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RESUMO 

FARIA, Rodrigo Brito, M. Sc., Universidade do Estado de Mato Grosso, fevereiro de 
2016. Sistemas de regeneração de novo a partir da organogênese e embriogênese 
somática em Passiflora cristalina Vanderplank e Zappi, Passifloraceae - Uma 

espécie da Amazônia Meridional 
Orientadora: Dra. Maurecilne Lemes da Silva Carvalho. Co-orientadora: Dra. Ana 
Aparecida Bandini Rossi 
 

O primeiro capítulo objetivou a regeneração de novo no estabelecimento de um 

protocolo responsivo de organogênese utilizando-se de diferentes tipos de explantes, 

análises histoquímicas na mobilização de substâncias ergásticas e avaliação da 

estabilidade genética de regenerantes obtidos da espécie Passiflora cristalina. 

Sementes de P. cristalina foram obtidas a partir de coletas em populações silvestres no 

município de Alta Floresta/MT. Primeiramente, com o auxílio de uma mini-morsa retirou-

se o tegumento das sementes, e em condições assépticas foram desinfestadas e 

germinadas em meio MS½. Após 30 dias de cultivo foram obtidas plântulas com ±10 cm 

de altura que foram utilizadas como fonte de explantes. Segmentos foliares ±1 cm3, 

hipocotiledonares e radiculares com ± 1cm foram inoculados em meio contendo sais 

básicos e vitaminas de MS, 4,5% (p/v) de mio-inositol, 1% (p/v) 30% (p/v) sacarose, e 

8,5% (p/v) de Ágar (p/v), juntamente com diferentes concentrações de reguladores de 

crescimento: Benzil-adenina (BA), 2.21, 4.43, 6.65 e 8.87 μM L-1 e 0.0 μM L-1, 

Tidiazuron (TDZ), 2.27, 4.54, 6.81, 9.08, μM L-1 e Cinetina (CIN) 2.32, 4.64, 6.97, 9.29 

μM L-1. Os cotilédones do embrião e endosperma das sementes foram desinfestadas e 

cultivados nas mesmas condições. Os experimentos foram mantidos em sala de cultivo 

sob irradiância, à temperatura 27 ± 2ºC. A análise estatística baseou-se em um 

delineamento inteiramente casualizado (DIC) constituído por três repetições a avaliadas 

pelo teste de médias Scott-Knott (p ≤ 0.05). Para segmentos foliares a concentração 

que melhor induziu brotações foi de 8.87 μM de BA correspondendo a 368,22 brotos em 

60 dias de cultivo e 299,33 em 90 dias. Para segmentos hipocotiledonares a 

concentração que melhor correspondeu em brotações foi de 4.43 μM de BA com 744,66 

em 40 dias e 1396,66 em 60 dias. Para segmentos radiculares as maiores médias se 

deram para CIN na concentração de 4.64 μM com 44 brotos em 15 dias e 2.32 μM com 

25.33 brotos para 30 dias. Utilizando-se de cotilédones as melhores médias em 

brotações se deram para a concentração de 4.43 μM de BA em 30 dias de cultivo e 

8.87 μM de BA em 50 dias, para TDZ se deu para a concentração de 2.27 μM com 

158.66 em 30 dias e 4.54 μM com 368.66 em 50 dias. Para endosperma as médias não 

diferiram entre si pelo teste de média para os reguladores utilizados BA, TDZ e CIN.  

Pela histoquímica pode-se observar a produção e metabolização de substâncias 

ergásticas durante a morfogênese in vitro. Durante a citometria de fluxo foi possível 

identificar alterações no conteúdo de DNA dos regenerantes oriundos de segmentos 

hipocotiledonares em 3 amostras evidenciando tetraploidia (4n), e em todos os 
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regenerantes utilizando tecidos endospérmicos triploidia (3n), para as amostras dos 

regenerantes obtidos a partir de folha e raiz e cotilédones o conteúdo de DNA 

permaneceu diploide (2n). O segundo capítulo objetivou-o a regeneração de novo a 

partir da embriogênese somática, análises histoquímicas e a produção e a mobilização 

de metabólitos em Passiflora cristalina. Sementes livres de tegumentos foram 

desinfestadas, e, assepticamente realizou a extração de embriões zigóticos que foram 

inoculados em meio MS como descrito anteriormente com a adição de 2,4-D nas 

concentrações de 9.04, 13.57, 18.09, 22.62, 27.14, 31.67, 36.19, 40.72, 45.24 μM 

combinados a 4.43 μM de BA. A análise estatística foi um (DIC) constituído por três 

repetições, e as médias foram comparadas pelo teste de Tukey a 5% (p ≤ 0.05). 

Explantes que apresentaram pro-embriões em 20 dias de cultivo foram transferidos 

para o meio de MS, na ausência de reguladores de crescimento e gelificado com 

Phytagel®, aos 30 dias de cultivo em meio de maturação na ausência de reguladores 

de crescimento foram observados embriões somáticos (cordiformes, torpedos e 

cotiledonares) para concentrações de 27.14 μM de 2,4-D combinado a 4.43 μM de BA 

com uma média de 27.33 embriões, seguido de 18.09 μM + 4.45 μM de BA com 3 

embriões de forma indireta. Aos 60 dias de cultivo in vitro embriões somáticos 

cotilédonares foram observados nas concentrações 27.14 μM de 2,4-D combinado a 

4.43 μM de BA com uma média de 51.66 embriões, seguido 21.22 embriões para a 

concentração de 18.09 μM + 4.43 μM de BA. Pelas análises histoquímicas pode-se 

observar que após o período de indução entre 20-60 dias de cultivo ocorreu a produção 

de amido, mobilização de polissacarídeos neutros, proteínas, lipídeos em regiões com 

intensa atividade metabólica e uma maior evidência de pectinas em regiões em estágio 

de diferenciação e crescimento celular durante a formação de embriões somáticos. 

Palavras chave: Maracujazeiro silvestre, níveis de ploidia, mobilização de reservas. 
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ABSTRACT 

FARIA, Rodrigo Brito, M. Sc, University of state Mato Grosso, February 2016. New 

regeneration systems from organogenesis and somatic embryogenesis in 

Passiflora cristalina Vanderplank and Zappi, Passifloraceae. - A species of 

Meridional Amazon 

Adviser: D.Sc. Maurecilne Lemes da Silva Carvalho. Counselor: D.Sc. Ana Aparecida 

Bandini Rossi.  

 

The first chapter of this study aimed to further regeneration in the establishment of a 

responsive protocol organogenesis using different types of explants as leaves, 

hypocotyls, roots, embryo cotyledon and endosperm, histochemical analysis in 

mobilizing ergastic substances and evaluation genetic stability regenerants. Seeds of P. 

cristalina were obtained from collections in wild populations in the municipality of Alta 

Floresta/MT. First, with the assistance of a mini-vise retired tegument seeds, and in 

aseptic conditions were sterilized and germinated on medium MS½. After 30 days of 

culture plantlets were obtained at ± 10 cm which were used as a source of explants. ± 1 

cm3 leaf segments, hypocotyls and root con ± 1 cm were inoculated in basic medium 

containing MS salts and vitamins, 4.5% (w/v) myo-inositol, 1% (w/v) to 30% (w/v) 

sucrose and 8.5% (w/v) agar (w/v) together with different concentrations of growth 

regulators: Benzyladenine (BA), 2.21, 4.43, 6.65 and 8.87 μM L-1 and 0.0 μM L-1, 

Thidiazuron (TDZ), 2.27, 4.54, 6.81, 8.9, μM L-1 and Kinetin (KIN) 2.32, 4.64, 6.97, 9.29 

μM L-1. The cotyledons of the embryo and endosperm of the seeds were sterilized and 

grown under the same conditions. The experiments were kept in culture room under 

irradiance, temperature 27 ± 2 °C. The statistical analysis is based on a completely 

randomized design (CRD) consists of three repetitions evaluated by means of test Scott-

Knott (p ≤ 0.05). For leaf segments concentration that best induced shoots was 8.87 μM 

BA corresponding to 368.22 shoots 60 days after culture and 299.33 in 90 days. For 

segments hypocotyledonary the concentration that best matches in shoots was 4.43 μM 

BA with 744.66 in 40 days and 1396.66 in 60 days. To root segments the highest 

average was given to CIN at a concentration of 4.64 μM with 44 shoots in 15 days and 

2.32 μM with 25.33 shoots for 30 days. Using cotyledons best averages shoots were 

observed for the concentration of 4.43 μM BA 30 days of culture and 8.87 μM BA in 50 

days for TDZ was observed in the concentration of 2.27 μM to 158.66 on 30 days and 

4.54 μM with 368.66 in 50 days. Endosperm to the averages do not differ by average 

test for regulators used BA, TDZ and KIN. For histochemistry can observe the 

production and metabolization of ergastic substances during in vitro morphogenesis. 

During flow cytometry, it was possible to identify changes in the DNA content of the 

regenerating derived from hypocotyl segments 3 samples showing tetraploid (4n), and 

all regenerants using endospermic tissues triploidy (3n), for samples of regenerants 
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obtained from leaf and root and the cotyledons remained diploid DNA content (2N). The 

second chapter aimed to new regeneration from somatic embryogenesis from mature 

zygotic embryos, as well as histochemical analyzes characterizing the production and 

mobilization of metabolites during embryogenesis. Seeds free teguments were sterilized 

and aseptically performed the extraction zygotic embryos were inoculated in MS medium 

as described above with the addition of 2,4-D at concentrations of 9.04, 13.57, 18.09, 

22.62, 27.14, 31.67, 36.19, 40.72, 45.24 μM combined to 4.43 μM of BA. Statistical 

analysis was a (CRD) consists of three repetitions, and the averages were compared by 

5% Tukey test (p ≤ 0.05). Explants that showed pro-embryos at 20 days of culture were 

transferred to MS medium, in the absence of growth regulators and gelled with 

Phytagel®, at 30 days of culture on maturation medium in the absence of growth 

regulators somatic embryos were observed (heart-shaped, torpedo and cotyledon) at 

concentrations of 27.14 μM of 2,4-D combined with 4.43 uM BA with an average of 

27.33 embryos, followed by 18:09 + 4.45 μM BA to 3 embryos indirectly. After 60 days of 

cultivation cotyledonary somatic embryos in vitro was observed at concentrations of 

27.14 μM of 2,4-D combined 4.43 μM BA to with a mean of 51.66 embryos, followed 

21.22 embryos to concentratio18.09 μM + 4:43 μM BA. For histochemical analyzes can 

be seen that after an induction period between 20-60 days of cultivation occurred starch 

production, mobilization of neutral polysaccharides, proteins, lipids in regions of intense 

metabolic activity and greater evidence of pectins in regions stage cell growth and 

differentiation during the formation of somatic embryos. 

 

KEY-WORDS: Wild Passion fruit, Ploidy levels, Mobilization of reserves. 
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1. INTRODUÇÃO GERAL 

 

A espécie Passiflora cristalina Vanderplank e Zappi foi identificada pela primeira 

vez no município Novo Mundo - Estado de Mato Grosso, no Parque Estadual Cristalino, 

limite nordeste do parque no ano de 2008 por (Vanderplank e Zappi, 2011). É uma 

planta pouquíssima estudada (Gerônimo, 2014; Silveira, 2015), possuem flores vistosas 

avermelhadas, seus frutos são ovalados (Vanderplank e Zappi, 2011). Suas flores são 

potencialmente ornamentais, os frutos possuem um sabor levemente adocicado. 

As passifloráceas tem importância econômica no setor médico, e, especialmente, 

como fonte de alimento, além de interesse econômico, a família tem uma grande 

importância ecológica (Nardin et al., 2015). O cultivo de maracujá tem mostrado forte 

crescimento e expansão, devido à grande popularidade em diferentes segmentos do 

mercado consumidor, incluindo tanto como fruta fresca, produção de suco e na indústria 

de cosméticos (Vieira et al., 2014). Além, de alguns possuírem valores ornamentais por 

serem exóticos também revelam-se como fontes úteis de moléculas biológicas que 

podem ser fitofármacos potentes no futuro (Dhawan et al., 2004).    

 Podem possuir atividade antiflamatória (Verma et al., 2015), efeitos antioxidativos 

(Cazarin et al., 2014; Colomeu et al., 2014; Saravanan et al., 2014ª; Saravanan et al., 

2014b), anti-diabéticos (Colomeu et al., 2014; Saravanan e Parimelazhagan, 2014), 

analgésico, antipirético (Saravanan et al., 2014a,b), anti-diarréico e efeitos citotóxicos 

(Asadujjaman, 2014). Também é relatado a atividade antimicrobiana (Saravanan et al., 

2014), antidepressivo e antiepilético (Singh et al., 2012), além defeitos ansiolíticos e 

sedativos (Deng et al., 2010). Bem como aplicabilidades biotecnológicas, por exemplo,  

de acordo com Medley et al., (2013) algumas espécies de maracujazeiros são indicados 

como biorremediadores e bioacumuladores de metais pesados. Na indústria alimentícia 

de sua casca extraem polissacarídeos (Liew et al., 2014; Seixas et al., 2014). Os frutos 

são consumidos e/ou processados in natura (Embrapa, 2004; Furlaneto et al., 2011). 

Também podem ser utilizados na indústria cosmética (Ferrari et al., 2004), pois, as 

sementes do maracujá são consideradas boas fontes de ácidos graxos essenciais 

(Zeraik et al., 2010). 
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As flores são utilizadas na ornamentação, pois são consideradas exóticas e 

complexas algumas de coloração forte e brilhante, e outras de coloração suave e 

marcante devido, principalmente, à presença da corona, que caracteriza a família 

Passifloraceae (Cruz et al., 2008). E a sua folhagem é exótica e variada (Abreu, 2009). 

 O gênero tem um elevado grau de variabilidade genética, e muitas espécies 

silvestres possuem características interessantes para programas de melhoramento em 

termos de rendimento, qualidade dos frutos e resistência a doenças (Silva et al., 2009).   

O Brasil é um dos principais centros de dispersão da variabilidade genética do gênero 

Passiflora, sua auto-incompatibilidade aliada à incidência de doenças, desmatamentos 

e monocultivos promovem a erosão genética (Faria et al., 2007). 

 A regeneração de órgãos em pequenos explantes de tecidos vegetais oferece a 

possibilidade de estudar a sua diferenciação, e as respostas qualitativas e quantitativas 

da aplicação de reguladores de crescimento como as auxinas e citocininas envolvidas 

na regulação de processos de desenvolvimento e na morfogênese in vitro (Krieken et 

al., 1990). Que ocorre mediante a desdiferenciação e rediferenciação celular, 

dependendo da retomada da atividade meristemática (Alves, 2004).   

 Sistemas de cultura de tecidos dependem do equilíbrio de uma série de fatores 

como reguladores de crescimento, luz, temperatura, pH e nutrientes, entre outros, os 

nutrientes minerais são responsáveis por específica funções no metabolismo da planta, 

como parte de proteínas, aminoácidos, características estruturais e também 

participando de reações enzimáticas, potencial osmótico, e a deficiência de minerais em 

plantas pode causar perturbações do metabolismo que se manifestam como 

bioquímicas, alterações morfológicas, fisiológicas e de acordo com o nutriente e para o 

nível de deficiência (Monteiro et al., 2000).  

Na organogênese há a formação de gemas adventícias, que são assim 

denominadas por terem origens em locais diferentes daqueles onde desenvolvem-se no 

curso normal de desenvolvimento da planta, esta via de regeneração pode ser indireta 

ou direta, dependendo da formação ou não de calos, entretanto, o sucesso para 

qualquer via de regeneração in vitro depende de vários fatores, onde os fitorreguladores 

se destacam como os principais controladores das respostas morfogênicas (Moura et 

al., 2001).  
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Já a embriogênese somática é uma via através da qual as células somáticas sob 

condições indutivas desenvolvem células embrionárias, onde as mudanças 

morfológicas e bioquímicas são fundamentais para a formação de embriões somáticos 

(Zimmerman, 1993; Komamine et al., 2005; Rose et al., 2010). É um processo peculiar 

exibindo padrões de desenvolvimento diferentes, tais como a diferenciação celular, 

ativação e divisões, reprogramação da expressão do gene e fisiologia e metabolismo 

(Rose et al. 2010). Típico da desdiferenciação que retorna uma célula somática 

diferenciada reprogramando-a um estado de células totipotentes (Xu e Huang et al., 

2014).            

 Tanto a organogênese e embriogênese são métodos práticos de propagação, a 

embriogênese oferece um maior potencial em programas de melhoramento, pois 

permite a junção eficiente da clonagem e modificação genética (Sharp et al., 1980). Já 

a organogênese é limitada a primórdios de órgãos, enquanto que um embrião é 

caracterizado por uma estrutura bipolar contendo broto e raiz, após de uma série de 

sequências de desenvolvimento (Sharp et al., 1980).     

 Embora estudos recentes sobre a regeneração de plantas tenham aumentado 

bastante à compreensão da plasticidade celular em plantas, ainda muitas perguntas 

permanecem sem resposta (Xu e Huang et al., 2014).     

 A citometria é uma técnica rápida e eficaz para se avaliar o conteúdo de DNA 

nuclear de células vegetais (Dolezel et al., 1989; Yanpaisan et al., 1999; Dolezel e 

Bartos, 2005). E tem sido empregada com sucesso em passifloráceas para se avaliar a 

estabilidade genética de regenerantes obtidos (Pinto et al. 2010, Silva et al.,2011, Silva 

e Carvalho 2014, Vieira et al., 2014, Ferreira et al., 2015).   

 Juntamente com estudos histológicos que são de fundamental importância 

durante a regeneração in vitro, pois, revelam processos e mecanismos básicos 

envolvidos na mobilização, reservas, e, na aquisição de competência embriogênica 

(Silva et al., 2009; Rocha et al., 2012; Rocha et al., 2014; Rosa et al., 2015; Rocha et 

al., 2015, Silva et al., 2015). E também organogênica (Vieira et al., 2014, Silva et al., 

2011, Rocha et al., 2012, 2014, 2016).        

