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RESUMO

As propriedades benéficas do maracuja sdo consequéncias da ac¢do dos metabolitos
secundarios. Apesar dos avangos da quimica sintética, o estudo dos produtos derivados de
metabolitos secunddrios ¢ feito majoritariamente pelo cultivo de plantas medicinais, limitando
a produtividade e contribuindo com a exploragao indevida de espécies. Deste modo, a cultura
de tecidos, principalmente a calogénese, representa uma alternativa promissora e sustentavel,
permitindo a manipulagdo in vitro dos fatores que influenciam a sintese desses metabolitos.
Assim, este trabalho visou gerar conhecimentos sobre a influéncia de reguladores de
crescimento e do tempo de cultivo na producao de compostos fendlicos e flavonoides totais
em culturas de calos de Passiflora gibertii em comparagdo com P. edulis, permitindo avaliar o
potencial de aplicacdo de estratégias biotecnoldgicas para a produgdo dos compostos
bioativos. Para a indu¢ao de calogénese, explantes foliares das duas espécies de maracujazeiro
foram inoculados em meio MS suplementado com 0, 4, 8 e 16 uM de Picloram (PIC) em
combinagdo ou nao com 2,5 pM de Cinetina. Apds trinta dias, os calos foram avaliados
quanto a porcentagem no explante e cobertura calogénica. Apos a avaliacdo dos calos, as
culturas foram mantidas em sala de crescimento e coletadas apds quarenta, sessenta e oitenta
dias de cultivo para a determinagao da massa fresca e, posteriormente, de compostos fendlicos
e flavonoides totais. Para a elaboracao dos extratos, triturou-se calos e folhas de P. gibertii e P.
edulis em nitrogénio liquido, e entdo foi adicionado metanol 80%. Apds maceragdo por duas
horas no escuro, as amostras foram centrifugadas e lidas em espectrofotometro. Foi visto que
os calos de P. edulis possuem rendimento de compostos fenolicos e de flavonoides
influenciado pelas concentragdes de PIC e tempos de cultivo. Ja o rendimento em P. gibertii
ndo ¢ influenciado por estes fatores, indicando a estabilidade da sintese de metabdlitos
secundarios nesta espécie. Também foi possivel verificar o potencial de aplicacdo dos calos
como estratégia biotecnoldgica de produgdo dos metabdlitos secundarios, uma vez que isto
permitiu o estudo dos fatores que influenciam o rendimento em ambas as espécies, além de
ser uma alternativa sustentavel e mais rapida de producdo, dentro de um ambiente asséptico e
controlado.

Palavras-chave: Calogénese. Metabolismo secundario. Cultivo in vitro.



ABSTRACT

The beneficial properties of passion fruit are due to the action of secondary metabolites.
Despite the advances in synthetic chemistry, the study and use of products derived from
secondary metabolites is mostly made by the cultivation of medicinal plants, limiting
productivity and contributing to the undue exploration of species. Thus, tissue culture,
especially calogenesis, represents a promising and sustainable alternative, allowing an in vitro
manipulation of the factors that influence the synthesis of these metabolites. Thereby, this
work aimed to generate knowledge about the influence of growth regulators and culture time
on the production of phenolic compounds and total flavonoids in Passiflora gibertii callus
cultures compared to P. edulis, allowing evaluate the potential of biotechnological strategies
application for the production of bioactive compounds. For calogenesis induction, passion
fruit leaf were inoculated in MS medium supplemented with 0, 4, 8 and 16 uM of Picloram
(PIC) in combination or not with 2.5 uM of Kinetin. After 30 days, the calluses were
evaluated for percentage on explant and calogenic cover. After the callus evaluation, the
cultures were kept in the growth room and collected after forty, sixty and eighty days of
cultivation for the fresh mass determination and, after that, for the total phenolic compounds
and flavonoids determination. For the extracts preparation, calli and leaves of P. gibertii and
P. edulis were ground in liquid nitrogen, and then 80% methanol was added. After maceration
for two hours in the dark, the samples were centrifuged and read in a spectrophotometer. The
callus of P. edulis was found to have phenolic and flavonoid yields influenced by PIC
concentrations and culture times. However, the yield in P. gibertii is not influenced by these
factors, indicating a stability of the syntax of metabolites. It was also possible to verify the
potential of callus application as a biotechnological strategy for the production of secondary
metabolites, since it was possible to study the factors influencing yield in both species,
besides being a sustainable and faster production alternative, within an aseptic and controlled
environment.

Keywords: Calogenesis. Secondary metabolism. In vitro culture.
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1 INTRODUCAO

O Brasil, além de maior produtor mundial de maracuja é também seu maior
consumidor. Entre as espécies de maracujazeiros, 0 maracuja-amarelo (Passiflora edulis) é o
mais produzido, representando 95% dos pomares. Seus frutos sdo consumidos in natura ou
processados, devido ao alto valor nutritivo. Além dos frutos, suas flores, sementes, raizes e
folhas sdo utilizadas para fins farmacoldgicos, pois apresentam principios ativos que tornam o

maracuja um fitoterapico eficaz.

Plantas medicinais e fitoterapicos sdo recursos terapéuticos reconhecidos pela
comunidade médica e cientifica, cada vez mais buscados na medicina alternativa. Apesar da
diversidade nacional de passifloras, que conta com 83 espécies de maracujazeiros endémicos,
apenas P. edulis Sims e P. alata Curtis estdo incluidas na lista de espécies medicinais

brasileiras, demonstrando a falta de conhecimento sobre as espécies de passifloras silvestres.

Na forma de medicamento, o maracuja é indicado como ansiolitico e sedativo suave,
possuindo varios outros beneficios conhecidos etnofarmacologicamente. Estas propriedades
sdo consequéncias da acao, isolada ou em conjunto, dos metabolitos secundarios presentes no

maracuja, principalmente dos flavonoides, compostos fenélicos abundantes no género.

Apesar dos avancos da quimica sintética, o uso e estudo dos produtos provenientes do
metabolismo secundario é feito majoritariamente pelo cultivo de plantas medicinais, limitando
a produtividade e contribuindo com a explora¢do indiscriminada de espécies. Deste modo, a
cultura de tecidos representa uma alternativa promissora e sustentavel, trazendo um conjunto
de técnicas que permite manipular a sintese dos fitoconstituintes in vitro, independentemente

das condi¢cfes ambientais.

Uma das respostas mais comuns obtidas in vitro € a formacdo de calos, um conjunto
de celulas indiferenciadas normalmente induzido pela adi¢cdo de reguladores de crescimento.
A calogénese possibilita aumentar a biomassa vegetal e a taxa de produgdo dos metabdlitos,
por meio da manipulagdo dos fatores que influenciam sua sintese, como a formulagdo do meio

de cultura, de maneira controlada e em larga escala.

Assim, este trabalho visou gerar conhecimentos sobre a influéncia de reguladores de
crescimento e do tempo de cultivo na producdo de compostos fendlicos e flavonoides totais

em culturas de calos de P. gibertii em comparagdo com P. edulis, permitindo avaliar o
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potencial de aplicacdo de estratégias biotecnoldgicas para a produgdo dos compostos bioativos
e contribuir para o desenvolvimento do uso medicinal das passifloras silvestres, além de

reduzir sua exploracdo extensiva.
2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 Passiflora (Passifloraceae)

A familia Passifloraceae pertence ao Filo Magnoliophyta, a Classe Magnoliopsida e a
Ordem Malpighiales. Possui aproximadamente 700 espécies, distribuidas em climas tropicais
e subtropicais, ocorrendo com maior diversidade nas Américas Central e do Sul (FEUILLET
& MACDOUGAL, 2007; ULMER & MACDOUGAL 2004). Também ha registros de
individuos, em menor grau de diversidade, na regifo dos paleotropicos — Asia, Africa e
Australia —, América do Norte e Nova Zelandia (OCAMPO et al., 2007).

Passifloraceae sensu stricto possui duas tribos e 17 géneros (FEUILLET &
MACDOUGAL, 2007). No Brasil, quatro géneros séo conhecidos: Ancistrothyrsus, Dilkea,
Mitostemma e Passiflora (BERNACCI et al., 2015). Dentre esses, 0 género Passiflora é o
maior e mais importante dentro da familia. Existem mais de 530 espécies descritas no mundo,
dentre as quais 142 ocorrem no Brasil e 83 destas sdo endémicas, tornando o pais principal
centro de diversidade genética do género. Mata Atlantica, Amazonia e Cerrado sdo,
respectivamente, os dominios fitogeograficos com maior abundancia de passifloras (ULMER
& MACDOUGAL, 2004; BERNACCI et al., 2015).

