas
agrondmicas (Bruckner et al., 1995; Ferreira et al.,, 2010). Contudo, o cultivo da
espécie tem sido limitado devido ao ataque e susceptibilidade a doencas causadas
por virus, bactérias e fungos (Paula et al., 2010; Fischer et al., 2010).

Técnicas de propagacdo in vitro tém sido aplicadas ao cultivo dos
maracujazeiros como uma alternativa para a producdo de plantas sadias e
homogéneas. A organogénese € a principal via de regeneracao aplicada a producao
de plantas do género Passiflora (Otoni et al., 2013). Nesta via de regeneracao, as
células somaticas e os tecidos sdo estimulados a sofrerem mudancas na sua
organizacao e expressao génica, que os levam a formacdo de orgdos monopolares
com conexdao vascular ao tecido de origem (Nour e Thorpe, 1994).

A organogénese ocorre atraves de duas rotas, a direta, onde os propagulos
regenerados sao diferenciados diretamente do explante e a indireta, onde a
estrutura unipolar é formada a partir do desenvolvimento de calos, que séo células
em diferentes graus de diferenciagao (Trevisan e Mendes, 2005; Silva et al., 2011,
Otoni et al., 2013).

A capacidade regenerativa em plantas ocorre devido a totipotencialidade das
células em responder a diferentes estimulos para aquisicdo da competéncia e

determinacao celular até formar um individuo completo (Skoog e Muller, 1957; Xu e
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Huang et al., 2014). No entanto, a efichAcia desse processo depende do
estabelecimento e/ou otimizag&o de protocolo de regeneragao in vitro, uma vez que,
0 sucesso da morfogénese esta diretamente ligada a interacao positiva e equilibrada
entre os fatores bidticos e abidticos, influenciada principalmente pelo tipo de
explante e pela combinacdo dos reguladores de crescimento (Skoog e Miller, 1957,
Silva et al., 2011).

Varios trabalhos relatam a morfogénese in vitro pela rota organogénica em
espécies de maracujazeiros a partir de explantes meristematicos e nao
meristematicos, sendo explantes foliares (Busilacchi et al., 2008; Pinto et al., 2010;
Garcia et al., 2011; Komathi et al., 2011; Vieira et al., 2014); nodais e intermodais
(Biasi et al., 2000; Reis et al., 2003; Garcia et. al., 2011; Anand et al., 2012;
Shekhawat et al., 2015b), hipocotiledonares (Dornelas e Vieira, 1994; Dias et al.,
2009; Pinto et al., 2010; Vieira et al., 2014; Rocha et al., 2016) e gemas apicais
(Scorza e Janick, 1980; Drew, 1991; Faria e Segura, 1997).

Os embrides zigoéticos e o endosperma da semente sdo fonte de células
juvenis em constante divisdo mitotica e alto potencial morfogenético que facilita o
processo de diferenciacdo celular e consequentemente o da regeneracgdo (Elhiti e
Stasolla, 2011). Porém, estudos que visam a regeneracdo via organogénese de
espécies de maracuja a partir do uso de embrides zigoticos (Rocha et al., 2015;
Rosa et al., 2015) e do endosperma (Mohamed et al., 1996; Guzzo et al., 2004;
Faria, 2016), como fonte de explante ainda séo insipientes. Sendo assim, o presente
estudo teve como objetivo a descricdo do potencial morfogénico de embribes

zigoticos e do endosperma de Passiflora alata.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 Material vegetal

Frutos maduros de P. alata foram coletados de uma propriedade particular no
municipio de Tangara da Serra-MT e levados para o Laboratorio de Cultura de
Tecidos Vegetais, Universidade do Estado de Mato Grosso.

As sementes (Figura 1A) foram extraidas manualmente e com o auxilio de
uma peneira foram friccionadas para retirada total do arilo e mucilagem. Em seguida,
foram lavadas em agua corrente e colocadas para secagem.

Com o auxilio de uma mini morsa foram retirados os tegumentos das
sementes (Figura 1B), e sob condi¢cdes assépticas em camera de fluxo laminar
foram desinfestadas mediante a imersdo em &lcool 70% (v v') por 3 minutos,
seguido da imersdo em solucdo de hipoclorito de sédio comercial a 2,5% (v v'')
acrescido de duas gotas do agente dispersante Tween-20 por 40 minutos e
submetidas a enxagues consecutivos em agua destilada e autoclavada. Apds as
sementes foram excisadas para isolamento dos endospermas e dos embribes

zigoticos (Figura 1C).

2.2 Inducédo a organogénese

Os explantes foram inoculados em meio de cultura suplementados com meio
MS contendo sais basicos de 0,3% (p v'') de sacarose, 0,01% (p v'') de mio-inositol,
gelificado com &gar a 0,8% (p v*') e diferentes concentracdes dos reguladores de
crescimento: 6-Benziladenina (BA) 2,2, 3,3, 4,4, 5,5, 6,6, 7,7; 8,8 uM, Thidiazuron
(TDZ) 2,2, 3,4, 4,5, 5,6, 6,8, 7,9; 9,0 uM e Cinetina (CIN) 2,3; 3,4; 4,6; 5,8; 6,9; 8,1,
9,2 uM. O pH do meio foi ajustado a 5,7 + 0,1, em seguida, autoclavados por 20
minutos a 121 °C e 1,1 atm de pressao. O meio foi vertido em placas de Petri de
poliestireno cristal de 90 x 15 mm estéreis em aliquotas de 30 mL, sendo seladas
com filme de policloreto de vinila - PVC esticavel de 9-10 um de poro.

O experimento foi mantido em sala de cultivo, sob irradiancia de fétons de

36 umol m™?s™, temperatura de 26 °C + 2 e fotoperiodo de 16 horas.

2.3 Anélise Anatdmica
Amostras dos explantes foram coletadas aos 30 dias de cultivo e fixadas em
solucdo de FAA 50% (formaldeido, &cido acético glacial e alcool etilico) por 24
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horas. ApGs a fixacdo, as amostras foram desidratadas gradualmente em alcool
etilico nas concentragdes de 70%, 85% e 95% por 24 horas.

Apoés as amostras foram inclusas em historesina acrilica (Historesin, Leica
Instruments, Alemanha RM 2155, Leica Microsystems Inc., USA) por 48 horas.
Cortes transversais e longitudinais com 5 pm de espessura foram obtidos a partir do
micrétomo rotativo de avanco automético (RM 2155, Leica Microsystems Inc., USA)
e equipado com navalha de aco descartavel. Os cortes foram corados com azul de
toluidina (O’Brien e McCully, 1981). A captura das imagens foi realizada em
microscépio Optico equipado com o software de andlise de imagens NIS-Elements
Analysis D 4.30.01 com camera digital acoplada (Nikon, Téquio, Japao).

2.4 Analise estatistica

O experimento foi disposto em delineamento inteiramente casualizado, com
sete tratamentos para cada regulador de crescimento BA (2,2; 3,3; 4,4; 5,5; 6,6; 7,7
e 8,8 uM), TDZ (2,2, 3,4, 4,5, 5,6, 6,8, 7,9 € 9,0 uM) e CIN (2,3; 3,4; 4,6; 5,8; 6,9; 8,1
e 9,2 uM) e o controle, com cinco repeti¢cdes, representada por uma placa de Petri e
cinco explantes cada.

Ap6s 30 dias de cultivo in vitro, as caracteristicas avaliadas para o cultivo dos
embrides zigéticos foram o percentual de explantes com resposta morfogénica, a
média do nimero de brotos regenerados via organogénese direta e indireta para
cada tratamento, do total de brotos independente da via de regeneracdo e a média
do nimero de raizes. Para o cultivo do endosperma foi avaliado o percentual de
explantes com resposta morfogénica, a frequéncia de calos e a média do nimero de
brotos.

Os dados foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA), e a diferenca
entre as meédias dos tratamentos foram comparadas pelo teste Tukey a 5% de
probabilidade pelo software Sisvar®, verséo 5.6 (Ferreira, 2014).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Morfogénese in vitro em embrides zigoticos de P. alata

Os embrides zigoticos de P. alata apresentaram resposta morfogénica entre
10 e 20 dias de cultivo in vitro. As respostas morfogénicas observadas aos 20 dias
de cultivo foram o intumescimento principalmente dos cotilédones do embrido
zigotico, a formacao de massa celular em diferenciacdo e a producao dos primordios
das gemas adventicias. Nesse periodo, em meio suplementado com BA, a formacao
de estruturas potencialmente organogénicas foram evidentes principalmente nas
bordas e com o desenvolvimento mais tardio estas estruturas diferenciaram-se em
gemas adventicias (Figura 1D).

A resposta morfogénica obtida nos embrides zigéticos quando cultivados na
presenca de TDZ responderam com o desenvolvimento das estruturas
organogénicas (Figura 1E) que aos 20 dias de cultivo in vitro diferenciaram-se em
primordios de gemas adventicias (Figura 1F-G). Os embrifes zigoticos cultivados em
meio com CIN apresentaram inicialmente o intumescimento nas bordas dos
cotilédones, seguida da formacdo de estruturas potencialmente organogénicas
(Figura 1H). J& o controle, onde os embrides foram cultivados na auséncia dos
reguladores de crescimento, ndo ocorreu a producdo de gemas adventicias, apenas
o intumescimento da regido cotiledonar do embrido zigético.

Assim, os resultados demonstram as divisdes celulares e a aquisicdo da
competéncia e determinacdo celular dos explantes a partir do uso dos reguladores
de crescimento citocinicos principalmente BA e TDZ para o desenvolvimento das
gemas adventicias nos embrides de P. alata.

Ap6s 30 dias de cultivo in vitro dos embrides de P. alata é possivel observar
gue a regeneracao via organogénese ocorreu de forma direta e indireta, onde a
maior média 37,6 de brotos foi obtida na presenca de 4,6 uM de CIN (Tabela 1) e
(Figura 2A). Diferindo estatisticamente do observado quanto ao numero de brotos
em concentragdes mais baixa de cinetina, pois na presenca de 2,3 e 3,4 uM
proporcionaram uma média de 2,4 e 3,0 brotos por explantes, respectivamente
(Tabela 1).
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Figura 1. Cultivo in vitro dos embrides zigéticos de P. alata com 10 e 20 dias de
cultivo suplementado com as citocininas BA, TDZ e CIN. A- Semente com
tegumento; B- Semente sem o tegumento; C- Embrido zigético; D- Desenvolvimento
de gemas adventicias; E- Resposta morfogénica do embrido na presenca de 9,0 uM
de TDZ; F-G- Primérdios de gemas adventicias; H- Intumescimento nas bordas dos
cotilédones cultivado com 4,6 uM de CIN; |- Desenvolvimento de estruturas
organogénicas na presenca de 3,4 uM de CIN. A-B-C (Bars= 80 uM); D-E-G-H-I
(Bars= 90 uM); F (Bar= 80 uM).

Os explantes cultivados em meio suplementado com TDZ em concentragdes
mais elevadas, com 9,0 uM proporcionou o maior percentual 84% de explante com
resposta induzindo a uma média 36,4 na producéo de brotos por explantes (Tabela
1). As multibrotagbes foram observadas intensamente entre os cotilédones do
embrido pela via direta (Figura 2B) e nas bordas dos cotilédones (Figura 2C) com o

desenvolvimento a partir da organogénese indireta.
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Tabela 1. Resposta morfogénica de embrides zig6ticos aos 30 dias no cultivo in

vitro em P.alata

Tratamentos (UM) Embrides zigodticos
BA TDZ CIN Explantes (%) Organogénese Brotos/ No. Raiz
comresposta Direta Indireta Explantes
Controle 48 "° 0,0° 00° 00° 2,278
22 - - 76 B 304" 328  3367BC 0,4°
33 - - 60 AP 18,6 8¢ 20B 20,6 AB°P 0,2°
4,4 - - 68 P 19,078¢ 16°% 20,6 "F°P 0,4°
55 - - 84 A 25,6 "¢ 288  28478CP 0,45
6,6 - - 48 "B 1,2 B¢ 04% 16° 0,88
77 - - 52 AB 12,8%8¢ 108  13,87BP 0,88
88 - - 48 "B 15,6 %8¢ 168  17,27BP 0,2°
- 22 - 64 B 9,87°%¢ 108  10,878°P 1,0 %8
- 34 - 68 P 2,2 B¢ 008 22°P 0,0°
- 45 - 72 18 18,8 %8¢ 288 21 67BP 0,6°
- 56 - 60 B 23,478¢ 148 24 878CP 0,2°
- 68 - 68 P 15,0%8¢ 188%  16,87BF°P 0,2°
- 79 - 60 P 6,0 06°% 6,6 "FP 0,0°
- 90 - 84" 32,8% 36°% 3647"° 0,08
- - 2,3 64 B 2,4 B¢ 008 24P 2,48
- - 3,4 448 3,0 B¢ 00% 30°P 1,0 %8
- - 4,6 76 B 17,6 B¢ 20,0 376" 1,8 %8
- - 5,8 68 B 0,0° 008 o00° 2,478
- - 6,9 56 AP 1,6 B¢ 488  6,4BCP 1,448
- - 8,1 72 18 0,0° 00% 00° 38"
- - 9,2 60 AP 0,0° 00% 00°P 2,478
C.V(%) 48,29 59,02 63,03 9571 41,11

* Médias seguidas pela mesma letra na coluna nao diferem estatisticamente entre

si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

No tratamento com 2,2 uM de BA, um percentual de 76% dos explantes

inoculados apresentaram respostas morfogénicas, tendo média de 30,4 de brotos
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via organogénese direta e 3,2 de brotos regenerados da diferenciacédo de calos
desenvolvidos durante a morfogénese, caracterizando a organogénese indireta
(Figura 2E) e (Tabela 1).

Ja na presenca de 55 uM de BA, 84% dos explantes inoculados foram
responsivos, com média de 25,6 brotos formados via organogénese direta e média
2,8 de brotos pela indireta. No entanto, na concentracéo de 6,6 UM de BA o numero
de brotos regenerados por explante reduziu para 1,6 brotos/explante, onde a
regeneracdo com média de 1,2 brotos foi observada via organogénese direta e 0,4
via organogénese indireta, diferindo estatisticamente dos demais tratamentos com
BA (Tabela 1).

A brotacdo induzida em baixas concentracfes de BA ocorreu provavelmente
porque a quantidade enddgena de citocinina/auxina € suficiente para estabelecer o
equilibrio necessario com a concentracao exdgena do regulador aplicada ao meio de
cultura, promovendo a diferenciacdo do tecido e a diferenciacdo em brotacdes.
Segundo Skoog e Miller (1957) a alta relacao entre citocinina/auxina é favoravel para
a proliferacao de brotos.

Pacheco et al. (2012) observaram que a regeneracdo da espécie P. alata a
partir de explantes nodais e internodais ocorreu via organogénese indireta
independente da concentracdo de BA aplicada ao meio de cultura. Entretanto, nas
condi¢cbes de cultivo dos explantes de P. alata a frequéncia de brotos regenerados
com uso de BA foi maior em concentracbes mais altas. O comportamento
regenerativo e as alteracdes morfogénicas do tecido dependem muito do gendétipo
utilizado, da espécie escolhida, do tipo de explante, do regulador de crescimento
aplicado, assim como, das concentracfes, entre outros fatores que sao relevantes
para o sucesso do desenvolvimento morfogénico (George, 2008; Hartmann et al.,
2010; Garcia et al., 2011; Otoni et al.,2013).

Garcia et al. (2011) na inducdo de organogénese em explantes foliares e
nodais de P. suberosa observaram a regeneracdo apenas pela via organogénese
indireta independente da concentracdo de BA aplicada ao meio de cultura, enquanto
que explantes intermodais cultivados nas mesmas condicbes apresentaram

brotacdes pelas duas vias de regeneracao.
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Figura 2. Regeneracao in vitro a partir de embrides zigéticos de P. alata aos 30 dias

de cultivo em meio de inducéo. A- Desenvolvimento de brotos na superficie do eixo
embrionario, em meio com 4,6 uM de CIN; B- Organogénese direta com primérdios
de brotos entre as folhas cotiledonares do embrido zig6tico cultivados em meio com
9,0 uM de TDZ; C- Multibrotacdes na borda da folha cotiledonar em meio com 5,6
UM de TDZ; D- Brotos diferenciados da superficie do apice embrionario em meio de
inducdo com 2,2 uM de BA; E- BrotacOes direta do explante na superficie e ao redor
dos cotilédones em meio com 8,8 uM de BA; F- Desenvolvimento de raiz na
presenca de 8,1 uM de CIN. A (Bar= 60 uM); B (Bar= 55 uM); C (Bar= 50 uM); D-F
(Bars= 70 uM); E (Bar= 50 uM).

O maior numero de raiz foi observado em meio com CIN, com média de 3,8
observada na concentracéo de 8,1 uM, entretanto, brotacbes adventicias ndo foram
observadas (Figura 2F). O mesmo foi identificado no tratamento controle, onde
somente ocorreu a producao de raizes (Tabela 1).

Um dos fatores criticos e de importancia na manipulagdo da morfogénese in
vitro é o balangco hormonal entre o meio de cultura e o metabolismo do material
vegetal utilizado como explante, que associado com as condi¢cbes adequadas e
controladas do ambiente para a promoc¢éo da expresséo ou da inativacao de genes
especificos e seletivos, responsaveis pela aquisicdo da competéncia, diferenciacao
e a reprogramacao celular de tecidos ou o6rgdos com diferentes graus de

determinacao celular (Vieitez San- Jose, 1996). Logo, a resposta final € a expressao
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morfogénica que podem seguir duas rotas de regeneragdo, denominada de
organogénese e/ou embriogénese somatica (Xu e Huang et al., 2014).

3.2 Morfogénese in vitro em explantes endospérmicos

Aos 10 dias do cultivo in vitro dos endospermas em meio de indugéo,
observou-se o intumescimento de todo tecido endospérmico apresentando coloracao
amarelada esverdeada (Figura 3A) e apés 20 dias de cultivo ja foi possivel observar
o desenvolvimento de massa celular (Figura 3B), que posteriormente diferenciaram-
se em reduzido numero de brotos aos 30 dias de cultivo in vitro (Figura 3C).

O BA promoveu a producédo de calos em 85,71% dos explantes inoculados,
no entanto, o indice de resposta morfogénica variou de acordo com cada
concentracdo (Tabela 2).

Os calos produzidos na presenca do BA configuram um aspecto translacido,
com células aparentemente sem potencial organogénico (Figura 3D) ou estrutura
compacta de coloracdo esverdeada (Figura 3E-F). Entretanto, na presenca do BA, a
producao e diferenciacdo dessas estruturas em brotos foram observadas apenas na
concentracdo de 6,6 uM com média 5,6 (Figura 3G) e conforme a descricdo na
Tabela 2.

O thidiazuron (TDZ) induziu as melhores respostas para regeneragao do
endosperma de P. alata. Em concentracdes mais elevadas de TDZ, o endosperma
apresenta desenvolvimento de calos com a coloracdo amarelada e em algumas
regides dos calos com a coloracdo amarelada e verde (Figura 3H), apresentaram
competéncia e determinacdo seguida da diferenciagdo em pequenas brotagbes
(Figura 3l), com média de 2,6 na concentracdo de 9,0 uM de TDZ (Tabela 2).

O maior indice morfogénico do endosperma foi a formacao de calos com 72%
e 64% obtidos na presenca de 7,9 e 9,0 uM de TDZ, respectivamente. Ja para
producdo de brotos, a maior média 8,4 no tratamento com 5,6 UM de TDZ (Tabela
2).

A ocorréncia de brotos foi observada também em meio suplementado com 3,4
MM de TDZ com meédia 2,0 de brotos e um percentual de 40% dos explantes com
desenvolvimento de calos. Nos demais tratamentos ndo houve regeneracédo, apenas
a formacdo de calos (Tabela 2). O tecido endospérmico ndo respondeu quando

cultivado na presenca de cinetina.
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Figura 3. Resposta morfogénese in vitro durante a organogénese em explantes
endospérmicos da espécie P. alata. A-Intumescimento do tecido endospérmico; B-
Desenvolvimento de massa celular; C- Primérdios de brotos na presenca de 5,6 uM
de TDZ; D-E- Producdo de calos aparentemente sem potencial organogénico na
presenca de 3,3 pM de BA; F-G- Primérdios de brotacdes observados na presenca
de 6,6 UM de BA; H- Calos com auséncia de potencial organogénico; I- Calo com
brotacdo formado na presenca de 5,6 uM de TDZ; J- Calo com brotacdes nas
extremidades do exlIplante; K- Brotacdes indiretas produzidas na presenca de 9,0 uM
de TDZ; L- Brotos indiretos em 5,6 uM de TDZ; M- Primordios de brotacdes no
tratamento com 9,0 uM de TDZ. A-B (Bars= 40 uM); E-H-C (Bars= 30 pM); F-G
(Bars= 50 uM); I-L-M (Bars= 40 uM) J-K(Bars= 70 uM).

O regulador de crescimento TDZ, em baixas concentragdbes, isolado ou
combinado com auxinas e citocininas tem sido empregado com sucesso para
producéo de brotos a partir de endosperma imaturo da espécie Morus alba (Thomas
et al.,, 2000); Carthamus tinctorius (Walia et al., 2007); a partir do endosperma
maduro, como relatado por Goralski et al. (2005) e Popielarska-Konieczna et al.
(2011) para espécie de Kiwi Actinidia deliciosa.

Protocolos de regeneracdo via organogénese utilizando endosperma como
base para o desenvolvimento morfogénico foi estabelecido para varias espécies,
como Lonicera caerulea var. emphyllocalyx (Miyashita et al., 2009); Euonymus
alatus (Thammina et al., 2011); Sapium sebiferum (Tian et al., 2012); Phlox
drummondii (Tiku et al., 2014); Gomortega keule (Mufioz-Concha, 2016).

Estudos que abordam o sistema de regeneracdo em Passiflora utilizando
endosperma como fonte de explante é escasso. Mohamed et al. (1996) relataram a
obtencdo de plantas a partir do endosperma da espécie Passiflora foetida e
destacam que a regeneracao in vitro foi obtida na presenca de BA em baixas
concentracbes. O gendtipo e o tipo de reguladores de crescimento no meio de
cultura sdo fatores determinantes para o desenvolvimento morfogénico in vitro (Otoni
et al. 2013). Deste modo, estudos relatam que a frequéncia na producéo de brotos a
partir do endosperma é influenciada pela fisiologia do explante (maduro ou imaturo),
pelo regulador de crescimento, assim como, pelo gendétipo da espécie (Popielarska-
Konieczna et al., 2013; Wang et al., 2016).

41



Tabela 2. Avaliacdo das respostas morfogénicas em tecido endospérmico de P.
alata cultivados na presenca de diferentes concentragdes de BA, TDZ e CIN.

Tratamentos (UM) Endosperma
Explantes Brotos/
A TDz CIN com resposta (%) Calos (%) Explantes
Controle 0,0° 0,0° 0,0°
2,2 - - 40,0 BCPE 6,0 © 0,0°
3,3 - - 92,04 40,0 %° 0,0°
4.4 - - 72,0 "BC 8,0° 0,0°
5,5 - - 36,0 P°PE 8,0° 0,0°8
6,6 - - 72,0 B¢ 24,0 "8 5,6 A8
7.7 - - 68,0 B¢ 32,078 0,0°
8,8 - - 40,0 BCPE 0,0° 0,08
- 2,2 - 40,0 BCPE 24,0 A8 0,08
- 3,4 - 56,0 ABCPE 40,0 "8 2,08
- 45 - 28,0 CPE 24,0 A8 0,0°
- 56 - 56,0 ABCPE 36,0 A8 8,4 "
- 6,8 - 36,0 BCPE 16,0 B¢ 0,0°
- 7.9 - 84,08 72,04 0,08
- 9,0 - 72,0 #B¢ 64,0 "8 2,6 "8
- - 2,3 28,0 PE 0,0¢ 0,0°
- - 3,4 28,0 CPE 0,0° 0,0°
- - 4,6 24,0 CPE 0,0° 0,0°
- - 5,8 16,0 F 0,0° 0,0®
- - 6,9 20,0 PF 0,0c 0,0°
- - 8,1 20,0 PF 0,0° 0,0°
- - 9,2 16,0 F 0,0° 0,0®
C.V(%) 46,22 98,96 61,66

*Médias seguidas pela mesma letra na coluna nédo diferem estatisticamente entre si

pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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3.3. Caracterizacdo anatébmica

Nos embrides zigoéticos de P. alata primeiramente ocorreu o intumescimento,
com a presenca de células meristematicas alongadas, aparentemente com alto grau
de vacuolizacédo e citoplasma menos denso (Figura 4A). O desenvolvimento e a
diferenciacdo das estruturas organogénicas foram evidenciados apos 20 dias de
cultivo com atividade mitética a partir de células do meristema fundamental, com
nacleos evidentes, conteudo citoplasmatico mais denso e parede celular fina (Figura
4B), seguida da formacdo de meristembides e protuberancias presentes
principalmente na superficie e nas bordas dos cotilédones e ao longo do eixo
embrionéario, originadas a partir de divisbes celulares na regido subepidérmicas
(Figura 4C). Apo6s 30 dias de cultivo é possivel observar que os meristemoides
formados anteriormente diferenciaram-se em brotos com a presenca dos primordios

foliares (Figura 4D).

: » |
Figura 4. Cortes anatdmicos no desenvolvimento de brotacbes adventicias a partir

de embrides zigdticos de P. alata. A- Tecido parenquimatico com células
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meristematicas vacuolizadas e citoplasma menos denso; B- Desenvolvimento de
protuberdncia na borda do explante; C- Estrruturas organogénicas; D-
Desenvolvimento de um primordio de broto. A-B (Bars= 40 uM); C-D (Bars= 80 uM).

A proliferacdo das células, com a diferenciacdo dos tecidos em estruturas
organogénicas séo eventos relatados no processo morfogénico direto e indireto de
varias espécies de Passiflora (Fernando et al., 2007; Silva et al.,, 2011; Rosa e
Dornelas, 2012; Rocha et al., 2012) e através da caracterizacdo anatbmica pode-se
evidenciar a diferenciacéo dos brotos e o inicio do desenvolvimento do procambio.

As gemas adventicias desenvolvidas a partir da diferenciacdo do endosperma
cultivado in vitro sdo compostas de células isodiamétricas do parénquima, com
espaco intracelular e citoplasma (Figura 5A). Enquanto que na Figura 5B, observa-
se o desenvolvimento dos meristemdéides que posteriomente se desenvolvem em

estruturas organogénicas (Figura 5C). Ja Na Figura 5D evidencia-se a formacéo de

multibrotacdes na regido periférica do explante endospérmico.

Figura 5. Caracterizacdo anatdmica do desenvolvimento de brotacGes adventicias

durante a morfogénese in vitro de explantes endospérmicos de P. alata. A- Células
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isodiamétricas; B-Meristemdide; C-D Estruturas organogénicas. A (Bar= 50 uM); B
(Bar= 40 uM); C-D (Bars =60 uM).
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4. CONCLUSAO

A regeneracdo via organogénese direta e indireta de P. alata a partir de
embribes zigoticos foi estabelecida, uma vez que, é possivel observar o
desenvolvimento de brotos em diferentes concentracdes dos reguladores de
crescimento BA, TDZ e CIN.

