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RESUMO

AMORIM, A. M. T. Reversédo a juvenilidade em Passiflora edulis SIMS. 2019.
93 p. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias) — Centro de Energia Nuclear na
Agricultura, Universidade de Sao Paulo, Piracicaba, 2019.

O género Passiflora € um excelente modelo para estudos de transi¢éo de fase, pois
h& diferencas morfolégicas evidentes entre as plantas nas fases juvenil, adulta
vegetativa e adulta reprodutiva. Ha relatos de que quando se introduzem apices de
plantas adultas de Passiflora edulis, quer estejam na fase vegetativa ou reprodutiva,
em condi¢des de cultivo in vitro, observa-se a regressao a fase juvenil. O objetivo
geral deste trabalho foi caracterizar as modificacdes morfoldgicas envolvidas na
reversdo a juvenilidade de 4pices caulinares adultos de P. edulis quando cultivados
em meio de cultura sem adicdo de reguladores de crescimento além de avaliar o
efeito de reguladores de crescimento no intuito de evitar a reverséo a juvenilidade no
cultivo in vitro de P. edulis. O trabalho foi desenvolvido a partir da combinacéo da
técnica da micropropagacdo in vitro e microscopia eletrbnica de varredura, sendo
dividido em trés experimentos: o cultivo in vitro de apices caulinares em meio MSM
sem reguladores de crescimento e analise de amostras em microscopio eletrénico
de varredura, cultivo in vitro de 4pices caulinares em meio MSM com reguladores de
crescimento e cultivo in vitro de 4pices caulinares em meio MSM adicionados com
BAP na concentragdo de 10uM com andlises de amostras em microscopio
estereoscopico. Através de micrografias eletrbnicas e imagens estereoscopicas, foi
possivel caracterizar as fases do desenvolvimento de P. edulis, demonstrando os
caracteres morfoldgicos assim como a manutencdo das estruturas cultivadas in vitro.
N&o foi possivel observar o rejuvenescimento in vitro quando apices caulinares
foram cultivados em meio ¥2 MS ou MSM sem adicdo de reguladores de
crescimento. O rejuvenescimento de apices caulinares adultos de P. edulis foi obtido
a partir do cultivo em meio MSM com adicdo de 10uM de BAP. Entretanto, o
rejuvenescimento foi parcial, pois nhem todas as caracteristicas foram revertidas. A
formacao de folhas lanceoladas in vitro e o desenvolvimento de brotos adventicios in
vitro caracterizaram a reversdao a juvenilidade em P. edulis. O meio MSM
suplementado com 10 pM de BAP foi favoravel ao desenvolvimento de gemas
axilares, além de facilitar a inducdo do rejuvenescimento dos apices caulinares.
Logo, a reversao a juvenilidade foi alcangada sob as condic¢des in vitro adotadas.

Palavras-chave: Maracuja. Rejuvenescimento in vitro. Benziloaminopurina (BAP).
Apices caulinares. Folhas lanceoladas. Brotos adventicios.
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ABSTRACT

AMORIM, A. M. T. Reversion to juvenility in Passiflora edulis SIMS. 2019. 93 p.
Dissertacao (Mestrado em Ciéncias) — Centro de Energia Nuclear na Agricultura,
Universidade de S&o Paulo, Piracicaba, 2019.

The genus Passiflora is an excellent model for phase transition studies because
there are obvious morphological differences between plants in the juvenile, adult
vegetative and adult reproductive phases. It has been reported that when introducing
shoot tips of adult plants of Passiflora edulis, whether in the vegetative or
reproductive phase, under in vitro culture conditions, regression to the juvenile phase
is observed. The general objective of this work was to characterize the morphological
changes involved in the reversion to juvenility of adult shoot tips of P. edulis when
grown in culture medium without addition of growth regulators in addition to
evaluating the effect of growth regulators in order to avoid reversion to juvenility in
the in vitro cultivation of P. edulis. The work was developed from the combination of
in vitro micropropagation and scanning electron microscopy, and was divided in three
experiments: in vitro culture of shoot tips in MSM medium without growth regulators
and analysis of samples in scanning electron microscope; in vitro culture of shoot tips
in MSM medium with growth regulators and in vitro culture of shoot tips in MSM
medium added with BAP at the concentration of 10uM and analysis of samples under
a stereoscopic microscope. Through electronic micrographs and stereoscopic
images, it was possible characterize the phases of the development of P. edulis,
demonstrating the morphological traits as well as the maintenance of the structures
cultivated in vitro. In vitro rejuvenation could not be observed when shoot tips were
grown in ¥2 MS or MSM medium without addition of growth regulators. The
rejuvenation of P. edulis adult shoot tips was obtained from the cultivation in MSM
medium with the addition of 10uM BA. However, the rejuvenation was partial, since
not all the characteristics were reversed. The formation of in vitro lanceolated leaves
and the development of in vitro adventitious shoots characterized the reversion to
juvenility in P. edulis. The MSM medium supplemented with 10uM BA was favorable
to the development of axillary buds, in addition to facilitating the induction of the
rejuvenation of the shoot tips. Therefore, the reversion to juvenility was achieved
under the in vitro conditions adopted.

Keywords: Passion fruit. Rejuvenation in vitro. Benzyloaminopurine (BAP). Shoot
tips. Lanceolated leaves. Adventitious shoots.
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1. INTRODUCAO

O género Passiflora possui cerca de 600 espécies de plantas essencialmente
tropicais, incluindo Passiflora edulis, o maracujazeiro. P. edulis é um excelente
modelo para estudos de transicdo de fase, pois h& diferengcas morfoldgicas
evidentes entre as plantas nas fases juvenil, adulta vegetativa e adulta reprodutiva.

As plantas na fase juvenil ndo produzem gavinhas; na fase adulta vegetativa,
produzem gavinhas nas axilas das folhas e na fase adulta reprodutiva, produzem, a
partir dos meristemas axilares, gavinhas e flores. Esse conjunto de caracteristicas
morfologicas distintas encontradas nas diferentes fases do desenvolvimento de P.
edulis podem ser utilizadas como marcadores para monitorar a progressao das
mudanca de fases.

As fases de desenvolvimento da planta séo relativamente estaveis, uma vez
gue nao podem ser facilmente revertidas sob condi¢cdes normais de crescimento ou
propagacdo. No entanto, h4 relatos de que quando se introduzem apices de plantas
adultas de P. edulis, quer estejam na fase vegetativa ou reprodutiva, em condi¢cbes
de cultivo in vitro, observa-se a regressao a fase juvenil.

A reversdo a juvenilidade ou rejuvenescimento € um processo em que 0
apice retoma seu crescimento vegetativo apdés a producdo de estruturas
reprodutivas, que deveriam terminar seu desenvolvimento. A reversao a juvenilidade
€, portanto, a ocorréncia de um retorno a uma fase anterior de desenvolvimento,
ocorrendo de forma natural durante a reproducéo sexual e a formacao de embrides.

Varios métodos artificiais para rejuvenescer plantas maduras foram
desenvolvidos, dentre eles, a micropropagacdo € mais eficiente e amplamente
utilizado para o efeito. Estudos indicam que as caracteristicas relacionadas a
maturacdo podem ser modificadas por meio da cultura in vitro.

A maturacdo é um processo continuo que resulta em mudancas relativamente
estaveis nas fases do desenvolvimento envolvendo diminuicdo da taxa de
crescimento, aumento da frequéncia de desenvolvimento reprodutivo e
caracteristicas morfolégicas alteradas.

A utilizacdo de reguladores de crescimento causa 0O rejuvenescimento do
material vegetal adulto, onde as concentracdes internas e aplicacbes externas
dessas substancias estdo relacionadas com caracteristicas juvenis. Tem sido

sugerido que os reguladores de crescimento podem controlar a maturacdo. Embora
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varios reguladores do crescimento tenham demonstrado afetar a juvenilidade, ndo
esta claro se as alteracbes nas suas concentracdes controlam diretamente a
maturacdo. A acdo hormonal tem sido bastante estudada na transicdo das fases
vegetativa para reprodutiva. No entanto, ha uma grande caréncia na literatura a
respeito da acdo hormonal na reverséo a juvenilidade.

Com o uso de ferramentas apropriadas ao estudo do desenvolvimento, que
incluem microscopia eletrbnica de varredura e a manipulacdo das condicdes
hormonais de desenvolvimento, o presente trabalho pretendeu caracterizar morfo-
anatomicamente a plasticidade dos meristemas axilares em Passiflora durante a
reversdo de fase induzida pelo cultivo in vitro; além de identificar possiveis
influéncias hormonais, mediante a manipulacdo das concentracdes de citocininas,
giberelinas e auxinas no meio de cultura. Os resultados obtidos poderdo trazer
contribui¢cdes preciosas para o entendimento da transicdo de fase em espécies do
género Passiflora com interesse comercial, como o maracujazeiro, bem como a
possibilidade de cultivo in vitro de plantulas desse género nas diferentes fases:

juvenil, adulta vegetativa e adulta reprodutiva.
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2. OBJETIVOS

O objetivo geral deste trabalho foi caracterizar as modificacbes morfolégicas
envolvidas na reversdo a juvenilidade de apices caulinares adultos de Passiflora
edulis quando cultivados em meio de cultura sem adicdo de reguladores de
crescimento além de avaliar o efeito de reguladores de crescimento no intuito de

evitar a reverséo a juvenilidade no cultivo in vitro de P. edulis.

Os objetivos especificos compreendem:

l. Caracterizar morfologicamente de maneira detalhada os
meristemas axilares e seus produtos, in vivo e as modificacdes observadas

durante a reverséo a juvenilidade in vitro em Passiflora edulis.

Il. Avaliar o efeito da modulacdo hormonal, com aplicacdo
exdgena, em meio de cultura, de diferentes concentracbes dos reguladores

vegetais auxina, citocinina e giberelina em Passiflora edulis.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. Género Passiflora

Os maracujas pertencem a familia Passifloraceae, ordem Passiflorales, que
compreendem 12 géneros, com distribuicdo nos trépicos, principalmente, na
Ameérica, Asia e Africa. No Brasil, a familia é representada por apenas dois géneros:
Dilkea e Passiflora (TEIXEIRA et al., 1994).

O género Passiflora compreende trepadeiras herbaceas ou lenhosas,
podendo apresentar-se como ervas e arbustos de hastes cilindricas ou
guadrangulares, angulosas, suberificadas, glabras ou pilosas. Apresentam 5
estames, 5 pétalas, 5 sépalas e um androgin6foro ereto formado por estames de
extremidades livres e com trés estigmas (TEIXEIRA et al., 1994).

Este género € constituido por 4 subgéneros constituidos por mais de 500
espécies (HANSEN et al., 2006; MUSCHNER et al.,, 2012). Dois dos quatro
subgéneros sd0 mais numerosos em termos de espécies: o subgénero Passiflora
inclui 236 espécies e o subgénero Decaloba compreende 214 espécies. Por outro
lado, os subgéneros Astrophaea e Deidamiodes possuem 57 e 13 espécies,
respectivamente (ULMER; MACDOUGAL, 2004). O subgénero Passiflora apresenta
50 a 60 espécies de frutos comestiveis, em que somente alguns tém valor comercial
(MARTIN; NAKASONE, 1970), tendo como destaque a espécie Passiflora edulis
Sims.

A cultura do maracujazeiro possui significativa participacdo no mercado
nacional, sendo que a evolucdo da producédo do maracuja-amarelo (Passiflora edulis
Sims f. flavicarpa Deg.) possibilitou ao Brasil se destacar como maior produtor
mundial (REETZ, 2015). Dentre as espécies cultivadas comercialmente no Brasil, 0
maracujazeiro amarelo (Passiflora edulis f. flavicarpa), é o responsavel por 95% dos
pomares, devido a excelente qualidade e rendimento de suco, e também pelo vigor,
produtividade, e as condi¢des ecologicas para seu cultivo no pais (BERNACCI et al.,
2008; MELETTI; OLIVEIRA; RUGGIERO, 2010).
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Segundo Almeida Lima e Cunha (2004), P. edulis € uma trepadeira perene
semi-lenhosa que produz grandes flores atraentes, com sistema radicular axial ou
pivotante (60% das raizes a 30 cm de profundidade), caules cilindricos ou
angulados, semi-flexiveis e trepadores, providos de gavinhas solitarias nas axilas
das folhas que servem de suporte, folhas alternas, inteiras ou lobadas, flores
hermafroditas, actinomorfas, isoladas ou aos pares nas folhas. A flor € auto-
incompativel, dependendo da polinizacéo cruzada para fecundacdo, uma vez, que o
polen ndo é transportado pelo vento devido sua grande massa e elevada
viscosidade, necessitando de agentes polinizadores, as mamangavas. O fruto tem
forma ovoide ou globosa, com polpa mucilaginosa, com sementes epigeas.

Entre as espécies do género Passiflora observa-se uma grande diversidade
de morfologia e inovacdes evolutivas como as gavinhas, a corona e o androginéforo,
estes dois ultimos, presentes na flor. Acredita-se que estas estruturas sejam produto
de plasticidade adaptativa, modulada pela evolugdo (AlZZA; DORNELAS, 2011;
ULMER; MACDOUGAL, 2004). O género é um excelente modelo para estudos de
transicdo de fase, pois ha diferencas morfoldgicas evidentes entre as plantas nas

fases juvenil, adulta vegetativa e adulta reprodutiva.

3.2. Heteroblastia

As diferencas anatbmicas e morfolégicas nos 6rgaos de plantas produzidos
nos estagios de desenvolvimento anteriores (juvenis) e posteriores (adultos), podem
ser frequentemente usadas como marcadores para monitorar a progressdo da
mudanca de fases. Esse fenbmeno é denominado heteroblastia e € observado em
muitas espécies (HUIJSER; SCHMID, 2011).

O termo "heteroblastico” foi inicialmente introduzido por Goebel para
descrever uma forma de desenvolvimento de plantas, onde diferencas substanciais
entre as fases anteriores e posteriores podem ser observadas em oposi¢cdo ao tipo
de desenvolvimento "homoblastico" caracterizado por mudancas pequenas e
graduais. Essas mudancas podem afetar o broto inteiro assim como sua fisiologia
(ZOTZ; WILHELM; BECKER, 2011).

A heteroblastia é frequentemente empregada para descrever mudancas no

corpo vegetativo, como na forma, tamanho e propriedades anatdmicas das folhas,
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filotaxia, potencial e destino de brotos axilares, capacidade de enraizamento
(JONES, 1999).

Além das mudancas graduais nas caracteristicas vegetativas, ocorrem
mudancas progressivas ontogenéticas graduais nos tracos fenotipicos associadas a
mudancgas de tamanho, bem como uma mudanca de fase juvenil para adulta
associada ao amadurecimento e possiveis alteracdes fisioldégicas funcionais dos
orgaos vegetativos (ZOTZ; WILHELM; BECKER, 2011).

A heteroblastia estd associada a mudancas sequenciais entre os fitbmeros
gue ocorrem como uma expressao normal da ontogenia da planta inteira, e também
inclui todas as mudancas envolvidas na transicdo para a reproducdo. Como
resultado, diferentes partes de uma planta podem existir em diferentes fases de
desenvolvimento (JONES, 1999).

Os exemplos classicos de desenvolvimento heteroblastico sdo encontrados
entre as espécies do género Acacia, hera inglesa (Hedera helix), videiras aréides e
Ulex europeaus (ZOTZ; WILHELM; BECKER, 2011). Em muitas espécies,
observam-se alteragcbes morfoldgicas e estruturais especificamente em folhas,
entretanto, a heteroblastia ndo se limita as folhas, embora seja certo que muitos
estudos sobre heteroblastia se concentram nas diferencas na forma e tamanho das
folhas. Diferencas também podem ser encontradas em filotaxia, comprimento de
entreno, pigmentacdo de antocianina, capacidade de enraizamento ou estrutura da
madeira (FRYDMAN; WAREING, 1973; RUMBALL, 1963).

3.3. Transicao de fases em plantas

7

A transicdo entre as fases de desenvolvimento nas plantas € reconhecida
como mudanca de fase e € dependente de programas genéticos de
desenvolvimento que sdo desencadeados e modulados por estimulos ambientais e
endogenos. Essas transicfes entre as fases sdo rigorosamente reguladas ao longo
do desenvolvimento, uma vez que as plantas devem integrar a informacdo do
ambiente, bem como os sinais enddgenos, para maximizar seu sucesso reprodutivo
(HUIJSER; SCHMID, 2011).

O ciclo de vida de plantas que desenvolvem flores pode ser considerado

como uma sucesséo de fases distintas de crescimento. Enquanto as plantas tornam-
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se competentes para florescer e se reproduzir, a parte aérea da maioria das
espécies passa por uma fase de crescimento vegetativo. Durante este periodo, as
plantas geralmente aumentam rapidamente sua capacidade fotossintética, seu
tamanho e massa (HUIJSER; SCHMID, 2011). Esta etapa do crescimento vegetativo
pode ainda ser dividida em uma fase juvenil e uma fase adulta-vegetativa.

Poethig (1990) afirma que as mudancas de fase ocorrem em meristemas
baseados em sua associagdo com um estagio particular do desenvolvimento.
Segundo Singer e McDaniel (1986), existe um gradiente no comportamento
potencial, ou determinacdo, dos meristemas dentro de um organismo que pode
diferir acentuadamente em plantas de diferentes estagios.

Segundo Zimmerman, Hackett e Pharis (1985), as fases de desenvolvimento
da planta sdo relativamente estaveis, uma vez que ndo podem ser facilmente
revertidas sob condi¢cdes normais de crescimento ou propagacdo. S&o geralmente
associadas a conjuntos de caracteristicas morfolégicas, fisiolégicas e bioquimicas
gue mudam de forma coordenada e, portanto, sdo relativamente discretos, em que
0S tracos que caracterizam uma fase sdo geralmente substituidos por aqueles que
caracterizam o préximo (KERSTETTER; POETHIG, 1998).

A fase juvenil também pode estar associada a conjuntos de caracteristicas
vegetativas especificas do taxon que diferem daqueles na fase reprodutiva, tais
como diferencas na forma e tamanho da folha, filotaxia, retencdo de folhas,
eficiéncia fotossintética, resisténcia a doencas e insetos, ou caracteristicas
epidérmicas (POETHIG, 1990; WAREING, 1959). Em plantas lenhosas, as
definicbes da fase juvenil geralmente também incluem o seguinte: as estacas da
planta tém a capacidade de produzir raizes (ALLSOPP, 1967; WAREING, 1959;
ZIMMERMAN; HACKETT,; PHARIS, 1985). Uma definicdo desta fase para plantas
herbaceas e lenhosas € uma incapacidade de florescer, mesmo em condicbes
indutivas (KERSTETTER; POETHIG, 1998; POETHIG, 1990; ZIMMERMAN;
HACKETT; PHARIS, 1985).

Quase todas as plantas apresentam alteragcdes no tamanho final da folha ou
nas dimensdes relativas do peciolo e da lamina das primeiras folhas de mudas para
as mais recentes, independentemente do meio ambiente, em que muitas espécies
podem exibir mudancas marcantes e qualitativas entre formas de folhas juvenis e

adultas (por exemplo, simples a lobadas ou vice-versa) (JONES, 1999).
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Durante a transicdo de fase juvenil para adulta, as plantas adquirem
competéncia reprodutiva. Em Arabidopsis, o aparecimento de tricomas na face
abaxial das folhas caracteriza morfologicamente a transicdo da fase juvenil para a
adulta (TELFER; BOLLMAN; POETHIG, 1997). A hera inglesa (Hedera helix) tem
sido usada historicamente como planta de pesquisa modelo para estudar a mudanca
de fase por causa de suas formas de crescimento distintas em cada fase. A fase
juvenil € uma videira com uma folha lobulada. Em sua fase adulta, produz uma haste
vertical que termina em uma inflorescéncia, com suas folhas inteiras. Passiflora
caerulea apresenta folhas inteiras em sua fase juvenil e posteriormente, folhas
heptalobadas quando atinge sua forma adulta (TRIPPI, 1990).

A transicdo do desenvolvimento vegetativo para o reprodutivo é marcada pela
producdo de uma estrutura completamente nova e especializada para a producéo de
gametas (por exemplo, uma flor ou cone) (HUIJSER; SCHMID, 2011). A fase adulta
pode ser distinguida pela reproducdo sexual, mas também pode ser associada a
diferencas nos fitbmeros vegetativos, incluindo diferentes formas de folhas, filotaxia,
tracos epidérmicos, etc.

Ha um pequeno desentendimento de que a capacidade de reproducao é um
sinal claro da fase adulta. No entanto, detectar a capacidade de florescer antes da
formacao de estruturas reprodutivas nem sempre € direto. Em algumas espécies
(por exemplo, hera inglesa e milho, ambos exemplos classicos de mudanca de fase),
a aquisicdo de competéncia para o florescimento esta intimamente associada a uma
mudanca das caracteristicas vegetativas juvenis para adultas, onde os tracos
vegetativos adultos sdo os que estdo em vigor quando a floragdo ocorre (JONES,
1999; POETHIG, 1990).

A aquisicdo de caracteristicas vegetativas adultas é considerada como
indicador, definindo que a planta ja entrou na fase adulta e, portanto, € competente
para florescer. Nesta fase, o potencial reprodutivo é estabelecido (KERSTETTER,;
POETHIG, 1998).

3.4. As fases do desenvolvimento em Passiflora edulis

As espécies de Passiflora apresentam um claro periodo juvenil. Em P. edulis,

pertencente ao subgénero Passiflora, as folhas juvenis sdo lanceoladas, enquanto
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as nao-juvenis sao trilobadas (ULMER; MACDOUGAL, 2004). Adicionalmente, apds
a passagem do periodo juvenil, um meristema capaz de formar tanto gavinhas
guanto flores, € formado na axila das folhas (CUTRI et al., 2013; NAVE et al., 2010).

Desta forma, quando os botdes florais se desenvolvem, estes sdo formados
lado a lado com as gavinhas (CUTRI et al.,, 2013; NAVE et al.,, 2010; ULMER,;
MACDOUGAL, 2004). As espécies de Passiflora originaram-se em ecossistemas
onde ha densa vegetacdo e competicao por luz. Assim, a presenca de estruturas
como gavinhas, que permite a escalada em outras plantas para ter acesso a luz, é
considerada uma vantagem adaptativa (CUTRI et al., 2013).

Gavinhas séo encontradas em espécies de diferentes grupos vegetais. Em
legumes, como ervilha, as gavinhas sdo consideradas folhas modificadas,
produzidas pelo meristema vegetativo; no entanto, em videira, as gavinhas sao
formadas por meristemas axilares, que podem produzir tanto gavinhas quanto
inflorescéncias (CALONJE et al., 2004, GOURLAY; HOFER; ELLIS, 2000). No
género Passiflora, por outro lado, 0 mesmo meristema produz simultaneamente uma
gavinha e uma ou mais flores (AKAMINE; GIROLAMI, 1959; CUTRI et al., 2013;
KROSNICK; FREUDENSTEIN, 2005; NAVE et al., 2010).

Em P. edulis, durante a fase juvenil, os fitbmeros sdo caracterizados pela
presenca de folhas lanceoladas, estipulas (folhas acessoérias), e gemas axilares, as
quais sao as Unicas a serem formadas nas axilas das folhas (Figura 1). As primeiras
folnas sdo lobadas ou lanceoladas, e ovais, com apice acuminado e nervura
palmada. O peciolo apresenta em sua extremidade, um par de glandulas (os
nectarios extraflorais) e em sua por¢cdo basal, um par de estipulas. O periodo da
fase juvenil é de aproximadamente 80 dias desde a semeadura. (CANIZARES
CHACIN; JARAMILLO AGUILAR, 2015).
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Figura 1 - Caracteristicas estruturais e morfolégicas de uma planta juvenil de Passiflora edulis. A.
Planta em desenvolvimento na fase juvenil; B. Fitbmero de uma planta juvenil; sendo constituido por
um folha lanceolada, uma gema axilar, estipulas e um apice caulinar; C. Folhas lanceoladas; D. Apice
caulinar em destaque, presenca de um par de folhas acessoérias — estipulas — (setas brancas), folha
lanceolada (seta vermelha) e auséncia de gavinhas; E. Gema localizada na axila da folha (seta
vermelha).

Durante a transicdo para fase adulta, observa-se uma série de mudancas no
comprimento internodal, na forma da folha e crescimento inicial das gavinhas,
expressBes morfoldgicas e fisiolégicas que caracterizam esta fase (CANIZARES
CHACIN; JARAMILLO AGUILAR, 2015). As gavinhas sdo produzidas por um
meristema axilar, e as gemas axilares localizam-se adaxialmente as gavinhas.
Ocorre também o desenvolvimento das folhas, que durante a transigéo, apresentam
alteracbes morfolégicas. Neste processo, aparecem as folhas trilobadas, embora,

ocasionalmente, se observem algumas folhas bilobadas.
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Durante a fase adulta, que pode ser dividida em adulta vegetativa e adulta
reprodutiva, ocorre a formacdo de novas estruturas, o que caracteriza a distingao
entre as duas etapas da fase adulta. Na fase adulta vegetativa, os fitbmeros sao
caracterizados pela presenca de folhas trilobadas, gavinhas, estipulas, gemas

axilares (Figura 2).

Figura 2 - Caracteristicas estruturais e morfolégicas de uma planta na fase adulta-vegetativa de
Passiflora edulis. A. Planta em desenvolvimento na fase adulta-vegetativa; B. Fitbmero de uma planta
na fase adulta-vegetativa, sendo constituido por uma folha trilobada, uma gavinha, um par de
estipulas e uma gema axilar; C. Ao lado esquerdo, uma folha trilobada, e ao lado direito, uma folha
lanceolada, ambas presentes durante a fase adulta-vegetativa; D. Gema axilar localizada
adaxialmente a gavinha (seta branca); par de estipulas flanqueando a gavinha (setas vermelhas); E.
Apice caulinar com folhas trilobadas (seta branca), gavinhas (seta vermelha) e estipulas (seta
amarela).
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Na fase adulta reprodutiva, os fitbmeros sé@o caracterizados pela presenca de
folhas trilobadas, gavinhas, estipulas, que flanqueiam as folhas, além de gemas
axilares e botdes florais formados por trés bracteas (Figura 3). A flor emerge a direita
da base da gavinha. Observa-se uma intensa ramificacdo quando se inicia a floracéo
(CANIZARES CHACIN; JARAMILLO AGUILAR, 2015).

Figura 3 - Caracteristicas estruturais e morfolégicas de uma planta na fase adulta-reprodutiva de
Passiflora edulis. A. Planta em desenvolvimento na fase adulta-reprodutiva; B. Ramo de uma planta na
fase adulta-reprodutiva com bot6es florais (setas vermelhas); C. Fitbmero de uma planta na fase adulta-
reprodutiva; sendo constituido por um folha trilobada, um par de estipulas, uma gavinha, um botao floral
e uma gema vegetativa; D. Folha trilobada; E. N6 apresentando um botéo floral, um par de estipulas,
uma gema vegetativa e gavinha. Na margem inferior esquerda, a gema axilar convertida em um novo
apice caulinar (seta branca); F. Apice caulinar em detalhe, presenca de folhas trilobadas, folhas
acessorias — estipulas — (seta vermelha) e gavinhas (seta branca).
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3.5. Reverséao ajuvenilidade

A mudanca do crescimento vegetativo para o crescimento reprodutivo envolve
uma importante transicdo no desenvolvimento do 4pice vegetativo. Esta transicao
pode ocorrer uma vez, em espécies anuais, ou repetidamente, em plantas perenes.
As plantas passam por fases sucessivas de desenvolvimento vegetativo e
reprodutivo em que oOrgdos sdo formados na parte aérea. Estes 0Orgdos sao
derivados do meristema apical caulinar (MAC), um grupo de células indiferenciadas
presentes no apice da planta. Durante o desenvolvimento vegetativo, 0 MAC origina
orgaos vegetativos, como folhas ou brotos vegetativos. Sob tempo determinado
pelas condicbes ambientais e pelo genoétipo da planta individual, ocorre transicdo
para o desenvolvimento reprodutivo (ALBANI; COUPLAND, 2010).

Segundo Zimmerman, Hackett e Pharis (1985), as fases de desenvolvimento
das plantas sdo relativamente estaveis, uma vez que ndo podem ser facilmente
revertidas sob condi¢cdes normais de crescimento ou propagagao.

A reverséao a juvenilidade ou rejuvenescimento € um processo em que o0 apice
retoma seu crescimento vegetativo apés a producao de estruturas reprodutivas, que
deveriam terminar seu desenvolvimento. A reversdo a juvenilidade €, portanto, a
ocorréncia de um retorno a uma fase anterior de desenvolvimento (TOOKE et al.,
2005). O estado de desenvolvimento do apice € essencial para a ocorréncia do
processo de reversdo. Enquanto o meristema ndo estiver completamente
comprometido com a formacéo de flores ou inflorescéncias, o crescimento vegetativo
pode ser reiniciado (GOLA et al., 2015).

O rejuvenescimento refere-se a reversédo da maturacao durante a reproducao
sexual e a formacgéo de embrides, ou pelo uso de tratamentos culturais como poda,
micropropagacao e enxerto em série, ou a aplicacdo de inibidores do crescimento de
plantas (WENDLING; TRUEMAN; XAVIER, 2014). A maturagdo € um processo
continuo que resulta em mudancas de desenvolvimento relativamente estaveis
envolvendo diminuicdo da taxa de crescimento, aumento da frequéncia de
desenvolvimento reprodutivo e caracteristicas morfolégicas alteradas que séo
mantidas mesmo sob condic¢des fisiologicas melhoradas (WENDLING; TRUEMAN;
XAVIER, 2014).
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Varias técnicas foram desenvolvidas para revigorar, rejuvenescer ou manter a
juvenilidade das plantas. Nenhuma dessas técnicas é tdo eficaz quanto o
rejuvenescimento natural, em que as partes mais maduras da planta, os orgaos
reprodutivos, produzem as partes mais juvenis das plantas, os embrides, através da
gametogénese e da reproducdo sexual. Os critérios mais comuns para identificar o
rejuvenescimento sdo baseados na morfologia, na capacidade morfogénica e na
capacidade de produzir cones ou flores (WENDLING; TRUEMAN; XAVIER, 2014).

Muitos autores relatam que 0 rejuvenescimento € mais proeminente em
arvores, embora ocorra também em outras espécies lenhosas de diferentes portes e
em espécies herbaceas.

Em Impatiens balsamina, espécie de dia curto, as plantas derivadas de
sementes, cultivadas em condi¢cdes ndo-indutivas ao florescimento, foram revertidas
através de experimentos fotoperidédicos, quando induzidas ao florescimento em
condi¢Bes de dias curtos (por 5 dias). Foram novamente transferidas para condi¢des
nao-indutivas de florescimento, em dias longos, por 9 dias. As plantas apresentaram
a formacé&o de folhas no lugar de pétalas. Contudo, as plantas revertidas formaram
novas flores através da transferéncia para dias curtos (condigbes indutivas ao
florescimento) apds 9 dias longos (BATTEY; LYNDON, 1986).

Em Lycopodium annotinum, os estrobilos, que sdo as estruturas reprodutivas,
responsaveis pela formacdo e desenvolvimento de esporos, também sofreram
rejuvenescimento. O surgimento dos estrébilos revertidos ocorreu tipicamente no
inverno, enquanto que durante o verdo, os estrobilos foram formados tipicamente.
Assim, seu desenvolvimento pode ser ambientalmente regulado, por exemplo, pelo
fotoperiodo e/ou temperatura e prejudicado quando as condigbes ndo sdo 6timas
para a esporulacdo (GOLA et al., 2015).

O rejuvenescimento pode ser obtido através de subcultivos sucessivos in vitro
de brotacdes, especialmente em meios contendo citocininas (BONGA; ADERKAS,
1992; VON ADERKAS; BONGA, 2000). Apices caulinares de arvores de Larix
decidua de 140 anos de idade produzem raizes adventicias ap0s dez subcultivos
sucessivos, mas maior enraizamento e sobrevivéncia de plantas ocorre apos 14
subcultivos quando as agulhas manifestam morfologia juvenil (KRETZSCHMAR,;
EWALD,1994 apud WENDLING; TRUEMAN; XAVIER, 2014).
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Na maioria das espécies lenhosas, em porte de arvores, o enraizamento
obtido através de uma combinacdo de técnicas culturais, é facilitado ou favorecido
pelo rejuvenescimento. A competéncia de enraizamento geralmente diminui com a
maturacdo de uma planta, o que corresponde a diminui¢cdo da juvenilidade. Logo, a
facilidade de enraizamento € caracteristica de plantas ou 6rgdos em fase juvenil,
enquanto o enraizamento € menos favorecido em plantas perenes lenhosas em fase
adulta.

A reversado é considerada resultante de uma falta de determinacéo no destino
do desenvolvimento do meristema. A determinacdo pode ser testada através de
experimentos envolvendo a propagacao da planta, botdo, meristema ou célula em
questao, longe de condi¢des (ou fontes de sinal) que induzem inflorescéncia ou
destino floral (HUALA; SUSSEX, 1993).

A competéncia pode ser definida como o estado de uma célula na qual é
capaz de responder a sinais extracelulares. A determinacéo torna-se entéo o estado
de uma célula previamente competente que respondeu ao sinal externo,
comprometendo-o com um caminho de diferenciacdo que incluirhd a organogénese.
Se as células de um explante ainda ndo sdo competentes ho momento da excisao,
elas podem ser induzidas a se tornarem in vitro (GEORGE; HALL; KLERK, 2008a).
O comprometimento das células é geralmente modificado através de alteracbes no
ambiente in vitro, particularmente pela alteracdo da disponibilidade de reguladores
de crescimento de plantas (GEORGE; HALL; KLERK, 2008a).

Varios processos para rejuvenescer plantas maduras foram desenvolvidos, a
micropropagacdo é o método mais eficiente e amplamente utilizada para o efeito.
Estudos indicam que as caracteristicas relacionadas a maturacdo podem ser
modificadas por meio da cultura in vitro (BONGA; ADERKAS, 1992; HACKETT,;
MURRAY, 1993).

Em Vaccinium cylindraceum Smith, um eficiente método in vitro foi
desenvolvido para propagar brotos de arbustos silvestres maduros por meio da
proliferacdo de gemas axilares em brotacdes epicormicas. Através da cultura de
brotacbes epicormicas foram produzidos novos brotos com caracteristicas
morfoldgicas juvenis (PEREIRA, 2009).

Plantas de mirtilo micropropagadas na presenca de citocinina e submetidas a
sucessivas repicagens, demonstram elevada habilidade de rejuvenescimento in vitro

do material adulto, podendo ser comparadas as plantas obtidas de semente, tanto
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na capacidade de emitir novas brotagcfes, quanto no nimero de gemas e taxa de
multiplicacdo (SCHUCH et al., 2008).

A cultura in vitro € de fundamental importancia, haja vista a possibilidade da
manutencdo e do monitoramento do desenvolvimento de meristemas, uma vez que,
o isolamento dos meristemas em apices caulinares retirados das plantas em campo
e introduzidos em meios de cultura, permite, certo controle sobre as condi¢cdes de
crescimento dos mesmos, como por exemplo, na formacao e numero de folhas, na
relacédo do tipo /nivel de reguladores de crescimento e fontes de nutrientes (TOOKE
et al., 2005). Logo, é dada a importancia do meio de cultura e de outras condicfes

de cultivo no que diz respeito ao rejuvenescimento in vitro (HACKETT, 1985).

3.6. Regulag&o hormonal na transicdo de fases

Os avancos na compreensdao da regulacdo das transicbes das fases de
desenvolvimento sao oriundos dos estudos realizados sobre a transicdo das fases
vegetativa para reprodutiva em espécies modelo (HUIJSER; SCHMID, 2011). A
transicdo entre estas fases €é dependente de programas genéticos de
desenvolvimento que sdo desencadeados e modulados por estimulos ambientais e
enddgenos, como 0s hormonios vegetais.

Os hormoénios vegetais ou fitorménios sdo compostos enddgenos que
regulam multiplos aspectos do crescimento e desenvolvimento das plantas a baixas
concentragfes. O grau de resposta € regulado pela concentragdo do horménio.
Assim como os horménios vegetais, os reguladores de crescimento, que sé&o
substancias sintetizadas quimicamente, provocam reagOes similares aquelas
causados pelos naturais (DAVIES, 2004).

S&o importantes tanto na transicdo da fase juvenil para adulta, como na
transicéo da fases vegetativa para a reprodutiva. Esforcos realizados para identificar
os fatores enddgenos que regulam a mudanca de fase vegetativa concentraram-se
em carboidratos e acido giberélico (GA). Dependendo da espécie, 0 GA promove ou
suprime a mudanga entre a fase vegetativa e a fase reprodutiva (ZIMMERMAN,;
HACKETT; PHARIS, 1985).
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O &cido giberélico parece ser o principal regulador das mudancgas de fase, no
desenvolvimento reprodutivo. As giberelinas estdo envolvidas na iniciacao floral, no
comprimento de entrends, na germinacdo de sementes, no alongamento da parte
aérea e na estimulacdo da producéo precoce de flores nas gimnospermas, sendo
produzido nas raizes e nos frutos de plantas superiores, além dos precursores de
AG produzidos em folhas e gemas, que sédo convertidos em outras formas nas
raizes (MEILAN, 1997; PHARIS; WEBBER; ROSS, 1987; PLUMMER et al., 1989).
Quando aplicados exogenamente, algumas giberelinas inibem a floracdo em
diversas espécies lenhosas (OLIVEIRA; BROWNING, 1993; ZIMMERMAN;
HACKETT; PHARIS, 1985).

A aplicacdo de GA exdgeno, por exemplo, promove 0 rejuvenescimento em
Hedera helix (ROGLER; HACKETT, 1975), Acacia melanoxylon (BORCHERT,
1965), Hedera canariensis (GOODIN; STOUTEMYER, 1961), