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RESUMO GERAL

Considerando a variabilidade para resisténcia as principais doencas do
maracujazeiro, as propriedades medicinais e o potencial que culturas de células e
tecidos vegetais apresentam para a producdo de compostos bioativos de interesse
para a industria farmacéutica, o objetivo desse trabalho foi realizar uma
avaliacdo de vitamina C e fendis totais, bem como caracterizar células de calos
obtidos de segmentos foliares do maracujazeiro silvestre Passiflora gibertii.
Para isto, o trabalho foi dividido em 3 etapas. A primeira consistiu na inducdo de
calos em segmentos foliares de P. gibertii, utilizando meio de cultura MS,
contendo metade das concentracGes de seus sais, 3% de sacarose, 0,6% de agar,
pH 5,8; com concentracbes de Cinetina combinadas com diferentes
concentracdes de Picloram. A inducdo de calos mostrou-se fortemente
dependente da combinacdo dos reguladores de crescimento, sendo que sob a
auséncia do Picloram no meio de cultivo ndo houve indugdo de calos. Na
segunda etapa foram analisados os teores de vitamina C e fendis totais na folhas
e nos calos de P. gibertii, sendo estes obtidos de quatro diferentes concentracbes
de Cinetina e Picloram no meio de cultivo MS. As folhas apresentaram teores de
127,495 e 708,63 mg 1OOg'l de vitamina C e fenois, respectivamente. Para
ambos os compostos analisados, os teores foram menores nos calos, 0s quais
apresentaram valores méximos de vitamina C (94,756 mg 100g™) e de fendis
totais (66,213 mg 100g™) no periodo de indugdo. Para os teores de fenéis totais,
Passiflora gibertii ndo se destacou quando comparada com a producdo desse
composto em outras plantas. Ja para os teores de vitamina C, P. gibertii, mostrou
eficiéncia na producdo dessa substancia quando comparada com a produgdo em
outras espécies de maracuja. Na terceira etapa foi feita a quantificacdo da
viabilidade celular dos calos de P. gibertii, pelos testes com o cloreto de 2,3,5-
trifeniltetrazdlio (CTT) e com o diacetato de fluoresceina (FDA). Para o teste
como CTT, o tratamento 1 (4,14 uM de PIC + 0,207 uM de CIN), ap6s 49 dias
do primeiro subcultivo, apresentou viabilidade méaxima (100%), ja o tratamento
2 (0,28 uM de PIC + 0,828 uM de CIN) apresentou 51% de viabilidade maxima
ap6s 42 dias do primeiro subcultivo. Em ambos tratamentos, as menores
viabilidades foram observadas nas duas ultimas andlises. Para o teste de
viabilidade com FDA, o tratamento 1 apresentou uma porcentagem maxima de
células isodiamétricas (60%), e o tratamento 2 apresentou uma viabilidade
maxima de 46%.

Palavras-chave: Cinetina. Picloram. Vitamina C. Fendis totais. Viabilidade
celular.



GENERAL ABSTRACT

Considering the variability for resistance to major diseases of passion
fruit, medicinal properties and the potential for cell cultures and plant tissues
present in the production of bioactive compounds of interest to the
pharmaceutical industry, the aim of this study was perform an evaluation of
vitamin C and total phenol, as well asa cellular characterization of callus
obtained from leaf segments of wild passion fruit Passiflora gibertii. For this,
the present work is divided into three stages. The first step consisted of callus
induction in leaf segments of P. gibertii using the MS culture media, containing
half the concentration of salts, 3% sucrose, 0.6% agar, pH 5.8 and
concentrations of Kinetin combined with different concentrations of Picloram.
The callus induction was found to be totally dependent on the combination of
growth regulators, and in the absence of Picloram in the culture media did not
induce callus. In the second stage of the study, the levels of vitamin C and total
phenol in leaves and callus of P. gibertii was analyzed, which were obtained
from four different concentrations of Kinetin and Picloram in the culture media
MS. The leaves showed levels of 127.495 and 708.63 mg 100g™ of vitamin C
and total phenol, respectively. For both compounds tested, the levels were lower
in callus, which showed maximum values of vitamin C in the induction period
(94.756 mg 100g™) and total phenol also in the induction period (66.213
mg.100g™). For total phenol levels, the species Passiflora gibertii was not
significant when compared with the production of this compound in other plants.
As for the vitamin C content, the species Passiflora gibertii showed efficiency in
the production of the vitamin compared with production in other species of
passion fruit. In the last chapter, the quantification of cell viability of callus
Passiflora gibertii was performed, by testing with 2,3,5-triphenyltetrazolium
(TTC) and the fluorescein diacetate (FDA). For the test with the TTC, treatment
1 (4.14 pM of PIC + 0.207 pM of KIN), 49 days after the first subculture,
showed maximum viability (100%), while treatment 2 (0.28 uM of PIC + 0.828
UM of KIN) had a maximum viability of 51% 42 after days from the first
subculture. In both treatments, the lowest viability were observed in the last two
tests. To test for viability with FDA, the first treatment showed a maximum
percentage of isodiametric cells equal to 60%, and treatment 2 had a maximum
viability of 46%.

Keywords: Kinetin. Picloram. Vitamin C. Total phenol. Cell viability.
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CAPITULO 1

1 INTRODUCAO GERAL

Mesmo em posicdo de destaque como o maior produtor mundial de
maracuja, o Brasil apresenta baixa produtividade média, devido a caréncia de
polinizadores naturais, como as abelhas mamangabas (Xilocopa spp.), nas areas
cultivadas, além de problemas fitossanitarios, técnicas inadequadas de cultivo e
auséncia de genotipos superiores.

No cenario econémico, além da utilizacdo dos maracujazeiros para fins
ornamentais, destaca-se a importancia alimenticia de algumas espécies do
género Passiflora, devido a qualidade dos frutos para consumo in natura e
derivados, como sucos, sorvetes e geleias. Tais caracteristicas promoveram e
ainda promovem um grande consumo de tais produtos, tanto no &mbito nacional
como para exportacdo, exigindo cada vez mais da produgdo brasileira de
maracuja para atender ao mercado consumidor nacional e internacional. Porém,
mais que 0 aspecto quantitativo da producdo, tem havido muita preocupacéo
com a questdo qualitativa. O cenério internacional mostra que este dltimo
aspecto apresenta valorizacdo crescente, tendo em vista que os consumidores,
em sua maior parte do continente europeu, tém buscado frutas sadias e de
qualidade. Todavia, a utilizacdo e o desenvolvimento de tecnologias que visem a
qualidade do maracuja ndo tém acompanhado o crescente aumento da produg&o.

Além da questdo fitossanitaria dos maracujazeiros como entrave para a
producdo brasileira, as passifloridceas nativas, que tém chamado a atengdo nédo
apenas por apresentarem resisténcia a doengas e pragas, mas também pela
longevidade superior, maior adaptacéo as condigdes climaticas adversas, periodo
de florescimento ampliado, maior concentragdo de componentes quimicos de

interesse para a industria farmacéutica, tém sido utilizadas, por estes motivos,
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em programas de melhoramento genético, por meio da criagdo de hibridos pelo
processo de transformacdo genética e fusdo de protoplastos, e como porta-
enxertos para as variedades comerciais.

Considerando essas caracteristicas das passifloridceas nativas e 0s
problemas relacionados com a producdo dos maracujazeiros cultivados, bem
como o0 crescente mercado consumidor e a necessidade da obtencdo de
compostos quimicos de interesse farmacéutico de forma sustentavel, a
propagacdo in vitro apresenta-se como uma importante ferramenta tecnoldgica
que possibilita manter a identidade genética dos individuos e a obtencdo de
plantas sadias e de alta qualidade fitossanitaria, com pouca exigéncia de espaco
fisico, tempo reduzido de cultivo e independente da época do ano.

Neste contexto, o objetivo deste trabalho, foi obter, analisar e
caracterizar células de calos, bem como avaliar o nivel de vitamina C e fendis
totais, em calos do maracujazeiro Passiflora gibertii para que, a partir dessas
descrigdes, seja possivel estabelecer um protocolo eficiente para a obtencéo de
células embriogénicas e para a produgdo de vitamina C e fenogis totais em

suspensdes celulares.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Aspectos gerais da cultura

A familia Passifloraceae, a qual pertencem as espécies de maracuja, é
composta por 18 géneros e 630 espécies, distribuidas, principalmente, nos
tropicos da América, Asia e Africa, sendo que o género Passiflora destaca-se
economicamente. Este género é composto por, aproximadamente, 465 espécies,
das quais 150 a 200 sdo originarias do Brasil (VANDERPLANK, 1996), as
quais sdo amplamente cultivadas devido as suas caracteristicas ornamental,
medicinal e alimenticia. Ressaltando a importdncia alimenticia dos
maracujazeiros, no Brasil, existem sessenta espécies produtoras de frutos
comestiveis e que sdo utilizados na alimentagdo humana (OLIVEIRA et al.,
1994).

A maioria das espécies pertencente a familia Passifloraceae é composta
de trepadeiras herbdceas ou lenhosas com gavinhas, apesar de existirem
excecdes, compreendendo representantes que sdo arbustos ou arvores. E uma
planta de fecundacdo cruzada, com alta taxa de autoincompatibilidade, o que
acarreta perda de identidade genética e aumento da variabilidade nos pomares
(VASCONCELLOS; BRANDAO FILHO; VIEITES, 2001).

A producdo de maracuja esta concentrada na América do Sul, sendo o
Brasil, Colémbia, Peru e o Equador responsaveis por, aproximadamente, 90% da
exportacdo de suco concentrado congelado e polpa de maracuja (SOUZA et al.,
2002; RUGGIERO et al., 1996). O Brasil, por apresentar regides tropicais que
conferem as condicdes ideais para o cultivo do maracujazeiro, € o maior
produtor e consumidor desta frutifera. No ano de 2007, a producdo, abrangendo
todos os estados brasileiros e o Distrito Federal, foi de 664.286 toneladas em
num total de 47.032ha (INSTITUTO BRASILEIRO DE FRUTAS - IBRAF,
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2007). A Bahia, com producgdo de 229.876 toneladas de maracuji em 17.559ha,
destacou-se como o maior produtor brasileiro, seguido dos estados do Ceara
(116.026 toneladas), Espirito Santo (80.482 toneladas), Sergipe (44.782
toneladas), Pard (41.307 toneladas), Minas Gerais (38.987 toneladas) e S&o
Paulo (25.675 toneladas) (IBRAF, 2007).

Apesar de o Brasil possuir grande diversidade de espécies de maracuja
pertencentes ao género Passiflora — das 465 espécies existentes, 150 a 200 sdo
originarias do Brasil —, o maracuja-amarelo ou azedo (Passiflora edulis f.
flavicarpa) representa 97% da area plantada e do volume comercializado.
Aproximadamente, 60% da producéo brasileira de maracujad-amarelo ou azedo
destina-se ao consumo in natura, por meio das feiras, supermercados e sacoldes.
O restante da producdo é utilizado, principalmente, na producdo de sucos
(ROSSI; ROSSI; SILVA, 2001).

Por ser considerado um dos centros de origem do maracuja e,
mundialmente, o maior centro de distribui¢do geogréfica do género Passiflora, o
Brasil apresenta importante variabilidade natural, existindo, no pais, as maiores
e melhores cole¢des de germoplasma de Passiflora do mundo (MELETTI,
SANTOS; MINAMI, 2000). Essa alta variabilidade genética torna-se algo
muito promissor para os trabalhos de melhoramento genético que visam
aperfeicoar os cultivares ja existentes, no que se refere a melhoramento das
caracteristicas do fruto, resisténcia a doengas e tolerancia ao frio. Mas, segundo
Meletti, Santos e Minami (2000) essa grande variabilidade genética que
apresenta 0 maracujazeiro ainda deve ser conhecida, caracterizada, protegida,
conservada e adequadamente utilizada em programas de melhoramento genético

ou comercialmente.
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2.2 Importancia da espécie Passiflora gibertii e dos demais maracujazeiros

silvestres

O Brasil é considerado o maior produtor mundial de maracujad. Mesmo
assim, a produtividade dessa frutifera ainda € baixa. 1sso ocorre, principalmente,
devido a problemas com doengas e pragas (abelhas-africanas, broca-da-haste,
mosca-do-botdo-floral) que dificultam a expansdo e a produtividade dos
maracujazeiros.

Entretanto, algumas espécies silvestres do género Passiflora, como P.
laurifolia, P. nitida, P. tenuifilla, P. mucronata, P. gibertii, P. amathytina, P.
guadrangularis, P. setacea, P. coccinea e P. caerulea, entre outras, tém
estimada importancia, por apresentarem variabilidade para resisténcia as
principais doencas do maracujazeiro, sendo utilizadas com sucesso em
programas de melhoramento genético ou como porta-enxertos (CUNHA,;
BARBOS; JUNQUEIRA, 2002; SANTOS FILHO; JUNQUEIRA, 2003). Isso
tem contribuido, efetivamente, para a preservacdo do meio ambiente, uma vez
que, com o melhoramento genético e o uso da técnica de enxertia, 0 consumo de
defensivos agricolas é reduzido e consegue-se maior eficcia e economia no
controle das pragas.