Deste modo, os resultados alcancados constituem informacgdes importantes
para a compreensdo da via organogénica em Passilfora alata, na caracterizacdo de
eventos que visam entender o comportamento de diferenciacdo das células dos
tecidos in vitro associados a pluripoténcia celular envolvidas durante o processo de

regeneracao in vitro da espécie.
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CAPITULO Il

Regeneracgéo in vitro via organogénese de Passiflora miniata Master

(Passifloraceae)

RESUMO

O trabalho teve como objetivo induzir a regeneragdo in vitro de P. miniata via
organogénese utilizando-se de embrides zigbéticos maduros e segmentos
radiculares. Os embrides zigoticos foram isolados e cultivados no meio MS com a
adicéo dos reguladores de crescimento 6-Benziladenina (BA), Thidiazuron (TDZ) e
Cinetina (CIN). A regeneracdo nos embrides zigoéticos ocorreu de forma direta e/ou
indireta. Um percentual de 80% dos explantes cultivados na presenca de BA
apresentaram organogénese pela via direta e 20% pela indireta, com TDZ 60%
foram regenerados pela direta e 40% pela indireta. J& nos tratamentos com CIN 58%
do explantes apresentaram regeneracdo por organogénese direta e 42% pela
indireta. O desenvolvimento dos primordios das brotagdes iniciou-se com a formacao
das estruturas organogénicas que posteriormente se diferenciaram em
multibrotagbes. As maiores médias no numero de brotos produzidos foram na
concentragdo de 3,3 pM de BA com 40,2 de brotos por explantes diferindo
estatisticamente da producdo em meio com 7,7 uM de BA, com média de 10,6
brotos por explantes. No meio de alongamento observou-se que a maior média no
comprimento dos brotos foi de 11,0 cm e 68% dos brotos desenvolveram raiz, com
média de 11,4 por explante. Ja os explantes radiculares apresentaram o maior
indice de regenerados com TDZ, com percentual de 52% de brotacdes pela via
direta e 48% pela indireta, onde a maior média obtida foi de 37,8 na concentracao de
6,8 UM. Em meio com BA 8% dos brotos foram regenerados pela via direta e 92%
pela indireta, com a maior média de 14,0 observada na concentragéo de 4,4 pM. O
percentual de regeneracéo utilizando a CIN foi de 5% pela via direta e 95% pela
indireta, apresentando a maior média de brotacdes com 2,0 por explantes na
concentracéo de 3,4 uM. No alongamento e enraizamento das brotacbes observou-
se que 75% dos brotos que foram regenerados na presenca de TDZ apresentaram
raiz, com a maior média de 1,4 por explante e média de 5,4 cm de comprimento.

Deste modo, a regeneracéo da espécie silvestre P. miniata via organogénese direta
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e indireta, demonstra maior efetividade na producdo de brotacdes com uso do
regulador BA, em relacdo as citocininas TDZ e CIN.

Palavras chaves: Maracuja silvestre, Embrido zigéticos, Organogénese, Brotacdes
adventicias.

57



In vitro regeneration via organogenesis of Passiflora miniata Master -
(Passifloraceae)

ABSTRACT

The objective of this work was to induce the in vitro regeneration of P. miniata via
organogenesis using mature zygotic embryos and root segments. The zygotic
embryos were isolated and cultured on MS medium with the addition of 6-
Benzyladenine (BA), Thidiazuron (TDZ) and Kinetin (KIN) growth regulators.
Regeneration in zygotic embryos occurred directly and/or indirectly. A percentage of
80% of the explants cultivated in the presence of BA presented organogenesis by the
direct route and 20% by the indirect with TDZ 60% regenerated by the direct route
and 40% by the indirect. Already in the treatments with KIN 58% of explants
presented regeneration by direct organogenesis and 42% by indirect. The
development of early shootsbegan with the formation of organogenic structures that
later differentiated into multi-shoots. The highest average number of shoots produced
was 3.3 uM BA with 40.2 shoots per explant, differing statistically from the production
in medium with 7.7 uM BA, with an average of 10.6 shoots per explant. In the
medium of elongation, it was observed that the highest average length of shoots was
11.0 cm and 68% of shoots developed root, with average of 11.4 per explant. The
root explants presented the highest regenerated presence of with TDZ, with 52% of
shoots by direct route and 48% by indirect, where the highest average obtained was
37.8 in the concentration of 6.8 uM. In the presence of BA, 8% of shoots for
regenerated presented direct and shoots 92% for indirect, with the highest average of
14.0 observed in the concentration of 4.4 yM. The percentage of regeneration using
the CIN was 5% by the direct route and 95% by the indirect one, presenting the
highest average of shoots with 2.0 by explants in the concentration of 3.4 uM. In the
shoot sand rooting, it was observed that 75% of the shoots that were regenerated in
the presence of TDZ showed root, with the highest average of 1.4 per explant and
average of 5.4 cm in length. Thus, the regeneration of the wild species P. miniata via
direct and indirect organogenesis, demonstrates greater effectiveness in the
production of shoots with the use of the BA regulator, in relation to the cytokinins
TDZ and KIN.

Keywords: Wild passion fruit, Zygotic embryos, Organogenesis, Adventitious shoots.
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1. INTRODUCAO

O Brasil tem sido considerado um dos mais importantes centros de
diversidade de Passiflora (Amorim et al., 2014), com aproximadamente 25% o0 que
corresponde um total de 140 espécies e do qual 60%, ou seja, 84 espécies sao
consideradas endémicas (Bernacci et al., 2014).

Atualmente espécies de Passiflora ganharam atencdo como plantas
ornamentais, principalmente devido a beleza e exuberancia de suas flores, com
grande variacao de coloracéo forte e brilhante e algumas outras de coloracdo ténue
e suave (Montero et al., 2013). As flores também sdo consideradas exoticas e
complexas, principalmente pela presenca da corona, que caracteriza esta familia
(Abreu et al., 2009). O potencial ornamental dos maracujazeiros € praticamente
inexplorado no Brasil, apesar de ser considerado centro de origem e de diversidade.
Nos paises do hemisfério norte ja foi produzido e registrado mais de 400 hibridos
para fins ornamentais (Peixoto, 2005).

Passiflora miniata Mast. € uma espécie silvestre nativa da Amazbnia
Meridional brasileira, podendo ser encontrada também, na Bolivia, Coldmbia, Peru,
assim como Venezuela e Guianas (Lim, 2012). Tem sido extensivamente cultivada
de forma errdbnea como Passiflora coccinea, devido as caracteristicas similares das
flores de coloracdo vermelha intensa (Vanderplank, 2006). Estudos que envolvem a
regeneracao in vitro de P. miniata somente foi relatado por (Ferreira et al., 2015) no
estabelecimento de protocolo de embriogénese somatica e a regeneragao pela via
organogénica ainda nao foi descrita.

As técnicas aplicadas para a regeneracdo em passiflordceas por meio da cultura
de tecidos aumentaram em todo o mundo, utilizando-se de diferentes tipos de
explantes, como discos foliares em P. edulis (Amugune et al., 1993), segmentos
intermodais em P. edulis (Biasi et al.,, 2000), segmentos radiculares em Passiflora
cincinnata e P. edulis (Silva et al., 2011), segmentos foliares de Passiflora alata
(Pacheco et al., 2012), em P. suberosa de forma indireta por meio de segmentos
nodais, intermodais e seguimentos foliares (Garcia et al., 2011), hipocotiledonares
em P. setacea (Vieira et al., 2014), segmentos nodais em P. foetida (Anand et al.,
2012; Shekhawat et al., 2015), embrido zigotico (Rocha et al., 2015), segmentos
hipocotiledonares, radiculares provenientes de P. edulis (Rocha et al., 2016).

59



A regeneracdo via organogénese refere-se a formacdo de brotos e raizes a
partir dos explantes cultivados em condigbes in vitro sendo influenciado
principalmente pelo tipo de explante e a combinacdo dos reguladores de
crescimento (Skoog e Miller, 1957; Duclercq et al., 2011; Xu e Huang, 2014). As vias
de regeneracdo sao dependentes da sinalizacdo dos reguladores de crescimento
que o leva a redefinicAo do padrédo de expressdo de genes, da proliferagdo e
diferenciacéo celular até o desenvolvimento de um érgédo (De Klerk et al., 1997).

Atualmente o uso de raizes como fonte de explante na regeneracao in vitro de
Passiflora spp. pela via organogénica tem sido crescente (Silva et al., 2011; Rosa et
al., 2016). Segmentos radiculares séo considerados de facil manuseio e manutencgao
na cultura in vitro, pelo potencial organogénico comparado a outros explantes nao
meristematico e assim ser uma alternativa de uso para estudos de transformacéo
genética mediada por Agrobacterium rhizogenes (Smetanska, 2008).

Ja& os embrides zigoticos sdo utilizados como explantes porque séo fontes de
células juvenis, em constante divisdo mit6tica, com potencial embriogénico que
facilita o processo de inducdo e consequentemente o da regeneracdo (Elhiti e
Stasolla, 2011).

Devido ao potencial da espécie de maracujazeiro amazénico e a escassez de
estudos de regeneracao, o trabalho teve como objetivo induzir a regeneracéo in vitro
de P. miniata via organogénese utilizando-se de embrides zigéticos maduros e

segmentos radiculares.

60



2. MATERIAL E METODOS

2.1 Material vegetal

Frutos maduros de P. miniata foram coletados de plantas adultas em parques
urbanos no municipio de Alta Floresta- MT. No Laboratorio de Cultura de Tecidos
Vegetais, situado na Universidade do Estado de Mato Grosso-UNEMAT, na cidade
de Tangard da Serra- MT, os frutos foram lavados em 4gua corrente para extracao
manual das sementes.

As sementes foram lavadas e pressionadas em peneira até a total eliminacéo
do arilo e da mucilagem e, em seguida colocadas sobre papel, a sombra em
temperatura ambiente por um periodo de sete dias para secagem. Os tegumentos
das sementes foram removidos (Figura 1A) com o auxilio de uma mini morsa.

As sementes foram desinfestadas em &lcool a 70% (v/v') por 2 minutos,
lavadas com agua corrente, deionizada e autoclavada, logo depois, imersa em
solucéo de hipoclorito de sédio comercial a 2,5% (v v'), acrescido de 3 gotas de
Tween 20 por 100 mL de solucdo durante 15 minutos e submetidas a 4 lavagens
com agua deionizada e autoclavada.