No Brasil, as espécies de Passiflora sdo popularmente conhecidas como “maracujas”,
nome de origem indigena. E derivado da palavra “marad-ya” ou “marakuia”, de etnias de
Tupis Guaranis, que significa “polpa que se toma de sorvo” ou “alimento em formato de cuia”
(ZERAIK et al., 2010).

P. edulis é o maracujazeiro mais conhecido pela populacdo brasileira (Figura 1),
comercializado nas variedades de “maracuja-amarelo” ou “azedo” (P. edulis f. flavicarpa
Degener), principalmente, e “maracuja-roxo” (P. edulis f. edulis Sims) (BERNACCI et al.,
2003; FALEIRO et al., 2018).
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Figura 1 — Flor e fruto de maracuja-amarelo (P. edulis f. flavicarpa).

Fonte: A — Da autora (2019); B — Mesquita (2019).

Além desse, P. alata Curtis, popularmente chamado de “maracuja-doce”, é outra
espécie cultivada nacionalmente, embora possua comercializacao ainda restrita por ser pouco
conhecida popularmente (ZERAIK et al., 2010). Também a P. incarnata Linnaeus, ou
“maracuja-rosado”, ¢ uma espécie comercializada no pais e, ainda que ndo seja nativa nem
possua frutos comestiveis, é utilizada pela industria farmacéutica e de cosméticos (ROCHA,
2017).

2.1.1 Aspectos econdbmicos, nutricionais e farmacolégicos

A cultura do maracuja no pais comecou a ganhar importancia econdmica entre as
décadas de 1960 e 1970 (MADALENA; COSTA; LIMA, 2013). Atualmente, o Brasil é o
maior produtor e consumidor mundial de maracuja, sendo que P. edulis ocupa mais de 95%
dos pomares. Além disso, a producdo dessa espécie ja chegou a quase 1 milhdo de toneladas
em 2014 e, atualmente, é superior a 80% da produ¢do mundial (FALEIRO & JUNQUEIRA,
2016). Sua plantacédo se encontra em quase todos os estados, com destaque para Bahia e Ceara
como os principais produtores (SOZO et al., 2016).

Os frutos do maracuja-amarelo possuem polpa rica em vitamina C, calcio, fosforo e
vitaminas, sendo consumidos in natura ou processados na forma de sucos, polpas, geleias e
doces, 0 que aponta grande valor para o mercado nacional e de exportagées (MELETTI, 2011;
SOZO et al., 2016). Pesquisas realizadas com frutos de passifloras revelam seu potencial de
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aproveitamento integral, utilizando, além da polpa, as sementes, a casca e o albedo, o0 que
promove oportunidades de renda para os segmentos produtivos e auxilia na reducdo do
desperdicio de alimentos (COELHO; AZEVEDO; UMSZA-GUEZ, 2016; COSTA; LIMA;
FALEIRO, 2018).

Suas sementes sdo boas fontes de acidos graxos essenciais, de grande interesse para as
indUstrias de alimentos e cosmética, sendo que o farelo obtido de sua extracdo é usado na
fabricacdo de racdo animal e de esfoliantes (FALEIRO & JUNQUEIRA, 2016; PEREIRA,
2017). A casca do maracuja é rica em vitamina B3, ferro, célcio, fosforo e fibras sollveis,
como pectinas e mucilagens, cada vez mais utilizada em estudos nutricionais na forma de
farinha, indicando que o maracuja é um alimento funcional (CORDOVA et al., 2005;
ZERAIK et al., 2010).

Além dos frutos e suas sementes, suas flores, raizes e, principalmente, folhas, sdo
utilizadas também para fins farmacoldgicos. Estes 6rgdos apresentam principios ativos que
garantem a eficdcia do maracujad como fitoterapico, recurso terapéutico cada vez mais
utilizado pela comunidade médica (ZERAIK et al., 2010; LEAL, 2016). Hoje em dia, muitos
preparados a base de Passiflora, principalmente com a finalidade calmante, ja sdo
encontrados no mercado (FALEIRO & JUNQUEIRA, 2016).

2.1.2 Importéancia das espécies silvestres

O interesse pela producdo de frutos de passifloras silvestres tem aumentado
significativamente devido as potencialidades nutricionais, sensoriais e terapéuticas, cada vez
mais evidenciadas nos estudos. Maior longevidade, adaptacdo a condic¢des climaticas adversas
e periodo de florescimento sdo caracteristicas vantajosas que estas espécies apresentam, de
grande importancia econdmica. O Brasil, principal centro de biodiversidade do género, exibe
variabilidade genética suficiente para o desenvolvimento de novas alternativas de producdo e
uso dos maracujas silvestres (FALEIRO et al., 2018).

O endurecimento dos frutos, a bacteriose, a murcha de Fusarium sp. e a antracnose sao
as principais doencas que acometem as espécies comerciais. Com isso, a busca pela obtencao
de hibridos que apresentem resisténcia a doencas é de extrema importancia para 0s programas
de melhoramento genético. Desse modo, as passifloras silvestres representam um leque de
possibilidades para os estudos cientificos dentro do género, uma vez que sdo fonte de genes
resistentes aos principais patdgenos da cultura (SOZO et al., 2016; FALEIRO et al., 2018).
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Além disso, conhecer as espécies silvestres também permite sua preservagdo. De
acordo com a portaria de namero 443 do Ministério do Meio Ambiente, algumas espécies do
género Passiflora encontram-se na “Lista Nacional Oficial de Espécies da Flora Ameacadas
de Extin¢do”, principalmente em virtude do desmatamento extremo da Amazbnia, Mata
Atlantica e Cerrado, biomas naturais das espécies nativas (MINISTERIO DO MEIO
AMBIENTE, 2014).

Dentre as espécies de maracujazeiros silvestres que apresentam as caracteristicas

descritas acima, destaca-se P. gibertii N. E. Brown (FIGURA 2).

Figura 2 — Flor e fruto de P. gibertii.

Fonte: A — Soares et al. (2011); B — Gurski (2015).

Popularmente denominada de “maracuja-do-campo”, € uma planta rustica nativa do
cerrado brasileiro, muito produtiva e de facil adaptacdo, com potenciais alimenticio e
ornamental (BERNACCI et al., 2003). Também se destaca por possuir alta concentracdo de
componentes quimicos de interesse para a industria farmacéutica, aspecto ainda pouco
explorado (ARTIOLI-COELHO et al., 2015). Apresenta resisténcia a bactéria Xanthomonas
campestris pv. passiflorae, a morte precoce, a cladospirose, ao Fusarium oxysporum, F. solani
e Phytophtora sp. (SOUSA & MELETTI, 1997).

2.1.3 Uso medicinal

O uso de Passiflora sp. no tratamento de doengas foi descrito pela primeira vez no
Peru, em 1569. Desde entdo, varias especies do género tém sido amplamente utilizadas no
sistema tradicional de terapéutica em diversos paises até os dias de hoje (DHAWAN;
DHAWAN; SHARMA, 2004; ANDRADE et al., 2019). Etnofarmacologicamente, 0 maracuja
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é conhecido no mundo todo por diversas propriedades benéficas a salde, com destaque para
P. incarnata, P. alata e P. edulis.

P. incarnata é conhecido como analgésico, antiespasmodico, antiasmatico, vermifugo,
sedativo e usado para tratar a dependéncia de morfina (DHAWAN; DHAWAM; SHARMA,
2004). Também é anti-hipertensivo e antitussigeno (ULBRICHT et al., 2008). P. alata ¢
anorexigeno, ansiolitico, antidiabético, anti-inflamatério, antimicrobiano e antioxidante, além
de possuir potenciais citotoxico e hepatotoxico (VASIC et al., 2012; GOMES, 2013;
OZAROWSKI & THIEM, 2013; COLOMEU et al., 2014). P. edulis é sedativo, diurético,
anti-helmintico, antidiarreico, estimulante, tonificante (DHAWAN; DHAWAN; SHARMA,
2004). Além disso, pode combater insdnia, sintomas de alcoolismo, asma, enxaqueca,
bronquite e até infeccBes urinarias (WALZER; WEINMANN; TOEGEL, 2015).

Outras espécies de passifloras de menor representatividade também sdo utilizadas
etnofarmacologicamente. P. capsularis é emenagoga, P. contrayerva é desobstruente, P.
suberosa é usada no tratamento de doencas da pele e P. quadrangularis € usada como
sedativo, trata dores de cabeca, diabetes e aumenta a pressdo arterial. A P. caerulea é usada
como antiespasmadica e antimicrobiana, e o suco de P. maliformis pode aliviar febres
intermitentes (DHAWAN; DHAWAM; SHARMA, 2004).

Um beneficio a saude pode ser consequéncia do uso de remeédios ou medicamentos. A
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (2010) define “remédio” como qualquer tipo de
cuidado utilizado para curar ou aliviar sintomas, como chas caseiros, banhos, massagens ou a
prética de atividades fisicas. Ja o “medicamento” ¢ proveniente de substincias ou preparos
elaborados de modo técnico, por meio do processamento de plantas medicinais ou de

similares sintéticos.

Plantas medicinais e fitoterapicos sdo recursos terapéuticos reconhecidos pela
comunidade médica e cientifica, cada vez mais inseridos nos tratamentos médicos da
populacdo. Possuem um importante papel, central ou adjuvante, devido ao crescente custo da
prescricdo de medicagdes tradicionais e aumento dos efeitos colaterais advindos destes
(LAKHAN & VIEIRA, 2010; NASCIMENTO-JUNIOR et al., 2016; R1ZZI et al., 2017).

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (2017), transtornos de ansiedade acometem
9,3% da populacéo brasileira, apontando o Brasil como o pais mais ansioso do mundo. Neste

contexto, o maracuja € uma das espécies de maior interesse medicinal para o tratamento
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ansiolitico, sendo que as partes aéreas da planta, principalmente as folhas, ttm uma longa
historia de uso tradicional para distarbios de sono e ansiedade (LAKHAN & VIEIRA, 2010;
LEAL etal., 2016).

Entre 1970 e 1990, passifloras foram listadas como drogas oficiais pelas farmacopeias
da América, Gra-Bretanha, Alemanha, Franca, Suica, Egito e india, ampliando seu uso para o
tratamento de agitacdo e nervosismo (LAKHAN & VIEIRA, 2010). A Farmacopeia € um
documento de cada nacdo que registra medicamentos sintéticos e fitoterdpicos e lista as
espécies reconhecidas oficialmente como medicinais para aquele pais, que podem ser

utilizadas na elaboracdo de medicamentos.

Apesar da diversidade nacional de passifloras, apenas P. edulis e P. alata estdo
incluidas na Farmacopeia Brasileira (BRASIL, 2010). Um exemplo bem conhecido de
medicamento contendo P. alata é o Maracugina®, composto de P. alata, Erythrina mulungu e
Crataegus oxyacantha (ANDRADE et al., 2019).

2.1.4 Metabdlitos secundarios

Toda a diversidade de efeitos e beneficios a salde discutida anteriormente é
consequéncia da acdo, isolada ou em conjunto, dos metabdlitos secundarios presentes no
maracuja. Os metabdlitos secundarios sdao compostos pouco abundantes nos vegetais e de
distribuicdo restrita, mas que desempenham varios pap€is importantes na adaptacdo das
plantas aos diferentes ecossistemas (HARBORNE, 1994).

S&o quimicamente distintos e usualmente classificados de acordo com a sua rota
biossintética. Trés familias de moléculas principais sdo consideradas: 0s terpenos, 0S
compostos fendlicos e 0s compostos nitrogenados. Esses produtos estdo envolvidos na
protecdo da planta, defesa contra patdgenos, competicdo planta-planta e nas simbioses
plantas-microorganismos, além de serem essenciais para a atragdo de polinizadores e
dispersores de sementes (TAIZ et al., 2017).

Devido a ampla gama de atividades bioldgicas as quais estdo associados, 0S
metabolitos secundarios tém sido usados ha séculos na medicina tradicional. Hoje, quase um
terco dos medicamentos é exclusivamente oriundo de plantas, mediante seu processamento

pela industria farmacéutica ou sua manipulacao por farmacias (PIMENTEL et al., 2015).



16

O isolamento e reconhecimento dos principios ativos das plantas, visando a
formulacdo de fitoterdpicos e outros medicamentos derivados, dependem do uso de
ferramentas farmacoboténicas e técnicas de analises cromatogréficas. Estas sdo essenciais
para a identificacdo de compostos provenientes do metabolismo secundario, particularmente
importantes para as espécies de passifloras, uma vez que a natureza diversa de suas
propriedades biologicas estd intimamente associada a um vasto ndmero de moléculas
quimicas (PIMENTEL et al., 2015; WOSCH et al., 2017).

No género Passiflora, os constituintes quimicos mais frequentemente citados sdo os
compostos fenolicos, principalmente os flavonoides (GADIOLI et al., 2018). Apesar de
apresentarem uma ampla distribui¢do no género, diferencas qualitativas e quantitativas foram
relatadas para essas substancias, principalmente nas espécies cultivadas como P. edulis, P.
incarnata e P. alata, que apresentam elevados teores. Isto pode ser devido ao provavel efeito
da selecdo direcionada para essa finalidade, uma vez que tais substancias estdo relacionadas
com a maioria das atividades bioldgicas do maracuja (GOSMANN et al., 2011; MONTERO,
2017).

As substancias fendlicas se destacam pelo importante papel na inibi¢do da sintese de
radicais livres por processos celulares oxidativos, atividade conhecida como antioxidante. Sao
caracterizados pela presenca de uma ou mais hidroxilas funcionais acopladas a um anel
aromatico, o grupo fenol, apresentando nimero variado de carbonos de acordo com a classe
fendlica (ANGELO & JORGE, 2007).

Com a descoberta da propriedade antioxidante dos compostos fenolicos vegetais,
aumentou-se o interesse na sua aplicacdo, como alternativa aos farmacos e antioxidantes
sintéticos. Esses metabolitos também podem influenciar a qualidade da producéo alimenticia,
além de produzirem baixos residuos toxicos (ANGELO & JORGE, 2007). Além de evitar o
estresse oxidativo dos tecidos, aos fendis sdo atribuidas diversas outras acGes, como anti-
inflamatdria, antitumoral, antibacteriana, antiviral, fotoprotetora, estrogénica e anticoagulante
(CUNHA et al., 2016).

Dentro dos compostos fenolicos, os flavonoides, que integram a maior classe dentro
deste grupo, sdo extremamente abundantes nas passifloras. Devido a sua grande prevaléncia,
diversidade estrutural e estabilidade quimica, os flavonoides sdo marcadores quimicos
adequados para fornecer a autenticagdo de amostras, utilizados na padronizacdo do maracuja
em sua forma medicamentosa (ANGELO & JORGE, 2007; GOSMANN et al., 2011).
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A composicao bioquimica de extratos de diferentes partes das plantas de P. alata, P.
incarnata e P. edulis tem sido extensivamente estudada ao longo das ultimas décadas, devido
ao interesse medicinal e econdémico associado a elas (PATEL et al., 2011; MONTERO, 2017).
Ja neste ano, por exemplo, foi publicado um trabalho associando a atividade antiproliferativa
em colonias celulares de adenocarcinoma humano aos flavonoides rutina e quercetina,
presentes nos extratos foliares de P. edulis f. flavicarpa (RAMIREZ et al., 2019). No entanto,
o0 estudo fitoquimico de espécies menos comuns do género, principalmente de passifloras

silvestres, permanece pouco explorado (MONTERO, 2017).

2.1.5 Producdo in vitro de metabdlitos secundarios

O teor final de metabdlitos secundarios nas plantas medicinais é afetado por diversos
fatores, sejam eles enddgenos a planta, como a ontogenia e o ritmo circadiano ou exogenos,
como as condi¢cGes ambientais. Fatores como coleta, estabilizacdo e estocagem também
podem influenciar a qualidade do material vegetal e, consequentemente, o valor terapéutico
dos fitoterapicos (GOBBO-NETO & LOPES, 2007).

Além disso, apesar dos grandes avancos da quimica sintética, a producdo de
metabdlitos secundarios ainda é feita majoritariamente pelo cultivo das plantas medicinais.
Isto limita a producdo de algumas espécies fora de seus ecossistemas locais, devido a
susceptibilidade a patdgenos, além de aumentar a exploracdo exaustiva de outras tantas
(FUMAGALI et al., 2008).

De modo a evitar as consequéncias advindas dos fatores que influenciam a producéo
de metabdlitos secundarios bem como a limitacdo da produtividade e risco de extin¢do das
espécies medicinais, o cultivo in vitro de tecidos representa uma estratégia promissora e
sustentavel, permitindo a sintese e manipulacdo dos fitoconstituintes de maneira controlada e
em larga escala (GAOSHENG & JINGMING, 2012; ISAH, 2015). Além disso, as culturas
celulares podem sintetizar grandes quantidades de metabdlitos secundarios dentro de algumas
semanas, em comparagdo com a producédo na planta, que pode levar anos (FUMAGALI et al.,
2008).

Técnicas de propagacdo in vitro ja foram estabelecidas para diversas passifloras e
possuem aplicacfes variadas, visando a rapida multiplicacdo de individuos e a obtengéo de
plantas-matrizes com caracteristicas desejaveis, que sdo fonte de compostos bioativos.

Entretanto, o cultivo in vitro de espécies de Passiflora com a finalidade de producédo de
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metabdlitos secundarios é relatado em poucos trabalhos na literatura, demonstrando a
importéncia da criagdo de protocolos, principalmente voltado para as espécies silvestres com
este objetivo (SOZO et al., 2016).

Como a biossintese e armazenamento dos metabdlitos € restrita a alguns tipos de
células e tecidos especializados, a extracdo e a purificacdo dos produtos sdo dificeis de se
executar. Desse modo, diversas ferramentas biotecnoldgicas podem ser aplicadas as espécies
cultivadas in vitro, visando ndo apenas a producdo, mas a otimizacdo deste processo, como
por exemplo a inducdo de calos e estabelecimento de suspensdes celulares (SOUZA; SOUZA,
NUNEZ, 2018). Alguns protocolos existentes baseiam-se, por exemplo, nos métodos ja
estabelecidos para P. tenuifila e P. setacea, envolvendo a isolacdo de gemas, seguida pela
inducdo de calos e entdo a avaliacdo do seu teor de compostos secundarios (SOZO et al.,
2016).

O calo é um aglomerado de células em diferentes estadios de desdiferenciacdo. Na
natureza, as plantas podem gerar calo em resposta a um determinado estresse, como um
ferimento mecéanico ou uma infeccdo patogénica. A formacdo de calo, denominada
calogénese, pode também ser obtida in vitro, normalmente pela aplicacdo de diversos
reguladores de crescimento (GEORGE; HALL; KLERK, 2008).

Seu potencial proliferativo faz com que o calo seja uma boa fonte de biossintese de
metabdlitos secundarios, uma vez que a grande quantidade de biomassa vegetal obtida com o
calo possibilita a manipulacdo dos fatores que influenciam a producdo destes compostos
(VERPOORTE; CONTIN; MEMELINK, 2002). Além disso, a constatacdo de que ocorrem
modifica¢fes no teor de compostos de acordo com o grau de diferenciacdo das células levou
ao desenvolvimento de varias pesquisas, com o intuito de se estudar a viabilidade de producao
de compostos em calos com diferentes caracteristicas (FLORES; NICOLOSO;
VASCONCELLOQS, 2006).

No contexto da cultura de tecidos, o meio de cultivo é extremamente importante para o
desenvolvimento do explante. Esse fornece as condi¢des nutricionais e de sinalizacdo
hormonal, esta ultima afetada pela adicdo de reguladores de crescimento externos. Estas
substancias, dissolvidas no meio, podem atuar na produgdo de metabolitos secundarios, uma

vez que influenciam diversos processos fisioldgicos nos vegetais (NAMDEO, 2007).
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Dentre os reguladores de crescimento mais utilizados na cultura de células estéo as
auxinas e as citocininas. A concentracdo e a combinagdo ideais desses para suplementar o
meio de cultura dependem da espécie, do tipo de tecido ou érgédo e do objetivo da pesquisa
(JARDIM et al., 2010). As auxinas desempenham diversas fun¢des no desenvolvimento
vegetal, incluindo o alongamento celular, a dominéancia apical e o enraizamento. Ja as
citocininas estdo envolvidas nos processos de diviséo celular, proliferacdo e formacéo da parte
aérea (TAIZ et al., 2017).

As auxinas mais utilizadas na cultura de tecidos sdo o AIA (acido indol-3-acético), o
AIB (&cido indol-3-butirico), o 2,4-D (&cido-2,4-diclorofenoxiacético) e o Picloram (PIC),
esse Ultimo bastante utilizado para a inducdo de calos em diferentes espécies (ARTIOLI-
COELHO et al., 2015). Ja as citocininas mais usadas sdo 0 BAP (6- benzilaminopurina), a
Zeatina (ZEA), o Thidiazuron (TDZ) e a Cinetina (KIN), essa ultima importante por ser
termo-estavel, uma vez que nenhum produto de sua decomposicdo € observado apds sua
autoclavagem (PAIVA & PAIVA, 2001). Varias respostas de crescimento e regeneracao de
calos ja foram observadas com o uso de PIC e KIN no meio de cultivo, indicando o potencial
destes reguladores em estudos envolvendo a calogénese (KAUR & KOTHARI, 2004).

De acordo com Skoog e Miller (1957), a razdo entre eles é responsavel por regular a
morfogénese de plantas cultivadas in vitro, estimulando diferentes processos. No trabalho de
Rocha, Monte-Bello e Dornelas (2015), foi realizado um diagrama esquematico para as
diferentes vias morfogenéticas em embribes zigéticos de P. edulis, nas quais a razdo entre
auxina e citocinina utilizada se mostrou essencial na inducéo de organogénese, calogénese ou
embriogénese somatica, dependendo das concentracfes aplicadas. Com isso, foi possivel
demonstrar que, em niveis intermediarios destes fitorreguladores, a formacdo do calo €

favorecida.

A formulacdo dos meios de cultura com o uso de diferentes combinacdes e
concentracdes de reguladores de crescimento, além de desenvolver mudancas morfogenéticas,
é usada visando o acumulo de metabolitos de interesse nos explantes (NAMDEO, 2007).
Além disso, a sintese de produtos secundario in vitro é influenciada pelo genétipo da planta-
matriz, tipo de explante e, no caso do calo, é importante considerar seu tecido de origem e o
tempo de estabelecimento da cultura (SOZO et al., 2016). O crescimento dos calos ao longo

do tempo geralmente apresenta um padrdo sigmoidal, com cinco fases: lag, exponencial,
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linear, desaceleracéo e estacionéria. A Ultima fase representa o periodo no qual ocorre o0 maior
acumulo de metabdlitos secundarios (GEORGE; HALL; KLERK, 2008).

A calogénese € bastante empregada em estudos envolvendo especies de Passiflora.
Em P. suberosa, estudou-se a influéncia dos diferentes tipos de explante, reguladores de
crescimento, sais do meio de cultivo e qualidade de luz na inducédo de calos (GARCIA et al.,
2011). Fitorreguladores e antioxidantes presentes no meio de cultivo j& foram estudadas
qguanto aos seus efeitos na calogénese e organogénese em P. edulis f. edulis (HUH; LEE;
NAM, 2017). P. gibertii ja foi estudada quanto a inducdo de calos a partir do uso de
citocininas (FIGUEIREDO et al., 2007) e quanto a produ¢do de compostos fendlicos ao longo
do tempo, a partir da calogénese induzida pelo balanco entre citocininas e auxinas (ARTIOLI-
COELHO et al., 2015). Além disso, o efeito de diferentes auxinas na inducdo de calos de P.
tenuifila e P. setacea ja foi estudado em relacdo a producdo fendlica e de flavonoides nestas
espécies, também em funcgdo do tempo de cultivo (SOZO et al., 2016; FIGUEIREDO, 2018).

3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Gerar conhecimentos sobre a influéncia de reguladores de crescimento e do tempo de
cultivo na producdo de compostos fendlicos e flavonoides totais em calos de P. gibertii, em
comparagdo com P. edulis, permitindo avaliar o potencial de aplicacdo de estratégias
biotecnoldgicas para a producao dos compostos bioativos.