 O primeiro capítulo deste trabalho objetivou a regeneração de novo no 

estabelecimento de um protocolo responsivo de organogênese utilizando-se de 
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diferentes tipos de explantes, análises histoquímicas na mobilização de substâncias 

ergásticas e avaliação da estabilidade genética de regenerantes obtidos da espécie 

Passiflora cristalina. O segundo capítulo objetivou o estabelecimento de protocolo de 

embriogênese somática bem como análises histoquímicas em Passiflora cristalina. 

 

2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

2.1 - Micropropagação por organogênese em maracujazeiros  

 

A micropropagação tem sido uma ferramenta importante que melhorou a 

investigação e o desenvolvimento em muitos campos da ciência vegetal, permitindo a 

investigação fundamental realizada sobre a fisiologia da morfogênese e diferenciação 

celular (Pipino et al., 2010).        

 A organogênese ocorre em algumas culturas de células ou de tecidos, em 

resposta à manipulação de fitormônios (Christianson et al., 1985). É geralmente 

composta por três fases distintas: a primeira fase caracteriza-se na qual as células são 

desdiferenciadas para adquirir competência organogênica; a segunda fase em que as 

células desdiferenciadas são canalizadas e determinadas para a formação de órgãos 

específicos em resposta a fitormônios exógenos; e a terceira fase em que morfogênese 

órgão procede de forma independente de fitormônios exógenos (Sugiyama, 1999). 

 As técnicas aplicadas para a regeneração em passifloráceas por meio da cultura 

de tecidos aumentaram exponencialmente em todo o mundo, utilizando-se de diferentes 

tipos de explantes, como para discos foliares em Passiflora edulis (Amugune et al., 

1993). Em segmentos intermodais em Passiflora 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 Passiflora suberosa de forma indireta por 

meio de segmentos nodais, intermodais e seguimentos foliares (Garcia et al., 2011), 

hipocotiledonares para Passiflora setacea (Vieira et al., 2014), segmentos nodais em 

Passiflora foetida (Anand et al., 2012; Shekhawat et al., 2015), segmentos 

hipocotiledonares e radiculares provenientes de Passilfora edulis (Rocha et al., 2016). 
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2.2. Cultivo in vitro a partir de explantes foliares 

 

 O cultivo in vitro de folha são bastante empregados para regeneração em 

diversas espécies vegetais como para: damasqueiros Prunus spp. (Escalettes e Dosba, 

1993); cerejeiras Prunus avium L. cv. Burlat, Hedelfinger, Napoleom, Schneiders e 

Prunus cerasus cv. Beutal Spacher Rexelle e Morellenfeuer (Tang et al., 2002); chicória 

Eryngium foetidum L. (Arockiasamy et al., 2002); framboesa Rubus (Fiola et al., 1990); 

maçã Malus (Swartz et al., 1990); uva vitis spp. (Stamp et al., 1990); Eucalipto 

Eucalyptus gunnii (Hervé et al., 2001); plantas medicinais Holostemma ada-kodien 

Schult. (Martin, 2002); amora morus spp. (Chitra e Padmaja, 2005); plantas ornamentais 

Dieffenbachia cv. Camouflage (Shen et al., 2007); Valeriana jatamansi Jones (Chen et 

al., 2014). 

Para passifloráceas a regeneração utilizando explantes foliares foram aplicados 

na regeneração de várias espécies de maracujazeiros como Passiflora coccínea 

utilizando protoplastos derivados de mesófilo foliar (Otoni et al., 1994) e Passiflora 

suberosa L. (Otoni et al., 1996) utilizadas como segmentos foliares em Passiflora edulis 

(Amugune et al.,1993; Dornelas e Vieira, 1994; Faria e Segura, 1997; Gloria et al., 

1999; Monteiro et al., 2000; Becerra et al., 2004; Davey et al., 2005; Trevisan e Mendes, 

2005; Fernando et al., 2007); Passiflora caerulea L. (Jasrai e Mudgil, 1999), (Ozarowski 

et al., 2013c), (Busilacchi et al., 2008); P. amethystina, P. giberti P.mollissima P. 

maliformis (Dornelas e Vieira, 1994); Passiflora suberosa L. (Garcia et al., 2011) 

Passiflora foetida (Komathi et al., 2011); Passiflora cincinnata (Lombardi et al., 2007); P. 

giberti e P. molíssima (Davey et al., 2005); Passiflora setacea (Vieira et al., 2014); 

Passiflora alata (Pinto et al., 2010). 

 

 

2.3. Cultivo in vitro de segmentos hipocotiledonares 

 

 Segmentos hipocotiledonares são comumente utilizados como fonte de explante 

para a regeneração via cultura de tecidos para diversas espécies como: pimenta, 



 

17 
 

pinhão manso, goiaba, romã, cenoura, berinjela, melão, eucalipto. Capsicum annuum 

(AGRAWAL et al., 1989; Valera-Montero e Ochoa-Alejo, 1992); Jatropha curcas 

(Sujatha e Mukta, 1996); Psidium guajava L. cv. Allahabad Safeda (Singh et al., 2002); 

Prunus domestica L. (Tian et al., 2007); Daucus carota (Grzebelus et al., 2012) Solanum 

melongena L. (Mallaya e Ravishankar, 2013); Cucumis melo L. inodorus (Ren et al., 

2013); Punica granatum L. cv. Kandhari Kabuli (Parmar et a., 2013); Eucalyptus dunnii 

(Oberschelp et al., 2015).         

 Para Passifloráceas a utilização de segmentos hipocotiledonares são 

amplamente empregados como destacado na tabela abaixo: 

 

Tabela 01. Revisão da utilização de segmentos hipocotiledonares como fonte de 

explante em Passiflora sp. 

Espécies 
Reguladores vegetais 

concentração (µM) 
Autor(res)/Ano 

Passiflora edulis  

Passiflora amethystina 

Passiflora giberti 

Passifloramollissima 

Combinações de 

ANA e BA em 0.0, 

1.0, e 2.0 mg L-1 e 

0.0, 0.5, 1.0, 2.0 e 4.0 

mg L-1, 

respectivamente. 

Dornelas e Vieira, 1994 

Passiflora edulis 
5 µM de BA e 2 µM 

AIA. 
Faria e segura, 1997 

Passiflora edulis  4.44 μM de BA Fernando et al., 2007 

Passiflora edulis 4.4. μM de BA Reis et al., 2007 

Passiflora cincinnata e 

Passiflora edulis “FB-100” 
2.21 μM de BA Dias et al., 2009 

Passiflora edulis  4.43 μM de BA Alexandre, 2008 

Passiflora alata 

4.43 μM de BA, 2.27 

μM TDZ, e 

combinados BA (4.43 

μM) + TDZ (2.27 μM) 

Pinto et al., 2010 
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Passiflora setacea D.C 

4.43 μM BA, 2.27 μM 

thidiazuron μM de 

TDZ, e suas 

combinações (4.43 

μM de BA) + (2.27 

μM de TDZ). 

Vieira et al., 2014 

Passiflora edulis 4.44 μM BA Rocha et al., 2016 

 

 

2.4. Cultivo in vitro de segmentos radiculares 

 

 Raízes de modo geral são utilizadas para estudos de indução de brotações 

adventícias em diversas espécies vegetais, pois demonstram bastante sucesso na 

regeneração in vitro (Gamborg et al., 1976).  

 Em Passifloráceas a utilização de raízes para a indução de brotações 

adventícias reportadas para os trabalhos em Passiflora cincinnata (Lombardi et al., 

2007), para P. cincinnata e P. edulis FB 100, 200 e 300 associando técnicas 

morfoanatômicas e da estabilidade genética dos regenerantes (Silva et al., 2011), 

Analises anatômicas e ultra estruturais durante a indução de brotações adventícias em 

P. edulis (Rocha et al., 2012ª), avaliando o tipo de explante, regulador e condições in 

vitro durante a organogênese em P. setacea e ainda a estabilidade genética (Vieira et 

al., 2014), expressão do gene peSERK1 durante a organogênese em P. edulis (Rocha 

et al., 2016). 

 

 

2.5. Cultivo in vitro de cotilédones 

 

 O cultivo in vitro a partir de cotilédones do embrião zigótico tem sido para a 

regeneração em diversos vegetais como: mostarda, girassol, canola, couve, romã, 

marmelo, melancia, Brassica juncea L. Czern (Sharma et al.,1990); Helianthus annuus 

L. (Chraibi et al., 1992), Brassica campestris ssp. Chinensis (Chi e Pua, 1989); Brassica 

oleracea subsp. Italica e Brassica oleracea Subsp. Capitata (Ravanfar et al., 2014); 
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Aegle marmelos Corr. (Hossaim et al., 1994) Punica granatum L. (Naik e chand, 2003) 

Citrullus lanatus T. (Comptom e Gray, 1994).       

 No entanto, os únicos trabalhos reportando a utilização de cotilédones para 

regeneração em passifloráceas basearam-se na utilização de cotilédones extraídos de 

plântulas jovens de híbridos de Passiflora edulis x Passiflora edulis var. flavicarpa com 

30 dias de cultivo in vitro (Hall et al., 2000). Dornelas e Vieira, (1994) utilizando-se de 

cotilédones de espécies P. amethystina, P. giberti, P. mollissima, P. maliformis e P. 

edulis Sims obtidos a partir de germinação em casa de vegetação e também Carvalho 

et al. (2013) para P.  gibertii N. E. Brown na indução de calos. 

 

 

2.6. Cultivo in vitro de tecidos endospérmicos 

 

Células vegetais diferenciadas têm uma capacidade incomum para 

rejuvenescimento por desdiferenciação e diferenciação subsequentemente para formar 

novos órgãos ou plantas completas (Tirichine et al., 2007). Cultura de tecidos vegetais 

fornece o melhor meio para promover a totipotência celular de células vegetais e, 

portanto, é à base da abordagem moderna para o melhoramento de culturas, mesmo as 

células de endosperma triploides são totipotentes e proporcionam uma abordagem 

direta e fácil de regenerar plantas triploides difíceis de modo in vivo (Chaturvedi et al., 

2003). Em plantas diplóides, o endosperma é um tecido triplóide, isto é, contém 3 

conjuntos cromossômicos, como resultado de fertilização dupla, que é um processo 

único em plantas superiores. Durante o processo de fertilização um dos gametas 

masculinos se funde com o óvulo para formar o zigoto, que mais tarde formará o 

embrião, o outro gameta masculino funde-se com a célula central, que contém 2 

núcleos haplóides, esta segunda fusão frequentemente resulta em uma estrutura 

triploide, o endosperma. Consequentemente, o endosperma é formado como resultado 

de fertilização dupla e fusão tripla (ou seja, a fusão entre 3 núcleos haploides 

diferentes, 1 do gameta masculino e 2 do provenientes do gameta feminino) (Góralski et 

al., 2005; Thomas e Chaturvedi, 2008; Hoshino et al., 2011).     

 O endosperma desempenha um papel importante no ciclo de vida de plantas, 
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mantém um ambiente fisiológico ideal e fornece a nutrição para o embrião em 

desenvolvimento na maioria das plantas angiospermas (Góralski et al., 2005). Os quais 

podem conter proteínas, amido ou gorduras os quais o embrião pode utilizar-se destas 

reservas durante o processo de germinação da semente (Thomas e Chaturvedi, 2008). 

Plantas triplóides apresentam características de suma importância para uso 

comercial, por exemplo, podem formar frutos sem sementes (Banana, citrinos, melão) 

ou pode ter um sabor melhor de que os seus ancestrais diploides (batata), devido a 

isso, o desenvolvimento de processos eficientes para a produção de triplóides é 

importante para comercial, bem como efeitos de estudos do comportamento in vitro 

(Góralski et al., 2005). 

 A utilização de tecidos endospérmicos para regeneração in vitro já foi aplicado 

para a regeneração de plantas como o sândalo Santalum album L. (Sita et al., 1980); 

Acacia nilótica (Garg et al., 1996); Morus alba, Azadirachta indica (Thomas e 

Chaturvedi, 2008); Oriza sativa (Bajaj et al.,1980); Zea mays (Quaile et al., 1991); 

Lonicera caerulea var. emphyllocalyx (Miyashita et al., 2009); Actinidia deliciosa Cv. 

Hayward (Popielarska et al., 2006). Para passifloráceas, trabalhos ainda são bastante 

escassos. Relatos na literatura de regeneração utilizando-se de tecidos espermáticos 

foi realizado apenas para Passiflora foetida por Mohamed et al. (1996). 

 

 

2.7. Citometria de fluxo 

 

A citometria de fluxo é um método rápido e preciso de se medir do conteúdo de 

DNA nuclear em células vegetais (Dolezel et al., 1989). Onde as suspensões dos 

núcleos e/ou células permeabilizadas são coradas com um fluorocromo específico para 

o DNA, onde a quantidade de luz emitida por cada núcleo é quantificada e o resultado 

da análise é geralmente apresentado na forma de um histograma de fluorescência de 

intensidade, que representa o conteúdo relativo de DNA (Yanpaisan et al., 1999; 

Dolezel e Bartos, 2005). A citometria de fluxo é uma ferramenta muito poderosa para 

analisar heterogeneidade em populações de células (Yanpaisan et al., 1999). 
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Estudos avaliativos sobre o nível de ploidia e estabilidade genética do material 

regenerado aplicados em passifloráceas foram realizados por Pinto et al. (2010) 

avaliando os diferentes níveis de ploidia obtidos de regenerantes oriundos durante a 

embriogênese somática em P. cincinnata, Silva et al. (2011), avaliando a estabilidade 

genética durante o tempo e cultivo in vitro por meio da embriogênese P. cincinnata 

(Silva e Carvalho, 2014), avaliando a estabilidade dos regenerantes obtidos durante a 

organogênese em P. setacea entre regenerantes obtidos por meio de folhas, hipocótilos 

e raízes (Vieira et al., 2014), avaliando o nível de ploidia e estabilidade genética em 

regenerantes provenientes de embriogênese somática em Passiflora miniata e 

Passilfora speciosa (Ferreira et al., 2015). 

 

 

2.8. Embriogênese somática 

 

A embriogênese somática é um processo através do qual uma única célula vegetal 

ou grupo de células do tecido somático formam embriões, estruturas bipolares que 

carregam órgãos embrionários típicos, a radícula, hipocótilo e cotilédones, a maior 

importância dos embriões somáticos é sua aplicação praticidade na propagação 

vegetativa em grande escala, e ainda transformação genética (Arnold et al., 2002; Otoni 

et al., 2013; Pilarska et al., 2015).        

 A embriogênese somática tem sido considerada, como uma ferramenta para a 

propagação clonal de culturas, e teoricamente como um sistema modelo para identificar 

os mecanismos que regulam a embriogênese de plantas aos níveis moleculares, 

celulares e tecidual, devido à acessibilidade de embriões em todas as fases de 

desenvolvimento, e assim compreender os eventos moleculares fundamentais que 

desencadeiam a embriogênese somática o que poderia nortear o aperfeiçoamento dos 

protocolos de propagação in vitro (Mahdavi-Darvari et al., 2014).    

 Embora os mecanismos que induzem a embriogênese são bastante complexos, 

eles são semelhantes entre diferentes espécies de plantas (Mahdavi-Darvari, et al., 

2014). A transição de células somáticas para embriogênicas compreendem três fases: 
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indução embriogênica, fase embrionária, e expressão do programa embriogênico onde 

os genes que funcionam em estágios em células diferenciadas são suprimidos e os 

genes necessários para a embriogênese são ativados (Mahdavi-Darvari, et al., 2014).

 Para passifloráceas protocolos regenerativos por embriogênese somática 

baseiam-se no protocolo estabelecido por Silva et al., (2009) para espécie Passiflora 

cincinnata Masters considerada uma espécie modelo para o gênero, o que possibilitou 

a aplicação de protocolos regenerativos para espécies como Passiflora miniata e 

Passiflora speciosa Ferreira et al., (2015), P. alata, P. crenata, P. edulis e P. gibertii 

(Rosa et al., 2015), Passiflora cincinnata Pinto et al., (2010) estudos avaliando o tempo 

de cultivo durante  embriogênese em P. cincinnata (Silva e Carvalho, 2014), estudos 

avaliando técnicas histocitológicas e histoquímicas em P. edulis (Rocha et al., 2012), 

estabilidade genética por citometria de fluxo dos eventos embriogênicos (Pinto et al., 

2010b) Histoquímica verificando a mobilização e metabolização de compostos 

ergásticos durante a embriogênese somática (Silva et al., 2015).     

 E ainda como fonte de explante utilizaram embriões zigóticos para a indução da 

embriogênese em Passiflora edulis (Pinto et al., 2011), P. alata Curtis, Passiflora 

crenata, Passiflora edulis Sims, Passiflora gibertii (Rosa et al., 2015), Passiflora miniata 

e Passiflora speciosa (Ferreira et al., 2015) Passiflora edulis Sims (Rocha et al., 2014; 

Silva et al., 2015) assim como estabelecido em P. cincinnata por (Silva et al., 2009). 

 

 

2.9. Metabolismo e expressão gênica durante a embriogênese 

 

A capacidade de uma célula vegetal em adquirir competência e assumir um novo 

destino de desenvolvimento depois da modulação das condições da cultura, representa 

a base da cultura de tecidos vegetais, este método tem contribuído para a biotecnologia 

vegetal contemporânea, permitindo que a sofisticação das práticas de clonagem (Rocha 

et al., 2015).           

 O processo de totipotência em células somáticas de plantas ocorre mediante a 

indução do processo de desdiferenciação e depois rediferenciação celular para gerar 
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embrióides viáveis é definida como embriogênese somática (ES), e assume duas 

formas de origem de embriões somáticos diretamente, de células vegetativas (ES 

direta) ou indiretamente a partir da fase intermediária da formação de calo (ES indireta) 

(Wu et al., 2015).           

 Uma vez que as células somáticas expressam a totipotência, muitas cascatas de 

sinais são ativadas para promover a divisão celular e a mudança de células 

meristemáticas a partir do qual embriões somáticos se desenvolvem, com base nas 

suas funções, a regulação dos genes durante o estágio de desenvolvimento pode ser 

divididos em três categorias principais, o ciclo celular, a formação e regulação do 

meristema e a transdução de sinais em cascata (Elhiti et al., 2013).    