As sementes foram inoculadas em frascos de cultivo contendo meio com o0s
sais basicos de MS (Murashige e Skoog, 1962) com 0,3% (p v'*) de sacarose, 0,01%
(p v'') de mio-inositol, e gelificado com &gar a 0,8% (p v''). O pH do meio foi ajustado
para 5,7 = 0,1 e vertido em frascos contendo 60 mL de solucdo e autoclavados por
20 minutos a 121°C e 1,1 atm de presséo. Os frascos foram selados com filme de
policloreto de vinila - PVC esticavel de 9-10 um de poro.

O material foi mantido no escuro por 30 dias e apds esse periodo foram
transferidos para sala de cultivo sob irradiancia com fotoperiodo de 16 horas de luz e
8 horas de escuro com 36 pmolm?s™ e duas lampadas fluorescente (Luz do Dia

Especial, 20W, Osram, Brazil), com temperatura de 26 + 2 °C por 15 dias.

2.2 Obtencao dos explantes zigoticos

Em camera de fluxo laminar, sob condicdes assépticas e materiais
esterilizados, as sementes sem o tegumento foram desinfestadas em alcool a 70%
(viv') por 3 minutos, lavadas com &gua corrente, deionizada e autoclavada, logo

depois, imersa em solucéo de hipoclorito de sédio comercial a 2,5% (v v''), acrescido
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de 3 gotas de Tween 20 por 100 mL de solugéo durante 20 minutos e submetidas a
4 lavagens com agua deionizada e autoclavada. Em seguida, com auxilio de um
bisturi, os embrides zigéticos de P. miniata (Figura 1B) foram isolados e inoculados

em meio de inducado para regeneracao via organogénese.

2.3 Obtencéao dos explantes radiculares

Plantulas com 30 dias de cultivo e £ 10 cm de altura com raizes de = 8 cm
obtidas a partir da germinacdo in vitro, como descrito no item 2.1 foram
selecionadas, excisadas e subdivididas em segmentos radiculares de £ 1cm e

inoculados em meio de inducdo da organogénese.

2.4 Inducédo a organogénese

Os embrides zigodticos e segmentos radiculares foram inoculados em meio MS
contendo 0,3% (p v'') de sacarose, 0,01% (p v'') de mio-inositol, e gelificado com
agar a 0,8% (p v'). Os reguladores de crescimento utilizados para a inducdo da
organogénese foram a 6-Benziladenina (BA) 2,2, 3,3, 4,4, 5,5, 6,6, 7,7; 8,8 UM, o
Thidiazuron (TDZ) 2,2, 3,4, 4,5, 5,6, 6,8, 7,9; 9,0 uM e a Cinetina (CIN) 2,3; 3,4, 4,6;
5,8;6,9; 8,1; 9,2 uM.

O pH do meio de inducéo foi ajustado a 5,7 = 0,1, em seguida, autoclavados
por 20 minutos, 121 °C e 1,1 atm de pressao. O meio foi vertido em placas de Petri
de poliestireno cristal de 90 x 15 mm estéreis em aliquotas de 25 a 30 mL, sendo

essas seladas com filme de policloreto de vinila - PVC esticavel de 9-10 um de poro.

2.5 Alongamento e Enraizamento

Brotactes de + 2 cm de comprimento de origem a partir de embrides zigoticos
e segmentos radiculares foram isolados e subcultivados em tubos de ensaio
contendo cerca de 15 mL em meio MS e cultivados nas mesmas condi¢cdes
anteriormente descritas. As culturas foram mantidas durante 30 dias de cultivo in

vitro.

2.6 Caracterizacdo Anatdmica
Amostras dos explantes de embrifes zigoticos e de raiz foram coletadas aos

30 dias de cultivo para caracterizacdo das estruturas formadas durante o processo
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de regeneragdo. As amostras coletadas foram fixadas em solucdo de FAA 50%
(formaldeido, &cido acético glacial e alcool etilico) por 24 horas. ApGs a fixacdo, as
amostras foram desidratadas gradualmente em alcool etilico nas concentracdes de
70%, 85% e 95% por 24 horas.

As amostras foram inclusa em resina acrilica (Historesin, Leica Instruments,
Alemanha RM 2155, Leica Microsystems Inc., USA) por 48 horas. Cortes
transversais e longitudinais com 5 um de espessura foram obtidos a partir do
micrétomo rotativo de avan¢o automatico (RM 2155, Leica Microsystems Inc., USA)
e equipado com navalha de aco descartavel. Os cortes foram corados com Azul de
Toluidina (O"Brien e McCully, 1981). A captura das imagens foi realizada em
microscopio 6ptico equipado com o software de analise de imagens NIS-Elements

Analysis D 4.30.01 com camera digital acoplada (Nikon, Toquio, Japao).

2.7 Anélise estatistica

O experimento foi disposto em delineamento inteiramente casualizado, com
sete tratamentos para cada regulador de crescimento BA (2,2; 3,3; 4,4; 5,5; 6,6; 7,7
e 8,8 uM), TDZ (2,2, 3,4, 4,5, 5,6, 6,8, 7,9 € 9,0 uM) e CIN (2,3; 3,4; 4,6; 5,8; 6,9; 8,1
e 9,2 uM) e o controle, com cinco repeti¢cdes, representada por uma placa de Petri e
cinco explantes cada. As caracteristicas analisadas foram o percentual de
organogénese direta e indireta para cada regulador de crescimento, o percentual de
explantes com resposta morfogénica, a média de producdo de brotacdes
adventicias, a média do comprimento dos brotos e o nimero de raiz.

Os dados foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA), e a diferencga
entre as médias dos tratamentos foram comparadas pelo teste Tukey a 5% de
probabilidade pelo software Sisvar®, versdo 5.6 (Ferreira, 2014). Dados
Transformados: Raiz quadrada de Y+0.5 - SQRT (Y+0.5).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Regeneracdao a partir de embrides zigoticos

Apoés 20 dias de estabelecimento do cultivo in vitro a partir dos embrides
zigoticos de P. miniata pode-se observar o desenvolvimento de primordios de brotos
via organogénese indireta e direta (Figura 1C-D). As estruturas organogénicas na
presenca de 2,2 uM de TDZ proliferaram-se por todo o explante e gemas adventicias
de forma assincronica diferenciaram como observado nas Figuras 1E-F.

Aos 30 dias os embrides cultivados na presenca de BA responderam com um
percentual de 80% pela regeneracdo via organogénese direta (Figura 2) com a
formacdo de brotacdes direto do tecido do explante (Figura 1G-H).

Durante a organogénese o uso da 6-Benziladenina (BA) em baixas
concentracbes promoveu a regeneracdo com maior nimero de brotos apresentando
média 40,2 de brotos/explantes com percentual de 88% de explantes com resposta
morfogénica (Tabela 1).

Os embrides zigoticos cultivados no meio com TDZ apresentaram brotacdes
pela via direta em 60% dos explantes inoculado e 40% por via indireta. J& nos
tratamentos com cinetina 58% dos explantes foram regenerados pela via direta e
42% pela indireta (Figura 2).

No cultivo dos embrides foi possivel observar que nimero de explante com
resposta, ndo houve diferenca significativa dentre as concentracdes de cada
regulador de crescimento. Entretanto, ao comparar cada tratamento entre 0s
reguladores observou-se a ocorréncia de diferenca entre as respostas morfogénicas
correspondentes as concentracées de 3,3; 4,4; e 6,6 uM de BA, com percentual 88%
de explantes (Tabela 1).

A organogénese é o sistema de regeneracéo que resulta na formacéo de uma
estrutura unipolar, denominada de eixos caulinares, desenvolvidos a partir de gemas
pré-existentes ou neoformadas que podem originar a partir do tecido do explante
com conexao vascular, caracterizando a organogénese direta ou por meio da
formacao de células desdiferenciadas, denominada de calos, caracterizando a rota
da organogénese indireta (Skoog e Miller, 1957; Duclercq et al., 2011; Xu e Huang,
2014). A acdo dos reguladores de crescimento é determinada pela sinalizacao

especifica em seus sitios reguladores que promovem a ativacdo e/ou inativacdo de
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uma cascata de genes responsaveis pela aquisicdo da competéncia e determinagéo

celular para diferenciacdo, seguida do desenvolvimento do érgédo. (Che et al., 2006;
Hamant et a., 2010; Duclercq et al., 2011).
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Figura 1. Aspectos da organogénese in vitro utilizando embri6es zigéticos como
fonte de explantes de P. miniata aos 30 dias de cultivo. A- Semente na auséncia de
tegumento; B- Embrido zigdtico, C- Organogénese indireta (setas); D-
Organogénese direta (setas); E- Primordios de brotos (setas) na presenca de 2,2 uM
de TDZ; F- Brotacdes diferenciadas com primordios foliares (setas) meio 2,2 uM de
TDZ; G-H- Organogénese direta 3,3uM e 4,4uM BA (setas) e brotos com folhas
expandidas; I-Primordios de brotos desenvolvidos (setas) em meio com a presenca
2,3 UM de CIN; J- Organogénese direta produzida no tratamento controle (setas); K -
Broto isolado com + 3 cm em meio de alongamento; L- Broto alongado regenerado
com 2,2 uM de BA; M- Broto isolado do meio de indu¢cdo com 3,3 uM de BA; N-
Plantula aclimatizada. A-B-D-E-H (Bars = 35 um); C (Bar = 35 um); F (Bar= 25 um);
G-J (Bars = 80um); | (Bar= 60 um); K-L-M-N (10mm).

B Organogénese Direta B Organogénese Indireta
90 -

70 -
60 -
50 -
40 -
30 -
20 A
10 |

(%) Organogénese direta e indireta

TDZ CIN
Reguladores de Crescimento

Figura 2. Organogénese direta e indireta a partir de embrides zigéticos apos 30 dias
de cultivo in vitro na presenca das citocininas BA, TDZ e CIN.

O regulador de crescimento comumente utilizado na regeneragédo pela via
organogénica em Passiflora € a 6-Benziladenina (BA), qgue promove a manutencao e
a diferenciacdo da parte aérea e de meristemas apicais e radiculares (Silva et al.,
2011; Rocha et al., 2012; Rosa e Dornelas, 2012; Otoni et al., 2013). No entanto, o

TDZ tem apresentado Otimos resultados em estudos que visam a regeneracdo in
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vitro de Passiflora, principalmente em baixas concentracfes (Pinto et al., 2010;
Garcia et al., 2011).

Os embrides zigodticos cultivados no meio com TDZ apresentaram o
desenvolvimento de primérdios das brotacbes em toda a regido dos cotilédones
(Figura 1F). O maior numero de brotos produzidos foi de 7,2 na presenca de 2,2 uM
TDZ, seguido de 2,6 brotos na concentragdo de 4,5 pM. O aumento nas
concentracbes aparentemente reduziu a producdo e o desenvolvimento das
brotacdes, formando estruturas organogénicas que néo se diferenciaram.

Embrides zigoticos de P. miniata respondem morfogenicamente em meio
suplementado com cinetina, induzindo a producdo de brotos (Figura 1I) com maior
média de 3,6 no tratamento com 2,3 uM, seguida de 2,4 na concentracdo de 5,8 uM
de CIN. Entretanto, estas ndo alongam o que dificulta o seu isolamento, assim
observa-se a necessidade de utilizagdo de reguladores de crescimento que
estimulem o desenvolvimento das brotagdes.

O potencial morfogénico dos embrifes zigoéticos € evidenciado no tratamento
controle que na auséncia dos reguladores de crescimento responderam com 0
desenvolvimento de brotacdes apresentando média de 3,0 de brotos por explante
(Figura 1J).

No processo de regeneracdo pela via organogénica do género Passiflora,
comumente séo utilizados como fonte de explantes, folha, hipocétilo e segmento
nodal (Rocha et al., 2012; Vieira et al., 2014; Vinod e Jayabalan, 2015; Carvalho et
al., 2015). Sendo o uso de embrides zig6ticos mais empregado na regeneracao pela
via embriogénica (Silva et al., 2009; Paim Pinto et al., 2010; Paim Pinto et al., 2011;
Rocha et al., 2012; Rocha et al., 2014; Silva et al., 2015; Ferreira et al., 2015, Rosa
et al., 2015).

Rocha et al. (2015) utilizando-se de embrides zigoticos para a regeneracao
pelas vias organogénica e embriogénica relatam que este tipo de explante pode
responder no desenvolvimento de brotacées e/ou embrides somaticos. Além disso,
as respostas sao dependentes das concentragdes dos reguladores de crescimento
disponiveis no meio de cultivo. Ja Elhiti e Stasolla (2011) relatam que os embrides
de modo geral, sdo fontes de células juvenis, em constante divisdo mitdtica, o que

facilita o processo de regeneracao.
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Tabela 1. Média de explantes com e sem resposta morfogénica e o numero de
brotos aos 30 dias a partir de embrides zigbticos como fonte de explante em P.

miniata.

Tratamentos (uM) Embrides zigodticos

BA TDZ CIN Explantes c/ resposta morfogénica (%) Média no. de brotos

Controle 60 PF 30°¢
2,2 - - 68 BCPE 17,2 ABC
3,3 - - 8g AP 40,2 *
4,4 - - 88 "8 26,4 "BC
5,5 - - 64 °PF 18,2 ABC
6,6 - - 8g AP 27,2 B¢
7.7 - - 84 ABC 10,6 B¢
8,8 - - 76 A8CP 31,0"°

- 22 - 72 BCPE 7,2 B¢
- 34 - 88 "B 1,4 ¢
_ 45 - 96 A 2,6°¢
- 56 - 8g P 2,6°
- 68 - 80 ABCP 0,8°¢
- 79 - 64 ©PF 0,0
- 90 - 84 ABC 0,0°
) ) 2.3 68 BCDE 3.6 BC
- . 34 60 °F 1,6 ¢
i _ 46 60 OF 12°
- - 58 80 ABCP 2,4°
- - 69 52 F 0,6°
- - 81 72 BCDE 1,6 ©
- - 92 52 E 0,8°
C.V(%): 25,68 46,69

* Médias seguidas pela mesma letra na coluna néo diferem estatisticamente entre
si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

A diferenciacéo dos brotos, assim como, a expansdo e o comprimento das

raizes formadas durante o processo morfogénico dependem do equilibrio hormonal
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enddgeno dos explantes e exdgeno presentes no meio de cultura (Muller e Leyser,
2011; Wang et al.,, 2015; Hisano et al., 2016). Sendo o comprimento e 0
enraizamento dos regenerantes, duas etapas importantes e altamente complexas,
que podem dificultar ou até mesmo impedir o estabelecimento eficiente de um
protocolo de micropropagacao (Saini et al., 2013).

Apés 30 dias de cultivo no meio para o alongamento observou-se que 68%
dos brotos desenvolveram raiz conforme os dados na Tabela 2 e a Figura 1L-M-N.
Com a maior média do numero de raiz produzida por explante de 11,4. E maior
comprimento de brotacdo de 11,0 cm (Tabela 2). A melhor resposta foi obtida de
brotacdes produzidas em meio com 3,3 uM de BA. Mulle e Leyser (2011) e Hisano et
al. (2016), relatam que as raizes sdo as principais fontes de citocininas, quanto
maior for o nimero de raizes, maior serd a area de absorcdo, favorecendo o
desenvolvimento da parte aérea e consequentemente o comprimento dos brotos .

Observou-se que brotacOes formadas na presenca das concentragcdes mais
elevadas dos reguladores TDZ e CIN interferem negativamente no desenvolvimento
das brotacdes durante a fase de alongamento (Tabela 2).

Os brotos regenerados em meio de inducdo suplementados com 6,8 uM de
TDZ apresentaram média de 0,2 cm de comprimento e média de 0,0 no ndmero de
raizes. Em concentra¢des mais altas, como 7,9 e 9,0 uM de TDZ nao promoveram o
alongamento dos brotos, apresentando senescéncia. Neste caso, de acordo com
Peres (2002) o efeito residual da citocinina pode ter interferido de modo particular no
metabolismo hormonal e endb6geno da brotacdo. Explantes cultivados na
concentracéo de 8,1 e 9,2 uM de CIN n&o foram regenerados apresentando apenas
a germinacdo do embrido, e na presenca de 6,9 UM ocorreu a morte dos brotos.
Entretanto, em baixas concentracdes, a cinetina induz o alongamento dos
propagulos apresentando comprimento médio de 1,4 cm da plantula e numero medio
de raiz com 0,6 em meio com 2,3 uM de CIN.

As plantulas apds 10 dias de acondicionamento e sobrevivéncia foram

consideradas aclimatizadas (Figura 1N).
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Tabela 2. Respostas morfogénicas obtidas do alongamento de brotagbes
adventicias de P. miniata aos 30 dias de cultivo in vitro.

Meio de indugédo Embrides zigoticos
(UM) Meio de
BA TDZ CIN alongamento  Comprimento/brotos (cm)  No. de Raiz
Controle MS 1,2 ©PF 22°¢
2,2 - - MS 8,28 6,4 "
3,3 - - MS 11,04 11,4 ¢
4.4 ) i MS 5.8 ABCDE 1,0 c
5,5 - - MS 4,2 BCPE 1,2 ¢
6,6 - - MS 7,0 B¢ 1,4
7.7 - - MS 3,8 BCPE 0,8°
8,8 - - MS 6,8 ABCP 1,4 ©
i 22 i MS 2.0 BCDE 0,4 c
- 3.4 - MS 0,6F 0,0 °
- 45 ; MS 1,2 ©PE 0,4°¢
- 5,6 - MS 0,6F 0,4°
] 6.8 - MS 0,2F 0,0°
] 7.9 - MS 0,0F 0,0
- 9,0 - MS 00F 0,0 °
- - 2,3 MS 1,4 CPE 0,6 €
- - 3,4 MS 0,6F 0,4°
] . 46 MS 1,0 °E 04°
] . 58 MS 1,0 °E 04°
- - 6,9 MS 0,0F 0,0°
- - 8,1 MS 0,0F 0,0°
- - 9,2 MS 0,0F 0,0°
C.V(%). : - 29,49 21,79

*Médias seguidas pela mesma letra na coluna nao diferem estatisticamente entre si

pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

3.3 Organogénesea partir de explantes radiculares
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O desenvolvimento de brotacdes adventicias em explantes de raiz de P.
miniata ocorreu primeiramente com o0 intumescimento nas extremidades dos
segmentos radiculares, apos 10 dias de cultivo in vitro e, posteriormente o
rompimento da epiderme (Figura 3A), seguido do desenvolvimento de estruturas
organogénicas distribuidas na superficie do explante (Figura 3B). As estruturas
organogénicas proliferaram aproximadamente aos 15 dias de cultivo e primérdios de
brotacdoes foram visiveis (Figura 3C-D).

A organogénese ocorreu de forma indireta e direta. Sendo que em meio com
BA observou-se percentual de 92% com a formacgédo de brotos intermediada pela
proliferacdo de um aglomerado de células que se desdiferenciaram em um
percentual de 8% pela organogénese direta (Figura 4). Ja na presenca do regulador
de crescimento CIN, a regeneracao foi de 5% pela via direta e 95% pela indireta e
com TDZ 52% da organogénese ocorreu pela via direta e a indireta 48% (Figura 4).

A organogénese é um sistema de regeneracdo baseado na utilizacdo de
explantes obtidos in vitro que formam Orgaos adventicios unipolares com conexao
vascular ao tecido de origem (Skoog e Miller, 1957; Duclercq et al., 2011; Xu e
Huang, 2014). Esse processo ocorre porque as células do tecido do explante,
influenciados pela sinalizacdo hormonal endégena ou exégena em conjunto com a
interferéncia dos fatores externos, com a expressao dos genes envolvidos e o0 tipo
de explante utilizado, sdo determinadas a seguir uma rota especifica e entram em
estado de diferenciacdo, seguida do desenvolvimento do 6rgdo (Duclercq et al.,
2011; Otoni et al., 2013; Xu e Huang, 2014; Rocha et al., 2016).

Protocolos de regeneracéo, a partir do uso da raiz como fonte de explante foi
descrito com sucesso para diversas espécies vegetais (Atta et al., 2009; Arora et al.,
2010; Xing et al., 2010; Yang et al., 2010). Em Passiflora, a organogénese direta
utilizando-se de explantas radiculares ja foi descrito pela via organogénica para as
espécies P. cincinnata (Lombardi et al., 2007), P. cincinnata e a P. edulis (Silva et
al., 2011), P. edulis (Rocha et al., 2012); P. setacea (Vieira et al., 2014) e P.
suberosa (Rosa et al., 2016), quanto também pela via indireta (Lombardi et al., 2007;
Rocha et al., 2012; Vieira et al., 2014; Rosa et al., 2016).
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Figura 3. Organogénese a partir de segmentos radiculares de P. miniata aos 30 dias

de cultivo in vitro. A- Rompimento da epiderme (setas) em meio com 4,4 uM de BA,
B- Estruturas organogénicas (setas) de coloracao verde escuro em meio de inducao
com 4,4 uM de BA; C- Estruturas organogénicas de coloracdo esverdeada e 0 inicio
das brotagbes (setas) em meio com 4,5 uM de TDZ; D- Multibrotacbes via
organogénese indireta em meio de inducdo com 6,8 com pM de TDZ;, E-

Organogénese direta em meio com 6,8 uM de TDZ; F- Broto em meio com BA na
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concentragcédo de 4,4 uM de BA; G- Primordios de brotos em meio de inducdo com
3,4 uM de CIN; H- Brotacdes em todo o explante, cultivado em meio com 6,8 pM de
TDZ; |- Raiz recoberta por calos em meio de inducdo com 9,0 uM de TDZ; J- Broto
alongado e enraizado em meio MS com £ 7 cm de comprimento, induzido por TDZ
na concentracao de 6,8 uM de TDZ; K- Plantula em substrato puro plantmax apés 10
dias de aclimatizacao. A (Bar= 25uM); B-C (Bars= 35 uM); D-H-1 (Bars= 40 pM); E-F
(Bars: 60 uM); G (Bar= 20 uM); J-K (Bars= 10mm).

B Organogénese Direta O Organogénese Indireta

100 - | |
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BA TDZz CIN
Figura 4. Organogénese direta e indireta a partir de segmentos radiculares ap6s 30
dias de cultivo in vitro na presenca das citocininas BA, TDZ e CIN.

Apos 30 dias de cultivo dos segmentos radiculares de P. miniata em meio de
inducao foi observado que a regeneracdo ocorreu na presenca dos reguladores de
crescimento utilizados (Tabela 3). Entretanto, a diferenciacdo e/ou a
desdiferenciacdo dos explantes em brotacdes néo foi obtida nos tratamentos com
2,2;7,9e9,0uM de TDZ, conforme pode ser observado na Tabela 3.

O regulador de crescimento TDZ foi o que promoveu melhor resposta
morfogénica com intensa proliferacdo das estruturas organogénicas (Figuda 3D). O

maior nimero de brotacdes foi produzido na concentracdo de 6,8 UM com média de
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37,8. Diferindo estatisticamente do observado na presenca de 4,5 pM apresentando
um percentual de 20% dos explantes com resposta morfogénica que diferenciaram
em multibrotacbes com média de 14,2.

Ja na presenca do regulador de crescimento BA, a maior média 14,4 de
brotos regenerados por explante foi obtido na concentracdo de 4,4 uM (Figura 3F),
seguida da média de 8,8 com 3,3 uM (Tabela 3).

No tratamento controle, os explantes radiculares senesceram apos 25 dias de
cultivo in vitro. A resposta morfogénica e a diferenciacdo das estruturas
organogénicas na presenca de CIN (Figura 3G) apresentaram reduzido numero de
brotacbes sendo a maior média de 2,0 por explantes na concentracdo de 3,4 uM
(Tabela 3).

O uso de citocininas no processo morfogénico, em destaque a 6-
benziladenina (BA) em baixas concentracbes € frequentemente utilizada no
estabelecimento de protocolos responsivos de regeneracdo via organogénese a
partir de explantes radiculares em espécies do género Passiflora (Silva et al., 2011,
Vieira et al., 2014; Rosa et al., 2016).

A acado deste regulador pode apresentar respostas diferentes para cada
espécie estudada do género, pois seu comportamento responsivo depende da
combinagcdo conjunta e otimizada que envolve a concentracdo adequada, as
condicbes ambientais, a origem do explante, o gendtipo e a necessidade de cada
espécie (Vieira et al., 2014; Rosa et al., 2016).

Brotacdes com folhas expandidas (Figura 3E-H) foram subcultivadas e apos
30 dias foi possivel observar a producao de raizes em 75% das brotacdes que foram
regenerados na presenca de TDZ, com a maior média de 1,4 por explante e média
de 5,4 cm no comprimento dos brotos (Tabela 4). As brotacdes tiveram origem a
partir do meio de indu¢do com 6,8 uM de TDZ (Figura 3H). J& em concentracbes
mais elevadas de TDZ, como em 9,0 UM os explantes apresentaram apenas calos
enormes sem a rediferenciagéo do tecido em brotos (Figura 3lI).

Os brotos regenerados a partir de explantes radiculares de P.miniata em meio
de inducdo na presenca de BA, ap0Os a tranferéncia para o meio MS, ausente do
regulador apresentaram crescimento com média de 2,0 cm de comprimento (Tabela
3).
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Tabela 3. Média de explantes com e sem resposta morfogénica e o niamero de
brotos aos 30 dias a partir de segmentos radiculares como fonte de explante em P.

miniata.

Tratamentos (UM) Segmentos radiculares

BA  TDZ  CIN Explantes c/ resposta morfogénica (%) Média no. de brotos

Controle 0,0°¢ 0,0°¢
22 - - 32,0 #B¢ 0,0°
33 - - 36,0 “B¢ 8,8 B¢
4,4 - - 44,0 78 14,4 °
55 - - 24,0 "B¢ 0,2°
66 - - 16,0 B¢ 0,0°
77 - - 14,0 B¢ 0,0°
88 - - 8,0 B¢ 0,0°
_ 22 - 0,0° 0,0°
- 3,4 - 24.0 ABC 0.4 c
- 45 - 20,0 B¢ 14,2 8
- 56 - 40,0 "B¢ 8,0 B¢
. 68 - 64,0 A 37,8%
- 79 - 12,0 B¢ 0,0°
- 90 - 8,0 B¢ 0,0°
- - 2,3 0,0 ° 0,0°
- - 3,4 8,0 B¢ 2,0°
- - 4,6 20,0 B¢ 0,6°
- - 5,8 4,0 B¢ 0,0°
- - 6,9 0,0° 0,0°
- - 8,1 0,0° 0,0°
- - 9,2 0,0° 0,0°
C.V(%): 21,19 39,76

*Meédias seguidas pela mesma letra na coluna n&o diferem estatisticamente entre

si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Tabela 4. Média do comprimento dos brotos regenerados e o numero de raiz a

partir de segmentos radiculares em P.miniata cultivados aos 30 dias em meio MS.

Meio de inducgédo Explantes radiculares
(UM) Meio de
BA TDZ CIN alongamento  Comprimento brotos (cm)  No. de Raiz
Controle MS 0,0° 0,0°
2,2 - - MS 0,0° 0,0°
3,3 - - MS 1,6 © 0,08
4.4 - - MS 2,0°¢ 0,08
5,5 - - MS 0,0° 0,0°
6,6 - - MS 0,0° 0,0°
7.7 - - MS 0,0° 0,0°
8,8 - - MS 0,0° 0,0°
_ 2.2 ; MS 0,0° 0,0°
- 3.4 - MS 0,0° 0,0°
- 45 - MS 4,0° 04°
- 5,6 - MS 38° 0,4°
- 6,8 - MS 5,44 1,4
- 7.9 - MS 0,0° 0,0°
] 9,0 - MS 0,0 © 0,0°
- - 2,3 MS 0,0° 0,0°
- - 3,4 MS 0,0° 0,0°
] . 46 MS 0,0° 0,0°
- - 5,8 MS 0,0° 0,0°
- - 6,9 MS 0,0° 0,0°
- - 8,1 MS 0,0° 0,0°
- - 9,2 MS 0,0° 0,0°
C.V(%). : - 76,44 21,05

*Médias seguidas pela mesma letra na coluna nao diferem estatisticamente entre si
pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
Vieira et al. (2014) relataram que brotos regenerados a partir de explantes

radiculares de Passiflora setacea, cultivados em meio de inducdo na presenca de
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TDZ e alongado em meio com GAj proporcionaram aumento no comprimento com
média de 5,0% sob irradiancia e 12,5% no escuro.

A producdo de brotos na presenca de cinetina ocorreu apenas entre as
concentracdes de 3,4 e 4,6 uM com média de 2,0 e 0,6 respectivamente. Porém, o
meio de indugcdo com CIN nestas concentracbes ndo alongaram e apos a
transferéncia do meio de indugdo para o de alongamento, os brotos senesceram
(Tabela 4). O explantes radiculares cultivados no tratamento controle ocorreu a
formacéao de calos que ndo se desdiferenciaram em brotacdes (Figura 3G).

Os brotos alongados na presenca de 6,8 puM de TDZ (Figura 3J) que
desenvolveram raiz foram transferidos para copo plastico com substrato plantmax
puro. Ap6s 10 dias de tranferéncia, acondicionamento e sobreviencia, as plantulas

foram consideradas aclimatizadas (Figura 3K).

3.4 Analise Anatdmica

As andlises anatdomicas confirmaram o processo morfogénico pela via
organogénica em explantes do embrido zigético e segmentos radiculares de
Passilfora miniata. Nos embrides zigéticos as gemas desenvolveram-se de forma
indireta a partir da proliferacdo de células da regido do tecido parenquimético que
posteriormente se desdiferenciaram em primérdios de brotagdes (Figura 5A). As
células meristematicas dos primordios apresentaram parede celular pouco espessa
e nucleos proeminentes (Figura 5B).

As gemas desenvolvidas de forma direta iniciaram com divisdes celulares na
regido superficial dos explantes formando estruturas potencialmente organogénicas
(Figura 5C). As células apresentaram as mesmas caracteristicas da organogénese
indireta. O desenvolvimento do primérdio do broto com o desenvolvimento direto
(Figura 5D) e células da epiderme continuam em divisdes periclinal e anticlinal que
posteriormente ocorre a formagéo e a diferenciagédo de multibrotagbes (Figura 5E)
ao longo do tecido do explante.

Os brotos sédo desenvolvidos formando o domo apical, ou seja, a tunica corpo
(Figura 5F). Com o desenvolvimento dos brotos radiculares observa-se a
diferenciagcdo da protoderme, do meristema fundamental e do procambio (Figura
5E).
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Nos segmentos radiculares, a formacdo de gemas adventicias ocorreu de
forma indireta e direta. No desenvolvimento indireto das gemas adventicias iniciou-
se na regido cortical do explante radicular com a proliferacdo de células pouco
diferenciadas (Figura 6A). Essas células apresentaram paredes finas e grandes e
espaco intracelular. Com a aquisicdo da competéncia e da determinacdo as células
proliferaram-se e desenvolveram aglomerados celulares com meristemdides
dispersos na regido cortical (Figura 6B), aproximadamente aos 15 dias de cultivo in
vitro. Esses aglomerados celulares ao longo do desenvolvimento foram se

diferenciando até o desenvolvimento das gemas (Figura 6C).

Figura 5. Cortes histolégicos do processo de regeneracdo in vitro a partir de

explantes zigéticos potencialmente organogénicos de P. miniata. A- Proliferacédo
celular do tecido parenquimatico (Setas); B- Parede celular pouco espessa e nucleos

proeminentes (Setas); C- Atividade mitética na regido epidérmica do explante
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(setas); D- Desenvolvimento direto de primordios de brotos (setas); E- Diferenciacéo
da protoderme, do meristema fundamental e do procambio (setas); F — Domo apical.
A-E (Bars= 80uM); B-D-F (Bars= 100 uM); C (Bars= 110 pM).

A formacdo de meristemdides foram reportadas na regeneracao direta e
indireta em explantes radiculares das espécies P. cincinnata (Lombardi et al. 2007;
Silva et al. 2011) e em P. edulis (Silva et al. 2011; Rocha et al. 2012). Rocha et al.
(2012) ao analisar o processo morfogénico de brotagcdes adventicias em raizes de P.
edulis observaram que os brotos formaram-se mediante a diferenciagdo celular do
periciclo, determinando a formacdo de meristemoides, seguido do desenvolvimento
dos brotos.

A organogénese direta iniciou-se com divisbes celulares principalmente
periclinais nas camadas dos tecidos dos segmentos radiculares superficias na regiao
cortex (Figura 6D). Na Figura 6E é possivel observar a formacdo de gemas
adventicias diretamente do tecido dos explantes radiculares. No desenvolvimento

mais tardio, estuturas tipicas das brotacGes se desenvolveram (Figura 6F).

Figura 6. Cortes anatdbmicos de segmentos radiculares potencialmente

organogénico evidenciando o desenvolvimento morfogénico aos 30 dias de cultivo in
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vitro da espécie P.miniata. A- Proliferacdo de células meristematicas de calo com
potencial organogénico; B- Meristemoides na regido cortical; C- Desenvolvimento de
gemas; D- Divisbes periclinais na regido do cortex; E-F Desenvolvimento de gema
adventicia com conexao vascular ao tecido do explante. A-E-F (Bars= 100 uM); B-C-
D (Bars= 60 uM).

A caracterizacdo anatbmica de células envolvidas durante o0 processo
morfogénico em espécies de Passiflora tem sido fundamental para compreender a
composicdo, a origem e o posicionamento das estruturas formadas em cada etapa
estabelecida até a diferenciacéo e o desenvolvimento dos brotos ou até mesmo para
entender os problemas que dificultam e/ou impedem a regeneracéo e o alongamento
de gemas que morfologicamente apresentam-se responsivas (Pinto et al., 2010;
Silva et al., 2011; Rocha et al., 2012).
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4. CONCLUSAO

A regeneracado in vitro da espécie silvestre P. miniata via organogénese
utilizando-se de embrides zigoéticos e fragmentos radiculares ocorreram de forma
direta e indireta. O regulador de crescimento BA para a regeneracdo a partir de
embrides zigbticos demonstrou maior responsividade na organogénese. Entretanto,
para segmentos radiculares o regulador de crescimento TDZ induziu o
desenvolvimento e proliferacdo de gemas adventicias. Desta forma, o protocolo de
regeneracao via organogénese direta e indireta foi estabelecido para os dois tipos de
explantes utilizados, mostrando ser responsivo ao processo de regeneracéao in vitro

pela via organogénica.
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6. CONCLUSOES GERAIS

Os resultados alcangados constituem informac¢des importantes para a
compreensao do processo morfogénico da regeneracao via organogénese direta e
indireta a partir do uso de diferentes explantes de duas espécies de maracuja, sendo
a Passiflora alata, uma espécie comercial e a Passiflora miniata uma espécie
silvestre da AmazoOnia meridional.

Desta forma, a regeneracdo obtida a partir do uso das citocininas benzil-
adenina (BA), thidiazuron (TDZ) e cinetina (CIN) utilizados no presente estudo,
mostra que as duas espécies apresentam respostas diferentes na producdo e
desenvolvimento dos brotos formados. Sendo que ao utilizar os embrides zigéticos
de P. alata como fonte de explante, o maior nimero de brotos foi observado na
presenca de CIN, com média de 37,6 por explantes. Apesar de CIN estimular a
maior producdo de brotos, o explante também foi reponsivo aos reguladores de
crescimento, TDZ e BA que proporcionaram uma média de 36,4 e 33,6 de brotos
nas concentracoes de 9,0 uM de TDZ e 2,2 uM de BA, respectivamente. J4 no
cultivo in vitro dos explantes endospermaticos da mesma espécie, 0 maior nimero
de brotos é obtido em meio de cultura com TDZ, induzindo uma média de 8,4 na
concentracdo de 5,6 pM. Os brotos formados a partir dos endospermas nao
converteram em plantas.

A regeneracdo in vitro da espécie P. miniata a partir de embrides zigoticos e
segmentos radiculares ocorreu tanto via organogénese direta quanto indireta. O
maior numero de brotos a partir do cultivo de embribes zig6ticos foi obtido na
presenca de baixas concentragbes da citocinina (BA), com média de 40,2
brotos/explantes na concentracédo de 3,3 pM. Nos segmentos radiculares como fonte
de explantes foi possivel obter uma média de 37,8 brotos/explantes na concentragcéo
de 6,8 uM de TDZ.

As variagdes nos resultados com relagéo ao uso das diferentes citocininas e
explantes, provavelmente estdo relacionadas com a concentracdo interna de
auxinas e citocininas no tecido do mesmo e que podem variar de acordo com as
condicbes ambientes, com as concentracdes dos reguladores no meio de cultura e
com os genatipos utilizados. Nesse caso, o balango hormonal dos reguladores de

crescimento, com 0s gendtipos dos diferentes tipos de explantes das duas espécies
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de Passiflora foram propicias para a expressdao morfogénica que seguiram a
regeneracao via organogénese direta e indireta.

As informacdes obtidas no presente trabalho sdo importantes e relevantes
para compreender 0 comportamento regenerativo e responsivo das espécies de P.
alata e P.miniata, assim como, referéncia para futuros estudos e experimentos com
espécies do género Passilfora que necessite de um protocolo de regeneracéo via

organogénese.
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