A reprodugdo assexuada pelo método de enxertia tem sido muito
utilizada, por apresentar vantagens como conservacdo das caracteristicas da
planta-mée e controle de doengas (RUGGIERO, 1991). Tal método é muito
eficiente e altamente empregado com a especie silvestre P. gibertii. Isto foi
comprovado por Oliveira et al. (1984), ao estudarem, em uma localidade com
histérico de ocorréncia de morte precoce, a sobrevivéncia de 93% dos
maracujazeiros da espécie comercial P. edulis (maracuja-amarelo), apos serem
enxertadas em P. gibertii. Essa espécie silvestre de maracujazeiro apresenta
também resisténcia a cladospirose e a bacteriose (SOUZA; MELETTI, 1997;
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OLIVEIRA; RUGGIERO, 1998). Além de apresentar resisténcia a doencas e
pragas, Figueiredo et al. (2007) destacam outras potencialidades da espécie,
quase todas ainda inexploradas, como longevidade, maior adaptagéo a condicfes
climaticas adversas, periodo de florescimento ampliado e maior concentragdo de
componentes quimicos de interesse para a industria farmacéutica, caracteristicas
que fazem da P. gibertii uma espécie de grande interesse para 0s programas de
melhoramento genético das espécies de maracuja cultivados.

Em relacdo ao controle de doencas, a resisténcia a fusariose, causada por
um fungo, foi observada por Yamashiro e Landgraff (1979) nas espécies P.
alata, P. macrocarpa e P. quadrangulares, que sé@o recomendadas como porta-
enxerto do maracujazeiro-amarelo ou azedo (P. edulis).

Além do potencial dos maracujazeiros silvestres para a resisténcia a
pragas, doencgas e & morte precoce, existem algumas espécies silvestres, como P.
tenuifila, P. elegans, P. capsularis, P. villosa, P.suberosa e P. foetida, que
possibilitam maior produtividade pelo fato de serem autocompativeis. Essa
caracteristica ¢ de suma importdncia, j& que a autoincompatibilidade esta
presente em vérias espécies de maracuja, tornando-se um entrave para a
producdo dessa frutifera, bem como encarecendo o produto, pela necessidade de
mao-de-obra para realizar a poliniza¢cdo manualmente.

Outra caracteristica interessante presente em outras duas especies
silvestres, P. coccinea e P. setacea, € o fato de comportarem-se como plantas de
“dias curtos”, quando localizadas nas condi¢des ambientais do Distrito Federal,
ou seja, o florescimento e a frutificacdo desses maracujazeiros ocorrem durante
os dias mais curtos do ano e, consequentemente, a colheita ocorre entre 0s meses
de agosto e outubro, coincidindo com o periodo de entressafra do maracuja
azedo comercial (P. edulis). Portanto, se tal caracteristica for incorporada ao

maracuja comercial, este produzira frutos o ano todo, na regido centro-sul do
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pais, eliminando o problema da sazonalidade, aumentando, com isso, a producgao
(JUNQUEIRA et al., 2005).

Dessa forma, é evidente a importancia a ser dada as espécies silvestres
de maracuja. Trabalhos que envolvam conservagdo, caracterizagdo e uso do
germoplasma sdo essenciais para o desenvolvimento de novas variedades, bem
cOmo 0S avangos que ocorreram nos ultimos anos, com a biotecnologia,
possibilitando o uso de novas ferramentas para tornar 0s programas de
melhoramento mais eficientes e, com isso, aumentar a producdo, e diminuir o
uso de insumos agricolas, resultando em uma produtividade mais barata,
assegurando, com isso, maior competitividade e sustentabilidade da atividade

agricola no pais.

2.3 Cultura de tecidos

A cultura de tecidos vegetais € uma técnica altamente empregada na
agricultura. Baseia-se na utilizagdo de explantes, que sdo pequenos fragmentos
de tecidos vivos isolados de um organismo vegetal e que devem ser
desinfestados para serem cultivados em condigdes assépticas por um periodo
indefinido, em um meio nutritivo artificial.

Tal técnica € sustentada pela totipotencialidade das células que sdo
capazes de manifestarem em momentos diferentes e, sob estimulos apropriados,
a potencialidade de iniciar novo individuo multicelular. Tal principio biolégico
foi descrito pelo fisiologista alemao Haberlandt que, em 1902, declarou que cada
célula vegetal contém todo potencial genético para reproduzir um organismo
inteiro (GUERRA, 2006).

Apesar de todas as células vegetais serem totipotentes e, por isso, serem
capazes de regenerarem uma planta completa, existem trés fatores que podem

afetar essa regeneragdo in vitro: o gendtipo, ou seja, qual espécie, cultivar ou
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variedade que estd sendo utilizada; a fonte de explante (folha, raiz, caule,
meristema, etc.) e a condi¢do da cultura (meio de cultura, luz, temperatura).
Desse modo, o sucesso da iniciacdo e da regeneracdo da cultura in vitro depende
da combinacdo correta desses trés fatores.

Quanto a aplicabilidade e a importancia da cultura de tecidos, cabe
ressaltar que a cultura de tecidos é uma ferramenta excepcional quando se tem
por objetivo clonar plantas em escala comercial. Além disso, contribui de forma
relevante para a realizacdo de estudos de transformacao genética e a conservacao
de espécies vegetais e permite a obtencdo de plantas sadias, vigorosas e
geneticamente superiores, que podem ser massivamente multiplicadas. Em
algumas espécies nativas do Cerrado que apresentam dificuldades de
propagacdo, esta técnica pode ser aplicada como uma possivel solucdo a
propagacdo (ANDRADE, 2002). Cabe ressaltar também a importancia da
cultura de células e tecidos vegetais para a produgdo de compostos bioativos de
interesse para a indastria farmacéutica. A biossintese de metabolitos secundarios
in vitro vem sendo amplamente estudada (CHARLET et al., 2000), contribuindo
para uma maior producdo de tais compostos, evitando a necessidade de coleta
predatéria e indiscriminada das plantas medicinais para a extracdo de tais

compostos. Trata-se de vantagens, tanto no ambito ecolégico como econdmico.

2.4 Estabelecimento in vitro do género Passiflora

Considerando o Brasil como um dos principais centros de dispersdo da
variabilidade genética do género Passiflora, a perda de material genético tem
sido muito expressiva, tendo em vista a autoincompatibilidade apresentada pelas
espécies desse género, a incidéncia de doencas do sistema radicular e da parte
aérea, bem como os desmatamentos e monocultivos, resultando em acentuada

erosdo genética (FARIA et al., 2007). Como forma de preservar a diversidade do
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género Passiflora, diversos sdo os trabalhos de estabelecimento in vitro das
espécies de maracujazeiro. Contudo, mesmo com um grande numero de
trabalhos publicados com as espécies de maracujazeiros, segundo Faria et al.
(2007), resultados de protocolos de estabelecimento, desenvolvimento,
regeneragdo e conservacgao in vitro, até 0 momento, ndo foram obtidos para a
maioria das espécies.

Para experimentos que objetivam a conservagdo in vitro, é essencial o
conhecimento, da espécie em questdo, sobre a via de regeneracdo, a qual pode
ocorrer pelo processo de organogénese ou embriogénese somatica. No caso da
regeneracdo de plantas em espécies do género Passiflora, Dornelas e Vieira
(1994), utilizando como explante cotilédone, hipocétilo e disco foliar, foram os
primeiros a conseguirem a regeneracdo por meio da organogénese indireta.
Takahashi (2002) relata que a organogénese tem sido estudada para as espécies
P. amethysthina, P. gibertii N. E. Brown, P. incarnata, P. maliformis, P.
molissima, P. nitida, P. quadrangulares e P. suberosa. A maior parte dos
trabalhos de cultivo in vitro tem sido realizada, segundo Monteiro-Hara (2002),
com as espécies P. edulis Sims f. edulis e P. edulis f. flavicarpa, enfatizando a
inducdo e a multiplicacdo de gemas por meio de segmentos nodais, internodais e
discos foliares. Plantas de P. suberosa foram obtidas utilizando-se como
explantes gemas e segmentos nodais, cultivados em meio com 150 uM de 2iP
(isopenteniladenina) e 17,1 uM de AIA (&cido indolacético) (DREW, 1991) e
Scorza e Janick (1980), empregado como explantes internds de P. suberosa
cultivados em meio contendo 0,1mg.L™ de BAP, sob condicdes de fotoperiodo,

obtiveram florescimento in vitro.
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2.5 Propriedades farmacoldgicas e nutritivas do maracujazeiro

Os maracujazeiros destacam-se pela importdncia em relagdo as
propriedades nutricionais e farmacoldgicas dos seus frutos, folhas e flores
(ZUCARELLLI, 2007).

Como fonte alimentar para a espécie humana, o fruto do maracujazeiro €
consumido mundialmente. Segundo Muniz (2008), na Austrélia e na Africa do
Sul, o suco da fruta ¢, comumente, misturado com leite ou coalhada para ser
consumido. Na Suica, a bebida denominada passaia é comercializada por toda a
Europa Ocidental e, na Costa Rica, tem-se a producdo de um “vinho” de
maracuja, chamado de parchita seco.

A casca da fruta é constituida por pectina, que pode ser utilizada na
fabricacdo de geleia ou para a alimentacdo animal, proteina, agucares (sacarose,
glicose, frutose), fibra, fosforo, potéssio, &cidos orgénicos (citrico e malico) e
acido ascorbico. As sementes apresentam 23% de 6leo, o qual possui potencial
comestivel e industrial, semelhante ao 6leo de girassol e ao de soja, 12% de
proteina e de 50% a 55% de fibra. A polpa apresenta, além de proteinas, lipidios
e fibra, vitamina B1, B2 e vitamina C (MUNIZ, 2008).

Em relagcdo as propriedades farmacoldgicas das espécies do género
Passiflora, Chopra, Nayar e Chopra (1986) relatam as propriedades estimulantes
e tonificantes da polpa da fruta. Neira et al. (2003) destacam o efeito
anticarcinogénico. Muniz (2008) cita a utilizag&o da farinha da casca da fruta no
controle de diabetes, pelo fato de a casca apresentar fibras dietéticas. Capasso e
Sorrentino (2005) fazem referéncia aos efeitos sedativos e hipnéticos dos
extratos florais e Ripa et al. (2009), ao testarem o extrato cloroférmico e etéreo
do caule da espécie P. edulis, constataram efeitos antibacteriano, citotéxico e

antioxidante.
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Segundo Deng et al. (2010), muitas plantas do género Passiflora tém
sido utilizadas na medicina popular como remédio para diversas doencgas
neurogénicas em varios paises e algumas espécies do género foram estudadas
quanto as atividades neurofarmacolégicas, porém, os resultados foram
inconsistentes. Estes mesmos autores realizaram um estudo utilizando testes em
camundongos para obter informagGes sobre o efeito ansiolitico e sedativo da
espécie Passiflora edulis f. flavicarpa e constataram o efeito tanto ansiolitico
como sedativo, porém, para este Ultimo efeito, necessitou de uma dose maior de
extrato. Segundo os autores, um dos extratos utilizados tinha uma pequena
guantidade de flavonoides, o que sugere que havia outros componentes
responsaveis por tais efeitos sedativos e ansioliticos.

Os flavonoides, pertencentes ao grupo dos compostos fendlicos, sdo
compostos metabdlitos secundarios, os quais apresentam, como funcdo nos
vegetais, a protecdo contra varios herbivoros e microrganismos patogénicos e
sdo definidos como compostos organicos que ndo apresentam funcdo aparente
no crescimento e no desenvolvimento do vegetal.

Além dos flavonoides, outros metabdlitos secundarios sdo encontrados
nas espécies do género Passiflora, como terpenos (PENA et al., 2009),
alcaloides (PEREIRA; VILEGAS, 2000) e polifendis (ICHIMURA et al., 2006).
A presenca desses metabolitos secundarios justifica as propriedades
farmacoldgicas existentes nas espécies do género Passiflora, exibindo a
importancia das espécies desse género como fornecedor de compostos essenciais
para a industria farmacéutica.

A inddstria farmacéutica, apds a Segunda Guerra Mundial, passou por
um periodo de declinio na utilizacdo de plantas medicinais e farmacos de origem
vegetal, justificado pelo surgimento dos antibi6ticos produzidos por fermentacéo
microbiana e farmacos sintéticos. Contudo, devido aos avancos da

biotecnologia, os fitofarmacos, possuidores de um mercado altamente lucrativo,
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ativaram novamente o interesse da indUstria farmacéutica pelos produtos de
origem vegetal (MANZANO, 2001).