 Compreender as interações entre os fatores chaves que iniciam embriogênese 

somática é um desafio na biologia molecular moderna, existem agora muitas novas 

técnicas moleculares que permitem a dissecação da rede molecular em diferentes 

estágios de desenvolvimento (Elhiti et al., 2013).      

 Na fase de indução da embriogênese somática, alguns genes são ativados por 

aplicação de hormônios exógenos ou até mesmo, stresses que por sua vez podem 

induzir a formação de células embriogênicas durante a fase de indução, que é dividida 

em três fases: desdiferenciação, expressão da totipotência e determinação celular 

(Elhiti et al., 2013).           

 Os genes responsáveis pelo controle da embriogênese somática são vários, 

alguns identificados incluem: ARF19, PRC1, WUS, STM, LEC1, CDKA; 1, SERK1, 

PRZ1, CLF, GLB1, HSP17, e RGP-1 (Elhiti et al., 2013). BABYBOOM1, LEAFY 

COTYLEDON1 (LEC1), e LEC2 (Malik et al., 2007). DC8, DC49, DC59, DC3, DC5, 

DC13, EMB-1, ECP31, ECP40, EP2, EP3, DC1.2, DC2.26,3.1, DC2.15, DC4.2, DC7.1, 

DC9.1, DC10.1, EF-α, ATP-D e CEM1 (Zimmerman, 1993).     
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2.10. Histoquímica e mobilização de reserva  

 

Estudos histológicos podem revelar os acontecimentos da divisão celular que 

ocorrem durante a regeneração de plantas in vitro, contribuindo assim para a 

compreensão do desenvolvimento da planta (Almeida et al., 2012). E também dos 

mecanismos básicos envolvidos na aquisição de competência embriogênica (Rocha et 

al., 2012). 

A histoquímica na cultura de tecidos associada a diferentes técnicas tem sido 

bastante utilizada, pois, revela-se como uma ferramenta bastante útil frente à resposta 

morfogênica no estágio inicial de indução da organogênese em folhas, hipocótilos e 

raízes em P. setacea (Vieira et al., 2014) ápices caulinares de pupunha Bactris 

gasipaes (Almeida et al., 2012), durante organogênese em raízes em P. cincinnata e P. 

edulis para identificação de conexões vasculares (Silva et al., 2011) e também durante 

a embriogênese somática caracterizando regiões histológicas e também de células 

embriogênicas em  P. cincinnata (Silva et al., 2009); análises histocitológicas e 

histoquímicas durante a embriogênese somática em P. cincinnata (Rocha et al., 2012b), 

caracterização anatômicas e morfológica durante a embriogênese em Passiflora edulis 

(Rocha et al., 2015b); e em Passiflora alata, Passiflora crenata, Passiflora edulis, 

Passiflora gibertii (Rosa et al., 2015) análises histoquímicas durante a embriogênese 

somática em Passiflora edulis (Silva et al., 2015). 
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Capítulo I  

Organogênese, histoquímica e avaliação da estabilidade genética em 
regenerantes obtidos a partir de diferentes tecidos em Passiflora cristalina 

Vanderplank e Zappi 
 

RESUMO 

 
O presente trabalho objetivou a regeneração de novo no estabelecimento de um 

protocolo responsivo de organogênese utilizando-se de diferentes tipos de explantes, 

análises histoquímicas na mobilização de substâncias ergásticas e avaliação da 

estabilidade genética de regenerantes obtidos da espécie Passiflora cristalina. 

Sementes de P. cristalina foram obtidas a partir de coletas em populações silvestres no 

município de Alta Floresta/MT. Primeiramente, com o auxílio de uma mini-morsa retirou-

se o tegumento das sementes, e em condições assépticas foram desinfestadas e 

germinadas em meio MS½. Após 30 dias de cultivo foram obtidas plântulas com ±10 cm 

de altura que foram utilizadas como fonte de explantes. Segmentos foliares ±1 cm3, 

hipocotiledonares e radiculares com ± 1cm foram inoculados em meio contendo sais 

básicos e vitaminas de MS, 4,5% (p/v) de mio-inositol, 1% (p/v) 30% (p/v) sacarose, e 

8,5% (p/v) de Ágar (p/v), juntamente com diferentes concentrações de reguladores de 

crescimento: Benzil-adenina (BA), 2.21, 4.43, 6.65, 8.87 μM L-1 e 0.0 μM L-1, Tidiazuron 

(TDZ), 2.27, 4.54, 6.81, 9.08, μM L-1 e Cinetina (CIN) 2.32, 4.64, 6.97, 9.29 μM L-1. Os 

cotilédones do embrião e endosperma das sementes foram desinfestadas e cultivados 

nas mesmas condições. Os experimentos foram mantidos em sala de cultivo sob 

irradiância, à temperatura 27 ± 2ºC. A análise estatística baseou-se em um 

delineamento inteiramente casualizado (DIC) constituído por três repetições a avaliadas 

pelo teste de médias Scott-Knott (p ≤ 0.05). Para segmentos foliares a concentração 

que melhor induziu brotações foi de 8.87 μM de BA correspondendo a 368,22 brotos em 

60 dias de cultivo e 299,33 em 90 dias. Para segmentos hipocotiledonares a 

concentração que melhor correspondeu em brotações foi de 4.43 μM de BA com 744,66 

em 40 dias e 1396,66 em 60 dias. Para segmentos radiculares as maiores médias 

foram para CIN com 4.64 μM com 44 brotos em 15 dias e 2.32 μM com 25.33 brotos 

para 30 dias. Utilizando-se de cotilédones as melhores médias em brotações se deram 

para a concentração de 4.43 μM de BA em 30 dias de cultivo e 8.87 μM de BA em 50 



 

41 
 

dias, para TDZ se deu para a concentração de 2.27 μM com 158.66 em 30 dias e 4.54 

μM com 368.66 em 50 dias. Para endosperma as médias não diferiram entre si pelo 

teste de média para os reguladores utilizados BA, TDZ e CIN. Os testes histoquímicos 

evidenciaram o consumo energético pela metabolização celular durante a morfogênese 

in vitro, e, pelas análises de citometria de fluxo foi possível identificar alterações no 

conteúdo de DNA dos eventos organogênicos em tetraploides (4n) de brotos originados 

do hipocótilo e triploides (3n) oriundos de tecidos endospérmicos, para as amostras dos 

regenerantes obtidos a partir de folhas e raízes e cotilédones o conteúdo de DNA 

permaneceu diploide (2n). 

Palavras-chave: Regeneração, histoquímica, citometria de fluxo, mobilização de 
reservas. 
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Organogenesis, histochemical evaluation and genetic stability of regenerants 

obtained from different tissues in Passiflora cristalina Vanderplank and Zappi 

ABSTRACT 

This study aimed the regeneration de novo in the establishment of a responsive protocol 

organogenesis using different types of explants, histochemical analysis in mobilizing 

ergastic substances and evaluation of genetic stability of regenerants obtained of specie 

Passiflora cristalina. Seeds of P. cristalina were obtained from collections in wild 

populations in the municipality of Alta Floresta/MT. Initially, with the assistance of a mini-

vise withdrew tegument of seeds, and in aseptic conditions were sterilized and 

germinated on medium MS½. After 30 days of culture plantlets were obtained at ± 10 cm 

which were used as a source of explants. Leaf segments ± 1 cm3, hypocotyl and root 

were inoculated with ± 1 cm in basic medium containing MS salts and vitamins, 4.5% 

(w/v) myo-inositol, 1% (w/v) to 30% (w/v) sucrose and 8.5% (w/v) agar (w/v) together 

with different concentrations of growth regulators: Benzyladenine (BA), 2.21, 4.43, 6.65, 

8.87 μM L-1 and 0.0 μM L-1, thidiazuron (TDZ), 2.27, 4.54, 6.81, 8.9, μM L-1 and Kinetin 

(KIN) 2.32, 4.64, 6.97 , 9.29 μM L-1.The cotyledons of the embryo and endosperm of the 

seeds were sterilized and cultivated under the same conditions. The experiments were 

kept in culture room under irradiance, temperature 27 ± 2 ° C. The statistical analysis is 

based on a completely randomized design (CRD) consists of three repetitions evaluated 

by means of test Scott-Knott (p ≤ 0.05). For leaf segments concentration that best 

induced shoots was 8.87 μM BA corresponding to 368.22 shoots 60 days of culture and 

299.33 in 90 days. For segments hypocotyledonary the concentration that best matches 

in shoots was 4.43 BA μM with 744.66 in 40 days and 1396.66 in 60 days. To root 

segments the highest averages were for CIN with 4.64 μM with 44 shoots in 15 days 

and 2.32 μM with 25.33 shoots for 30 days. Using cotyledons the best averages shoots 

occurred to the concentration of 4:43 mM of BA 30 days of cultivation and 8.87 mM of 

BA 50 days to TDZ occurred to the concentration of 2.27 uM with 158.66 in 30 days and 

4:54 uM with 368.66 in 50 days. Endosperm to the averages do not differ by average 

test for regulators used BA, TDZ and KIN. The histochemical tests showed the energy 

consumption by the cellular metabolism during morphogenesis in vitro, and, by analysis 

of flow cytometry it was possible to identify changes in the DNA content of organogenic 
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events in tetraploid (4n) of shoots originated from hypocotyl and triploid (3n) derived 

from endosperm tissues, for the samples of regenerants obtained from leaves and roots 

and cotyledons the DNA content remains diploid (2N). 

KEY-WORDS: Regeneration, Histochemical, Flow cytometry, Reserve 

mobilization. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

A habilidade das plantas em produzir novos órgãos adventícios ao longo de seu 

ciclo de vida é a base para a aplicação da técnica da cultura de tecidos e para o 

estabelecimento de um sistema de regeneração (Rocha et al., 2016). Os principais tipos 

de regeneração das plantas são pelas vias de novo organogênese e a embriogênese 

somática (Xu e Huang, 2014). 

A organogênese é uma técnica que se baseia na regeneração de novo onde 

ocorre a formação de gemas e raízes sob condições in vitro, que pode ser pela de 

forma direta ou indireta. O sucesso para esta via de regeneração depende do tipo de 

explante e dos reguladores de crescimento que se destacam como os principais 

controladores da morfogênese in vitro (Moura et al., 2001; Nick, 2014; Vieira et al., 

2014; Rocha et al., 2016). Para a obtenção de brotações pela via de novo da 

organogênese padrões morfogênicos são definidos, primeiramente ocorre a aquisição 

da competência, que precede a fase da indução e a competência das células ou dos 

tecidos comprometidos e direcionados ao desenvolvimento dos órgãos (Wareing 1982; 

Duclercq et al. 2011). 

O sistema de regeneração de maracujazeiro é baseado na organogênese 

(Zerbini et al., 2008; Silva et al., 2011; Rocha et al., 2012; Rocha et al., 2016), e tem 

sido a principal via de regeneração para o gênero Passiflora. Embora recentemente 

alguns estudos tenham demonstrado a regeneração pela embriogênese somática (Silva 

et al., 2009; Pinto et al., 2011; Rosa et al., 2014; Ferreira et al., 2015; Silva et al., 2015). 

A via de novo a partir da organogênese é a rota preferencial para a aplicação na 

biotecnologia contemporânea, devido às condições de cultivo ser relativamente simples 

e os resultados satisfatórios (Duclercq et al. 2011; Rocha et al., 2016). 

São reportados estudos sobre regeneração pela via organogênica para diversas 

Passifloráceas utilizando-se de diferentes tipos de explantes como segmentos nodais, 

intermodais e foliares (Garcia et al., 2011; Pacheco et al., 2012) em segmentos 

radiculares de P. cincinnata e P. edulis (Silva et al., 2011), hipocotiledonares (Vieira et 

al., 2014, Rocha et al., 2016), segmentos nodais em P. foetida (Anand et al., 2012; 

Shekhawat et al., 2015). 
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 Durante o sistema de regeneração in vitro requer a disponibilidade e o acúmulo 

de substâncias de reservas para o desenvolvimento do novo propágulo. Os métodos 

histoquímicos possibilitam a análise na mobilização de reservas e a síntese de reserva 

durante a regeneração de novo o que leva a reconhecer regiões que demandam alto 

gasto energético (Cangahuala-Inocente et al. 2009). Estudos que envolvem a 

histoquímica na mobilização de reservas no gênero Passiflora ainda são pouco 

relatados na literatura (Fernando et al. 2007; Rocha et al., 2012; Silva et al., 2015). 

Em recente revisão realizada por Xu e Huang (2014), sugerem os hormônios 

utilizados durante o cultivo in vitro respondem aos fatores de transcrição para 

determinar a transição e o destino das células e, que está etapa requer alterações no 

genoma e na expressão gênica, que são regulados pela rota epigenética.   

 A instabilidade genética tem sido comumente observada em plantas derivadas 

desses sistemas de cultivo in vitro. Essas alterações no genoma pode limitar o uso de 

sistemas de regeneração em plantas, particularmente no que se refere a propagação 

massal e para a transformação genética (Paim-Pinto et al., 2010; Smulders e de Klerk 

2011). 

A citometria de fluxo é um método rápido e confiável para determinar o conteúdo 

de DNA nuclear e níveis de ploidia relativas de amostras celulares com resultados 

reprodutíveis (Ribalta et al., 2012). Plantas obtidas de sistemas de regeneração em 

Passiflora tem sido avaliadas devido a possíveis instabilidades genéticas. 

Estudos avaliativos sobre o nível de ploidia e estabilidade genética do material 

regenerado aplicados em passifloráceas foram realizados por Pinto et al. (2010) 

avaliando os diferentes níveis de ploidia obtidos de regenerantes oriundos da 

embriogênese somática em P. cincinnata; Silva et al. (2011), avaliando a 

heterogeneidade vertical do DNA de plantas obtidas por meio da embriogênese 

também em P. cincinnata (Silva e Carvalho, 2014), avaliando a estabilidade dos 

regenerantes obtidos durante a organogênese, P. setacea por meio de folhas, 

hipocótilos (Vieira et al., 2014), avaliando o nível de ploidia e estabilidade genética em 

regenerantes provenientes de embriogênese somática em P. miniata e P. speciosa 

(Ferreira et al., 2015). 
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 A espécie Passiflora cristalina Vanderplank e Zappi foi identificada pela primeira 

vez no município Novo Mundo no estado de Mato Grosso, no parque estadual cristalino, 

limite nordeste do parque no ano de 2008 por (Vanderplank e Zappi, 2011). É uma 

planta pouco estudada (Gerônimo, 2014; Silveira, 2015), possuem flores vistosas 

avermelhadas, seus frutos são ovalados e de sabor levemente adocicado (Vanderplank 

e Zappi, 2011). A espécie possui potencial para a utilização principalmente na 

ornamentação, entretanto, não se tem conhecimento sobre a existência de resistência 

aos fitopatógenos que afetam principalmente a cultura de Passiflora edulis e outras 

espécies comerciais.           

O presente trabalho objetivou a regeneração de novo no estabelecimento de um 

protocolo responsivo de organogênese utilizando-se de diferentes tipos de explantes, 

análises histoquímicas na mobilização de substâncias ergásticas e avaliação da 

estabilidade genética de regenerantes obtidos da espécie Passiflora cristalina. 

 

 

2. MATERIAL E MÉTODOS  

 

2.1. Local de realização dos experimentos 

Os experimentos foram conduzidos no Laboratório de Cultura de Tecidos 

Vegetais, situado no CEPDA, Universidade do estado de Mato Grosso - MT campus 

Universitário de Tangará da Serra – Mato Grosso, Brasil, e no Laboratório de Cultura de 

Tecidos situado no Bioagro na Universidade Federal de Viçosa – MG.  

 

2.2. Obtenção de sementes, assepsia e inoculação de explantes em meio 

de cultivo 

 Sementes de Passiflora cristalina foram obtidas a partir de coletas em 

populações silvestres localizadas na região de Alta Floresta – MT, Brasil. 

Posteriormente os tegumentos das sementes foram extraídos, com auxílio de mini-

morsa de acordo com (Reis et al., 2007 e Silva et al., 2009). Em câmara de fluxo 

vertical sementes de P. cristalina foram desinfestadas, mediante a imersão em álcool 

70% (v/v) por 3 minutos, posteriormente em hipoclorito de sódio comercial a 2,5% (v/v) 
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por 25 minutos, acrescido de três gotas do agente surfactante Tween-20 a 0,1% (v/v).  

 Em seguida, as sementes foram submetidas a 4 enxagues consecutivos em 

água destilada e autoclavada e após foram mantidas (over night) em água destilada 

estéril, posteriormente, em condições assépticas ainda em fluxo foram secas em papel 

germiteste e germinadas em meio MS½, para a posterior obtenção e utilização como 

fonte de explantes: folhas ±1,0 cm³, hipocótilos e raízes. ±1,0 cm 

Para cotilédones do embrião e endosperma as sementes foram desinfestadas, 

em seguida mantidas em overnight e, posteriormente secas. Todos os explantes foram 

cultivadosem meio contendo sais básicos de MS (Murashige e Skoog, 1962), vitaminas 

de MS, 4,5% (p/v) (Laborclin®) de mio-inositol, 1% (p/v) 30% (p/v) sacarose, e 8,5% 

(p/v) de Ágar, (acumedia®, Michigan) (p/v) como agente gelificante, juntamente com 

diferentes concentrações de reguladores de crescimento: Benzil-adenina (BA) nas 

concentrações de 2.21, 4.43, 6.65 e 8.87 μM L-1 e 0.0 μM L-1, Tidiazuron (TDZ), 2.27, 

4.54, 6.81, 9.08, μM L-1 e Cinetina (CIN) 2.32, 4.64, 6.97, 9.29 μM L-1 e MSØ como 

controle. Os experimentos foram mantidos em sala de cultivo sob irradiância de 36 μmol 

m-2s-1 provida por lâmpadas fluorescentes, à temperatura 27 ± 2 ºC.  

Foram realizadas duas avaliações, sendo, para tecidos foliares em 60 e 90 dias 

de cultivo, hipocotiledonares 40 e 60 dias, radiculares 15 e 30, cotiledonares 30 e 50 e 

endospérmicos 30 e 40. 