3.2 Objetivos especificos

1 — Comparar o rendimento de compostos fendlicos com a de flavonoides totais das

espécies estudadas, a partir dos reguladores de crescimento e tempos de cultivo utilizados.

2 — Determinar a massa fresca dos calos das duas espécies trabalhadas e relacionar o

acumulo desta com os reguladores de crescimento e tempos de cultivo utilizados.
4 MATERIAIS E METODOS

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

de Lavras (UFLA), em Lavras, MG. A quantificacdo dos produtos secundarios foi realizada



21

no Laboratério de Po6s-Colheita de Frutas e Hortalicas, do Departamento de Ciéncia dos
Alimentos da UFLA.

4.1 Material vegetal

Foram utilizadas plantas matrizes de P. edulis (BRS Rubi do Cerrado) e P. gibertii
(acesso CPAC MJ-22-02), cultivadas em casa de vegetacdo a partir de sementes da colecédo de
germoplasma da Embrapa Cerrados — Planaltina, DF, doadas pelo pesquisador Dr. Fabio

Gelape Faleiro.

4.2 Indugéo de calos

Folhas jovens de duas espécies de maracujazeiro (P. edulis e P. gibertii) foram
coletadas de plantas matrizes presentes em casa de vegetacdo. Na camara de fluxo laminar, o
material foi submetido a desinfestacdo, feita com alcool 70% por um minuto, seguido de
hipoclorito de sodio 2,5% acrescido de uma gota de Tween, por quinze minutos, €
posteriormente lavado trés vezes com agua destilada autoclavada. Apds a desinfestacdo,
seccdes foliares de 0,5 cm? foram excisadas com o bisturi e inoculadas em tubos de ensaio,
com a face adaxial do limbo foliar em contato com o meio de cultura.

Para a inducdo de calogénese utilizou-se o meio MS (Murashige & Skoog, 1962)
acrescido de 30 g L' de sacarose e 7 g L'! de 4gar, suplementado com a auxina Picloram
(PIC), nos niveis 0, 4, 8 e 16 uM em combina¢do ou ndo com os niveis da citocinina Cinetina
(KIN), 0 e 2,5 uM. O pH do meio foi ajustado para 5,75 + 0,05, antes da autoclavagem a 120
°C e 1 atm de pressao por vinte minutos. Apos a inoculacao, os explantes foram mantidos em
sala de crescimento, no escuro, a temperatura de 25 £ 2 °C, sob fotoperiodo de dezesseis
horas, durante trinta dias.

No prazo estimado avaliou-se os tratamentos quanto a area calogénica obtida (cm?),
com auxilio do software Image (Versio 1.48, 2014). Para isso, foi considerada a
porcentagem de calo por tratamento e a cobertura calogénica de cada parcela experimental,
representada por um explante foliar. Foram utilizadas vinte repetigdes por tratamento.

Apds a avaliacdo dos calos em 4rea, as culturas foram mantidas em sala de
crescimento, nas mesmas condicoes descritas acima, e amostras foram coletadas apos
quarenta, sessenta e oitenta dias de cultivo para a determinacdo da massa fresca e,
posteriormente, de compostos fendlicos e flavonoides totais, sem nenhum subcultivo entre os

tempos.
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4.3 Determinacdo da massa fresca

Para a determinagédo da massa fresca, utilizou-se calos proveniente de trés tratamentos
testados anteriormente, nas proporgdes de PIC/KIN (uM): 4,0/2,5; 8,0/2,5 e 16,0/2,5, que
foram as melhores concentracdes observadas para a inducdo e aumento da cobertura

calogénica em P. gibertii, foco deste trabalho.

Os calos foram retirados da sala de crescimento e pesados aos quarenta, sessenta e
oitenta dias de estabelecimento. A cada coleta pesou-se calos das duas espécies, em balanca
analitica comum e escolhidos ao acaso, sendo que novas parcelas foram usadas para coletas

subsequentes. Foram utilizadas cinco repeti¢des por tratamento.

Apds a pesagem, os calos foram imediatamente utilizados na elaboracdo dos extratos
vegetais, e estes, entdo, foram armazenados em refrigerador (-80 °C) até o momento da

determinacdo de compostos fenolicos e flavonoides totais.

4.4 Determinacdo de compostos fendlicos totais

Para a determinacdo de fendlicos totais utilizou-se calos proveniente de trés
tratamentos testados anteriormente, nas propor¢des de PIC/KIN (uM): 4,0/2,5; 8,0/2,5 e
16,0/2,5, que foram as melhores concentragdes observadas para o aumento da cobertura
calogénica em P. gibertii, foco deste trabalho. Foram utilizadas, no total, cinco repeti¢des por
tratamento para cada espécie, sendo cada parcela experimental representada por um calo.
Também foi usado um controle externo, constituido de folhas de plantas matrizes das duas
espécies, crescidas na casa de vegetagao.

Para a elaboracdo dos extratos, triturou-se calos e folhas de P. gibertii e P. edulis em
nitrogénio liquido, e entdo foi adicionado metanol 80% ao material triturado, estabelecendo o
volume final da amostra em 10 mL. Ap6s maceracdo por duas horas no escuro, as amostras
foram centrifugadas a 4000 rpm em centrifuga refrigerada, a temperatura de 15 °C, por quinze
minutos.

O teor de compostos fendlicos totais foi determinado a partir do método
espectrofotométrico de Folin-Ciocalteau, utilizando acido galico como composto padrao, de
acordo com Waterhouse et al. (2003), com modificagdes. Em um tubo de ensaio foram
adicionados 0,5 mL do extrato de maracuja (calos e folhas), 2,5 mL do reagente de Folin-

Ciocalteau 2M e 2,0 mL de carbonato de s6dio 4%. As misturas foram homogeneizadas em
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vortex e repousaram durante duas horas, no escuro. Posteriormente foi feita a leitura da
absorbancia em espectrofotdmetro de luz UV-Visivel, a 750 nm.

A quantificagdo dos fenodlicos foi realizada com base na curva padrdo construida,
utilizando as concentracdes de 1,5; 2,5; 5; 10; 15; 20; 30 e 40 pg/mL de acido galico,
obtendo-se a seguinte equagdo: y = 0,0204x + 0,0166 (R?*= 0,9991). Os resultados foram

expressos em mg de acido galico a cada 100 g de material vegetal fresco.

4.5 Determinacéo de flavonoides totais

O contetdo de flavonoides totais foi determinado utilizando o flavonoide quercetina
como padréo, de acordo com Zacarias et al. (2007), com modificacdes. Em um tubo de ensaio
foi adicionado 2,5 mL de etanol PA, 0,5 mL do mesmo extrato de maracuja (calos e folhas)
feito anteriormente e 0,5 mL de cloreto de aluminio 2%. As misturas foram homogeneizadas
em vortex e repousaram durante duas horas, no escuro. Posteriormente foi feita a leitura da

absorbancia em espectrofotometro de luz UV-Visivel, a 420 nm.

A quantificacdo dos flavonoides foi realizada com base na curva padrdo construida,
utilizando as concentracbes de 2,5; 5; 10; 20; 40; 60; 80; 120; 160; 180 e 200 pg/mL de
quercetina, obtendo-se a seguinte equacdo: y = 0,0159x - 0,0205 (R2= 0,9984). Os resultados
foram expressos em mg de quercetina a cada 100 g de material vegetal fresco.

4.6 Analise estatistica

Todos os experimentos foram montados de acordo com o delineamento estatistico
inteiramente casualizado. Os dados foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA) e
regressdo polinomial. No caso de comparagdo entre mais que dois tratamentos, as médias
foram separadas pelo teste de Scott-Knot, a 5% de significancia. Os calculos foram feitos com
auxilio do software Sisvar (FERREIRA, 2014).

5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Inducéo de calos

Apos trinta dias de estabelecimento, verificou-se a presenca de calos em explantes
foliares de P. gibertii em todos os tratamentos testados (p < 0,05). As maiores coberturas
calogénicas foram observadas em explantes nas concentragdes de PIC/KIN: 4,0/2,5; 8,0/2,5 e

16,0/2,5, com as &reas (cm?): 1,593; 1,633 e 1,413, sem ter havido diferenca estatistica entre
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elas. As menores coberturas calogénicas foram vistas no tratamento controle, no qual ndo se

adicionou fitorreguladores, apresentando cerca de 0,009 cm? por explante (TABELA 1).

Tabela 1 — Presenca de calos e cobertura calogénica em explantes foliares de P. gibertii.

PIC/KIN (uM) PRESENCA DE COBERTURA
CALOS (%) CALOGENICA (cm?)
0/0 65% b 0,009 d
4,0/0 100% a 0,181d
8,0/0 100% a 0,794 b
16,0/0 100% a 0,451 ¢
4,0/2,5 90% a 1,593 a
8,0/2,5 100% a 1,633 a
16,0/2,5 100% a 1,413 a

Meédias seguidas de letras iguais ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knott, a 5%
de significancia. Fonte: Da autora (2019).

A cobertura calogénica foi estudada em funcdo das combinagdes de PIC/KIN
utilizadas, por meio da analise de regresséo, na qual foi possivel verificar a correlacdo entre a
formacdo de calos e a concentracdo de fitorreguladores utilizada para P. gibertii (p < 0,05).
Observou-se forte dependéncia da calogénese pela combinacdo entre PIC/KIN para esta
espécie, uma vez que as maiores formacgdes de calos foram vistas quando se utilizou 0s

fitorreguladores em conjunto no meio de cultura (FIGURA 3).

Figura 3 — Cobertura calogénica em explantes foliares de P. gibertii em funcéo das combinacGes entre
Picloram e Cinetina (PIC e KIN) utilizadas.
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Equagdo “y1” referente ao comportamento de PIC na presenca de KIN; equacdo “y2” referente ao
comportamento de PIC na auséncia de KIN. Fonte: Da autora (2019).
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Para P. edulis, apos trinta dias de estabelecimento, verificou-se a presenca de calos

apenas em quatro tratamentos (p < 0,05). As maiores coberturas calogénicas foram observadas
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em explantes nas concentragdes de PIC/KIN: 8,0/2,5 e 16,0/2,5, com as areas (cm2): 0,944 e
0,852, sem ter havido diferenga estatistica entre elas. As menores coberturas calogénicas
foram vistas na combinacdo 4,0/2,5, alcancando uma area de 0,383 cm?2 por explante
(TABELA 2).

Tabela 2 — Presenca de calos e cobertura calogénica em explantes foliares de P. edulis.

PIC/KIN (M) PRESENCA DE COBERTURA
CALOS (%) CALOGENICA (cm?)
8,0/0 90% b 0,676 b
4,0/2,5 85%b 0,383 ¢
8,0/2,5 100% a 0,852 a
16,0/2,5 100% a 0,944 a

Meédias seguidas de letras iguais ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knott, a 5%
de significancia. Fonte: Da autora (2019).

A cobertura calogénica também foi estudada em fungdo das combinagdes de PIC/KIN
utilizadas, por meio da analise de regressdo. Houve menor dependéncia da calogénese pela
combinacdo entre PIC/KIN para esta espécie, pois as maiores formac6es de calos foram vistas
guando se utilizou apenas PIC, na concentracdo intermediaria (8,0 UM), ou em conjunto com
KIN, em concentracfes mais elevadas (8,0 e 16,0 uM). Portanto, aumentando-se os niveis de

auxina exdgena, a formagao de calos foi favorecida (FIGURA 4).

Figura 4 — Cobertura calogénica em explantes foliares de P. edulis em funcéo das combinagfes entre
Picloram e Cinetina (PIC e KIN) utilizadas.
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Equagdo “y1” referente ao comportamento de PIC na presenca de KIN; equacdo “y2” referente ao
comportamento de PIC na auséncia de KIN. Fonte: Da autora (2019).

O balanco hormonal entre citocininas e auxinas, exdgenas e enddgenas a planta,

estimula a proliferacdo celular, essenciais para a formacdo de calos (GEORGE; HALL,;
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KLERK, 2008). Este fato pode ser observado em P. gibertii, uma vez que a auséncia de
fitorreguladores ndo foi eficiente no aumento da cobertura calogénica e os melhores
tratamentos para a inducdo de calos foram os que utilizaram a combinacéo entre PIC e KIN.
Como a cobertura calogénica ndo foi alterada com 2,5 uM de KIN, confirmou-se o papel
central de PIC neste processo, relatado como uma auxina que induz alta formacéo de calos
(PACHECO et al., 2012).

Em um trabalho de calogénese em graviola (Annona muricata), foi observado que o
balanco entre reguladores de crescimento no meio de cultivo leva a indugdo de calos em
diferentes taxas, sendo que sua velocidade indutiva depende da concentracdo destes
reguladores, juntamente com as taxas hormonais endogenas do explante (HAMAD & MAIJID,
2018). Isto foi observado para P. gibertii, revelando que a sinalizagdo hormonal atua nesta
espécie influenciando o crescimento em massa fresca de acordo com a concentracdo de auxina

presente no meio de cultivo.

No entanto, muitos tecidos se desenvolvem in vitro apenas com a adi¢do de auxinas no
meio de cultivo. O tratamento com auxinas faz com que células diferenciadas do explante
sofram a desdiferenciagdo, além de acelerar a divisdo celular, culminando na formagdo do
calo (GEORGE; HALL; KLERK, 2008). Isto explica porque a calogénese foi observada em
alguns tratamentos com a auséncia de KIN. Também pode esclarecer o motivo da calogénese
em P. edulis ter sido favorecida com a presenca de KIN no meio de cultura, uma vez que

aumentou a resposta dose dependente de PIC.

Em outros trabalhos envolvendo o estudo da calogénese, P. tenuifila, P. alata e P.
setacea se mostraram fortemente dependentes da adi¢do de concentragdes elevadas de auxinas
para a formacdo de calos (PACHECO et al., 2012; WOLFART, 2015; SOZO et al., 2016;
FIGUEIREDO, 2018). Ja espécies como P. gibertii formaram calo na auséncia de auxinas
(FIGUEIREDO et al., 2007) ou a partir do equilibrio entre auxinas e citocininas (ARTIOLI-
COELHO et al., 2015), assim como visto em P. edulis (ROCHA et al., 2015), apresentando o

mesmo comportamento observado neste trabalho.

Para a determinacdo da massa fresca e dos compostos fenolicos e flavonoides totais,
calos submetidos as proporcdes PIC/KIN: 4,0/2,5; 8,0/2,5 e 16,0/2,5, de ambas as espécies,

foram selecionados para compor as amostras (FIGURAS 5 e 6).
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Figura 5 — Calos obtidos por explantes foliares de P, gzbertzz _pos trinta dias de estabelemmento.

Proporcéao PIC/KIN (uM) utilizada: 4,0/2,5 (A); 0/2 5 (B) e 16 ,0/2,5 (C) Fonte: Da autora (2019).

Figura 6 — Calos obtidos por explantes foliares de P. gibertii, apos trinta dias de estabelecimento.

Proporcao PIC/KIN (uM) utlhzada 4,0/2,5 (A); 8,0/2,5(B) e 16 0/2 5 (C). Fonte: Da autora (2019)

5.2 Determinacéo da massa fresca

A andlise da variancia mostrou que houve diferenca estatistica e interacdo significativa
entre os fatores estudados para massa fresca dos calos (p < 0,05) apresentando um coeficiente

de variacdo igual a 25,2%.

A comparacdo da massa fresca média obtida pelos calos de P. gibertii e P. edulis
submetidos as diferentes proporcdes de PIC/KIN e dias de cultivo foi feita pelo teste de Scott-
Knott, a 5% de significancia (FIGURAS 7 e 8).
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Figura 7 — Massa fresca de calos de P. gibertii submetidos a diferentes propor¢fes de PIC/KIN ao
longo do tempo de cultivo.
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Médias seguidas de letras mailsculas iguais ndo diferem estatisticamente dentro do mesmo tempo de
cultivo, em cada propor¢do de PIC/KIN (uM), e médias seguidas de letras minusculas iguais ndo
diferem dentro da mesma propor¢do de PIC/KIN (uM), em cada tempo de cultivo, pelo teste de Scott-
Knott a 5% de significancia. Fonte: Da autora (2019).

Figura 8 — Massa fresca de calos de P. edulis submetidos a diferentes proporc¢des de PIC/KIN ao longo
do tempo de cultivo.
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Médias seguidas de letras mailsculas iguais ndo diferem estatisticamente dentro do mesmo tempo de
cultivo, em cada proporcdo de PIC/KIN (uM), e médias seguidas de letras minusculas iguais ndo
diferem dentro da mesma proporcdo de PIC/KIN (1M), em cada tempo de cultivo, pelo teste de Scott-
Knott a 5% de significancia. Fonte: Da autora (2019).

Em P. gibertii, as concentra¢cdes de PIC influenciaram o acimulo de biomassa de
modo diferente em cada tempo de cultivo. Até sessenta dias, a massa € a mesma,
independentemente do nivel de auxina, para alguns tratamentos observados. Aos oitenta dias,

a menor concentracdo de PIC utilizada influenciou negativamente o acimulo de massa fresca.

Em P. edulis, as concentracdes de PIC influenciaram o acimulo de biomassa do

mesmo modo em cada tempo de cultivo. Aos quarenta dias, a massa é a mesma,
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independentemente do nivel de auxina, para alguns tratamentos observados. A partir de
sessenta dias, a menor concentracdo de PIC utilizada também influenciou negativamente o

acumulo de massa fresca.

Existem dois estagios na producdo de metabolitos secundarios a partir do cultivo in
vitro. O primeiro consiste no cultivo de células para o crescimento e acimulo de biomassa e 0
segundo se refere a sintese de metabolitos (MURTHY; LEE; PAEK, 2014). Esse padrdo pode
ser visto para aos calos de P. edulis, uma vez que a biomassa fresca foi acumulada com o
tempo, independentemente da proporgdo de PIC/KIN utilizada, indicando o investimento da
espécie em crescimento, num primeiro momento, sem responder aos niveis de

fitorreguladores exdgenos. No entanto, esta relacdo ndo foi vista para os calos de P. gibertii.

Similarmente para as espécies, verificou-se que, a partir de um certo periodo de tempo,
as concentraces de PIC levaram as diferentes respostas no acimulo de massa fresca. Foi
visto que o menor nivel desta auxina ndo é capaz de aumentar a massa dos calos, em
comparacdo com os demais. Isto se deve, provavelmente, ao fato da disponibilidade de PIC no
meio de cultivo, uma vez que, com o passar do tempo, os calos demandaram maior
quantidade de auxina para estimular divisdes celulares, essenciais para 0 crescimento
(GEORGE; HALL; KLERK, 2008).

5.3 Determinagdo de compostos fendlicos totais

A andlise da variancia mostrou que houve diferenga estatistica e interagao significativa
entre os fatores estudados para o teor de fendlicos totais (p < 0,05) apresentando um
coeficiente de variagdo igual a 25,54%.

Considerando apenas os controles externos (extratos foliares) em comparagdo com 0s
demais tratamentos (extratos de calos), foi possivel verificar maiores teores de compostos
fenolicos nas folhas do que nos calos. Os maiores teores foram observados para P. edulis, que
apresentou cerca de 209,35 £+ 54,95 mg/100 g, em detrimento de P. gibertii, com média de
91,76 = 17,09 mg/100 g.

A comparagao do teor de fenodlicos totais nos extratos de calos obtido por cada espécie,
propor¢do de PIC/KIN e dias de cultivo foi feita pelo teste de Scott-Knott, a 5% de

significancia, sendo significativa apenas aos quarenta dias de cultivo (FIGURA 9).
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Figura 9 —Teor de fenodlicos totais aos 40 dias em calos de P. gibertii e P. edulis, submetidos a
diferentes propor¢des de PIC/KIN.
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Médias seguidas de letras maiusculas iguais ndo diferem estatisticamente entre as espécies e médias
seguidas de letras minusculas iguais ndo diferem dentro da mesma espécie, pelo teste de Scott-Knott a
5% de significancia. Fonte: Da autora (2019).

O rendimento em P. edulis foi maior do que em P. gibertii, independentemente das
concentragfes de auxina utilizadas. P. edulis é capaz de produzir maior quantidade de
compostos fenolicos na concentracdo mais baixa de auxina (4,0 uM). Ja P. gibertii ndo tem

seu rendimento fendlico alterado pelas diferentes concentracdes de PIC.

Em P. gibertii, a producdo fendlica ndo foi alterada ao longo do tempo, indicando
estabilidade nesta espécie. J& em P. edulis, observou-se que o rendimento de compostos
fendlicos decresce a partir dos sessenta dias. Desse modo, a partir dos sessenta dias, as

espécies nao apresentam diferenca significativa no acimulo de fendis.

Em extratos foliares de P. cincinnata, foi encontrado 45,53 mg/100 g de acido galico
(LEAL et al., 2018). Similarmente no maracuja-cobra (P. trintae), determinou-se cerca de
47,89 mg/100 g de compostos fendlicos em extratos foliares, também expressos em acido
galico (MIRANDA, 2015). Em um trabalho utilizando &cido tanico como padrdo de
determinacéo fenolica, encontrou-se 708,63 mg /100 g de compostos fenolicos em folhas de
P. gibertii. Os fenois totais quantificados em calos, provenientes destas folhas, alcangaram
valores entre 16,25 mg/100 g e 66,213 mg/100 g, quando os meios de cultivo foram
suplementados com 4,14 uM de PIC + 0,207 uM de KIN e 8,28 uM de PIC + 0,828 uM de
KIN, respectivamente (ARTIOLI-COELHO et al., 2015).

As diferencas no rendimento de compostos fendlicos podem ser atribuidas a

diversidade genética, estado fisiologico e condi¢des de cultura dos explantes (GEORGE;
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HALL; KLERK, 2008). A diversidade genética foi um fator crucial, uma vez que o0s
individuos selecionados vieram de sementes, genotipicamente (nicas; assim como as
concentracdes de fitorreguladores utilizadas, que podem alterar a sinalizacdo hormonal
enddgena e modificar as rotas biossintéticas; e também o composto padrdo utilizado, acido
tanico ou acido galico, sendo que essas moléculas interagem de modo diferente quando
extraidas, modificando a determinacdo fendlica (MIRANDA, 2015).

O decrescimo do teor fendlico em P. edulis, aos sessenta dias, pode ser explicado
devido & presenca de sacarose no meio de cultivo. Além de energia metabdlica, os aglcares
fornecem esqueletos de carbono para a biossintese de metabolitos secundarios (CALDAS et
al., 1998). Devido a demanda das fases de crescimento dos calos, os agucares foram utilizados
pelo metabolismo primério, acarretando no declinio de metabolitos secundarios ao longo do
tempo. Isto ndo foi observado em P. gibertii, indicando que o metabolismo voltado a

biossintese destes compostos varia entre as espécies de Passiflora.

O fato do teor de fendlicos totais ter sido maior em P. edulis do que em P. gibertii, aos
quarenta dias de cultivo, pode ser devido a influéncia do tecido foliar, provavelmente ainda
presente no explante neste periodo (ARTIOLI-COELHO et al., 2015). Coerente com essa
observacdo, verificou-se também maior rendimento fenolico nas folhas de P. edulis do que em
P. gibertii. Este resultado corrobora uma das hipdteses deste trabalho, de que a espécie
medicinal (P. edulis) apresentaria maior teor de metabdlitos secundarios, uma vez que sua
sele¢do € direcionada a esta finalidade (MONTERO, 2017).

Tecidos indiferenciados possuem capacidade limitada em sintetizar compostos
fendlicos. Porém, ao sofrerem organogénese, seu rendimento aumenta significativamente
(PALACIO et al., 2012). Manter as culturas de P. gibertii mais tempo in vitro pode contribuir
para 0 aumento do rendimento, ja que isto favorece a diferenciacdo celular. Além disso, uma
curva de crescimento elaborada para calos de P. gibertii mostrou que a fase de desaceleracéo
ocorre entre o 70° e 80° dia de estabelecimento (FIGUEIREDO et al., 2007). O periodo de
tempo observado pode ndo ter sido suficiente para esta espécie, uma vez que o acumulo de
metabolitos é visto na fase posterior a esta (GEORGE; HALL; KLERK, 2008).

Os calos de P. edulis tém maior producéo fendlica quando o menor nivel de auxina é
utilizado. No entanto, este comportamento foi visto apenas aos quarenta dias de cultivo, sendo
que, a partir dos sessenta dias, a concentracdo de PIC ndo influenciou seu rendimento. Para o

acumulo de biomassa destes calos, também nédo foi visto influéncia pelas concentracdes de
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PIC. Componentes do meio de cultivo associados a diferentes fitorreguladores, bem como a
diversos elicitores, que estdo envolvidos com a sinalizacdo do metabolismo secundario,
apresentam capacidade de melhorar a producdo fenodlica (GIRI & ZAHEER, 2016), o que

seria interessante para esta espécie com o passar do tempo.

Em P. gibertii, a sensibilidade ao PIC ndo foi verificada. Como seu crescimento foi
influenciado pelas concentracbes de PIC, isto indica que h& uma atividade metabdlica
relacionada a quantidade de auxina disponivel no meio de cultivo. No entanto, pode ser que 0s
niveis hormonais enddgenos cessaram a producdo fenodlica, seja pela diminuicdo metabdlica
induzida pelo etileno, seja pelo tipo e concentracdo de auxina fornecida ao meio (SKOOG &
MILLER, 1957). Sugere-se que estudos futuros sejam desenvolvidos com esta espécie, a fim
de otimizar um protocolo de producdo fendlica in vitro, seja utilizando maior periodo de
tempo de observacdo, seja com o uso de outros fitorreguladores e concentragdes.

5.4 Determinacéo de flavonoides totais

A analise da variancia mostrou que houve diferenca estatistica e interagédo significativa
entre os fatores estudados para o rendimento de flavonoides (p < 0,05) apresentando um
coeficiente de variagdo igual a 81,9%.

Considerando apenas 0s controles externos (extratos foliares) em compara¢do com 0s
demais tratamentos (extratos de calos), foi possivel verificar maiores teores de flavonoides
nas folhas do que nos calos. O maior rendimento foi visto para P. gibertii, que apresentou
cerca de 211,15 + 26,83 mg/100 g em detrimento de P. edulis, cujo rendimento médio foi de
99,28 + 35,28 mg/100 g.

A comparagdo do rendimento médio de flavonoides nos extratos de calos obtido por
cada espécie, proporcdo de PIC/KIN e dias de cultivo foi feita pelo teste de Scott-Knott, a 5%
de significancia, sendo significativa apenas aos quarenta e sessenta dias de cultivo (FIGURAS
10e 11).
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Figura 10 — Rendimento de quercetina aos 40 dias em calos de P. gibertii e P. edulis, submetidos a
diferentes proporcdes de PIC/KIN.
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Médias seguidas de letras maitsculas iguais ndo diferem estatisticamente entre as espécies e médias
seguidas de letras minusculas iguais ndo diferem dentro da mesma espécie, pelo teste de Scott-Knott a
5% de significancia. Fonte: Da autora (2019).

Figura 11 — Rendimento de quercetina aos 60 dias em calos de P. gibertii e P. edulis, submetidos a
diferentes proporcdes de PIC/KIN.

P. gibertii
- 16 Aa m P. edulis
% 14
o 12
°g’_a 10
oS 8
© :| Ba
o> 6 Aa Ab
SE 4 Aa [ I
s 2 ol i
c
(5]
o 4,025 8,0/2,5 16,0/2,5

Proporc¢ao PIC/KIN (uM)

Médias seguidas de letras mailsculas iguais ndo diferem estatisticamente entre as espécies e médias
seguidas de letras minusculas iguais ndo diferem dentro da mesma espécie, pelo teste de Scott-Knott a
5% de significancia. Fonte: Da autora (2019).

O rendimento em P. edulis foi maior do que em P. gibertii, porém em apenas algumas
das concentracdes de auxina utilizadas, 4,0 e 8,0 uM aos quarenta dias e 8,0 UM aos sessenta
dias. P. edulis, aos quarenta dias, é capaz de produzir maior quantidade de compostos
fendlicos na concentragdo mais baixa de auxina (4,0 uM); aos sessenta dias, a concentracdo
intermediéaria (8,0 uM) proporciona maior rendimento. Ja P. gibertii ndo tem o rendimento de

flavonoides alterado pelas diferentes concentragdes de PIC.

Em P. gibertii, a producdo de flavonoides ndo foi alterada ao longo do tempo,

indicando estabilidade nesta espécie. Ja em P. edulis, observou-se que o rendimento de
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flavonoides decresce a partir dos oitenta dias. Desse modo, a partir dos oitenta dias, as

espécies nao apresentam diferenga significativa no acimulo de flavonoides.

P. gibertii apresentou maior rendimento de flavonoides do que P. edulis, nédo
corroborando o que era esperado. Além disso, em compara¢do com outras especies silvestres
de Passiflora, como P. cincinnata (LEAL et al., 2018), P. tenuifila e P. setacea
(FIGUEIREDO, 2018), os calos de P. gibertii se destacaram quanto ao rendimento de
flavonoides, cerca de trés vezes maior. Isto revela seu potencial em direcionar substratos para

a biossintese de flavonoides, ao invés de outros compostos fendlicos.

O fato dos calos de P. edulis terem apresentado as maiores concentracdes de fenolicos
totais aos quarenta dias de cultivo, mas os maiores valores de flavonoides aos quarenta e
sessenta dias de cultivo, indicam diferencas no metabolismo de producédo destes metabdlitos
em fungdo do tempo de cultivo. Este mesmo comportamento foi visto para a producéo
fendlica e de flavonoides em calos de P. tenuifila, quando estes eram submetidos a 2,5 UM de
2,4-D no meio de cultura (FIGUEIREDO, 2018). O 2,4-D € uma auxina sintética com efeitos
similares ao PIC, o que pode explicar esta semelhanca (KAUR & KOTHARI, 2004).

Os calos podem ter apresentado declinio dos teores de fendlicos totais e flavonoides
com o passar do tempo devido a demanda de acUcares pelo metabolismo primario, explicado
anteriormente. Como o declinio do rendimento de fendlicos ocorreu a partir dos sessenta dias,
mas o de flavonoides apenas aos oitenta dias, isto indica que a atividade enzimatica da PAL
(fenilalanina aménio liase), envolvida na sintese de fenolicos, e da chalcona sintase, envolvida
na sintese de flavonoides, sdo influenciadas de modo diferente ao longo do tempo de cultivo
dos calos de P. edulis (SOZO et al., 2016).

A concentracdo de 4,0 uM de PIC foi suficiente para os calos de P. edulis
apresentarem maior rendimento de flavonoides aos quarenta dias, no entanto, ndo foi o
bastante quando os calos cresceram, aos sessenta dias. Assim, aos sessenta dias, a
concentracéo de 8,0 uM de PIC aumentou o rendimento, uma vez que disponibilizou maior
quantidade de auxina no meio de cultura, necessaria aos calos maiores (GEORGE; HALL,;
KLERK, 2008).

Para P. gibertii, isso ndo é verificado. Esta espécie, assim como para a producéo
fenolica, ndo demonstrou sofrer influéncias na producdo de flavonoides pela mudanca nos

niveis de PIC e tempos de cultivo. O fator espécie é, muitas vezes, o principal motivo das
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diferengas encontradas no comportamento de producdo de metabdlitos, sendo que uma série
de varidveis podem ser responsaveis por isto, como elucidado anteriormente (GEORGE;
HALL; KLERK, 2008). Sugere-se, novamente, que estudos futuros sejam realizados para P.
gibertii, de modo a conhecer sua regulacdo hormonal, tanto endégena quanto exdgena, e suas

consequéncias na producdo de fendlicos totais.
6 CONCLUSOES

Os tempos de cultivo influenciam o acimulo de biomassa de modo diferente em cada
concentracdo de PIC em P. gibertii e, em P. edulis, do mesmo modo. A menor concentragdo
de PIC utilizada influenciou negativamente o acimulo de massa fresca aos oitenta dias em P.

gibertii e a partir de sessenta dias em P. edulis.

Os calos de P. edulis possuem rendimento de compostos fendlicos e de flavonoides
influenciado pelas concentragdes de PIC e tempos de cultivo. O rendimento em P. gibertii ndo
é influenciado por estes fatores, indicando a estabilidade da sintese de metabolitos

secundarios nesta espécie.

Verificou-se o potencial de aplicacdo dos calos como estratégia de producdo dos
metabdlitos secundarios, pois isso permitiu o estudo dos fatores que influenciam o
rendimento, além de ser uma alternativa sustentavel e rapida de producdo, dentro de um
ambiente asséptico e controlado. Vale salientar que esta técnica permitira a producdo de

metabolitos o ano todo, independentemente das condi¢cBes ambientais.
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