Segundo Manzano (2001), hoje, aproximadamente um terco dos
medicamentos descende de plantas, processadas pela indUstria farmacéutica. No
Brasil, o mercado de fitoterapicos movimenta cerca de US$ 260 milhdes ao ano
(INSTITUTO BRASILEIRO DO MEIO AMBIENTE E DOS RECURSOS
NATURAIS RENOVAVEIS - IBAMA, 2010) e os produtos farmacéuticos
advindos do maracuja custam, em média, R$ 17,38, valor acessivel de compra
por todos os niveis de renda (AZEVEDO, 2008).
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CAPITULO 2

Efeito da cinetina e do picloram na inducéo de calos em Passiflora gibertii
N. E. Brown

RESUMO

O Brasil, por apresentar regides tropicais que conferem as condicdes
ideais para o cultivo do maracujazeiro, € o maior produtor e consumidor desta
frutifera. Apesar disso, a produtividade do maracujazeiro no Brasil ainda é
baixa, devido aos problemas fitossanitarios. Focando a importancia de
Passiflora gibertii nos programas de melhoramento genético como espécie
resistente a pragas e doencas, bem como o destaque em relagdo aos compostos
quimicos de interesse farmacéutico que sintetizam, este trabalho foi realizado
com o objetivo de obter calos a partir de explantes foliares de Passiflora gibertii,
para a futura utilizagdo em suspensdes celulares, possibilitando, assim, estudos
na area de embriogénese somética e na area de producdo de metabdlitos
secundarios. Os calos foram induzidos em meio MS contendo metade das
concentragdes de sais, solidificado com agar (0,6%), suplementado com sacarose
(3%) e com concentragdes de Cinetina combinadas com diferentes
concentracdes de Picloram. A formacédo de calos em explantes foliares mostrou-
se fortemente dependente do Picloram no meio de cultura e bastante heterogénea
em relacdo a coloragdo nos diferentes meios de cultivo. Maior valor de massa
fresca (1,80 g) foi observada nos calos oriundos do meio de cultivo que continha
o0s dois reguladores de crescimento, sendo que concentracBes mais elevadas de
auxina no meio de cultivo resultaram em um aumento praticamente linear da
massa fresca dos calos. O mesmo ndo ocorreu com as concentracdes elevadas de
citocinina, a qual, em grandes concentracdes, teve efeito negativo na producdo
dos calos, resultando em menor massa fresca.

Palavras-chave: Auxina. Citocinina. Calogénese. Cultura de tecidos. Passiflora
gibertii.
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ABSTRACT

Brazil, for having tropical regions that give optimal conditions for the
cultivation of passion fruit, is the largest producer and consumer of this fruit.
Nevertheless, the productivity of passion fruit in Brazil is still low due to disease
problems. Focusing on the importance that the native species Passiflora gibertii
has in breeding programs as a species resistant to pests and diseases, and its
highlighted in relation to chemical compounds of pharmaceutical interest that
synthesize, the objective of this study was to obtain a callus from leaf explants
of Passiflora gibertii, for future use in cell suspensions, thus enabling studies in
the field of somatic embryogenesis and in the production of secondary
metabolites. Callus were induced on MS culture media, containing half the
concentration of salts, solidified with agar (0.6%), supplemented with sucrose
(3%) and concentrations of Kinetin combined with different concentrations of
Picloram. Callus formation from leaf explants was dependent of Picloram in the
culture media and shown to be very heterogeneous in relation to coloration in
different culture media. Greater weight (1.80 g) was observed in callus from the
culture media contained both growth regulators, and high concentrations of
auxin in the culture media resulted in an increase, almost linearly, of the fresh
weight of callus. This did not occur with high concentrations of cytokinin, which
in high concentrations had a negative effect on production of callus, resulting in
less fresh weight.

Keywords: Auxin. Cytokinin. Callus formation. Tissue culture. Passiflora
gibertii.
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1 INTRODUCAO

A producdo de maracuja, em ambito mundial, estd concentrada na
América do Sul. O Brasil, por apresentar regiGes tropicais que conferem as
condicBes ideais para o cultivo do maracujazeiro, € o maior produtor e
consumidor desta frutifera. Porém, mesmo assumindo posi¢do de destaque em
relacdo ao desenvolvimento do maracujazeiro, atualmente, tém-se observado
varios problemas, como bacteriose, viroses e adaptacdes climaticas, que levam a
diminuicdo da potencialidade de producdo da frutifera no pais (LIMA;
GOLOMBIESKI; AYUB, 2000).

Por ser considerado um dos centros de origem do maracuja e,
mundialmente, o maior centro de distribui¢do geogréafica do género Passiflora, o
Brasil apresenta importante variabilidade natural, existindo, no pais, as maiores
e as melhores colegcdes de germoplasma de Passiflora do mundo (MELETTI,;
SANTOS; MINAMI, 2000). Essa alta variabilidade genética torna-se muito
promissora para os trabalhos de melhoramento genético que visam aperfeicoar
as cultivares ja existentes, no que se refere as caracteristicas do fruto, resisténcia
a doengas e tolerancia ao frio. Mas, segundo Faleiro, Junqueira e Braga (2005),
essa grande variabilidade genética que apresenta 0 maracujazeiro ainda deve ser
conhecida, caracterizada, protegida, conservada e adequadamente utilizada
comercialmente ou em programas de melhoramento genético.

Considerando a importancia das espécies silvestres do género Passiflora
para uso nos programas de melhoramento genético por apresentarem resisténcia
a doencas (BARBOSA, 1995; KURODA, 1981; OLIVEIRA, 1987) e pragas,
além da maior longevidade, maior adaptacdo a condi¢Ges climéticas adversas,
periodo de florescimento ampliado, maior concentracdo de componentes
guimicos de interesse para a industria farmacéutica e outras potencialidades

(FIGUEIREDO et al., 2007) e focando na necessidade da conservacdo da
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diversidade do género Passiflora, a aplicacdo de técnicas de cultura de tecidos
vegetais, como a micropropagacao (que pode ser direta ou indireta, neste caso
passando pela formacdo de calos) possibilita a manutencdo da biodiversidade
por meio da conservacdo de germoplasma e um rapido aumento no nimero de
individuos (ECHEVERRIGARAY et al., 2001), independente das condicoes
ambientais.

Para a obtencdo de sucesso na micropropagacgdo in vitro, destacam-se
alguns fatores, como a sele¢do e a desinfestacdo do explante, meios de cultivo e
0 uso de reguladores de crescimento, 0s quais sdo de fundamental importancia
para a multiplicag&o in vitro de varias espécies (CARVALHO; ARAUJO, 2008).

Os reguladores de crescimento sao responsaveis pelo estabelecimento do
equilibrio hormonal exigido pelos vegetais para a proliferacdo e o alongamento
celular. Na maioria das vezes, isto é conseguido pelo fornecimento exdgeno de
reguladores de crescimento (VIETEZ; SAN-JOSE, 1996). Segundo Gamborg,
Davis e Stahlhut (1983) e George, Hall e Klerk (2008), o estabelecimento de
uma cultura de calo é possivel para, praticamente, qualquer planta, utilizando um
meio nutritivo simples enriquecido pelos reguladores de crescimento auxicina e
citocinina. Ja Ozias-Akins e Vasil (1985) mencionam que as citocininas
exogenas podem ser dispensadas, visto que muitos tecidos desenvolvem-se in
vitro apenas com o suprimento de auxinas.

Convergindo para a importancia que a espécie nativa Passiflora gibertii
possui nos programas de melhoramento genético, como espécie resistente a
pragas e doengas, bem como o destaque em relagdo aos compostos quimicos de
interesse farmacéutico que pode sintetizar, este trabalho foi realizado com o
objetivo de obter calos a partir de explantes foliares de Passiflora gibertii,
visando obter material de qualidade e de forma eficiente para suspensdes
celulares, estudos na &rea de embriogénese somética e produgdo de metabdlitos

secundarios.
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2 MATERIAIS E METODOS

O experimento foi conduzido no Laboratério de Cultura de Tecidos de
Plantas (LCTP), Setor de Fisiologia Vegetal, no Departamento de Biologia da

Universidade Federal de Lavras, em Lavras, MG.

2.1 Material vegetal

Explantes foliares foram obtidos a partir de plantulas germinadas in vitro
de maracujazeiro nativo Passiflora gibertii N. E. Brown — acesso CPAC MJ-22-

01, da colecdo de germoplasma da Embrapa Cerrados (CPAC) Planaltina, DF.

2.2 Inducéo de calos

As folhas foram excisadas em segmentos de, aproximadamente, 1 cm?.
Em seguida, na superficie abaxial da folha realizaram-se pequenos cortes, 0s
quais ficaram em contato com 10 mL do meio de cultura MS (MURASHIGE;
SKOOG, 1962), contendo metade das concentraces de seus sais. O meio de
cultura foi suplementado com sacarose (3%) e com concentragdes de Cinetina
combinados com diferentes concentracbes de Picloram, resultando em 24
tratamentos mais o controle, o qual consistiu na utilizacdo do meio de cultura

sem os reguladores de crescimento, como mostrado na Tabela 1.
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Tabela 1 Relacdo dos tratamentos propostos em funcdo das combinagdes de Picloram e
Cinetina utilizadas para a inducdo de calos em explantes foliares de Passiflora

gibertii.

Tratamentos Picloram (uM) Cinetina (uM)

Controle (T0) 0 0
T1 0 0,207
T2 0 0,414
T3 0 0,621
T4 0 0,828
T5 2,07 0
T6 2,07 0,207
T7 2,07 0,414
T8 2,07 0,621
T9 2,07 0,828
T10 4,14 0
T11 4,14 0,207
T12 4,14 0,414
T13 4,14 0,621
T14 4,14 0,828
T15 6,21 0
T16 6,21 0,207
T17 6,21 0,414
T18 6,21 0,621
T19 6,21 0,828
T20 8,28 0
T21 8,28 0,207
T22 8,28 0,414
T23 8,28 0,621
T24 8,28 0,828

O pH do meio foi ajustado para 5,8+0,1 e o meio solidificado com agar
(0,6%), antes da autoclavagem, a 120°C, durante 20 minutos. Apos a inoculagao
de um explante foliar em cada tudo de ensaio, estes foram mantidos em sala de
crescimento, no escuro, a temperatura de 25+2°C, durante 60 dias.

A avaliacdo foi baseada na presenca ou auséncia de calos nos explantes
foliares, por meio de observagdes visuais e na massa fresca dos calos, sendo este

dado obtido pela diferenca entre a massa do tubo de ensaio com o calo e
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posteriormente sem o calo, método seguro e vidvel para a obtencdo desse tipo de
informacéo.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, constituido
de 10 repeticdes por tratamento, sendo cada repeticdo composta por um explante
foliar. Os resultados da interagdo reguladores de crescimento X massa fresca dos
calos foram submetidos a andlise de variancia, utilizando o software estatistico
Sisvar® (FERREIRA, 1992), sendo as médias dos tratamentos comparadas, pelo

teste de Scott-Knott, a 5% de significancia.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A inducdo de calos em P. gibertii a partir de explantes foliares mostrou-
se fortemente dependente da combinacdo dos reguladores de crescimento, de tal
forma que, na auséncia da auxina e/ou da citocinina, a formacdo de calos foi
inexistente ou muito baixa. Porém, os calos foram muito mais sensiveis, em
especial a auséncia do picloram no meio de cultivo, ndo havendo, nessas
condicbes, formacdo de calos, mesmo sob a presenga de altas concentragdes de
cinetina (Figura 1). Resultados semelhantes foram observados por Flores et al.
(1998) em estudos realizados com duas cultivares de morangueiro (fragaria e
ananassa). Em todos os tratamentos com as duas cultivares de morangueiro
houve a formacdo de calos nos discos foliares, exceto naqueles que ndo
apresentavam as auxinas 2,4-D e picloram. Stella e Braga (2002) realizaram uma
série de tentativas para a indugdo de calos em Rudgea jasminoides utilizando
apenas auxina ou citocinina, porém, sozinhos, os reguladores de crescimento nao

induziram calo e o explante morreu em curto periodo de tempo.
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Figura 1 Obtenc&o de calos, a partir de explantes foliares de Passiflora gibertii, em meio
de cultura MS contendo diferentes concentracBes de Cinetina e Picloram.
Observar a heterogeneidade dos calos em relacéo a coloragdo

Conforme relataram Jain, Gupta e Newman (1995), citados por Werner
et al. (2009), a formacdo de calos pode ser independente de auxinas e
citocininas, dependente de auxinas, dependente de citocininas ou dependente de
ambas. Com isso, pode-se inferir que a inducéo de calos é regida por um balanco
hormonal de auxinas e citocininas que varia de acordo com o teor endégeno de
fito-hormonio contido no explante. Logo, a notificagdo da auséncia de formagéo

de calos em explantes foliares de P. gibertii presentes em meios de cultivos
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isentos de reguladores evidencia uma possivel deficiéncia dos teores enddgenos
de horménios nos explantes que se encontram isolados das regides produtoras da
planta matriz (GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998; TORRES; CALDAS,
1998).

Independentemente dos tratamentos, a maioria dos calos apresentou
coloracdo bastante heterogénea, sendo possivel identificar areas de calos com
coloragdo amarelo-claro, amarelo-escuro, branco e marrom (Figura 1).
Diferentes tipos de calos também surgiram a partir de explantes de Rudgea
jasminoides cultivados em meios com picloram ou em combinacdo com
cinetina, tendo sido conseguido calos fridveis de coloragdo branca apenas nos
explantes que estavam em meios de cultura isentos de cinetina e suplementados
com 8,29 uM de picloram (STELLA; BRAGA, 2002). Os mesmos resultados
foram obtidos por Fitch e Moore (1990), para cana-de-aglcar, 0s quais
descreveram que, sob altas concentragdes de picloram no meio de cultivo, ha a
formac&o de calos fridveis de coloragdo branca. No caso dos calos obtidos dos
discos foliares de P. gibertii, ndo foi possivel estabelecer um padrdo de
coloracdo relacionando-o com a concentracdo do regulador no meio de cultivo ja
que, sob uma mesma concentra¢do do regulador, os calos ainda se mantiveram
bastante heterogéneos.

A combinagdo das diferentes concentracBes de picloram e cinetina
resultou em tratamentos que diferiram estatisticamente entre si, em relacdo a

média das massas frescas dos calos obtidos dos discos foliares (Tabela 2).
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Tabela 2 Comparacdo das médias da massa fresca dos calos obtidos dos discos foliares
de P. gibertii, cultivados em meio MS, com metade das concentra¢des de sais,
suplementado com diferentes concentra¢@es de Picloram e Cinetina

Tratamentos

Regulador de crescimento (LM)

Meédias da massa

fresca
Picloram Cinetina dos Calos (g)
Controle - - 0,00d"
T1 - 0,207 0,00d
T2 - 0,414 0,00d
T3 - 0,621 0,00d
T4 - 0,828 0,00d
T5 2,07 - 0,00d
T6 2,07 0,207 0,90b
T7 2,07 0414 0,90b
T8 2,07 0,621 0,80b
T9 2,07 0,828 0,60 c
T10 4,14 - 0,05d
T11 4,14 0,207 1,80 a
T12 4,14 0,414 0,60 c
T13 4,14 0,621 0,80b
T14 4,14 0,828 0,80b
T15 6,21 - 0,04d
T16 6,21 0,207 1,10b
T17 6,21 0,414 1,50a
T18 6,21 0,621 1,30 a
T19 6,21 0,828 0,60 c
T20 8,28 - 0,20d
T21 8,28 0,207 1,40a
T22 8,28 0,414 1,60 a
T23 8,28 0,621 1,70 a
T24 8,28 0,828 150 a

*Medias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si, a 5% de significancia, pelo
teste de Scott e Knott (1974)
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Maiores valores de massas frescas dos calos foram conseguidas através
das combinagdes de picloram com cinetina, destacando, na maioria dos casos, as
maiores massas frescas para os calos que estavam em meios de cultura com
elevadas concentragOes de Picloram. Foi observado um aumento na média das
massas frescas dos tratamentos que combinavam as diferentes concentracfes de
Picloram com 0,414; 0,621 e 0,828 uM de Cinetina (Figura 2), indicando que
quanto maior a concentragdo de Picloram no meio, maior era a massa fresca dos

calos.
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Figura 2 Massa fresca de calos obtidos a partir de semegmentos foliares de P. gibertii.
A) Média das massas frescas dos calos formados na auséncia do regulador de
crescimento cinetina, B) média das massas frescas dos calos formados em meio
MS contendo 0,207uM de cinetina, C) média das massas frescas dos calos
formados em meio MS contendo 0,414uM de cinetina, D) média das massas
frescas dos calos formados em meio contendo 0,621uM de cinetina e E) média
das massas frescas dos calos formados em meio MS contendo 0,828uM de
cinetina

(...continua...)
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J& para a variavel Cinetina, com a concentracdo méxima (0,828 puM)
dessa citocinina no meio de cultura, houve um decréscimo ou, pelo menos, uma

tendéncia de decréscimo na massa fresca dos calos (Figura 3).
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Figura 3 Massa fresca de calos obtidos a partir de semegmentos foliares de P. gibertii.
A) Média das massas frescas dos calos formados na concentracao de 0,207uM
de picloram, B) média das massas frescas dos calos formados na concentragao
de 0,414uM de picloram, C) média das massas frescas dos calos formados na
concentragdo de 0,621uM de picloram e D) média das massas frescas dos calos
formados na concentracéo de 0,828uM de picloram

(...continua...)
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O resultado da massa fresca dos calos obtido do tramento 11 (4,14uM
de PIC + 0,207uM de CIN), mostra que para uma producéo em larga escala de
calos de P. gibertii, este tratamento € a melhor opcdo, visto que, mesmo nédo
diferindo estatisticamente dos tratamentos 17 (6,21 pM de PIC + 0,414 uM de
CIN), 18 (6,21 uM de PIC + 0,621 uM de CIN), 21 (8,28 uM de PIC + 0,207
UM de CIN), 22 (8,28 uM de PIC + 0,414 uM de CIN), 23 (8,28 uM de PIC +
0,621 uM de CIN) e 24 (8,28 uM de PIC + 0,828 uM de CIN), o tratamento 11
é 0 qual apresenta menores concentracdes dos reguladores de crescimento, o que

implica em uma maior economia dos reguladores, resultando em um custo de
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producdo menor. Kaur e Kothari (2004), ao estudarem o efeito do picloram e da
cinetina na inducdo de calos em kodo millet (Paspalum scrobiculatum L. cv.
GPUK-3), verificaram que o aumento da massa fresca do calo era diretamente
proporcional a quantidade de picloram no meio de cultura e o Picloram
(4,14uM), combinado com a Cinetina (4,6 pM), foi considerado o mais
responsivo, resultando na maior massa fresca. Ketchum, Gibson e Gallo (1995)
testaram os efeitos da concentracdo e da combinacdo de diversos reguladores de
crescimento no desenvolvimento de calos de Taxus brevifolia. O regulador de
crescimento Picloram foi considerado a melhor auxina para a cultura de células
de Taxus. Em todos os tratamentos, a concentracdo de 4,14pM de picloram foi
mais eficiente para o crescimento dos calos, em culturas de longo prazo,
comparada com os resultados obtidos com as demais auxinas. Para as
citocininas, 0s autores comprovaram que a cinetina promove um crescimento
maior dos calos quando se emprega apenas o regulador 2,4-D, ou 2,4-D com
BAP. De qualquer forma, a combinacéo de auxinas com citocininas foi benéfica
para o crescimento. Neste caso, os autores relataram que os reguladores
picloram e cinetina foram utilizados em diferentes propor¢fes. Os resultados
alcancados para as combinacdes de 4,14:0,46; 4,14:1,0; 4,14:1,8 e 3,0:0,3 (UM
de Picloram: uM de Cinetina) ndo diferiram entre si, porém, foram os melhores
resultados encontrados, quando comparados com outros reguladores de

crescimento.
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4 CONCLUSOES

A formagdo de calos em explantes foliares de Passiflora gibertii €
dependente da presenca do regulador de crescimento Picloram no meio de
cultura.

Diferentes combinacbes de concentracdo de Picloram e Cinetina
resultaram em calos heterogéneos quanto a coloragéo.

Maior massa fresca em calos de P. gibertii é obtida em meios de cultura
gue contém Picloram em concentracbes mais elevadas na interagdo com
cinetina.

As concentracfes dos reguladores de crescimento Picloram e Cinetina
na composicdo do meio de cultivo sdo antagbnicas. Maior concentracdo de
Picloram resulta em maior massa fresca, enquanto que niveis mais elevados de

Cinetina ocasionam a sua reducao.
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CAPITULO 3

Analise quantitativa de vitamina C e fendis totais em folhas e calos obtidos
de segmentos foliares de Passiflora gibertii N. E. Brown

RESUMO

A cultura de calos e de suspensdo celulares ¢ uma alternativa para a
otimizacdo da biossintese de compostos de interesses farmacéuticos,
apresentando-se como uma vantagem tanto do ponto de vista ecolégico, ao
possibilitar a reducdo da exploracéo indiscriminada das espécies medicinais para
a extracdo desses compostos, como econdmico, ja que o processo de purificacdo
desses compostos produzidos in vitro, apresenta um custo menor. Os
maracujazeiros, como sdo conhecidas popularmente as espécies da familia
Passifloraceae, destacam-se pela importancia em relacdo as propriedades
nutricionais e farmacoldgicas. Beneficiando-se das propriedades medicinais dos
maracujazeiros, das propriedades nutritivas de seus frutos e do potencial que a
cultura de células e tecidos apresenta para a producéo de compostos que tenham
relevancia para a industria farmacéutica, com a realizacdo do presente trabalho
objetivou-se quantificar os teores de vitamina C e fendis totais nas folhas e nos
calos obtidos de segmentos foliares de Passiflora gibertti. Os calos foram
induzidos em meio de cultura MS contendo metade das concentracdes de seus
sais e suplementado com sacarose (3%) e com concentracBes de Cinetina
combinados com diferentes concentragdes de Picloram, resultando em quatro
tratamentos. Para as avaliagBes de vitamina C e fendis totais, foram coletados,
aproximadamente, 5 g de calos frescos, durante os periodos de inducdo,
subcultivo 1, 2 e 3. Para as avaliagdes desses mesmos compostos nas folhas, a
mesma quantidade de massa fresca foi coletada de um espécime, o qual se
originou da germinacdo in vitro de semente de P. gibertii, passando por um
processo de aclimatizacdo até ser transferida para o campo. As folhas
apresentaram teores de 127,495 e 708,63 mg 100g™ de vitamina C e fenois
totais, respectivamente. Para ambos 0s compostos analisados, os teores foram
menores nos calos, 0s quais apresentaram valores maximos de vitamina C no
periodo de inducdo (94,756 mg 100g™) e de fendis também no periodo de
inducdo (66,213 mg 100g™). Para os teores de fendis, P. gibertii ndo se destacou,
guando comparada com a producdo desse composto em outras plantas. Ja para
0s teores de vitamina C, P. gibertii apresentou eficiéncia na producdo dessa
vitamina, quando comparada outras espécies de maracujazeiro.

Palavras-Chaves: Fendis. Vitamina C. Compostos secundarios. Cultura de
celulas. Passiflora gibertii.
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ABSTRACT

The culture of callus and cell suspension is an alternative for the
optimization of the biosynthesis of compounds of pharmaceutical interest,
presenting itself as an advantage both from an ecological viewpoint, to enable
the reduction of indiscriminate exploitation of medicinal plants for the extraction
of these compounds, such as economic, since the purification process of these
compounds produced in vitro, has a lower cost. The passion fruits, thus
popularly known the species of the family Passifloraceae, stand out the
importance in relation to nutritional and pharmacological properties. Benefiting
from the medicinal properties of passion fruits, the nutritional properties of its
fruits and the potential that the cultivation of cells and tissues provides for the
production of compounds that are relevant for the pharmaceutical industry, this
study aimed to quantify the amount of vitamin C and total phenols in leaves and
callus obtained from leaf segments of Passiflora gibertti. Callus were induced
on MS culture media containing half the concentration of salts and
supplemented with sucrose (3%) and concentrations of Kinetin combined with
different concentrations of Picloram, resulting in four treatments. For
phytochemical analysis were collected approximately 5 grams of fresh callus
during periods of induction, subculture 1, 2 and 3. For phytochemical analysis of
the leaf, the same amount of fresh weight was collected of a plant in the field,
which originated from in vitro seed germination of P. gibertii, passing through an
acclimatization process to be transferred to the field. The leaves showed levels
of 127.495 and 708.63 mg 100g™ of vitamin C and phenols, respectively. For
both compounds tested, the levels were lower in callus, which showed maximum
values of vitamin C in the induction period (94.756 mg 100 g™) and phenols
also in the induction period (66.213 mg 100g™). For phenols levels, the species
Passiflora gibertii was not significant when compared with the production of
this compound in other plants. As for the vitamin C content, the species
Passiflora gibertii showed has efficiency in the production of the vitamin
compared with production in other species of passion fruit.

Keywords: Phenols. Vitamin C. Secondary compounds. Cell culture. Passiflora
gibertii.



55

1 INTRODUCAO

Fontes de produtos naturais biologicamente ativos, as plantas
apresentam imensa diversidade, em termos de estruturas e de propriedades
fisico-quimicas e biolégicas (GUERRA; NODARI, 2001). Esse fato
impulsionou as industrias farmacéuticas a direcionarem a atencdo para 0
potencial que as plantas cultivadas possuem em fornecer novas substancias para
a farmacia (MANZANO, 2001) por meio dos principios ativos extraidos dos
extratos vegetais para a formulagcdo em massa dos medicamentos (AZEVEDO,
2008).

Com o avanco da biotecnologia, a cultura de calos e de suspensdo
celulares é uma alternativa para a otimizagdo da biossintese de compostos de
interesses farmacéuticos (SANTOS et al., 2007), configurando-se como uma
vantagem tanto do ponto de vista ecoldgico, por possibilitar a reducdo da
exploracdo indiscriminada das espécies medicinais para a extragcdo desses
compostos, como econdmico, ja que o processo de purificacdo desses compostos
produzidos in vitro apresenta um custo menor.

Dentre as estratégias que prevéem um aumento na produgdo de
compostos bioativos em culturas de calos e suspensdo celulares, tem-se a adicdo
de compostos ou intermediarios no meio de cultivo (SILVESTRINI et al., 2002).
Porém, maior sucesso tem sido conseguido por meio dos elicitores, 0s quais
podem ser bidticos (quitosanas, micélios de fungos patogénicos, extratos de
proteinas, entre outros) ou abidticos (metais pesados, temperatura, luz, etc.). Os
elicitores sdo responsaveis pela indugdo de estresse, que pode ser tanto fisico
como quimico, nas células cultivadas in vitro, propiciando a producdo de
metabolitos secundarios (FUMAGALI et al., 2008).

Segundo Manzano (2001), aproximadamente um terco dos

medicamentos descendem de plantas por meio do seu processamento pela
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inddstria farmacéutica ou, segundo Azevedo (2008), pela manipulagdo das
farméacias homeopaticas, sendo diversos produtos formulados com os principios
ativos do maracuja.

Os maracujazeiros, como sdao conhecidas popularmente as espécies da
familia Passifloraceae, destacam-se pela importancia em relagdo as propriedades
nutricionais e farmacoldgicas, sendo conhecidos tradicionalmente pela agdo
sedativa e vermifuga, além de seus frutos apresentarem vitamina C, B, e Bs, €
sais minerais, como ferro, célcio e fésforo (AZEVEDO, 2008).

A vitamina C é produzida pela maioria dos animais, exceto pelo homem,
pelo macaco, pela cobaia e por alguns peixes e passaros, que ndo possuem a
enzima gulonolactona oxidase, envolvida na biossintese do &cido L-ascorbico a
partir de D-glicose. Dessa forma, a mesma deve ser obtida pela alimentacédo
(LEHNINGER; NELSON; COX, 1993). O nome quimico da vitamina C — 4cido
ascorbico — é uma representacdo da propriedade quimica e bioldgica desta
vitamina. A primeira propriedade deve-se ao fato de a vitamina ser um acido
que, embora ndo pertenca & classe dos &cidos carboxilicos, apresenta uma
estrutura quimica que Ihe confere, em solugdo aquosa, a natureza acida. E em
solucdo aquosa também que o acido ascorbico € um poderoso agente redutor,
funcionando como excelente antioxidante. A segunda propriedade representa seu
valor bioldgico na protecdo contra a doenca escorbuto (FIORUCCI; SOARES;
CAVALHEIRO, 2002).

Ja os compostos fendlicos sdo estruturas quimicas que apresentam
hidroxilas e anéis aromaticos, nas formas simples ou de polimeros. Dos
compostos fendlicos existentes destacam-se os flavandides, os acidos fendlicos,
os taninos e os tocoferdis, sendo todos antioxidantes fendlicos de ocorréncia
comum nos vegetais (ANGELO; JORGE, 2007).

O grupo dos compostos fendlicos é originado do metabolismo

secundario, o qual se caracteriza pelas moléculas bioativas de baixo peso
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molecular e que exercem importantes papéis na interagdo da planta com o meio
ambiente (ESTRADA-ZUNIGA et al., 2009). Atuam na protecdo do vegetal
contra microrganismos, herbivoros e intempéries ambientais, além de
interferirem em processos simbidticos e na atragdo de polinizadores (BRISKIN,
2000).

Os compostos fendlicos sdo importantes antioxidantes, atuando na
interrupcédo de radicais livres, configurando-se como importantes compostos que
promovem a reducdo da oxidacdo lipidica tanto em tecidos vegetais como
animais. Desta forma, além de conservarem a qualidade do alimento, quando
incorporados na alimentacdo humana reduzem o risco de desenvolvimento de
patologias, como arteriosclerose e cancer (NAMIKI, 1990; RAMARATHNAM,
1995). Neste ultimo caso, a atividade dos compostos fenolicos tem sido relatada
na inibicdo dos canceres de colon, esdfago, pulméo, figado, mama e pele. Sendo
0s compostos fenolicos que apresentam este potencial o resveratrol, quercetina,
acido caféico e flavonois (PIMENTEL; FRANCKI; GOLLUCKE, 2005).

Ressaltando a propriedade antioxidante da vitamina C e dos compostos
fendlicos, esses compostos tém sido alvos da industria farmacéutica, a qual tem
interesse em substituir os antioxidantes sintéticos pelos naturais, ja que aqueles,
devido ao potencial de carcinogénese e de outros males, como significativa
proliferagdo do reticulo endoplasmatico, tém tido sua utilizacdo restrita e
substituida pelos antioxidantes naturais (MELO; GUERRA, 2002; SIMAO,
1985; YILDRIM, MAVI; KARA, 2002; ZHENG; WANG, 2001).

Concebendo o0 maracujd como importante produtor de compostos
secundarios, as propriedades nutritivas de seus frutos e o potencial que a cultura
de células e tecidos apresenta para a producdo de compostos que tenham
relevancia para a indlstria farmacéutica, este trabalho teve por objetivo
quantificar o teor de vitamina C e de fendis totais nas folhas e nos calos obtidos

de segmentos foliares de Passiflora gibertti.
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2 MATERIAIS E METODOS

O experimento foi conduzido no Laboratério de Cultura de Tecidos de
Plantas (LCTP), Setor de Fisiologia Vegetal, no Departamento de Biologia da

Universidade Federal de Lavras, em Lavras, MG.

2.1 Material vegetal

Explantes foliares foram obtidos a partir de plantulas germinadas in vitro
de maracujazeiro nativo Passiflora gibertii N. E. Brown — acesso CPAC MJ-22-

01, da colecéo de germoplasma da Embrapa Cerrados (CPAC) Planaltina, DF.

2.2 Inducéo de calos

As folhas foram excisadas em segmentos de, aproximadamente, 1 cm?.
Em seguida, na superficie abaxial da folha, realizaram-se pequenos cortes, 0s
quais ficaram em contato com 10 mL do meio de cultura MS (MURASHIGE;
SKOOG, 1962), contendo metade das concentragdes de seus sais. O meio de
cultura foi suplementado com sacarose (3%) e com concentraces pré-
estabelecidas de Cinetina combinadas com diferentes concentracGes de
Picloram, resultando em quatro tratamentos (Tabela 1), de acordo com analises
anteriores que consideraram, para a selecdo dos tratamentos, a maior producao
de massa fresca de calos. O pH do meio foi ajustado para 5,8+0,1 e 0 meio
solidificado com agar (0,6%), antes da autoclavagem, a 120°C, durante 20
minutos. Apos a inoculacdo de um explante foliar em cada tudo de ensaio, estes
foram mantidos em sala de crescimento, no escuro, a temperatura de 25+2°C,
durante 60 dias. Posteriormente, realizou-se o primeiro subcultivo, seguido de

mais trés subcultivos, sempre em intervalos de 60 dias para cada um.
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Tabela 1 CombinacBes de concentracBes de Picloram e Cinetina utilizadas para a
obtencdo de calos a partir de explantes foliares de Passiflora gibertii para
posterior quantificacdo de vitamina C e taninos totais

Tratamentos Picloram (uM) Cinetina (uLM)
Tl 4,14 0,207
T2 8,28 0,414
T3 8,28 0,621
T4 8,28 0,828

2.3 Preparo das amostras

Para a quantificacdo de vitamina C e de fenois totais de calos obtidos de
segmentos foliares de Passiflora gibertii, de cada subcultivo de cada tratamento
foram coletados, aproximadamente, 5 g de calos frescos. Estes foram mantidos
no meio de cultura e no escuro, até a realizacdo da quantificacdo. Para a
quantificacdo desses mesmos compostos nas folhas, estas foram coletadas de um
espécime, a qual foi obtida a partir da germinacdo in vitro de semente de P.
gibertii (acesso CPAC MJ-22-01, da colecdo de germoplasma da Embrapa
Cerrados (CPAC) Planaltina, DF) e aclimatizada para posterior transferéncia

para 0 campo.
2.4 Quantificacgéo de vitamina C
O teor de vitamina C foi determinado pelo método colorimétrico,

utilizando 2,4 dinitrofenilhidrazina, segundo Strohecker e Henning (1967). Os
resultados foram expresso em mg de vitamina C, por 100 g de calo fresco.
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2.5 Quantificacdo de fenois totais

O método utilizado foi de Folin-Denis, que ¢ um método colorimétrico,
de acordo com a Association of Official Analytical chemists - AOAC (1990) e
Deshpande, Cheryan e Salunke (1986). A quantificagéo foi feita pela reducéo do
reagente de Folin-Denis na presenca de fendis, resultando em uma coloragdo
azul, sendo a intensidade dessa cor produzida medida em espectrofotdmetro a
760 nm. Os resultados foram expresso em mg de fendis totais, por 100 g de calo

fresco.

2.6 Delineamento experimental

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, em esquema
fatorial 2x2 (concentragéo do regulador de crescimento e diferentes subcultivos).
Os resultados foram submetidos a analise de variancia, utilizando o programa
estatistico Sisvar® (FERREIRA, 1992), sendo as médias dos tratamentos

comparados pelo teste de Scott-Knott, a 5% de significancia.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

As folhas de Passiflora gibertii apresentaram elevados teores de
vitamina C (127,495 mg 100g™), quando comparados com os teores encontrados
nos calos e nas polpas de outras espécies de maracujazeiro.

Os dados relativos a andlise quantitativa de vitamina C presente nos
calos de Passiflora gibertti encontram-se na Tabela 2. Os tratamentos diferiram
estatisticamente entre si e observa-se que os maiores teores de vitamina C foram
obtidos no tratamento 1, que continha 4,14 uM de Picloram e 0,207 uM de
Cinetina. O tratamento 3 (8,28 uM de Picloram e 0,621 uM de Cinetina) foi o
qual apresentou os menores teores. A partir disso, pode-se inferir que a
concentracdo do regulador de crescimento no meio de cultivo influenciou de

alguma forma a biossintese de vitamina C, podendo ter atuado como um elicitor.

Tabela 2 Comparacdo do teor de vitamina C em calos de Passiflora gibertii nos
diferentes tratamentos (T1: 4,14 uM de PIC + 0,207 uM de CIN; T2: 8,28
UM de PIC + 0,414 uM de CIN; T3: 8,28 uM de PIC + 0,621 uM de CIN e
T4: 8,28 uM de PIC + 0,828 uM de CIN) e durante os subcultivos

Tratamento Quantificacéo de Vitamina C (mg 100g™)
Pgrlodo~ de 1° subcultivo 2° subcultivo 3° subcultivo
inducéo
T1 94,7563 aA” 6,9400 bC 3,8260 bD 14,8516 bB
T2 61,3143 bA 10,1200 aB 4,8786 bC 11,1583 cB
T3 5,6546 cB 8,0900 aA 8,5720 aA 10,2763 cA
T4 3,6666 dC 9,5433 aB 4,7130 bC 22,8840 aA

* Médias seguidas pela mesma letra minascula na coluna ou maidscula na linha nédo
diferem entre si, pelo teste de Scott-Knot, a 5% de significancia

Além da diferenca encontrada entre os tratamentos, pdde-se perceber
que o teor de vitamina C nos calos de Passiflora gibertii oscila entre os
subcultivos em um mesmo tratamento. Para os tratamentos 1 e 2, o periodo de
inducdo, que corresponde a 60 dias apds a inoculagdo do explante foliar no meio
de cultivo, foi 0o mais relevante para a producdo da vitamina C, apresentando

teores de 94,756 e 61,314 mg 1009'1, respectivamente. Sucessivamente, nesses
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mesmos tratamentos, tem-se um declinio relativamente grande na producdo. O
inverso ocorreu para os tratamentos 3 e 4, nos quais a produgéo de vitamina C
no periodo de induc&o foi inferior, quando comparada com as andlises realizadas
posteriormente (Tabela 2).

Deve-se ressaltar que tais teores encontrados nos calos de Passiflora
gibertii sdo elevados, comparados com os encontrados nas polpas dos frutos das
espécies Passiflora alata e Passiflora nitida, as quais apresentaram 56,30 e
33,02 mg 100g™, respectivamente (COHEN et al., 2008). Valores ainda
inferiores foram encontrados para a espécie Passiflora alata, a qual foi tratada
com fitorreguladores para a conservacdo pos-colheita, resultando em teores que
ficaram entre 7,88 e 10,26 mg 100g™ (SILVA et al., 1999). Enfatizando ainda
mais a importancia do alto teor de vitamina C encontrado nos calos de
Passiflora gibertii, especialmente durante o periodo de inducdo, segundo a
tabela brasileira de composicdo dos alimentos (NUCLEO DE ESTUDOS E
PESQUISAS EM ALIMENTAC;AO - NEPA, 2004), a espécie comercial de
maracujé Passiflora edulis f. flavicarpa apresenta 20 mg 100g™ de vitamina C
na polpa. Esse valor é consideravelmente inferior, comparado ao teor observado
nas folhas e em calos de Passiflora gibertii. Ndo foram encontrados, na
literatura, dados referentes aos teores de vitamina C em calos de maracujazeiro,
bem como o teor de vitamina C na polpa ou em outras localidades da espécie
Passiflora gibertti. Apesar disso, os resultados obtidos foram considerados
satisfatorios quando comparados com os resultados encontrados em relacdo a
producdo da vitamina C na polpa dos demais maracujazeiros. Logo, o cultivo in
vitro de células vegetais de Passiflora gibertti apresenta-se como importante
potencial para a producédo de vitamina C.

Estes resultados, altos teores de vitamina C encontrados nos calos e nas
folhas, também podem sugerir que a espécie Passiflora gibertii destaca-se dentre

outras espécies de maracujazeiro, em relagdo ao valor nutricional. A partir disso,
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é importante realizar anélises bromatoldgicas, no intuito de verificar se o alto
teor de vitamina C também esta presente na polpa dos frutos de Passiflora
gibertii, agregando-lhe, além dos valores que esta espécie silvestre de
maracujazeiro ja apresenta, como resisténcia a doencas (BARBOSA, 1995;
KURODA, 1981; OLIVEIRA, 1987) e pragas, maior longevidade, maior
adaptacdo a condi¢Bes climaticas adversas, periodo de florescimento ampliado,
maior concentracdo de componentes quimicos de interesse para a industria
farmacéutica (FIGUEIREDO et al., 2007) e alto valor energético de seus frutos.
Com isso, possibilita a utilizacdo dessa espécie em programas de melhoramento
genético que objetivam ndo apenas a resisténcia a certos patdgenos, mas também
0 enriquecimento nutricional, bem como a producdo de frutos compostos por
promotores de saude.

As folhas de Passiflora gibertii apresentaram-se teores de fendis totais
igual a 708,63 mg 100g™ (0,7%). Quando comparados com os teores de fendis
presentes em outras espécies de plantas, a P. gibertii ndo se destacou como
produtora deste metabolito. Santos & Blatt (1998) verificaram nas folhas de
Pyrostegia venusta, porcentagens de fendis totais iguais a 1,72 e 1,87%.
Carvalho et al. (2000), quantificaram os teores de fendis totais na folhas de
cafeeiros nas épocas de desbaste e estadio de desenvolvimento dos frutos,
encontrando uma porcentagem méaxima de 12,22 e 12,66%, respectivamente.

Os teores dos fenais totais nos calos de P. gibertii foram ainda menores
quando comparados com os teores encontrados nas folhas. O teor maximo
quantificado foi de 66,213 mg 100g™ (0,06%). Castro et al. (2009) analisaram os
teores de fenois totais em calos de barbatiméo induzidos em meio contendo 2,4-
D ou BAP na presenca e na auséncia de luz. No meio suplementado com 2,4-D
na auséncia de luz foram conseguidos os maiores teores de fenois totais, 0s quais
corresponderam a 1% em média. J& na presenca de luz, este rendimento caiu

para 50%. Com o BAP suplementando o meio de cultura, os autores verificaram
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um incremento de 23% de fendis totais (aproximadamente 1,3%) em relacdo
aqueles obtidos do tratamento com 2,4-D.

Os dados da Tabela 3 demonstram que houve diferenca estatistica em
relacdo aos teores de fendis totais durante os subcultivos de um mesmo
tratamento e também entre os tratamentos, evidenciando, assim como ja
apresentado na discussdo dos teores de vitamina C, a provavel influéncia dos
reguladores de crescimento na produgdo dos fendis totais, os quais se
apresentaram em maior quantidade no tratamento 4, que continha a maior
concentracao dos reguladores de crescimento. Pode-se observar que é no periodo
de indugdo que se tem a maior quantidade de fenois para todos os tratamentos,
exceto para o tratamento 1. Isso pode ser justificado, talvez, pela influéncia do
explante foliar presente no material coletado para a analise. O tratamento 4 (8,28
UM de PIC + 0,828 uM de CIN) sobressai-se em relacdo aos demais tratamentos,
apresentando teor de 66,21 mg 100g™, seguido dos tratamentos 3, 2 e 1, que
apresentaram, respectivamente, 30,69; 27,03 e 16,25 mg 1009'1.
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Tabela 3 Comparagdo do teor de fendis totais em calos de Passiflora gibertii nos
diferentes tratamentos (T1: 4,14 uM de PIC + 0,207 uM de CIN; T2: 8,28 pM
de PIC + 0,414 uM de CIN; T3: 8,28 uM de PIC + 0,621 pM de CIN e T4:
8,28 UM de PIC + 0,828 uM de CIN) e durante os subcultivos

Tratamento Quantificacio de fendis totais (mg 100g™)
P_er|odo~ de 1° subcultivo 2° subcultivo 3° subcultivo
inducdo
T1 16,2656 dB” 21,1433 aA 20,8383 aA 16,8800 cB
T2 27,0260 cA 0bD 6,2013 bC 18,4526 cB
T3 30,6893 bA 0bD 5,5915 bC 21,1153 bB
T4 66,2133 aA 0bD 6,4666 bC 29,1836 aB

*Meédias seguidas pela mesma letra mindscula na coluna, ou maiGscula na linha, nao
diferem entre si, pelo teste de Scott-Knot, a 5% de significancia

Ainda com base nos dados da tabela 3, observa-se que, com o passar do
tempo, ou seja, durante os subcultivos, os teores de fenois totais decresceram em
relacdo ao periodo de inducgdo para os tratamentos 2, 3 e 4. Isso ocorre, segundo
Yazaki, Yoshida e Okuda (1991), devido & degradacdo dos compostos fenolicos
durante a formacdo de calos, propiciando novas divisdes celulares e a inibicdo
da oxidagdo dos calos. Ja para o tratamento 1, o teor de taninos ndo diferiu
estatisticamente do periodo de indugdo para o Gltimo subcultivo, apresentando
maior teor nos subcultivos 1 e 2.

A partir desses resultados, infere-se que estudos ainda sdo necessarios
para otimizar um protocolo de producdo de fendis totais in vitro, sendo este um
processo dificil devido a escassez de trabalhos nesta area e com a espécie alvo
deste estudo. De qualquer maneira, trata-se de um investimento Util, visto que a
producdo de compostos secundarios in vitro apresenta como vantagens uma
facilidade maior de purificagdo dos extratos, pelo fato de a quantidade de
pigmentos ser insignificante, reduzindo, com isso, os custos de producédo
(BALANDRIN; KLOCKE, 1988), o estado de desenvolvimento das células
encontra-se relativamente uniforme e o material é totalmente asséptico
(CROTEAU; KUTCHAN; LEWUS, 2000). Além disso, segundo Fumagali et al.
(2008), a producdo de grandes quantidades de metabdlitos secundarios pela

cultura de células de plantas pode ocorrer dentro de um periodo de cultivo de
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duas semanas, comparado, por exemplo, a uma planta anual ou perianual, que
necessita de um periodo de tempo maior para que haja acimulo de metabdlitos

secundarios.
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4 CONCLUSOES

O teor de vitamina C verificado nas folhas de Passiflora gibertii, bem
como nos calos obtidos de segmentos foliares, foi considerado elevado, quando
comparado com os teores encontrados nas polpas dos frutos de outras espécies
de maracujazeiro, sugerindo alta probabilidade de o fruto do maracujazeiro da
espécie Passiflora gibertti também apresentar um elevado teor de vitamina C.

A espécie Passiflora gibertii, apesar de ter apresentado tores de taninos,
ndo se destacou em relacdo a producdo desse metabodlito secundario, fato que
mostra a necessidade de ajustar um protocolo para esta espécie, de modo a
favorecer a biossintese desse composto.

A espécie em questdo mostrou potencial para a producdo de compostos
bioativos de interesse para a indlstria farmacéutica, porém, sdo necessarios

novos estudos que visem a otimizacgao desse potencial.
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CAPITULO 4

Viabilidade e caracterizacgéo celular de calos de Passiflora gibertii N. E.
Brown por CTT e FDA

RESUMO

Considerando o potencial que apresenta para a producdo de compostos
bioativos de interesse para a inddstria farmacéutica e as caracteristicas
superiores em relacdo aos demais maracujazeiros quanto a resisténcia a doencas
e pragas, o cultivo in vitro da espécie silvestre Passiflora gibertii configura-se
como uma alternativa para a preservacdo das caracteristicas superiores, bem
como para a producdo de compostos bioativos em suspensdes celulares. Dessa
forma, os testes de viabilidade, realizados ainda no estagio de calos, a partir do
fornecimento do méximo ponto de viabilidade das células, permitem saber o
momento ideal para iniciar uma suspensao celular ou para fazer o subcultivo do
material e ainda para obter embrides somaticos. Neste contexto, este trabalho foi
realizado com o objetivo de avaliar a viabilidade celular de calos de Passiflora
gibertii obtidos de segmentos foliares por meio dos corantes diacetato de
fluoresceina (FDA) e cloreto de 2,3,5-trifeniltetrazélio (CTT). O meio de cultura
utilizado para a inducéo dos calos foi 0 MS, com metade das concentragdes dos
sais, 3% de sacarose, 0,6% de &gar, pH 5,8 e suplementado com concentragdes
de 0,207 e 0,828 UM de Cinetina, combinadas com concentrac6es de 4,14 e 8,28
KM de Picloram, respectivamente. Os calos foram mantidos no escuro e 0s testes
de viabilidade, que se iniciaram apds o primeiro subcultivo de 60 dias, foram
realizados em intervalos de 7 dias, durante dois meses. As células coradas com o
FDA foram visualizadas em microscopia de fluorescéncia e realizada a
contagem celular, de acordo com o formato isodiamétrico, alongado e
indeterminado, para a obtencdo da porcentagem de células viaveis. J4 o teste
com CTT consistiu na extragdo do composto colorido formazan, o qual foi
quantificado em espectrofotometro (£ =490nm). No teste com CTT, para 0
tratamento 1 (4,14 uM de PIC + 0,207 uM de CIN), apds 49 dias do primeiro
subcultivo, foi observada a maior viabilidade. O tratamento 2 (8,28 uM de PIC +
0,828 uM de CIN) apresentou 51% de viabilidade maxima apds 42 dias do
primeiro subcultivo. Em ambos os tratamentos, as menores viabilidades foram
observadas nas duas ultimas analises. Para o teste de viabilidade com FDA, o
tratamento 1 apresentou porcentagem maxima de células isodiamétricas igual a
60% e o tratamento 2 apresentou viabilidade maxima de 46%.

Palavras-chave: Viabilidade celular. Cloreto de 2,3,5-trifeniltetrazélio. Diacetato
de fluoresceina. Suspensao celular. Passiflora gibertii.
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ABSTRACT

Considering the potential it presents to the production of bioactive
compounds of interest to the pharmaceutical industry and the superior
characteristics compared to others passions fruits for resistance to diseases and
pests, the in vitro cultivation of wild species Passiflora gibertii configures itself
as an alternative to the preservation of the superior characteristics, as well as for
the production of bioactive compounds in suspension cultures.Thus, cellular
viability tests performed yet at the stage of callus, provide important information
for the ideal time to start a cellular suspension and obtain somatic embryos.
Given the above, the present study aimed to determine the cell viability of
Passiflora gibertii callus obtained from leaf segments using the dyes fluorescein
diacetate (FDA) and 2,3,5-triphenyltetrazolium (TTC). The culture media used
for callus induction was MS with half strength of salts, 3% sucrose, 0.6% agar,
pH 5.8 and supplemented with concentrations of 0.207 and 0.828 uM of Kinetin
combined with concentrations of 4.14 and 8.28 uM of Picloram, respectively.
Callus were kept in the dark and viability tests, which began after the first
subculture of 60 days, were performed every 7 days for two months. The cells
stained with FDA were visualized in fluorescence microscopy and cell counts
performed according to the isodiametric shape, elongated, indeterminate, to
obtain the percentage of viable cells. Already the TTC test consisted in the
extraction of colored compound formazan, which was quantified by
spectrophotometer (£ = 490nm). In the test with TTC, for treatment 1 (4.14 uM
PIC + 0.207 uM of KIN), 49 days after the first subculture, the higher viability
was observed. Treatment 2 (8.28 uM PIC + 0.828 pM of KIN) had 51% of
maximum viability 42 days after the first subculture. In both treatments, the
lowest survivals were observed in the last two tests. To test for viability with
FDA, the first treatment showed a maximum percentage of isodiametric cells
equal to 60%, and treatment 2 had a maximum viability of 46%.

Keywords: Cell viability. 2,3,5-triphenyltetrazolium. Fluorescein diacetate. Cell
suspension. Passiflora gibertii.



75
1 INTRODUCAO

A espécie silvestre de maracujazeiro Passiflora gibertii apresenta
importantes caracteristicas, como longevidade, maior adaptacdo a condicdes
climéticas adversas, periodo de florescimento ampliado e maior concentracéo de
componentes quimicos de interesse para a inddstria farmacéutica
(FIGUEIREDO et al., 2007). Por conta disso, tem sido utilizada em programas
de melhoramento genético, por meio da criacdo de hibridos pelo processo de
transformacdo genética e fusdo de protoplastos, e como porta-enxertos para as
variedades comerciais.

Considerando o potencial que apresenta para a produgdo de compostos
bioativos de interesse para a industria farmacéutica e as caracteristicas
superiores em relacdo aos demais maracujazeiros, o cultivo in vitro da espécie
silvestre Passiflora gibertii configura-se como uma alternativa para a
preservacdo das caracteristicas superiores, visto que, pelo fato de serem plantas
de fecundacdo cruzada, pode haver perda de identidade genética, ampliando a
variabilidade, bem como para a produgdo de compostos bioativos em suspensdes
celulares. Dessa forma, os testes de viabilidade, realizados ainda no estagio de
calos, a partir do fornecimento do maximo ponto de viabilidade das células,
permitem saber 0 momento ideal para iniciar uma suspensdo celular ou para
fazer o subcultivo do material e ainda para obter embrides somaticos.

Os métodos utilizados para avaliar a viabilidade celular podem ser
classificados em dois tipos, os quais, segundo Widholm (1972), descrevem
como aqueles que coram apenas células mortas e aqueles que apenas coram
células vivas, visto que a coloracdo é um produto da atividade metabodlica
celular. O diacetato de fluoresceina (FDA) e o cloreto de 2,3,5-trifeniltetrazolio
(CTT) séo exemplos utilizados para analisar a viabilidade celular por meio da

coloracgdo das células vivas.
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O FDA resulta em uma coloragdo verde fluorescente, a qual pode ser
detectada por um microscopio de fluorescéncia. Esta coloragdo é produto da
atividade de uma esterase presente nas células; o FDA nao fluorescente, por ser
uma molécula ndo polar, pode entrar na célula, na qual serd hidrolisado pela
acdo catalitica da esterase. O produto dessa hidrélise é um composto
fluorescente e polar denominado fluoresceina. A formacdo desse composto,
resultando na fluorescéncia verde das células, quando observadas no
microscépio de fluorescéncia, indica a integridade das membranas celulares e a
funcionalidade das enzimas intracelulares (ZAMALEEVA et al., 2009).

Em relacdo ao cloreto de 2,3,5-trifeniltetrazélio (CTT), este foi
inicialmente utilizado para avaliar a viabilidade de sementes e os danos causados
as plantas pelo congelamento (STEPONKUS; LANPHEAR, 1967). Segundo
Mikula, Niedzielski e Rybcznski (2006), Stein e Gerarde (1950) e Towill e
Mazur (1975), foram os primeiros a descrever a utilizagdo do CTT na cultura de
tecidos vegetais. A analise da viabilidade celular pelo teste com CTT consiste na
reducdo deste sal incolor, resultando no composto de coloracdo vermelha
denominado trifenilformazan (ou simplesmente, formazan). A reducdo do CTT
resultando no composto vermelho trifenilformazan ocorre devido a atividade das
enzimas desidrogenases que catalisam as reagdes respiratorias nas mitocéndrias
(VERLEYSEN et al., 2004). Assim, o CTT presente na cadeia transportadora de
elétrons mitocondrial serd reduzido, indicando a presenca da atividade
respiratéria nas mitocondrias e, consequentemente, evidenciando a viabilidade
celular.

Para Silva e Yuffa (2006), na cultura de tecidos € importante possuir um
método efetivo e barato para determinar, de forma clara e concisa, a presenca de
células vidveis ou ndo viaveis. Porém, muitas das metodologias existentes de
viabilidade celular estdo estabelecidas para animais, sendo os trabalhos com

plantas ainda escassos. Apesar disso, percebe-se crescente utilizacdo do CTT e
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FDA, principalmente nos trabalhos de criopreservagdo, como ferramentas para
avaliarem o sucesso dessa técnica.

Alguns autores (ISHIKAWA; ROBERTSON; GUSTA, 1995;
STEPONKUS, 1971; WHITERS, 1985) estabeleceram o uso do FDA para
avaliar a viabilidade de protoplastos e pequenos fragmentos de calos ou
agregados de suspensdo com ndo mais que 30 a 100 células. J& o CTT foi
estabelecido para analisar a viabilidade de grandes agregados. No entanto, no
presente trabalho, ambos os testes de viabilidade foram utilizados de forma
complementar, garantindo um resultado rapido e preciso.

A andlise da viabilidade celular, ainda no estagio de calos por meio
desses testes, possibilita uma escolha mais acertada do momento da
transferéncia do material vegetal do meio de cultivo s6lido para o meio liquido,
guando se deseja iniciar uma suspensdo celular e também possibilita classificar
as células de acordo com seu formato, sendo, neste caso, Util para a obtengédo de
embrides somaticos, além de fornecer o melhor periodo para realizar o
subcultivo do material.

Considerando a vantagem da suspensdo celular para a producdo de
compostos secundarios e a obtencdo de embrides somaticos, além do exposto
sobre os testes de viabilidade utilizando FDA e CTT, o presente trabalho foi
realizado com o objetivo de determinar a viabilidade celular de calos de
Passiflora gibertii obtidos de segmentos foliares por meio dos corantes FDA e
CTT para que, a partir das informacdes obtidas sobre esses testes, seja possivel,
em trabalhos futuros, escolher os melhores periodos para iniciar uma suspensao

celular e conseguir sucesso na obtencdo de embrides somaticos.
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2 MATERIAIS E METODOS

O experimento foi conduzido no Laboratério de Cultura de Tecidos de
Plantas (LCTP), Setor de Fisiologia Vegetal, no Departamento de Biologia da

Universidade Federal de Lavras, em Lavras, MG.

2.1 Material vegetal

Explantes foliares foram obtidos a partir de plantulas germinadas in vitro
de maracujazeiro nativo Passiflora gibertii N. E. Brown, da colecdo de

germoplasma do Instituto Agronémico de Campinas (IAC).

2.2 Inducéo de calos

As folhas foram excisadas em segmentos de, aproximadamente, 1 cm?.
Em seguida, na superficie abaxial da folha, realizaram-se pequenos cortes, 0s
quais ficaram em contato com 10 mL do meio de cultura MS (MURASHIGE;
SKOOG, 1962), contendo metade das concentraces de seus sais. O meio de
cultura foi suplementado com sacarose (3%) e com concentracdes de 0,207 e
0,828 uM de Cinetina, combinadas com concentracdes de 4,14 e 8,28 uM de
Picloram, respectivamente. Estas concentracbes foram aquelas que resultaram
em elevados teores de vitamina C e fenois totais nos calos obtidos de segmentos
foliares, respectivamente. O pH do meio foi ajustado para 5,8+0,1 e 0 meio
solidificado com agar (0,6%), antes da autoclavagem, a 120°C, durante 20
minutos. Apo6s a inoculacdo de um explante foliar em cada tudo de ensaio, estes
foram mantidos em sala de crescimento, no escuro, a temperatura de 25+2°C,

durante 60 dias.
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2.3 Analise da viabilidade celular por tetrazoélio

A determinagdo da viabilidade celular foi realizada a partir do primeiro
subcultivo, sessenta dias ap6s a inoculagdo do explante, em intervalos de sete
dias, durante dois meses.

As amostras utilizadas no teste analitico foram obtidas de quatro tubos
de ensaios, que foram selecionados de forma aleatéria. Os calos foram
homogeneizados e separados em 5 amostras de 50 mg cada, as quais foram
colocadas em tubos de ensaio para a condugéo dos procedimentos seguintes.

A um dos cinco tubos de ensaio foram adicionados 2 mL de &gua,
levando & chama até atingir o ponto de ebulicdo da &gua para a promogéo da
morte celular por calor. Apds este processo, a dgua foi retirada e a cada amostra
de 50 mg de cada um dos cinco tubos de ensaio foi homogeneizado com 1,5 mL
do reagente de tetrazélio 0,6% (p/v) preparado em solugdo-tampdo fosfato pH
7,4. Em seqguida, a mistura foi incubada por 24 horas, na auséncia de luz, a
27+2°C.

Apos o periodo de incubagdo das amostras, foram adicionados 3,5 mL
de etanol 95% (v/v) a cada um dos tubos de ensaio, 0s quais permaneceram em
banho-maria, a 100°C, por um periodo de quatro minutos, para a extracdo do
composto colorido Formazan. Os tubos foram centrifugados duas vezes, a 6.000
rpm, durante 20 minutos, para a decantacdo dos restos celulares. Com o
sobrenadante realizaram-se leituras espectrofotométricas, a 490 nm, em um
modelo Cintra 10 GBC. A viabilidade celular foi expressa em porcentagem de
células viaveis, considerando a obtencdo da maior absorbancia como 100% de

viabilidade. Cada dado porcentual corresponde a cinco leituras de absorbancia.
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2.4 Caracterizacao das células pelo método da contagem celular utilizando
FDA

A tipificacdo celular pelo método de contagem celular utilizando FDA
iniciou-se no primeiro subcultivo, sessenta dias ap6s a inoculacdo do explante,
ocorrendo em intervalos de sete dias, por um periodo de dois meses.

Uma amostra de 1 g de calo foi homogeneizada em 10 mL de solugéo
de manitol 0,6M e CaCl, 0,03M, pH 5,8 (FILANOVA et al., 2000), durante 30
minutos, a 70rpm, em temperatura de 27+2°C, na auséncia de luz.

Em seguida, a amostra foi filtrada em uma peneira de 100 um e, da
suspensao celular resultante, retirou-se uma aliquota de 980 pL, que foi colocada
em um eppendorf®. Na auséncia de luz, foram adicionados 20 uL de uma
solugdo com 0,5 pg mL™ de FDA, resultando em 0,1 pg mL™ de concentragio
final de FDA. Apds cinco minutos, foram feitas preparacfes citoldgicas e
realizadas as contagens de células em microscopia de fluorescéncia, Olympus
BX 60, com filtro WIBA.

Foi realizada a contagem de 1.000 células, 200 células por lamina, para
cada dia de andlise e totalizada a porcentagem de células isodiamétricas,
alongadas e indeterminadas, sendo estas assim denominadas por néo

apresentarem nem forma isodiamétrica e nem forma alongada.

2.5 Delineamento experimental

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, em esquema
fatorial 2 x 2 (concentracdo do meio de cultivo e época de andlise). Os
resultados foram submetidos a andlise de variancia, utilizando o programa
estatistico Sisvar® (FERREIRA, 1992), sendo as médias dos tratamentos

comparadas pelo teste de Scott-Knott, a 5% de significancia.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A leitura em espectrofotdmetro do composto Formazan (Figura 1)
extraido das células vivas dos calos de Passiflora gibertii permitiu a obtencdo da
porcentagem da viabilidade celular, considerando a leitura de maior absorbancia
(0,39675) como viabilidade méaxima (100%).

Figura 1 Extracdo do composto Formazan das células vivas dos calos de Passiflora
gibertii, para leitura em espectrofotdmetro (£ =490nm) e quantificacdo da
viabilidade celular

Constatou-se que a viabilidade diferiu significativamente entre o0s

tratamentos e, durante os dias de coleta, em um mesmo tratamento (Tabela 1).
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Tabela 1 Média geral da porcentagem de células vivas dos calos de Passiflora gibertii
obtida por meio do teste de viabilidade com o cloreto de 2,3,5-trifeniltetrazolio
(CTT) (T1: 4,14 uM de PIC + 0,207 uM de CIN, T2: 8,28 uM de PIC + 0,828

pM de CIN)
Andlises Porcentagem de células viaveis
(dias) Tratamento 1 Tratamento 2

0 42% aC* 36% aB
7 37% aC 14% bD
14 33% aC 20% bC
21 24% aD 19% aC
28 60% aB 24% bC
35 15% aD 10% aD
42 20% bD 51% aA
49 100% aA 14% bD
56 9% akE 9% aD
63 4% aE 6% aD

*Meédias seguidas pela mesma letra mindscula na linha ou maidscula na coluna néo

diferem entre si, pelo teste de Scott-Knot, a 5% de significancia

O tratamento 1, o qual continha 4,14 uM de Picloram e 0,207 uM de

Cinetina, apresentou viabilidade maxima na oitava andlise, a qual corresponde a

49 dias ap6s o primeiro subcultivo. Ja para o tratamento 2 (8,28 uM de PIC +
0,828 uM de CIN), o maximo obtido de viabilidade (51%) foi alcancado na

sétima analise (42 dias apés o primeiro subcultivo). No geral, a viabilidade

celular dos calos de P. gibertii apresentou-se maior no tratamento 1, sendo as

porcentagens de células vivas no tratamento 2 significativamente inferiores para

a maioria das analises, quando comparadas com as porcentagens do tratamento

1, o que se pode inferir sobre uma possivel influéncia da concentracdo do
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regulador de crescimento na viabilidade dessas células. As menores
porcentagens foram observadas nas duas Gltimas analises, que correspondem a
56 e a 63 dias ap6s o primeiro subcultivo. Nessas analises, foi obtido um
porcentual de viabilidade igual a 9% e a 4% para o tratamento 1, e de 9% e 6%
para o tratamento 2, respectivamente (Tabela 1). Esses resultados ja eram
esperados, visto que a relacdo com o tempo de cultivo e a concentracdo de
reguladores de crescimento e demais compostos no meio de cultura é
inversamente proporcional, de tal forma que, com o passar do tempo, tais
compostos e reguladores de crescimento apresentam-se em menores
concentrages, comparados com as concentrag@es iniciais, resultando em uma
menor viabilidade celular, devido a escassez de nutrientes disponiveis para as
células.

Uma intensa oscilagdo na viabilidade das células dos calos de Passiflora
gibertii foi observada, apresentando-se ora maior, ora menor. Isto é passivel de
ocorréncia quando se trabalha com materiais que ndo apresentam
homogeneidade ou ainda quando n&o se tem a determinacéo concisa da curva de
crescimento do calo.

Para realizar uma anélise dessa oscilacdo, deve-se considerar que o teste
com CTT mostra a atividade respiratdria, consequentemente possibilitando uma
inferéncia sobre a viabilidade celular. Logo, a alta viabilidade apresentada na
primeira analise de ambos os tratamentos pode sugerir uma alta taxa respiratéria
das células por conta de elas estarem em um processo de morte celular
programada, a qual despende de grandes quantidades de energia. Isto é
consideravel pelo fato de se tratar da primeira analise, a qual corresponde a 60
dias apds o periodo de inducdo dos calos, fazendo referéncia a fase de
desaceleracdo de uma curva de crescimento de 60 dias. Nas andlises seguintes,
percebe-se um decréscimo da porcentagem de viabilidade, a qual pode indicar a

fase lag da curva de crescimento, na qual as células se preparam para a divisdo
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celular, adquirindo competéncia para tal evento (SANTOS et al., 2003). Esse
periodo de menor viabilidade celular observado no tratamento 1 ocorre até a
quinta analise (28 dias ap6s o primeiro subcultivo), a partir da qual, é constatado
um aumento na porcentagem da viabilidade.

Ja para o tratamento 2, o periodo de menor viabilidade se estende até a
sexta andlise (35 dias apds o primeiro subcultivo), tendo sido constatado um
aumento da porcentagem de viabilidade na sétima analise (42 dias apés o
primeiro subcultivo). Esse aumento observado na porcentagem da viabilidade
para os tratamentos pode ser referente ao periodo de méaxima diviséo celular, que
corresponde a fase exponencial da curva de crescimento (SANTOS et al., 2003).
Considerando a curva padrdo de crescimento de calos, a fase seguinte a da
exponencial é denominada de linear, caracterizada pela reducdo das divisGes
celulares e pelo crescimento celular, sendo esperada uma taxa menor de
respiragéo, resultando em uma queda no porcentual de viabilidade conforme se
constatou nos tratamentos 1 e 2, apds o pico de viabilidade observado na quinta
andlise para o tratamento 1 e na sétima analise para o tratamento 2. Em seguida,
para o tratamento 1, observa-se novamente um aumento da viabilidade (oitava
andlise), seguida de uma queda, evidenciando a possivel conclusdo da curva de
crescimento, representada pela fase estacionéria e de desaceleragdo. Novamente,
este aumento da viabilidade pode ser explicado pelo aumento da taxa
respiratoria, devido a morte celular programada. Ja no tratamento 2, ndo foi
possivel visualizar o Gltimo pico de viabilidade, provavelmente por conta da
maior concentracdo dos reguladores, que pode ter influenciado na curva de
crescimento dos calos, prolongando-a.

N&o foram encontrados trabalhos dessa natureza nas espécies da familia
Passifloraceae. Apesar disso, a utilizacdo do teste com CTT tem sido empregada
em vaérios trabalhos, como de criopreservacdo, o qual serve de importante

ferramenta que objetiva a verificacdo da viabilidade nas culturas celulares que
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foram criopreservadas. Considerando os testes de viabilidade celular como
ferramentas para a avaliacdo dos trabalhos de criopreservacéo, o teste com CTT
possibilitou, para Mikula, Niedzielski e Rybcznski (2006), a verificacdo da
viabilidade de células embriogénicas criopreservadas de diversas espécies
vegetais do género Gentiana. Para Sadia et al. (2003), o teste com o CTT
possibilitou a analise de suspensdes celulares criopreservadas de Solanum
tuberosum e, para Wang et al. (2001), a verificacdo da viabilidade de suspensdes
de células embriogénicas criopreservadas da espécie de videira Vitis vinifera L.

Além dos trabalhos de criopreservagdo, o emprego do teste com CTT
visando & andlise da viabilidade celular também tem sido utilizado em trabalhos
que realizam a submissdo de cultura de células vegetais a diferentes tipos de
estresse. Referente a isso, Lutts, Almansouri e Kinet (2004) realizaram o teste de
viabilidade com o CTT nos calos de trigo para avaliar o efeito do estresse salino
e hidrico sobre as células desses calos e Bachiri et al. (2000) quantificaram a
viabilidade de células em suspensdo, apds a submissdo destas a um estresse
osmdtico para serem criopreservadas. Além dessas utilidades, no presente
trabalho, o teste com o corante CTT para a analise da viabilidade celular de
calos de Passiflora gibertii possibilitou, por meio da maior porcentagem de
viabilidade, saber o periodo mais adequado para iniciar uma suspensao celular
com sucesso, bem como o melhor periodo para realizar o subcultivo.

Embora os resultados obtidos da analise da viabilidade celular com CTT
sejam suficientes para iniciar uma suspensao celular com sucesso, isto ndo basta
guando se almeja a obtencdo de embrifes somaticos. Para isso, complementando
a analise da viabilidade celular pelo teste com CTT, € interessante realizar a
caracterizacdo e a contagem de células. Tais dados serdo validos para quantificar
as células isodiamétricas presentes nos calos, dada a importancia dessas células
para a obtencdo de embrifes somaticos, j& que, na maioria das vezes, os calos

embriogénicos sdo constituidos por células meristematicas, as quais apresentam



86

formato isodiamétrico (GEORGE; HALL; KLERK, 2008), além de as
dimensdes celulares serem relativamente pequenas e com citoplasma denso
(APPEZZATO-DA-GLORIA; CARMELLO-GUERREIRO, 2003).

Os dados da Tabela 2 mostram a porcentagem de células isodiamétricas

coradas com FDA nos tratamentos 1 e 2.

Tabela 2 Média da porcentagem de células isodiamétricas de calos de Passiflora gibertii
obtida por meio do teste de viabilidade com o FDA. A) Tratamento 1: 4,14
UM de PIC + 0,207 uM de CIN. B) Tratamento 2: 8,28 uM de PIC + 0,828 uM

de CIN
Analises Porcentagem de células isodiamétricas
(dias) Tratamento 1 Tratamento 2
0 52,10% aB* 17,20% bD
7 33,20% aC 10,60% bD
14 35,40% aC 24,10% bC
21 47,60% aB 13,40% bD
28 47,20% aB 33,45% bB
35 37,90% aC 12,40% bD
42 59,10% aA 22,90% bC
49 46,60% aB 46,10% aA
56 30,30% bC 40,70% aA
63 60,20% aA 15,20% bD

*Médias seguidas pela mesma letra minGscula na linha ou maidscula na coluna ndo
diferem entre si, pelo teste de Scott-Knot, a 5% de significancia

Houve diferenca significativa do nimero de células isodiamétricas entre
os tratamentos e entre os diferentes dias de coleta em um mesmo tratamento.

Observou-se que a maior porcentagem (60%) de células isodiamétricas para o
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tratamento 1 foi obtida na Gltima analise. Esta Gltima analise corresponde, para
uma curva de crescimento de 60 dias, a fase estacionaria e de desaceleracao,
sendo constatada a baixa viabilidade das células quando analisadas com o CTT
durante esta fase. Nesse sentido, cabe, aqui, uma explicacdo relacionando a
viabilidade com o CTT e com o FDA, direcionando para o fato de que, na fase
final da possivel curva de crescimento de 60 dias dos calos de Passiflora
gibertii, a porcentagem de viabilidade detectada com o CTT é baixa, devido a
morte celular programada que ocorre nas células que ja se encontram em um
estagio de diferenciacdo mais avancado, ou seja, aquelas que apresentam
formato alongado.

Assim, fica claro que a maior porcentagem de células isodiamétricas
para o tratamento 1 foi observada na Gltima analise, visto que o aumento das
células isodiamétricas ocorreu por conta de uma diminuigdo (morte) das células
alongadas, j& que a porcentagem de células isodiamétricas é resultante da
proporcao de células alongadas.

Para o tratamento 2, a maior porcentagem de células viaveis
(isodiamétricas) foi de 46% no periodo de 49 dias ap6s o primeiro subcultivo,
que corresponde a oitava andlise, tendo, para o teste com o CTT, para este
mesmo periodo, a viabilidade sido de 14%. Isso pode ser explicado
considerando o fato de esse periodo, possivelmente, corresponder a fase linear
da curva de crescimento que resulta em uma menor taxa respiratoria pela
diminuicdo das divisdes celulares. A indicagdo de uma propor¢do maior de
células isodiamétricas em relagdo as alongadas, neste caso, ndo pode ser
justificada pela morte celular programada destas Gltimas, mas, sim, pela divisao
de células que ocorre na fase anterior (exponencial), resultando, realmente, em
um aumento no numero de células isodiamétricas.

E notério que a viabilidade celular é totalmente dependente do

comportamento da curva de crescimento do calo, podendo também sofrer
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interferéncias da concentragdo dos reguladores de crescimento no meio de
cultura, bem como da homogeneidade do material coletado para analise, fatos
que justificam as oscilagOes apresentadas na viabilidade celular dos calos de
Passiflora gibertii.

As células alongadas sdo evidenciadas em microscopia de luz, porém,
ndo mais visiveis na microscopia de fluorescéncia (Figura 1), na qual se observa
apensa alguns pontos de fluorescéncia verde, visto que o FDA cora apenas
células vivas. Isto corrobora para que se possa inferir que a diminuicdo da
proporcao de células alongadas, resulta em uma maior porcentagem de células
isodiamétricas, como o ocorrido no tratamento 1, ao observar a maior

porcentagem de células isodiamétricas na Ultima analise (Tabela 2).

Figura 1 Visualizacdo de morte celular de calos de Passiflora gibertii, pelo teste de
viabilidade com FDA. A) Células alongadas visualizadas em microscopia de
luz e B) visualizagdo de fluorescéncia verde em microscopia de fluorescéncia,
emitida pelas células (As setas que indicam as células na figura A,
correspondem as mesmas indicagBes de imagens realizadas com as setas da
figura B). Barra=100um

Além de células isodiamétricas e células alongadas, aglomerados
celulares também foram encontrados nos calos de Passiflora gibertii (Figura 2).
As células alongadas, mesmo coradas com FDA mostrando sua viabilidade,

foram consideradas invidveis para o desenvolvimento de células embriogénicas,
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visto que estas se assemelham as células meristematicas que tém formato
isodiamétrico. Ja a presenca de aglomerados celulares, ou nddulos, é um bom
indicativo para a obtencdo de embrides somaticos, visto que McCain, Kamo e
Rodge (1988) obtiveram embribes soméaticos de milho a partir de nodulos
constituidos de duas a oito células. Estes mesmos pesquisadores observaram, por
meio de estudos histoldgicos, que as células com caracteristicas embriogénicas
presentes nos calos também se encontravam distribuidas em aglomerados de trés
a oito células. Em cenoura, também foi evidenciado o comparecimento de
células embriogénicas em aglomerados constituidos de trés a dez células
(NOMURA; KOMAMINE, 1985).
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Figura 2 Células de calos de Passiflora gibertii coradas com FDA em microscopia de
fluorescéncia. A) Célula alongada; B) célula isodiamétrica; C) aglomerado
constituido por 7 células e C) aglomerado constituido por mais de 10 células.
Barra=100um

Ambos os testes utilizados neste trabalho, para verificar a viabilidade
celular, sdo de grande utilidade, por serem préaticos e possibilitarem reposta
rapida. Dessa forma, em trabalhos que objetivam iniciar uma suspenséo celular e
obter embrides somaticos, a utilizagdo dos testes com CTT e FDA é
recomendada como ferramenta auxiliar para o0 sucesso no estabelecimento

desses experimentos.
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4 CONCLUSOES

A maior porcentagem de viabilidade para o teste com o cloreto de 2,3,5-
trifeniltetrazélio foi observada no tratamento 1 (4,14 uM de PIC + 0,207 uM de
CIN), apds 49 dias do primeiro subcultivo.

O tratamento 2 (8,28 UM de PIC + 0,828 uM de CIN), quanto ao teste
de viabilidade com o cloreto de 2,3,5-trifeniltetrazolio, apresentou viabilidade
maxima de 51% conseguida ap6s 42 dias do primeiro subcultivo.

Para o teste de viabilidade com FDA, o tratamento 1 apresentou
porcentagem maxima de células isodiamétricas igual a 60%.

O tratamento 2, quanto ao teste com FDA, apresentou porcentagem

maxima de células isodiamétricas de apenas 46%.
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