 

2.3. Delineamento Experimental 

A análise estatística baseou-se em um delineamento inteiramente casualizado 

(DIC) constituído por três repetições entre os três tratamentos (BA, TDZ e CIN) em 13 

concentrações diferentes, onde foram avaliados a frequência de brotos, raízes e calos, 

o teste estatístico utilizado baseou-se no teste de médias Scott-Knott a 5% de 

probabilidade de erro (p ≤ 0.05) realizado por meio do software Sisvar (Ferreira, 2011).  
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2.4. Caracterização Histoquímica 

 

Para caracterização histoquímica explantes foliares, hipocotiledonares, 

radiculares, cotiledonares e endospérmicos de P. cristalina foram coletados com 20 dias 

após a indução da organogênese e cotilédones aos zero dias de cultivo. Os explantes 

foram fixados em solução (Karnovsky, 1965) constituída por 2,5% de glutaraldeído, 4% 

de paraformaldeído e 5mM de cloreto de cálcio em tampão cacodilato, pH 7,2. As 

amostras foram desidratadas em série etílicas e incluídas em metacrilato (Historesin, 

Leica). Utilizando-se micrótomo rotativo de avanço automático (RM2155, Leica 

Microsystems Inc., USA), foram obtidos cortes seriados transversais e longitudinais das 

amostras com 5 µm de espessura.        

 Testes histoquímicos foram realizados com Ácido periódico de Shiff (PAS; 

O’Brien e McCully 1981) para a detecção de polissacarídeos neutros, Xilidine Ponceau 

(XP; Vidal, 1970) para a detecção de proteínas totais, Lugol (Johansen, 1940) para a 

detecção de grânulos de amido, Vermelho de Rutênio (Johansen, 1940) para detecção 

de pectinas, Sudan Balck B (Pearse, 1972) para a detecção de lipídeos totais.  

 As observações e captura das imagens foram realizadas em microscópio de luz 

(Olympus AX70TRF, Olympus Optical, Japão) com câmera digital acoplada (Spot 

Insightcolour 3.2.0, Diagnostic Instruments Inc., USA) no Laboratório de Anatomia 

Vegetal da UFV. 

 

 

2.5. Análise da Estabilidade Genética 

 

Para avaliar o nível de ploidia das plantas regeneradas, fragmentos de 

aproximadamente 2 cm2 de folhas jovens e vigorosas foram seccionadas com uma 

lâmina afiada de inox 0,5mm, em uma placa de Petri 60x15 mm com 0,5 mL do tampão 

de extração OTTO-I (Otto, 1990), suplementados com 2,0 mM de DTT (Sigma®), a um 

pH 2.3. Em seguida 0,5 mL do OTTO-I (Otto, 1990), onde foram adicionados 

homogeneizados e posteriormente filtrados em filtro de nylon (30 µm, Partec®), 
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centrifugados a 100 x g por 5 minutos. O sobrenadante foi descartado e o pellet 

ressuspendido e incubado por 10 minutos em tampão de extração OTTO-I (Otto, 1990). 

A suspensão nuclear foi corada com 1,5 mL de solução OTTO-II (Otto, 1990) acrescida 

de 75 µM de iodeto de propídeo (IP, Sigma®), pH 7,5 (Dolezel et al., 1992) durante 20 

minutos, e em seguida filtrada em filtros de nylon (20 µm, Partec®).   

 A leitura da solução foi realizada com auxílio do um citômetro de fluxo BD 

FACSVerse™ localizado no centro de microscopia da UFV, Inicialmente foi 

estabelecido um valor padrão (plantas juvenis de P. cristalina obtidas da germinação de 

sementes in vitro), onde as análises foram subdivididas em três períodos (1º, 2º e 3º), 

sendo dois padrões no primeiro período (1º) e um padrão para cada período (2º e 3º) 

deste modo, estabeleceu-se o pico obtido a partir da análise do padrão no momento da 

calibração do citômetro (padrão diploide 2n pico em 103). 

 

3. RESULTADOS E DISCUSSÕES 

 

Nos explantes foliares após 20 dias de cultivo observou-se o intumescimento na 

região do bordo das folhas em todo o explante e a formação de protuberâncias 

coloração esverdeada no plano abaxial (Figura 1A) que após os 40 dias de cultivo se 

diferenciaram em brotações adventícias (Figura 1B). 

A citocininas BA foi o regulador que melhor induziu brotações na concentração 

de 8.87 μM em 60 e 90 dias de cultivo in vitro correspondendo a 368.33 e 299.33 

(Tabela 2) e (Figura 1B) de forma direta e indireta (Figura 1B). 

 Vieira et al., (2014) obtiveram brotações utilizando BA na concentração de 4.43 

μM, correspondendo a médias de brotações em 50.0% de forma direta e indireta em 

Passiflora setacea. Cultivando tecidos foliares provenientes de espécies de Passiflora 

spp. (Amugune et al., 1993; Becerra et al., 2004; Fernando et al., 2007; Lombardi et al., 

2007; Busilacchi et al., 2008; Pinto et al., 2010; Vieira et al., 2014), a utilização de BA 

para a indução da organogênese está entre concentrações de 4.43 a 6.65 μM, 

entretanto, para P. cristalina foi necessário uma maior concentração de 8.87 μM de BA 

para a obtenção brotações adventícias (Tabela 2) (Figura 1B).   
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 CIN não induziu brotações adventícias entre as diferentes concentrações 

testadas em P. cristalina (Figura 1F).        

 Também foi observado a redução entre médias observadas durante 60 e 90 dias 

de cultivo in vitro em explantes foliares o que pode ser explicado pelo fato da 

senescência (Figuras D e E), sendo observadas nas concentrações de 2.21, 4,43 μM 

de BA e 2.27, 4.54, 6.81, 9.08 μM de TDZ (Tabela 2).  Brotações com características de 

hiperidricidade foram observadas (Figura 1C). O longo período de exposição dos 

explantes provavelmente favoreceu a hiperidricidade dos materiais, isso acarretou em 

redução no número de brotações, alongamento e explantes senescentes como 

observado na (Figuras 1C e D).         

 Para os reguladores TDZ e CIN as médias não diferiram entre si, ainda que o 

TDZ tenha induzido brotações expressivas entre 60 dias de cultivo com 77,33 brotos e 

90 dias com 86.33 para a concentração de 9.08 μM (Tabela 2). Entre os tratamentos 

não houve a produção de raízes (Tabela 2). BA e TDZ A produção de calos durante 

a organogênese em P. cristalina, foram observadas médias maiores para TDZ pela 

concentração de 2.27 μM com 10 calos, seguido de 6.81 μM com 9 calos e 9.08 μM 

com 8 calos. Utilizando BA as médias foram em 8.87 μM correspondendo a 8 calos 

seguido de 6.65 μM com 7.33 e 4.43 e 2.21 μM com 7 (Tabela 2).    

 Os segmentos foliares cultivados na ausência de regulador de crescimento não 

induziu brotações, raízes ou calos em explantes foliares de P. cristalina. (Tabela 2).  
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Tabela 2. Médias do número de brotos, raízes e calos obtidos em explante foliares de 

P. cristalina. 

   Médias/dias  

  Brotos Raízes Calos 

Regulador/crescimento [μM] 60 90 60 90 60 90 

BA 

0.0 0,0c 0,0d 0,0a 0,0a 0,0 0,0b 

2.21 175,66b 97,66c 0,0a 0,0a 7a 6,66a 

4.43 172b 73,66c 0,0a 0,0a 7a 4,66a 

6.65 172,33b 203,66b 0,0a 0,0a 7,33a 7,33a 

8.87 368,33a 299,33a 0,0a 0,0a 8a 8,33a 

TDZ 

2.27 22,33c 29d 0,0a 0,0a 10a 4a 

4.54 5,66c 0d 0,0a 0,0a 4,33a 1,33a 

6.81 27,33c 6,66c 0,0a 0,0a 9a 7a 

9.08 77,33c 86,33c 0,0a 0,0a 8a 6,33a 

CIN 

2.32 0,0c 0,0d 0,0a 0,0a 0,0b 0,0b 

4.64 0,0c 0,0d 0,0a 0,0a 0,0b 0,0b 

6.97 0,0c 0,0d 0,0a 0,0a 0,0b 0,0b 

9.29 0,0c 0,0d 0,0a 0,0a 0,0b 0,0b 

Médias seguidas das mesmas letras entre as colunas, não diferem estatisticamente 

entre si, pelo teste Skott-Knott ao nível de 5 % de probabilidade de erro (p ≤ 0.05). 
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Figura 1: Organogênese em P. cristalina utilizando-se de folhas como fonte de explantes, 
(A) 8.87 μM de BA aos 20 dias de cultivo evidenciado protuberâncias, e, aos 60 dias de 
cultivo (B) 8.87 μM de BA evidenciando brotações, (C) 2.21 μM de BA brotações e 
protuberâncias, (D) 9.08 μM de TDZ e (E) 2.27 μM de TDZ brotações e regiões em 
senescência, (F) 2.32 μM de CIN senescência do explante foliar. Barra (A) 90 μm, (B) 110 
μm, (C) 100 μm, (D) 50 μm (E) 100 μm, (F) 50 μm. 
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Já os explantes hipocotiledonares passaram pelos mesmos estágios de 

desenvolvimento dos explantes foliares, primeiramente o intumescimento após sete 

dias de cultivo in vitro, e, aos 15 dias houve a formação de protuberâncias (Figura 2A) e 

brotações na região basal dos hipocótilos (Figuras B, C e D).  

O maior número de brotações obtidas foi utilizando a concentração de 4.43 μM 

de BA entre os 40 e 60 dias de cultivo (Tabela 3) e (Figura 2B). As médias obtidas 

diferiram-se entre os tratamentos conforme observado na Tabela 3, inclusive observou-

se médias de brotações crescentes entre os reguladores testados BA e TDZ para todas 

as concentrações entre as avaliações. 

Vieira et al. (2014) em Passiflora setacea obtiveram com sucesso a regeneração 

de brotações de forma direta em indireta na concentração de 4.43 μM de BA 

correspondendo a medias entre 98 brotações, e ainda utilizando a combinação entre 

BA e TDZ obtiveram médias chegando a 85 brotações. Para P. cristalina as maiores 

médias também foram observadas com a mesma concentração testada indicando 

similaridade entre as concentrações utilizadas e respostas obtidas (Tabela 3).  

 Silva et al. (2011) relatam que o regulador de crescimento BA é descrito como 

sendo uma citocinina essencial para a regeneração in vitro de maracujazeiros, 

independentemente do tipo de explante e as respostas variam de acordo com a espécie 

e o genótipo. O que foi confirmado durante a utilização de explantes hipocotiledonares 

de P. cristalina. 
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Figura 2: Organogênese em P. cristalina utilizando-se de segmentos hipocotiledonares 
como fonte de explantes, (A) 4.43 μM de BA aos 15 dias de cultivo evidenciando 
protuberâncias, (B) 4.43 μM de BA e (C) 8.87 μM de BA brotações, (D) 9.08 μM de TDZ, e, 
(E) 2.27 μM de TDZ protuberâncias e brotos, (F) 4.64 μM de CIN explante em processo de 
senescência e brotações (G) e (H) brotações em meio MSØ. Barra (A) 50 μm, (B) 100 μm, 
(C) 110 μm, (D) 60 μm, (E) 100 μm, (F) 60 μm, (G) 90 μm, (H) 100 μm. 
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TDZ é um composto substituído por fenilureia (Huetteman e Preece, 1993; Lu, 

1993) e o seu papel durante a morfogênese está intimamente relacionado com o 

metabolismo dos reguladores endógenos de crescimento (Murthy et al., 1998), sendo 

mais biologicamente ativo do que BA, e concentrações mais baixas são necessárias em 

cultura de tecidos, especialmente durante a micropropagação, e é mais eficaz para a 

maioria das espécies na qual tem sido testado (Lu, 1993). 

 Durante a indução da organogênese é possível observar que o regulador TDZ 

induziu médias entre as concentrações de 2.25 e 6.81 μM com 606.33 brotos e 4.54 e 

9.08 μM com 750 e 751 brotos respectivamente (Tabela 3).     

 Pode-se ressaltar ainda que doses mais elevadas de TDZ influenciam no 

alongamento das brotações adventícias em todos os explantes utilizados e, ainda, 

induzem uma maior quantidade de protuberâncias (Figuras 2C e E), e calos em P. 

cristalina quando comparados com BA e CIN. 

Durante a indução da organogênese foi observado a produção de raízes apenas 

para a concentração de 4.43 μM de BA, em 60 dias de cultivo in vitro (Tabela 3). Tanto 

a indução ou não de brotações, rizogênese e calogênese podem ser explicadas 

possivelmente pelo fluxo de hormônios endógenos que atuam diretamente na 

morfogênese in vitro (Wang et al., 2015; Hisano et al., 2016). 

 Para calogênese as maiores médias foram observadas entre os tratamentos de 

8.87 μM de BA, 2.27, 4.54, 6.81 e 9.08 μM de TDZ em 60 dias de cultivo, entretanto, 

observa-se em 40 dias a produção de brotações de forma direta para a concentração 

de 4,43 μM de BA e 4.64 e 6.97 μM de CIN, mesmo que as médias observadas não 

diferiram estatisticamente entre si (Tabela 3). 

 As médias observadas não diferiram utilizando-se do regulador CIN entre as 

diferentes concentrações testadas para indução de brotações, rizogênese ou 

calogênese. Para CIN nota-se a reduçãono número de brotações entre 40 e 60 dias de 

cultivo.  

Para o controle (MSØ), foi observado a indução de brotações adventícias 

indicando possivelmente níveis elevado de citocininas endógenas em P. cristalina, que 

é comum em algumas Passifloráceas, e que também foi verificado durante a 

regeneração de cotilédones e folhas de P. edulis (Dornelas e Vieira, 1994), Lombadi et 
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al. (2007) durante a regeneração proveniente de raízes de P. cincinnata Vieira et al. 

(2014) utilizando-se de hipocótilos e raízes de P. setacea. 

 

Tabela 3. Médias do número de brotos, raízes e calos obtidos em explantes 

hipocotiledonares de P. cristalina. 

   Médias/dias  

  Brotos Raízes Calos 

Regulador/crescimento [μM] 40 60 40 60 40 60 

BA 

0.0 40,33d 43,33d 0,0a 0,0b 1,33a 0,0c 

2.21 651,66a 1029,66b 0,0a 0,33b 4a 3,33c 

4.43 744,66a 1396,66a 0,0a 7,0a 0a 2,33c 

6.65 556,66a 1048,33b 0,0a 0,0b 3,33a 5,33c 

8.87 326,33b 1102,33b 0,0a 0,0b 1a 6,33b 

TDZ 

2.27 97d 606,33c 0,0a 0,0b 2a 9,33a 

4.54 180,66c 750c 0,0a 0,0b 2a 10a 

6.81 169,66c 606,33c 0,0a 0,0b 5a 10a 

9.08 156c 751c 0,0a 0,0b 6a 10a 

CIN 

2.32 35,66d 18d 0,0a 0,0b 3a 2c 

4.64 44d 17,66d 0,0a 0,0b 0a 3c 

6.97 18,66d 4d 0,0a 0,0b 0a 3,66c 

9.29 15,33d 5,33d 0,0a 0,0b 1,33a 1,33c 

Médias seguidas das mesmas letras entre as colunas, não diferem estatisticamente 

entre si, pelo teste Skott-Knott ao nível de 5 % de probabilidade de erro (p ≤ 0.05). 
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Após seis dias de estabelecimento de explantes radiculares observou-se 

intumescimento e, a posterior formação de protuberâncias (Figuras 3 A, B e D). As 

regiões com as protuberâncias após 15 dias de cultivo já se pode observar a sua 

diferenciação em brotações (Figura 3C). De acordo com Rocha et al. (2012) as 

brotações adventícias em raízes de P. edulis formam-se mediante a diferenciação de 

células do periciclo, ou seja, do conjunto de células próximas ao feixe vascular central, 

determinando a formação regiões meristemóides iniciais para posterior formação do 

broto propriamente dito. 

 E ainda foi observado que aos 30 dias de cultivo iniciou-se a senescência entre 

os explantes observando a redução de médias obtidas tanto para organogênese quanto 

para calogênese (Tabela 4). Em espécies climatéricas, a expectativa é que a 

sensibilidade ao etileno é mantida sob sistemas de cultura in vitro, portanto, vários 

protocolos de regeneração tem considerado o uso de inibidores de etileno como um 

benefício para aumentar as respostas morfogênicas (Dias et al, 2009), sugerindo uma 

melhoria no número de trocas de gasosas entre a atmosfera interna da frascos de 

cultura e a atmosfera circundante podem ser favorável para uma melhor manipulação 

do crescimento e diferenciação de maracujá micropropagadas, bem como diminuir os 

efeitos negativos do etileno (Dias et al, 2009;. Otoni et al., 2013.). (Figura 3B).  

 Silva et al. (2011) relatam que o processo de regeneração em raízes de P. 

cincinnata e P. edulis ‘FB 100’, ‘FB 200’ e ‘FB 300’ ocorreu em momentos diferentes e 

era tipicamente assíncrono, e a suplementação com 4.44 μM de BA foi considerado 

essencial para apoiar resposta organogênica direta em explantes de raízes. Já Vieira et 

al. (2014) na obtenção de organogênese em P. setacea utilizou as concentrações de 

4.43 μM de BA combinado a 2.27 μM de TDZ com médias correspondendo a 93.0% em 

brotações de forma direta e indireta. 

BA é o regulador de crescimento comumente utilizado para a regeneração de 

novo por organogênese em maracujazeiros, entretanto em todas as concentrações 

utilizadas no cultivo de segmentos radiculares de P. cristalina, este regulador não 

induziu o desenvolvimento de brotações adventícias conforme descrito na Tabela 4. 

 A melhor concentração de CIN que respondeu em formação de calos foram 4.64, 
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6.97 e 9.29 μM para 15 dias e 2.32 μM após 30 dias de cultivo in vitro (Tabela 4). Não 

foi observado a produção de brotações, raízes e calos para o controle (MSØ). 

  

 

Tabela 4. Médias do número de brotos, raízes e calos obtidos em explantes radiculares 

de P. cristalina. 

   Médias/dias  

  Brotos Raízes Calos 

Regulador/crescimento [μM] 15 30 15 30 15 30 

BA 

0.0 0,0c 0,0c 0,0a 0,0a 0,0b 0,0b 

2.21 0,0c 0,0c 0,0a 0,0a 0,0b 0,0b 

4.43 0,0c 0,0c 0,0a 0,0a 0,0b 0,0b 

6.65 0,0c 0,0c 0,0a 0,0a 0,0b 0,0b 

8.87 0,0c 0,0c 0,0a 0,0a 0,0b 0,0b 

TDZ 

2.27 0,0c 0,0c 0,0a 0,0a 0,0b 0,0b 

4.54 0,0c 0,0c 0,0a 0,0a 0,0b 0,0b 

6.81 0,0c 0,0c 0,0a 0,0a 0,0b 0,0b 

9.08 0,0c 0,0c 0,0a 0,0a 0,0b 0,0b 

CIN 

2.32 35,66a 25,33a 0,0a 0,0a 0,0b 3a 

4.64 44a 0,33c 0,0a 0,0a 2a 1b 

6.97 18,66b 1c 0,0a 0,0a 3,33a 0,33b 

9.29 15,33b 8,33b 0,0a 0,0a 3,33a 1b 

Médias seguidas das mesmas letras entre as colunas, não diferem estatisticamente 

entre si, pelo teste Skott-Knott ao nível de 5 % de probabilidade de erro (p ≤ 0.05). 
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Figura 3: Organogênese em P. cristalina utilizando-se de segmentos radiculares como 

fonte de explante aos 7 dias de cultivo evidenciando para as concentrações (A) 9.29 μM 

e, (B) 4.64 μM de CIN brotações e protuberâncias, (C) 4.43 μM de CIN broto (D) 9.29 μM 

de CIN protuberâncias. Barra: (A) 70 μm, (B) 60 μm, (C) 110 μm, (D) 90 μm. 
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Após a inoculação de explantes cotiledonares, observou-se o intumescimento em 

10 dias de cultivo in vitro, posteriormente a formação de protuberâncias e conversão em 

brotações em 15 dias de cultivo. As médias observadas diferiram entre si para o 

regulador BA nas concentrações de 4.43 μM com 255.33 brotos (Figura 4A), 8.87 μM 

com 199 brotações, 6.65 μM com 102 e 2.21 μM com 85 brotos para 30 dias de cultivo 

in vitro, já TDZ com as seguintes concentrações 2.27 μM com 158 brotos, 6.81 com 124 

brotos e 9.08 com 117.66 brotações também para 30 dias de cultivo (Tabela 5). 

Já para 50 dias para o regulador BA 4.43 μM com 442 brotos (Figura 4B), 8.87 

μM com 416, 6.65 μM com 233,33 e 2.21 μM com 144,66, para TDZ 4.54 μM com 368 

brotos (Figura 4D), 2.27 μM com 266,44 brotos, 6.81 μM com 150,33 brotos e 9.08 μM 

com 148 brotos (Tabela 5). 

Pode-se ressaltar que durante 30 dias do cultivo in vitro a concentração de 4.54 

μM de TDZ (Tabela 5), (Figura 4C), aos 50 dias foi a concentração que mais que mais 

se destacou em produtividade chegando a uma média de 368 brotações (Tabela 5), 

(Figura 4D) e ainda foi evidenciada a baixa produção de calos (Tabela 5). 

Rocha et al., 2015 obtiveram organogênese utilizando embriões zigóticos em P.  

edulis Sims com as concentrações de 36.2, 72.4 e 144.8 μM de BA combinado a 4.5 μM 

de 2,4-D, onde, observou que melhor concentração da citocinina BA para indução de 

brotações correspondeu a 72.4 μM de combinado a 4.5 μM de 2,4-D.  

BA na concentração de 2.21 μM induziu de forma direta brotações entre os dois 

períodos de avaliação, e ainda foi observado a baixa produção de calos de acordo com 

a Tabela 5 indicando a regeneração e maior parte de forma direta. Regeneração de 

brotações adventícias direta é um método essencial para regeneração de plantas in 

vitro evitando variantes (Kumari et al., 2016).      

 CIN não induziu brotos, raízes ou calos em cotilédones de P. cristalina e durante 

a indução da organogênese não houve a formação de raízes entre as diferentes 

concentrações e reguladores testados (Tabela 5). 

 As maiores médias obtidas para a produção de calos foi utilizando-se do 

regulador BA nas concentrações de 8.87 μM com 01 calo em 30 e 50 dias de cultivo, 

4.43 e 6.65 μM para 30 e 50 dias. Já TDZ para as concentrações de 6.81 μM com 02 

calos, 2.27 μM com 1.33 calos, 9.08 μM com 1 calo e 4.54 com 0.66 calos entre 30 e 50 
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dias de cultivo in vitro (Tabela 5).         

 O controle (MSØ) não induziu brotações, raízes ou calos em cotilédones de P. 

cristalina (Tabela 5). 

 

 

 

 

 

Tabela 5. Médias do número de brotos, raízes e calos obtidos em explantes 

cotiledonares de P. cristalina. 

   Médias/dias  

  Brotos Raízes Calos 

Regulador/crescimento [μM] 30 50 30 50 30 50 

BA 

0.0 0,0b 0,0b 0,0b 0,0b 0,0b 0,0b 

2.21 85,33ª 144,66a 0,0b 0,0b 0,0b 0,0b 

4.43 205,33a 442ª 0,0b 0,0b 0,66a 0,66a 

6.65 102a 233,33a 0,0b 0,0b 0,66a 0,66a 

8.87 199a 416ª 0,0b 0,0b 1,0a 1,0a 

TDZ 

2.27 158,66a 266,33a 0,0b 0,0b 1,33a 1,33a 

4.54 71,33b 368,66a 0,0b 0,0b 0,66a 0,66a 

6.81 124a 150,33a 0,0b 0,0b 2,0a 2,0a 

9.08 117,66a 148ª 0,0b 0,0b 1,0a 1,0a 

CIN 

2.32 0,0b 0,0b 0,0b 0,0b 0,0b 0,0b 

4.64 0,0b 0,0b 0,0b 0,0b 0,0b 0,0b 

6.97 0,0b 0,0b 0,0b 0,0b 0,0b 0,0b 

9.29 0,0b 0,0b 0,0b 0,0b 0,0b 0,0b 

Médias seguidas das mesmas letras entre as colunas, não diferem estatisticamente 

entre si, pelo teste Skott-Knott ao nível de 5 % de probabilidade de erro (p ≤ 0.05). 
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Explantes endospérmicos passaram pelos mesmos estágios de desenvolvimento 

de tecidos foliares, hipocotiledonares, radiculares e cotiledonares revelando 

inicialmente o intumescimento em 10 dias de cultivo in vitro, posteriormente a formação 

de protuberâncias e conversão em brotações em 15 dias de cultivo. 

As médias obtidas para a variável brotos entre concentrações testadas pelo teste 

de médias Skott-Knott ao nível de 5 % de probabilidade de erro (p ≤ 0.05), não diferiram 

Figura 4: Organogênese em P. cristalina utilizando-se de cotilédones como fonte de explante 

evidenciando para as concentrações (A) 2.21 μM de BA, (B) 4.43 μM de BA e (C) 4.54 μM de 

TDZ brotações aos 30 dias de cultivo in vitro, (D) 2.27 μM de TDZ protuberâncias aos 50 dias 

de cultivo. Barra (A) 50 μm, (B) 60 μm, (C) 60 μm, (D) 60 μm. 
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entre si, entretanto, as maiores médias obtidas para a regeneração em brotações 

ocorreu na utilização do regulador BA nas concentrações de 4.43, 6.65, 8.87 μM em 30 

e 40 dias de cultivo, observando médias crescentes entre as avaliações (Tabela 6) e 

(Figura 5A e B). 

Mohamed et al., 1996, obtiveram regeneração em Passiflora foetida utilizando-se 

de endosperma com diferentes concentrações de BA (2.0, 5.0 e 10 μM). O regulador 

BA induziu de forma expressiva brotações adventícias em tecidos endospérmicos de P. 

cristalina (Tabela 6), podendo ser indicado para obtenção de plantas triploides. 

Chaturvedi et al., 2003 obteve regeneração em calos obtidos de endosperma de 

Azadirachta indica e. Góralski et al., 2005 obteve com sucesso regeneração usando 

tecidos endospermáticos de Actinidia deliciosa CV. Hayward destacando a melhor 

concentração como sendo 2.27 μM de TDZ. 

 Durante a indução da organogênese pode-se observar que o TDZ durante as 

avaliações de 30 e 40 dias, pode-se observar que houve uma diminuição no número de 

brotações perdendo a competência até o total senescência dos explantes (Tabela 6).  

 Mesmo pela análise estatística não diferir entre os tratamentos nota-se níveis 

altos de brotações, indicando ainda sim um método eficiente de regeneração a partir 

tecidos endospermáticos de P. cristalina, obtendo um total de 966 brotos com a 

concentração de 8.87 μM de BA em 30 dias e 886 para 6.65 μM aos 40 dias de cultivo 

(Tabela 6) e (Figuras 5A e B).  

Durante a indução da organogênese houve a formação de calos sendo que as  

médias observadas para 40 dias de cultivo diferiram para os reguladores BA nas 

concentrações de 4.43 μM e 6.65 μM com 1,66 calos, e 8.87 μM com 0,66 calos, e TDZ 

para as concentrações de 9.08 μM com 4.66 calos, 2.27 μM com 3,0 calos e 4.54 μM 

com 2,33 calos (Tabela 6) e (Figura 5D). 

Não ocorreu a produção de raízes entre reguladores e concentrações testadas 

em tecidos endospérmicos de P. cristalina (Tabela 6). 

Para o controle MSØ não houve a produção de brotos, raízes ou calos (Tabela 6) 
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Tabela 6. Médias do número de brotos, raízes e calos obtidos em explantes 

endospérmicos de P. cristalina 

 Médias/dias 

  Brotos Raízes Calos 

Regulador/crescimento [μM] 30 40 30 40 30 40 

BA 

0.0 0,0a 0,0a 0,0a 0,0a 0,0a 0,0b 

2.21 0,0a 0,0a 0,0a 0,0a 0,33a 0,0b 

4.43 109,66ª 175,66a 0,0a 0,0a 2,0a 1,66a 

6.65 79,66ª 295,33a 0,0a 0,0a 3,0a 1,66a 

8.87 192,66ª 322ª 0,0a 0,0a 3,0a 0,66a 

TDZ 

2.27 69,66ª 65,66a 0,0a 0,0a 4,0a 3,0a 

4.54 16,33ª 36,33a 0,0a 0,0a 2,66a 2,33a 

6.81 37,66ª 29ª 0,0a 0,0a 1,33a 0,0b 

9.08 66ª 33,66a 0,0a 0,0a 4,66a 4,66a 

CIN 

2.32 0,0a 0,0a 0,0a 0,0a 0,0a 0,0b 

4.64 2,0a 0,0a 0,0a 0,0a 0,33a 0,0b 

6.97 0,0a 0,0a 0,0a 0,0a 0,0a 0,0b 

9.29 0,0a 0,0a 0,0a 0,0a 0,0a 0,0b 

Médias seguidas das mesmas letras entre as colunas, não diferem 

estatisticamente entre si, pelo teste Skott-Knott ao nível de 5 % de probabilidade 

de erro (p ≤ 0.05). 
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O tecidos espermáticos em plantas diploides é um tecido triploide, contém 3 

conjuntos cromossômicos, como resultado de fertilização dupla, que é um processo 

único em plantas superiores. Consequentemente, o endosperma é formado como 

resultado de fertilização dupla e fusão tripla (ou seja, a fusão entre 3 núcleos haploides 

diferentes, 1 do gameta masculino e 2 do provenientes do gameta feminino) (Góralski et 

al., 2005; Thomas e Chaturvedi, 2008; Hoshino et al., 2011).  

Plantas triploides apresentam características de suma importância para uso 

comercial, por exemplo, podem formar frutos sem sementes (Banana, citrinos, melão) 

Figura 5: Organogênese em P. cristalina utilizando-se de endosperma como fonte de 

explante aos 30 dias de cultivo nas concentrações (A) 6.65 μM de BA e, (B) 8.87 μM de BA 

aos 40 dias de cultivo evidenciando brotações, (C) 4.54 μM de TDZ aos 30 dias e (D) 4.54 

μM de TDZ aos 40 dias de cultivo in vitro protuberâncias e brotações. Barras (A) 80 μm, (B) 

110 μm, (C) μm 110, (D) 80 μm. 
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ou pode ter um sabor melhor de que os seus ancestrais diploides (batata), devido a 

isso, o desenvolvimento de processos eficientes para a produção de triploides é 

importante para comercial, bem como efeitos de estudos do comportamento in vitro 

(Góralski et al., 2005). Os resultados utilizando-se de tecidos espermáticos para a 

regeneração em Passiflora abre perspectivas de sua utilização para programas de 

melhoramento genético do gênero e pode ser estendida para a espécie mais importante 

comercialmente P. edulis. 

A organogênese de novo em P. cristalina pode ser considerado um sistema 

efetivo e responsivo na produção de grande número de brotações e modelo para o 

gênero. 

 

 

3.1. Análise histoquímica 

 

 Para tecidos foliares durante análises histoquímicas polissacarídeos neutros 

foram observados em baixas quantidades sendo concentrados em regiões propensas a 

formação de brotações indicado pelas setas na (Figura 6A), também observado em 

tecidos hipocotiledonares (Figura 6B), radiculares (Figura 6C), canalizados para a 

região apical em brotações propriamente ditas de tecidos cotiledonares (Figura 6D), 

também encontrados em regiões com alta atividade morfogênica em tecidos 

endospérmicos (Figura 6E), e em grande quantidade em cotilédones aos zero dias de 

cultivo in vitro confirmando a reserva deste componente (Figura 6F). 

Proteínas foram observadas também em regiões com intensa divisão celular a 

em tecidos foliares sendo indicado pelas setas na Figura 7A, também verificadas em 

tecidos hipocotiledonares (Figura 7B), radiculares (Figura 7C), na região apical de 

brotações de tecidos cotiledonares (Figura 7D), regiões com alta atividade metabólica 

em tecidos endospérmicos (Figura 7F), e predominantemente em toda a região 

cotiledonar aos zero dias de cultivo. Pectinas foram verificadas concentradas em 

regiões de alta divisão celular em tecidos foliares sendo indicado pelas setas na (Figura 

7A), hipocotiledonares (Figura 7B), radiculares (Figura 7C), observadas em regiões 

meristemáticas de brotações provenientes de tecidos cotiledonares (Figura 7D), e 
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também endospérmicos (Figura 7E), e em alta concentração em feixes vasculares e na 

epiderme de cotilédones aos zero dias de cultivo (Figura 7F).  

 A pectina é o componente mais abundante classe de macromolécula no interior 

da matriz celular, também é abundante na lamela média entre as paredes celulares 

primárias, atuando na regulação e adesão intercelular, está em grande parte restrita à 

paredes celulares primárias, fornecendo um ambiente para a deposição, deslizamento e 

extensão da rede celulose e glicanos, está envolvida no controle da porosidade da 

parede celular e é o principal material adesivo entre as células. (Willats et al., 2001). 

Está também responsável pela esterificação, formando géis, atuando durante o 

processo de crescimento da planta (Knox et al., 1990). 

Grãos de amido foram observados durante a indução da organogênese em 

tecidos foliares sendo canalizados em regiões de brotações indicado pela seta na 

(Figura 8A), em regiões promissoras a formação de brotos em tecidos hipocotiledonares 

(Figura 8B), radiculares (Figura 8C), cotiledonares (Figura 9D) e endospérmicos (Figura 

9E) e em baixa quantidade em tecidos cotiledonares aos zero dias de cultivo.  

De modo geral grãos de amido foram encontrados em baixa quantidade em 

tecidos foliares, cotiledonares e endospérmicos (Figura 9A, 9D, 9E). 

Rocha et al., 2012 não identificaram a presença de corpos de amido no embrião 

zigótico de Passiflora cincinnata indicando que durante o desenvolvimento in vitro 

houve a necessidade da produção de novo de amido sendo necessário para os 

processos morfogenéticos. 

Lipídeos não foram encontrados em brotações oriundas de tecidos foliares 

(Figura 10A), sendo encontrados em regiões epidérmicas promissores a formação de 

brotações em tecidos hipocotiledonares, localizados em regiões de alta intensidade 

morfogênica em tecidos radiculares e cotiledonares, já tecidos endospérmicos houve 

uma diminuição quanto maior o desenvolvimento (Figura 10E), e predominantemente 

encontrado em toda a região cotiledonar aos zero dia de cultivo, indicando o alto 

consumo deste componente durante a organogênese em P. cristalina.   

 Na Figura 10F pode-se observar a grande quantidade de corpos lipídicos em 

cotilédones de Passiflora cristalina (Figura 10F) Segundo Tozzi e Takaki (2010), 

lipídeos desempenham um papel importante na semente, é a principal fonte de energia 
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para a germinação. Rocha et al.(2012) e Silva et al. (2015) verificaram o consumo de 

corpos proteicos, lipídicos e carboidratos devido a metabolização por consumo durante 

a morfogênese in vitro, mediante a quebra por enzimas específicas. Resultados 

similares com o do presente estudo pela análise histoquímica. 
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Figura 6: Avaliação histoquímica com o corante Ácido periódico de Shiff (PAS) para a 
verificação de polissacarídeos neutros, fixados aos 20 dias de cultivo da organogênese 
evidenciando mobilização e metabolização (seta) em (A), (B), (C), (E),  regiões em divisão 
mitótica para a formação de protuberâncias, (D), broto com menores concentrações de 
polissacarídeos (F) células com alta concentração de polissacarídeos utilizando (A) folhas 
cultivadas com a concentração de 8.87 μM de BA, (B) hipocótilos com 4.43 μM de BA 
evidenciando , (C) raízes com 4.64 CIN, (D) cotilédones com 4.42 μM de BA, (E) 
endosperma com 8.87 μM de BA, e (F) cotilédone do embrião aos zero dias de cultivo. 
Barras: (A), (D), (E) 90 μm (B), (C) 50 μm; (F) 250 μm. 
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Figura 7: Avaliação histoquímica com o corante Xilidine Ponceau (XP), para a verificação de 
proteínas fixados aos 20 dias de cultivo da organogênese evidenciando mobilização e 
metabolização (seta), (A), (B), (C), (E) protuberâncias, (D) broto,  (F) células ricas em corpos 
proteicos utilizando (A) folhas cultivadas com a concentração de 8.87 μM de BA, (B) hipocótilos 
com 4.43 μM de BA, (C) raízes com 4.64 CIN, (D) cotilédones com 4.42 μM de BA, (E) 
endosperma com 8.87 μM de BA, e (F) cotilédone do embrião aos zero dias de cultivo. Barras: 
(A), (B), (C), (D), 100 μm (E), (F) 150 μm. 
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Figura 8: Avaliação histoquímica com o corante Vermelho de Rutênio, para a verificação de 
pectinas, fixados aos 20 dias de cultivo da organogênese evidenciando mobilização e 
metabolização (seta) (A), (B), (C), protuberâncias, (D), (E) região de meristema (F) 
epiderme e feixes vasculares ricos em pectinas, (A) folhas cultivadas com a concentração 
de 8.87 μM de BA, (B) hipocótilos com 4.43 μM de BA, (C) raízes com 4.64 CIN, (D) 
cotilédones com 4.42 μM de BA, (E) endosperma com 8.87 μM de BA, e (F) cotilédone do 
embrião aos zero dias de cultivo. Barras (A), (C), 90 μm (B), (D) (F) 100 μm (E), 250 μm. 
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Figura 9: Avaliação histoquímica com o corante lugol para a verificação de amido, fixados 
aos 20 dias de cultivo da organogênese evidenciando mobilização e metabolização (seta), 
(A), (B), (C), (D), (E), protuberâncias (F) células com pouca concentração grãos de amido 
utilizando (A) folhas cultivadas com a concentração de 8.87 μM de BA, (B) hipocótilos com 
4.43 μM de BA, (C) raízes com 4.64 CIN, (D) cotilédones com 4.42 μM de BA, (E) 
endosperma com 8.87 μM de BA, e (F) cotilédone do embrião aos zero dias de cultivo.  
Barras (A), (B), (C), (D) 100 μm (E) 150 μm (F), 90 μm. 
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Figura 10: Avaliação histoquímica com o corante Sudan Black B para a observação de 
lipídios, fixados aos 20 dias de cultivo da organogênese evidenciando mobilização e 
metabolização (seta), (A) broto, (B) células epidérmicas ricas em corpos lipídicos, (C) 
agregado celular contendo lipídeos em região de epiderme (D), concentração de corpos 
lipídicos, (E) canalização e consumo de lipídeos por protuberância, (F) células ricas em 
liídeos, utilizando (A) folhas cultivadas com a concentração de 8.87 μM de BA, (B) 
hipocótilos com 4.43 μM de BA, (C) raízes com 4.64 CIN, (D) cotilédones com 4.42 μM de 
BA, (E) endosperma com 8.87 μM de BA, e (F) cotilédone do embrião aos zero dias de 
cultivo. Barras (A), (D), (E), 100 μm (B), (F) 200 μm (E), 90 μm. 
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3.2. Análise da estabilidade genética 

 

Foram avaliados um total de 57 eventos organogênicos para caracterização do 

conteúdo de DNA nuclear, obtidos de diferentes tipos de regenerações em P. cristalina. 

Variações nos níveis de DNA nuclear entre os explantes avaliados. Os regenerantes 2n 

foram obtidos provenientes das plantas germinadas a partir de sementes e utilizadas 

como padrão durante a citometria. As brotações das folhas (Figura 11A), raízes (Figura 

11C) e cotilédones (Figura 11D) permaneceram com nível de ploidia 2n, não variou. Já 

as brotações oriundas dos hipocótilos em 3 eventos apresentaram níveis de ploidia 4n, 

demonstrando que a utilização deste tipo de explante pode induzir a formação de 

regenerantes instáveis geneticamente. 

Os tecidos espermáticos produziram constantemente brotos triploides (3n) 100% 

dos regenerantes (Figura 11E) e (Figura 12B). 

Plantas triploides apresentam características de suma importância para uso 

comercial, por exemplo, podem formar frutos sem sementes (Banana, citrinos, melão) 

ou pode ter um sabor melhor de que os seus ancestrais diploides (batata), devido a 

isso, o desenvolvimento de processos eficientes para a produção de triploides é 

importante para comercial, bem como efeitos de estudos do comportamento in vitro 

(Góralski et al., 2005).           

 Os resultados utilizando-se de tecidos espermáticos para a regeneração em 

Passiflora abre perspectivas de sua utilização para programas de melhoramento 

genético do gênero e pode ser estendida para a espécie mais importante 

comercialmente P. edulis. A organogênese de novo em P. cristalina pode ser 

considerada um sistema efetivo e responsivo na produção de grande número de 

brotações e modelo para o gênero com nível de ploidia 3n para tecidos 

endospermáticos.          

 Os picos dos canais durante as análises variaram entre diploides (1034,175 – 

1090,564) incluindo os padrões (Figura 11, A- F), triploides (Figura 11E) e (Figura 12B) 

(1491,596 – 1655,754) onde aumentou consideravelmente quando comparado com o 

padrão 2n, e, tetraploides (2148,150 - 2190,200), ou seja, dobrou no momento da 
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leitura (Figura 12C).          

 Para as análises o coeficiente de variação (CV) variou entre 1,37% a 3,42%, no 

pico G1. Indicando uma alta resolução no momento da leitura de acordo com (Yanpaisan 

et al., 1999), não sendo necessário a adição de outros componentes para melhor 

visualização.           

 Pinto et al., 2011, durante a regeneração em Passiflora cincinnata observaram 

variações no nível de ploidia obtendo regenerantes (4n). Silva e Carvalho (2014) 

verificaram que a variação no conteúdo de DNA no momento da indução da 

embriogênese somática está intimamente associada ao período de exposição ao meio 

de cultivo. Silva et al., 2011, avaliando regenerantes provenientes de raízes não 

identificou variações com conteúdo de DNA em P. cincinnata e populações comerciais 

de Passiflora edulis Sims (‘FB 100’, ‘FB 200’, e ‘FB 300’) indicando estabilidade 

genética entre os regenerantes obtidos.  

No presente estudo a indução de indivíduos tetraploides foram obtidos apenas 

em regenerantes provenientes de segmentos hipocotiledonares indicando que para 

este tecido há uma grande possibilidade de obtenção de indivíduos com alteração no 

conteúdo de DNA. A obtenção de plantas tetraploides em passilforáceas ainda é 

pouco estudada pela literatura inclusive na obtenção de caracteres desejáveis no 

melhoramento genético. Particularmente,  regenerantes 4n abrem novos caminhos para 

diferentes estudos avaliando a possível super expressão de caracteres desejáveis 

inclusive a incorporação em banco de germoplasmas .     

 Células poliplóides são raramente observadas se dividindo, a ativação do 

programa de endociclo pode ser um mecanismo para evitar a transmissão de lesões do 

DNA no pool de células meristemáticas, induzindo a célula danificada num estado não 

divisional, de tal modo salvaguardar a progênie de Mutações no DNA (Veylder et al., 

2011).            

 Em hipocótilos umas hipóteses para a indução de endoreplicação após danos ao 

DNA poderiam ocorrer devido ao possível aumento do número de fitas de DNA para 

reparação de genes danificados durante a organogênese, por recombinação homóloga 

usando uma cópia intacta como molde (Veylder et al., 2011) originando plantas com 
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uma deformidade no endociclo ainda ao se alongarem no escuro podem implicar no 

aumento no nível de ploidia. 

Vieira, 2011 observou frequencia de indivíduos anormais, ou seja, que variaram 

o conteúdo de DNA, oriundos de regeneração em raizes para Passiflora setacea com a 

combinação de BA e TDZ, que supostamente podem estar sendo induzidos devido as 

células do periciclo reterem a expressão de genes do ciclo celular (Martinez et al.,1992; 

Hermeley et al., 1993 e Burssens et al., 2000), Onde possivelmente estes genes seriam 

responsáveis em iniciar o processo do ciclo celular sem sofrer desdiferenciação (Atta et 

al., 2009). 
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Figura 11: histogramas representando o pico referente a valor do DNA nuclear picos do canal 
variando entre diploides (1034,175–1090,564), triploides (1491,596–1655,754), obtidos a partir 
de núcleos de P. cristalina corados com iodeto de propídeo regenerantes provenientes de 
folhas (A), hipocótilos(B), raízes (C), cotilédones (D), endospermas(E), padrão planta de P. 
cristalina germinadas in vitro (F). 
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Figura 12: Histogramas comparando os diferentes níveis de ploidia picos do canal variando 
entre diploides (1034,175–1090,564), triploides (1491,596–1655,754) e tetraploides (2148,150-
2190,200) obtidos referente ao DNA nuclear obtido a partir de núcleos corados com iodeo de 
propídeo em Passiflora cristalina por diferentes tipos de regenerações A (padrão 2n), B 
(endosperma 3n) e C (Hipocótilos 4n). 
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4. CONCLUSÕES 

 

Obteve-se a regeneração de todos os tipos de explantes de P. cristalina 

empregados. 

BA promoveu as melhores médias em brotações em Passiflora cristalina entre os 

explantes folhas, hipocótilos, cotilédones e tecidos endospérmicos; 

CIN promoveu a regeneração a partir de segmentos radiculares em P. cristalina; 

O regulador TDZ promoveu as maiores médias para calogênese entre os 

diversos tipos de explantes combinando a hiperidricidade e a dificuldade na conversão 

de brotações adventícias; 

 O endosperma evidenciou ser um tecido que possibilita a regeneração de 

plantas triploides. 

 Há a necessidade de melhor verificação da concentração/estabilidade genética, 

em segmentos hipocotiledonares, uma vez que houve a produção de indivíduos 

tetraploides provenientes desta via de regeneração. 

 E ainda de estudos avaliando endoreplicações em diferentes tecidos vegetais 

associando estudos visando a estabilidade genética dos tecidos regenerados; 

 Os testes histoquímicos evidenciaram o consumo energético pela metabolização 

celular durante a morfogênese in vitro de compostos ergásticos.    

 O sistema de regeneração de novo por organogênese em Passiflora cristalina foi 

estabelecido com sucesso nos diferentes tipos de explantes cultivados in vitro e abre 

novas perspectivas para a regeneração melhoramento genético, visto o alto potencial 

regenerativo da espécie inclusive a obtenção de plantas poliploides. 
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CAPÍTULO II 

Embriogênese somática e análises histoquímica em Passiflora cristalina 

Vanderplank e Zappi 

RESUMO 

A embriogênese somática é uma técnica regenerativa dentro da cultura de tecidos 

vegetais que fornece subsídios práticos para utilização em de programas de 

melhoramento genético vegetal. O trabalho objetivou-o a regeneração de novo a partir 

da embriogênese somática, análises histoquímicas e a produção e a mobilização de 

metabólitos em Passiflora cristalina. Sementes livres de tegumentos foram 

desinfestadas, e, assepticamente realizou a extração de embriões zigóticos que foram 

inoculados em meio MS com a adição de 2,4-D nas concentrações de 9.04, 13.57, 

18.09, 22.62, 27.14, 31.67, 36.19, 40.72, 45.24 μM combinados a 4.43 μM de BA. A 

análise estatística foi um (DIC) constituído por três repetições, e as médias foram 

comparadas pelo teste de Tukey a 5% (p ≤ 0.05). Explantes que apresentaram pro-

embriões em 20 dias de cultivo foram transferidos para o meio de MS, na ausência de 

reguladores de crescimento e gelificado com Phytagel®, aos 30 dias de cultivo em meio 

de maturação na ausência de reguladores de crescimento foram observados embriões  

somáticos (cordiformes, torpedos e cotiledonares) para concentrações de 27.14 μM de 

2,4-D combinado a 4.43 μM de BA com uma média de 27.33 embriões, seguido de 

18.09 μM + 4.45 μM de BA com 3 embriões de forma indireta. Aos 60 dias de cultivo in 

vitro embriões somáticos cotilédonares foram observados nas concentrações 27.14 μM 

de 2,4-D combinado a 4.43 μM de BA com uma média de 51.66 embriões, seguido 

21.22 embriões para a concentração de 18.09 μM + 4.43 μM de BA. Pelas análises 

histoquímicas pode-se observar que após o período de indução entre 20-60 dias de 

cultivo ocorreu a produção de amido, mobilização de polissacarídeos neutros, 

proteínas, lipídeos em regiões com intensa atividade metabólica e uma maior evidência 

de pectinas em regiões em estágio de diferenciação e crescimento celular durante a 

formação de embriões somáticos. 

Palavras chave: Cultivo in vitro, Regeneração, Embrião somático, Histoquímica. 
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Somatic embryogenesis and histochemical analyzes in Passiflora cristalina 

Vanderplank and Zappi 

 

ABSTRACT 

The Somatic embryogenesis is a regenerative technique within the plant tissue culture 

that provides practical information for use in plant breeding programs. The work aimed 

to the regeneration de novo from somatic embryogenesis, histochemical analysis and 

the production and mobilization of metabolites in Passiflora cristalina. Seeds free of 

teguments were sterilized and aseptically performed the extraction zygotic embryos 

were inoculated onto MS medium with the addition of 2,4-D at concentrations of 9.04, 

13:57, 18:09, 22.62, 27.14, 31.67, 36.19, 40.72, 45.24 μM combined to 4.43 μM of BA. 

Statistical analysis was a (DIC) consists of three repetitions, and the averages were 

compared by 5% Tukey test (p ≤ 0.05). Explants that showed pro-embryos at 20 days of 

culture were transferred to MS medium, in the absence of growth regulators and gelled 

with Phytagel®, at 30 days of culture on maturation medium in the absence of growth 

regulators somatic embryos were observed (heart-shaped, torpedo and cotyledon) at 

concentrations of 27.14 μM of 2,4-D combined with 4.43 uM BA with an average of 

27.33 embryos, followed by 18:09 + 4.45 μM BA to 3 embryos indirectly. After 60 days of 

cultivation cotyledonary somatic embryos in vitro was observed at concentrations of 

27.14 μM of 2,4-D combined 4.43 μM BA to with a mean of 51.66 embryos, followed 

21.22 embryos to concentratio18.09 μM + 4:43 μM BA. For histochemical analyzes can 

be seen that after an induction period between 20-60 days of cultivation occurred starch 

production, mobilization of neutral polysaccharides, proteins, lipids in regions of intense 

metabolic activity and greater evidence of pectins in regions stage cell growth and 

differentiation during the formation of somatic embryos. 

KEY-WORDS: In vitro culture, Regeneration, Somatic embryo, Histochemistry. 
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1.0. INTRODUÇÃO 

 

O Brasil é o centro de diversidade de Passifloráceas, com mais de 150 espécies 

nativas (Rocha et al., 2012). O gênero tem importância econômica no setor médico, e, 

especialmente, como fonte de alimento, além de interesse econômico, a família tem 

uma grande importância ecológica (Nardin et al., 2015). O cultivo de maracujá tem 

demonstrado forte crescimento e expansão, devido à grande popularidade em 

diferentes segmentos do mercado consumidor, incluindo tanto como fruta fresca, 

produção de suco e na indústria de cosméticos (Vieira et al., 2014). Além de alguns 

possuírem valores ornamentais por serem exóticos, também se revelam como fontes 

úteis de moléculas biológicas que podem ser fitofármacos potentes no futuro (Dhawan 

et al., 2004). 

A espécie Passiflora cristalina Vanderplank e Zappi foi identificada pela primeira 

vez no município Novo Mundo - Estado de Mato Grosso, no Parque Estadual Cristalino, 

limite nordeste do parque no ano de 2008 por (Vanderplank e Zappi, 2011). É uma 

planta pouquíssima estudada (Gerônimo, 2014; Silveira, 2015), possuem flores vistosas 

avermelhadas, seus frutos são ovalados (Vanderplank e Zappi, 2011). Suas flores são 

potencialmente ornamentais, os frutos possuem um sabor levemente adocicado. 

A micropropagação tem sido uma ferramenta importante que melhorou a 

investigação e o desenvolvimento em muitos campos da ciência das plantas, permitindo 

a verificação fundamental a ser realizado sobre a fisiologia da morfogênese e 

diferenciação (Pipino et al., 2010).       

 Na regeneração de novo a embriogênese somática se destaca como uma 

importante via para a regeneração de plantas e oferece vantagens sobre o 

melhoramento convencional. A embriogênese somática pode disponibilizar linhagens de 

células para a engenharia genética, regeneração de uma estrutura bipolar provenientes 

de grupos de células, produção em larga escala de plantas geneticamente idênticas, 

homogeneidade, estudos básicos funcional e molecular, produção de sementes 

sintéticas e a conservação de recursos genéticos através da criopreservação (Pinto et 

al. 2010; Yang e Zhang, 2010, Xu e Huang et al., 2014).  
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A embriogênese somática, cuja formação do embrião é originado de células 

somáticas, é um mecanismo natural de reprodução assexuada em algumas espécies de 

plantas que podem ser induzidas in vitro (Silva et al., 2014). É um processo típico de 

desdiferenciação que retorna uma célula somática diferenciada reprogramando-a um 

estado de células totipotentes (Xu e Huang et al., 2014). Na embriogênese somática 

uma única célula vegetal ou grupo de células do tecido somático formam embriões, 

estruturas bipolares que possuem órgãos embrionários típicos, a radícula, hipocótilo e 

cotilédones (Arnold et al., 2002; Otoni et al., 2013; Pilarska et al., 2015).  

O número de protocolos de embriogênese somática para espécies de Passiflora 

spp. ainda é considerado baixo (Otoni et al., 2013). Atualmente os protocolos 

regenerativos por embriogênese somática baseiam-se no protocolo estabelecido por 

Silva et al., (2009) para espécie Passiflora cincinnata considerada uma espécie modelo 

para o gênero, o que possibilitou a aplicação de protocolos regenerativos para outras 

espécies como Passiflora edulis (Pinto et al., 2010), P. miniata e P. speciosa (Ferreira et 

al., 2015), P. alata, P. crenata, P. edulis e P. gibertii (Rosa et al., 2015).   

 Embora estudos recentes sobre a regeneração de plantas tenham aumentado 

bastante a compreensão da plasticidade celular em plantas, ainda muitas perguntas 

permanecem sem resposta (Xu e Huang et al., 2014).     

 A realização de estudos morfológicos e anatômicos sobre embriogênese 

somática permitem a identificação de células e/ou tecidos que conferem origem a 

embriões somáticos, bem como, na elucidação dos processos morfogenéticos (Rocha 

et al., 2012b; Silva et al., 2015). Atualmente, em várias espécies de plantas estudos 

desta natureza tem sido reportados (Cangahuala-Inocente et al., 2004, Almeida et al. 

2006; Pinto et al. 2010; Rocha et al. 2012; Otoni et al. 2013, Silva et al., 2015), o que 

contribui para a otimização de protocolos que envolvem a rota de regeneração de novo 

a partir da embriogênese somática.        

 O trabalho objetivou-o a regeneração de novo a partir da embriogênese 

somática, análises histoquímicas e a produção e a mobilização de metabólitos em 

Passiflora cristalina. 
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2.0. MATERIAL E MÉTODOS 

 

Os experimentos foram conduzidos no Laboratório de Cultura de Tecidos 

vegetais, situado no CEPDA do campus universitário de Tangará da Serra – MT e 

Laboratório de Cultura de Tecidos, situado no BIOAGRO da Universidade Federal de 

Viçosa - MG. Sementes de Passiflora cristalina foram obtidas a partir de coleta em 

populações silvestres localizadas na região de Alta Floresta – MT.    

 O tegumento das sementes de P. cristalina foram extraídos com auxílio de mini-

morsa de acordo com (Reis et al., 2007, Silva et al., 2009). Em câmara de fluxo 

horizontal as sementes foram desinfestadas, por meio de imersão em álcool 70% (v/v) 

por 3 minutos, posteriormente em hipoclorito de sódio comercial a 2,5% (v/v) por 25 

minutos, com a adição de três gotas do agente surfactante Tween-20. Em seguida, as 

sementes foram submetidas a 4 enxagues consecutivos em água destilada e 

autoclavada, após foram mantidas reidratando durante a noite (overnight) em água 

destilada estéril.          

 Embriões zigóticos foram utilizados como fonte de explantes para a indução da 

embriogênese somática, onde após a desinfestação foram isolados assepticamente e, 

posteriormente inoculados em meio contendo sais básicos de MS (Murashige e Skoog, 

1962), vitaminas de MS, 4,5% (p/v) (Laborclin) de mio-inositol, 1% (p/v) 30% (p/v) 

sacarose, e 8,5% (p/v) de Ágar, bacteriological (Acumedia®, Michigan) como agente 

gelificante adicionado a diferentes concentrações do regulador de crescimento Ácido 

2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D)9.04, 13.57, 18.09, 22.62, 27.14, 31. 67, 36.19, 40.72, 

45.24 μM e combinado com Benzil-adenina (BA) a 4.43 μM.   

 Massas pró-embriogênicas com 20 dias de cultivo in vitro foram transferidas para 

meio MSØ na ausência de reguladores gelificado com Phytagel 2,5% (p/v) (Sigma® 

USA) para maturação de embriões somáticos.       

 O pH do meio foi ajustado para 5,7 ± 0,1 e posteriormente foram autoclavados 

durante 15 minutos (121ºC e 1,1 atm de pressão). Os embriões zigóticos foram 

cultivados em placas de Petri, contendo alíquotas de 45 mL de meio após solidificadas 

foram vedadas com filme de policloreto de vinila PVC (Rolopac®), e mantidas em sala 

de cultivo, na ausência de luz, à temperatura de 25 ± 2 ºC de acordo com Silva et al. 
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(2009).             

 A análise estatística foi realizada em dois períodos  por meio de duas avaliações 

(Maturação em 30 dias de cultivo, e, embriogênese somática aos 60 dias) onde 

constituíram-se de um delineamento inteiramente casualizado (DIC) constituído por três 

repetições entre os tratamentos onde os dados foram submetidos à análise de variância 

(ANOVA), e a diferença entre as médias dos tratamentos foram comparadas pelo teste 

de Tukey a 5% de probabilidade de erro (p ≤ 0.05) realizado por meio do software 

Sisvar (Ferreira, 2011). 

 

2.1. Análise Citológica  
 

 
Amostradas de calos contendo células pró-embrionárias em diferentes 

concentrações (Tabela 1), foram coradas em lâmina histológica com azul de Evans 

(0,5%) por 3 minutos, em seguida de carmim acético (1%) por 3 minutos (Durzan, 1998) 

e cobertas com lamínula e analisadas. As observações e os registros fotográficos foram 

realizados em fotomicroscópio (Car Zeiss Primo Star 8mp, Alemanha) com câmera 

digital acoplada (Axiocam 105 cor) Localizado no Laboratório de Microscopia da 

Universidade do Estado de Mato Grosso. 

 

 

2.2. Caracterização Anatômica e Histoquímica  

 

Calos contendo embriões somáticos de P. cristalina foram coletados com 20 e 60 

dias de cultivo para os tratamentos 18.09, 22.62 e 27.14 μM 2,4-D + 4.43 μM de BA. 

Fixados em solução (Karnovsky, 1965) modificada constituída por: 2,5% de 

glutaraldeído, 4% de paraformaldeído e 5mM de cloreto de cálcio em tampão 

cacodilato, pH 7,2.  

Cortes foram corados com azul de toluidina (O’Brien et al. 1964) e para análise 

histoquímica foram utilizados os seguintes reagentes: Ácido periódico de Shiff (PAS; 

O’Brien e McCully, 1981) para a detecção de polissacarídeos neutros, Xilidine Ponceau 

XP (Vidal, 1970) proteínas totais, Vermelho de Rutênio (Johansen, 1940) para pectinas, 
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Lugol (Johansen, 1940) para grânulos de amido e Sudan Balck b (Pearse, 1972) para 

lipídios totais. 

As amostras foram desidratadas em série etílica e incluídas em metacrilato 

(Historesin, Leica). Utilizando-se micrótomo rotativo de avanço automático (RM2155, 

Leica Microsystems Inc., USA), foram obtidos cortes seriados transversais e 

longitudinais das amostras com 5 µm de espessura. As lâminas foram coradas com 

azul de toluidina (O’Brien & McCully, 1981).      

 As observações e captura das imagens foram realizadas em microscópio de luz 

(Olympus AX70TRF, Olympus Optical, Japão) com câmera digital acoplada (Spot 

Insightcolour 3.2.0, Diagnostic Instruments Inc., USA) no Laboratório de Anatomia 

Vegetal da UFV. 

 

 

3.0. RESULTADOS E DISCUSSÕES 

 

Após 20 de cultivo células potencialmente embriogênicas foram evidenciadas 

com a coloração vermelha do reagente carmim acético em todos os tratamentos 

utilizando-se de 2,4-D + BA. As células apresentam-se com formato arredondado e 

núcleos proeminentes, pouco vacuolizadas, tipicamente embriogênicas, já as células 

não embriogênicas apresentam coloração azul e são alongadas, com muitos vacúolos. 

A coloração citológica demonstrou o alto potencial das células para seguir a rota 

embriogênica em P. cristalina, conforme observado na (Figura 1 A-I). 

Massas pró-embriogênicas de aspecto compacto e coloração amarelada (Figs 

1A-I) foram observadas em todos os tratamentos após 30 dias de cultivo in vitro. 

Entretanto, nos tratamentos 13.57, 18.09 e 27.14 μM de 2,4-D combinados com 4.43 

μM de BA embriões somáticos pré-cotiledonares foram observados (Figuras 2 C-D-E) 

no meio de indução. 
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Figura 1: Caracterização citológica das células potencialmente embriogênicas com coloração 
vermelha (carmim acético) e as com coloração azul (azul de Evans) não embriogênicas em 
Passiflora cristalina em meio de cultivo MS acrescidos com diferentes concentrações de 2,4-D 
(A) 9.04 μM, (B) 13.57 μM, (C) 18.09 μM, (D) 22.62 μM, (E) 27.14 μM, (F) 31.67 μM, (G) 
36.19 μM, (H) 40.72 μM, (I) 45.24 combinados a 4.43 μM de BA. Barras: (A), (B), (C), (D), (E), 
(F), (G) e (H) 150 μm. 
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Figura 2: Massas pró-embriogênicas nos embriões zigóticos utilizados como fonte de 
explante na indução de embriogênese somática em P. cristalina após 20 dias de cultivo. 
(A) 9.04 μM, (B) 13.57 μM, (C) 18.09 μM, (D) 22.62 μM, (E) 27.14 μM, (F) 31.67 μM, (G) 
36.19 μM, (H) 40.72 μM, (I) 45.24 μM de 2,4-D combinados a 4.43 μM de BA. Barras: (A), 
(B), (C), (D), (F), (G) e (H) 90 μm (E) 110 μm. 
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Aos 30 dias de cultivo em meio de maturação na ausência de reguladores de 

crescimento e gelificado com phytagel embriões somáticos (cordiformes, torpedos e 

cotiledonares) diferenciaram para concentrações de 27.14 μM de 2,4-D combinado a 

4.43 μM de BA com uma média de 27.33 embriões, seguido de 18.09 μM + 4.45 μM de 

BA com 3 embriões (Figura 3). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Durante a fase de maturação de embriões somáticos foi observado formação de 

raízes correspondendo a médias de 34 raízes para 18.09 μM + 4.45 μM de BA e 9 

raízes para 27.14 μM de 2,4-D combinado a 4.43 μM de BA também foi observado a 

produção de brotações adventícias com 15.66 brotações para a concentração de 18.09 

μM + 4.45 μM de BA e 4 para a concentração de27.14 μM de 2,4-D combinado a 4.43 

μM de BA, tanto a rizogênese quanto a organogênese oriundas de forma indireta 

(Figura 3). 

 

Figura 3: Respostas morfogênicas aos 30 dias de cultivo em meio de maturação na 

ausência de reguladores de crescimento em P. cristalina, anteriormente induzidas por 

diferentes concentrações de 2,4-D + 4.45 μM de BA. 
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Aos 60 dias de cultivo em meio de maturação na ausência de reguladores de 

crescimento e gelificado com Phytagel embriões somáticos cotiledonares diferenciaram-

se nas concentrações de 27.14 μM de 2,4-D combinado a 4.43 μM de BA com uma 

média de 51.66 embriões, seguido de 18.09 μM + 4.45 μM de BA com 21.22 embriões 

(Figura 4) de forma indireta. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

No trabalho de Silva et al. (2009) foi obtido um maior número de embriões 

somáticos em P. cincinnata utilizando da concentração de 18.1 μM de 2,4-D combinado 

com 4.5 μM de BA. Já para P. cristalina o maior número de embriões cotiledonares 

foram observados na concentração de 27.14 μM (Figura 1D) (Tabela 2). Entretanto, 

embriões somáticos em meio de indução na concentração de 18.1 μM de 2,4-D (Figura 

2C) (Tabela 2), também produzem embriões aos 20 dias de cultivo in vitro, 

demonstrando que o 2,4-D combinado com o BA ativam genes responsáveis pela 

Figura 3: Respostas morfogênicas aos 30 dias de cultivo em meio de maturação na 

ausência de reguladores de crescimento em P. cristalina, anteriormente induzidas por 

diferentes concentrações de 2,4-D + 4.45 μM de BA. 
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aquisição da competência celular, determinação e diferenciação de células 

embriogênicas em embriões somáticos em Passiflora spp. Para as concentrações de 

9.04, 13.57, 22.62, 31.67, 36.19, 40.72 e 45.24 μM 2,4-D + 4.43 μM de BA não houve a 

conversão dos embriões globulares obtidos durante o processo de indução (Tabela 2)  

Rosa et al. (2015) obtiveram sucesso na regeneração por embriogênese para P. 

gibertii utilizando 13.6 μM 2,4-D combinado a 4.5 μM BA e para P. alata, P. crenata, P. 

edulis utilizando a concentração de 18.1 μM 2,4-D também combinado a 4.5 μM BA 

utilizando meio de MS na ausência de reguladores de crescimento e gelificado com 

phytagel a indução e maturação dos embriões. De acordo com (Yang, 2010) 

combinação entre auxinas e citocininas para muitas espécies de plantas são 

necessárias para induzir a embriogênese somática.      

 Entre os diferentes reguladores auxínicos utilizados para induzir a embriogênese 

somática, 2,4-D é, de longe, o mais eficiente e portanto, este regulador de crescimento 

sintético é usado na maioria dos sistemas de cultura de células e tecido embriogênicos 

(Féher et al., 2003, Yang, 2010). Já entre as citocininas a mais empregada é o BA 

(Silva et al., 2009; Pinto et al., 2010; Rocha et al., 2012b; Rosa et al., 2015).  

 A combinação desses reguladores em particular para as Passifloráceas atuam 

de forma sinergística na indução e na desdiferenciação da embriogênese somática 

(Silva et al., 2009; Pinto et al., 2010; Rocha et al., 2012b; Silva e Carvalho, 2014; Rosa 

et al., 2015). Segundo Scholten e Pierik, (1998) o agente gelificante pode imobilizar 

componentes adsorvidos a matriz de cultivo, e no momento da inclusão pode adicionar 

ou não elementos junto ao meio como, por exemplo, (Cu, Mn, Fe, Al, Cr, Cd, Ni, Zn, Sn, 

Fe, Na e Cl) que podem por sua vez induzir alterações durante a morfogênese in vitro.

 É possível inferir que durante a indução e de conversão de embriões somáticos 

utilizando-se dos agentes gelificantes ágar e phytagel respectivamente, podem 

incorporar ou não elementos que podem induzir efeitos sinergísticos, ou antagônicos 

junto ao meio de cultivo, atuando diretamente durante a morfogênese in vitro, como foi 

observado neste estudo o comportamento durante conversão de embriões para o 

agente gelificante phytagel (Tabela 2).        .  

 Durante a indução da embriogênese somática em P. cristalina foi observado à 

formação de calos, raízes e brotos. As maiores médias obtidas para a formação de 



 

103 
 

calos foram evidenciadas para as concentrações de 45.24, 40.72, 27.14, 18.09, μM de 

2,4-D combinado a 4.43 μM de BA com 10 calos nas concentrações de 31.67 e 13.57 

μM com 9.33, 22.62 e 9.04 μM com 8,88 e 36.19 μM com 8.66 calos (Tabela 2). Quanto 

a presença de raiz foram observadas as maiores médias em 35.33 e 7.66 para 18.09 e 

27.14 μM de 2,4-D combinado a 4.43 μM de BA (Figura 4). Também ocorreu a 

formação de brotações adventícias com as seguintes médias de 16.33 e 7 brotos para 

as concentrações de 18.09 e 27.14 μM 2,4-D + 4.43 μM de BA (Figura 4).  

 Para o tratamento controle (MSØ) os embriões zigóticos a germinaram. Durante 

o processo de indução da embriogênese somática foi possível observar embriões 

anormais, apresentando de 3 a 4 cotilédones (Figura 5 A-C) e, embriões normais com 

dois cotilédones como observado na (Figura 5B-D). Silva et al. (2009) constataram que 

durante a embriogênese em P. cincinnata também ocorreu a formação de embriões 

policotiledonares. 
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Figura 3. Malformações nos cotilédones dos embriões somáticos em 60 dias de cultivo em 
meio de maturação na ausência de reguladores de crescimento induzidos pelas concentrações 

de. (A) 18.09 μM 2,4-D + 4.43 μM de BA, embriões apresentando quatro cotilédones (B) 27.14 

μM 2,4-D + 4.43 μM de BA embriões com três cotilédones (seta). (C) 18.09 μM 2,4-D + 4.43 

μM de BA e (D) 27.14 μM 2,4-D + 4.43 μM de BA embriões somáticos com desenvolvimento 
normal apresentando dois cotilédones. Barras: (A) e (B) 90 μm (C) e (D) 50 μm 
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3.1. Caracterização Anatômica e Histoquímica 

 

Células pró-embriogênicas foram originadas de divisões celulares nos planos 

periclinal e anticlinal nas células do parênquima de embriões zigóticos de P. cristalina 

(Figura 4 A), apresentando intensa atividade mitótica.     

 Na Figura 4B protuberâncias são evidenciadas e posteriormente estas estruturas 

diferenciam em embriões somáticos em estágio globular (Figura C) e em estágio 

cordiforme onde ocorre sutil invaginação na região apical do embrião globular (Figura 

4D) para o desenvolvimento dos cotilédones pró-embriões são observados nas faces 

adaxial e abaxial principalmente na região dos cotilédones do embrião zigótico (Fig.E).

 Essas protuberâncias, são consideradas um estágio intermediário entre 

embriogênese somática direta e indireta, desde a sua formação de embriões somáticos 

precede desenvolvimento, no entanto, o padrão de multiplicação observado durante a 

sua formação e a incapacidade das células para proliferar indefinidamente sugerem que 

eles não são evidenciados como calos (Rocha et al., 2012) o que também foi observado 

durante a embriogênese somática em P. edulis por (Silva et al., 2015).  

 De acordo com Rocha et al., 2012 estruturas globulares, semelhantes a 

embriões somáticos foram formadas na superfície de embriões zigóticos maduros em P. 

cincinnata e acordo com a sua localização, as estruturas globulares são resultados do 

crescimento do pro-embrião, e tem origem multicelular.     

 Na Figura 4F pode se observar embrião somático pró-cotiledonar não 

apresentando conexão com o tecido de origem o que confirma a embriogênese 

somática em P. cristalina.          

 Embriões somáticos são estruturas bipolares que carregam órgãos embrionários 

típicos, a radícula, hipocótilo e cotilédones, a maior importância dos embriões somáticos 

é sua aplicação praticidade na propagação vegetativa em grande escala, e ainda 

transformação genética (Arnold et al., 2002; Otoni et al., 2013; Pilarska et al., 2015). 
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Figura 4: Cortes anatômicos evidenciando o processo de desenvolvimento dos embriões 
somáticos em P. cristalina em meio de indução aos 20 dias de cultivo e de maturação aos 
60 dias. (A) Divisões celulares periclinal e anticlinal, (B) Protuberâncias, (C) embrião 
globular, (D) embrião globular em estágio de transição inicial para cordiforme (E) pró-
embriões desenvolvendo-se na face adaxial e abaxial em embrião zigótico (F) embrião pró-
cotiledonar não apresentando conecção com o tecido de origem. Barras: (A), (B), (C) 90 μm 
(D) e (E) 50 μm (F) 80 μm. 
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Polissacarídeos neutros foram observados durante a embriogênese somática em 

P. cristalina, em menor quantidade aos 20 dias de cultivo  (Figura 5A, C, D, E) quando 

comparado com os 60 dias sendo observados de forma evidente (Figura 5B, F),  

  De acordo com (Cangahuala-Inocente et al. 2009) Os polissacarídeos neutros 

são de fundamental importância durante a indução da embriogênese zigótica e 

somática, pois tem a capacidade de fornecer energia durante as primeiras fases de 

desenvolvimento até a fase autotrófica. Portanto pode-se afirmar que polissacarídeos 

neutros foram essenciais durante a maturação e conversão de embriões somáticos de 

P. cristalina. 

O teste histoquímico evidenciados pela reação ao Xylidine Pounceau (XP), 

revelou uma grande quantidade de corpos proteicos, sendo mobilizados e 

metabolizados para regiões de intensa atividade metabólica por divisões celulares em 

regiões epidérmicas, em maior quantidade em 20 dias de cultivo in vitro (Figura 6A, C, 

D, E), e menor aos 60 dias onde apresentaram embriões em diversos estágios de 

desenvolvimento possivelmente pela alta necessidade de metabolização durante a 

formação dos embriões somáticos nos diferentes estágios de desenvolvimento (Figura 

6B, F). Segundo Rocha et al., 2012b; Silva et al., 2015 corpos proteicos durante a 

morfogênese in vitro são utilizados como fonte de energia. Silva et al., (2015) observou 

maiores concentrações na fase inicial quando comparados com a fase da 

embriogênese somática em P. edulis. Foi observado concentrações elevadas de 

proteínas totais principalmente durante a fase de indução da embriogênese em 20 dias 

de cultivo em regiões da epiderme que apresentavam-se em sucessivas mitoses e já 

aos 60 dias as concentrações foram se esgotando mediante ao estágio de 

desenvolvimento dos embriões somáticos (Figura 6 B e F).     

 É evidente a consumo de corpos proteicos durante a embriogênese somática em 

P. cristalina, indicando a necessidade deste componente no momento da indução e 

conversão dos embriões somáticos (Figura 6 B, F). Durante a embriogênese em P. 

cincinnata Rocha et al. (2012) e P. edulis Silva et al. (2015) observaram a diminuição 

deste composto durante o estágio final da embriogênese somática. Corroborando assim 

dados com o presente estudo. 
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 Pectinas foram observadas em todas as fases avaliadas durante a embriogênese 

somática (20-60) dias de cultivo in vitro, sendo evidenciadas em regiões em constante 

divisão celular, principalmente durante a transição dos estágios de desenvolvimento de 

embriões somáticos.          

 As pectinas compreendem polissacárideos acídicos incluindo homogalaturonano 

e o ramnogalacturonano e cadeias de polissacáridos neutros ou polissacárido tal como 

arabinanos, galactanos e arabinogalactanos e o seu papel e a esterificação a 

capacidade de formar géis atuando durante o processo de crescimento da planta (Knox 

et al., 1990). Durante a embriogênese somática em P. cristalina pectinas foram 

evidenciadas em menor quantidade em células indiferenciadas com a presença de 

grandes espaços intracelulares (Figura 7A, C e E). E já em maior quantidade quando se 

apresentavam mais compactas e diferenciadas a formação de embriões somáticos nos 

diferentes estágios de desenvolvimento (Figura 7B, D e F).     

 Grãos de amidos foram observados em escassa quantidade durante a fase inicial 

da embriogênese somática (20 dias) (Figura 8 A, E), quando localizados estavam 

presentes na região cortical dos embriões zigóticos (Figura 8 C-D), entretanto foram 

localizados em grande quantidade em embriões somáticos quanto apresentavam uma 

maior estágio de desenvolvimento aos 60 dias de cultivo in vitro, (Figura 8 B e E) 

indicando a produção de novo para este componente, e que por sua vez é possível 

inferir que foi altamente necessário durante a embriogênese somática em Passiflora 

cristalina (Figura 8 B, F). O que também foi verificado por Rocha et al., 2012 indicando 

a produção de novo para grânulos de amidos. Silva et al., (2015) observaram uma 

drástica redução em grânulos de amido durante a embriogênese somática em P. edulis. 

Indicando a necessidade de consumo deste componente durante a embriogênese 

somática.          

 Lipídeos foram encontrados em maior quantidade em fase inicial e durante a 

diferenciação de embriões somáticos, e, foram esgotando-se até desaparecerem 

totalmente evidenciando o alto consumo deste componente durante o desenvolvimento 

e conversão dos embriões somáticos (Figura 9 A, B, D, E). Também foi observado a 

mobilização de corpos lipídicos durante a fase de indução da embriogênese aos 20 dias 

de cultivo (Figura 9 C, D).  Rocha et al. (2012) durante a embriogênese somática em P. 
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cincinnata observou o esgotamento total de corpos lipídicos aos 18 dias de cultivo. Já 

Silva et al. (2015) constatou observaram a permanência destes compostos aos 40 dias 

de cultivo P. edulis na embriogênese somática). 
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Figura 5: Análise histoquímica utilizando o corante Ácido periódico de Shiff (PAS) 

para observação de polissacarídeos neutros durante o processo de indução da 

embriogênese somática em P. cristalina a partir de embriões zigóticos maduros (A), 

embrião cordiforme, (B) embriões globulares e protuberâncias, (C) divisão periclinal, 

(D) evidenciando baixa concentração de polissacarídeos (E) embrião torpedo, (F) 

embrião globular e protuberâncias, cultivados em meio MS acrescido de: (A) e (B) 

18.09 μM 2,4-D + 4.43 μM de BA em 20 dias e 60 dias de cultivo respectivamente, (C) 

e (D) com 22.62 μM 2,4-D + 4.43 μM de BA em 20 dias de cultivo, (D) e (E) 27.14 μM 

2,4-D + 4.43 μM de BA em 20 e 60 dias de cultivo in vitro. Barras: (A), (C), (D), (F) 

150 μm (B) 90 μm (E) 100 μm. 
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Figura 6: Análise histoquímica utilizando o corante Xilidine Ponceau (XP) para observação 

de proteínas totais durante indução e meio de maturação da embriogênese somática em P. 

cristalina a partir de embriões zigóticos maduros (A), (C), (D), (E), (F) protuberâncias, (B) 

embriões somáticos em estágio cotiledonar e torpedo, cultivados em meio MS acrescido de: 

(A) e (B) 18.09 μM 2,4-D + 4.43 μM de BA em 20 dias e 60 dias de cultivo respectivamente, 

(C) e (D) com 22.62 μM 2,4-D + 4.43 μM de BA em 20 dias de cultivo, (D) e (E) 27.14 μM 

2,4-D + 4.43 μM de BA em 20 e 60 dias de cultivo in vitro. Barras: Barras: (A), (E), 100 μm 

(B), (C) (D) e (F) 90 μm. 
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Figura 7: Análise histoquímica utilizando o corante Vermelho de Rutênio para observação de 

pectinas durante o processo de indução da embriogênese somática em Passiflora cristalina 

a partir de embriões zigóticos maduros (A), (C), (D), (E), (F) evidenciando protuberâncias, 

(B) embriões somático torpedo e protuberâncias  cultivados em meio MS acrescido de: (A) e 

(B) 18.09 μM 2,4-D + 4.43 μM de BA em 20 dias e 60 dias de cultivo respectivamente, (C) e 

(D) com 22.62 μM 2,4-D + 4.43 μM de BA em 20 dias de cultivo, (D) e (E) 27.14 μM 2,4-D + 

4.43 μM de BA em 20 e 60 dias de cultivo in vitro. (A) e (E) 100 μm (B) e (C) 50 μm (F) e (D) 

150 μm. 
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Figura 8: Análise histoquímica utilizando o corante Lugol para observação de grãos de amido 

durante o processo de indução da embriogênese somática em Passiflora cristalina a partir de 

embriões zigóticos maduros (A) e (D) evidenciando poucos grânulos de amido (B) embriões 

somáticos torpedo e cotiledonares (C) e (D) grânulos de amido próximo a região cortical do 

embrião zigótico (F) protuberâncias e embrião globular  cultivados em meio MS acrescido de: 

(A) e (B) 18.09 μM 2,4-D + 4.43 μM de BA em 20 dias e 60 dias de cultivo respectivamente, 

(C) e (D) com 22.62 μM 2,4-D + 4.43 μM de BA em 20 dias de cultivo, (D) e (E) 27.14 μM 2,4-
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Figura 9: Análise histoquímica utilizando o corante Sudan Black B para observação de 

lipídeos totais durante o processo de indução da embriogênese somática em Passiflora 

cristalina a partir de embriões zigóticos maduros (A), (B) e (F) embriões somáticos (C), 

(E) e (D) mobilização de lipídeos para protuberâncias cultivados em meio MS acrescido 

de: (A) e (B) 18.09 μM 2,4-D + 4.43 μM de BA em 20 dias e 60 dias de cultivo 

respectivamente, (C) e (D) com 22.62 μM 2,4-D + 4.43 μM de BA em 20 dias de cultivo, 

(D) e (E) 27.14 μM 2,4-D + 4.43 μM de BA em 20 e 60 dias de cultivo in vitro. Barras(A), 

(D), (F) 150 μm (B), (C), (E) 50 μm. 
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4. CONCLUSÕES 

 

O protocolo de embriogênese somática foi estabelecido com sucesso utilizando-

se embriões zigóticos de P. cristalina.         

 O 2,4-D nas diferentes concentrações testadas combinado com BA induz a 

proliferação de células potencialmente embriogênicas.     

 A embriogênese somática em P. cristalina ocorre de forma indireta.  

 Respostas organogênicas na regeneração de novo com a produção de brotos e 

raízes foram observadas durante a fase indução e a transferência para meio de 

maturação na ausência de reguladores de crescimento durante o cultivo dos embriões 

zigóticos.           

 Sugere-se estudos avaliativos em embriões somáticos apresentando 

anormalidades inclusive caracterização quanto ao nível de ploidia.   

 Pela caracterização anatômica e histoquímica foi possível identificar a produção 

de grânulos de amido bem como a mobilização de polissacarídeos neutros, proteínas 

totais, pectinas, amidos, e lipídeos que foram fundamentais durante a indução e 

conversão de embriões somáticos.       

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

116 
 

5. REFERÊNCIAS BIBLIOGRÁFICAS 

DHAWAN, K.; DHAWAN, S.; SHARMA, A. Passiflora: a review update. Journal of 

Ethnopharmacology. 94: 1-23. 2004. 

DURZAN, D. J. Process control in somatic polyembryogenesis. In: HÄLLGREN, J. E. 

(ed) Frans Symposium Department of Forest Genetics and Plant Physiology. 

Swedish: University of Agricultural Sciences, 1998. p. 147-186. 

FERREIRA, D. A. T.; SATTLER, M. C.; CARVALHO, C. R.; CLARINDO, W. R. 

Embryogenic potential of immature zygotic embryos of Passiflora: a new advance for in 

vitro propagation without plant growth regulators. Plant Cell, Tissue and Organ 

Culture. 122: 629-638, 2015. 

FERREIRA, D. F. Sisvar: a computer statistical analysis system. Ciência e 

Agrotecnologia. 35: 1039-1042, 2011. 

GERÔNIMO, I. G. C. Caracterização de espécies silvestres de passiflora via 

análise meiótica e conteúdo 2c DNA. Campos dos Goytacazes: UNIVERSIDADE 

ESTADUAL DO NORTE FLUMINENSE DARCY RIBEIRO – UENF, 54 p. (Dissertação 

de mestrado – Genética e melhoramento). 

JOHANSEN, D. A. Plant Microtechnique. McGraw-Hill, New York,1940. 

KOZAI, T., OKI, H., & FUJIWARA, K. Photosynthetic characteristics of Cymbidium 

plantlet in vitro. Plant Cell, Tissue and Organ Culture, 22: 205-211. 1990. 

KNOX, J. P.; LINSTEAD, P. J.; KING, J.; COOPER, C.; ROBERTS, K. Pectin 

esterification is spatially regulated both within cell walls and between developing tissues 

of root apices. Planta. 181: 512-521, 1990. 

MURASHIGE, T.; SKOOG, F. A revised medium for rapid growth and bio assays with 

tobacco tissue cultures. Physiology Plant. 15: 473–497, 1962. 

NARDIN, C. F.; BERNACCI, L. C.; PLOTZE, R. O.; BRUNO, O. M.; SHEPHERD, G. J. 

Recognition and differentiation of species in the Passiflora sidifolia complex. Botany. 93: 

809-824, 2015. 



 

117 
 

O’BRIEN, T. P.; FEDER, N.; MCCULLY, M. E. Polychromatic staining of plant cell walls 

by toluidine blue O. Protoplasma. 59:368–373, 1964. 

O’BRIEN, T. P.; MCCULLY, M. E. The study of plant structure principles and 

selected methods. Termacarphi Pty Ltd, Melbourne, 1981. 352 pp 

PINTO, D. L. P.; ALMEIDA B. B.; VICCINI, L. F.; CAMPOS, J. M. S.; SILVA, M. L.; 

OTONI, W. C. Ploidy stability of somatic embryogenesis-derived Passiflora cincinnata 

Mast. plants as assessed by flow cytometry. Plant Cell, Tissue and Organ Culture. 

103: 71-79, 2010. 

PIPINO, L.; BRAGLIA, L.; GIOVANNINI, A.; FASCELLA, G.; MERCURI, A.In vitro 

regeneration and multiplication of Passiflora hybrid “Guglielmo Betto”. In: JAIN, S. M. e 

OCHATT, S. J. (Eds.). Protocols for in vitro propagation of ornamental plants, 

methods in molecular biology. Estados Unidos: Humana Press, 2010. p. 153-162. 

PEARSE, A. G. E. Histochemistry: theoretical and applied, 3rd edn. Churchill-

Livingstone, London, 1972. 

REIS, L. B.; SILVA, M. L.; LIMA, A. B. P.; OLIVEIRA, M. L. P.; PINTO, D. L. P.; LANI E. 

R. G.; OTONI, W. C. Agrobacterium rhizogenes-mediated transformation of passionfruit 

species: Passiflora cincinnata and P. edulis flavicarpa. Acta Horticulturae. 738:425-

431. 2007. 

ROCHA, D. I.; VIEIRA, L. M.; TANAKA, F. A. O.; SILVA, L. C.; OTONI, W. C. Somatic 

embryogenesis of a wild passion fruit species Passiflora cincinnata Masters: 

histocytological and histochemical evidences. Protoplasma. 249: 747-758, 2012. 

ROCHA, D. I., VIEIRA, L. M., TANAKA, F. A. O., DA SILVA, L. C., & OTONI, W. C. 

Anatomical and ultrastructural analyses of in vitro organogenesis from root explants of 

commercial passion fruit (Passiflora edulis Sims). Plant Cell, Tissue and Organ 

Culture (PCTOC). 111: 69-78. (2012). 

ROSA, Y. B. C. J.; BELLO, C. C. M.; DORNELAS, M. C. Species-dependent divergent 

responses to in vitro somatic embryo induction in Passiflora spp. Plant Cell, Tissue and 

Organ Culture. 120: 69-77, 2015. 



 

118 
 

SHARP, W. R.; SONDAHL, M. R.; CALDAS, L. S.; MARAFFA, S. B. The physiology of 

in vitro asexual embryogenesis. Horticultural Reviews. 2: 268-310, 1980. 

SCHOLTEN, H. J.; PIERIK, R. L. M. Agar as a gelling agent: chemical and physical 

analysis. Plant Cell Reports. 17: 230-235. 1998. 

SILVA, G. M.; CRUZ, A. C.; OTONI, W. C.; PEREIRA, T. N.; ROCHA, D. I.; SILVA, M. L. 

Histochemical evaluation of induction of somatic embryogenesis in Passiflora edulis 

Sims (Passifloraceae). In Vitro Cellular & Developmental Biology-Plant. 1-7, 2015. 

SILVA, M. L.; PINTO, D. L. P.; GUERRA, M. P.; FLOH, E. I. S.; BRUCKNER, C. H.; 

OTONI, W. C. A novel regeneration system for a wild passion fruit species (Passiflora 

cincinnata Mast.) based on somatic embryogenesis from mature zygotic embryos. Plant 

Cell, Tissue and Organ Culture. 99: 47-54. 2009. 

SILVEIRA, G. F. Diversidade genética e aspectos reprodutivos de Passiflora 

cristalina Vanderp. & Zappi, uma espécie nativa da Amazônia Matogrossense. Alta 

Floresta: Universidade do Estado De Mato Grosso – UNEMAT, 81 p. (Dissertação de 

mestrado – Genética e melhoramento). 

SILVA, T. C. R.; CARVALHO, C. R. Vertical heterogeneity of DNA ploidy level assessed 

by flow cytometry in calli of Passiflora cincinnata. In Vitro Cellular & Developmental 

Biology-Plant. 50: 158-165, 2014. 

VANDERPLANK, J.; ZAPPI, D. Passiflora cristalina, a striking new species of Passiflora 

(Passifloraceae) from Mato Grosso, Brazil. Kew Bulletin. 66: 149-153, 2011. 

VIDAL, B. C. Dichroism in collagen bundles stained with Xylidine Ponceau 2R. Ann 

Histochem. 15: 289–296, 1970. 

XU, L.; HUANG, H. Genetic and epigenetic controls of plant regeneration. Current 

Topics in Developmental Biology. 108: 1-33, 2014. 

ZIMMERMAN, J. L. Somatic embryogenesis: a model for early development in higher 

plants. The Plant Cell, 5: 1411, 1993. 


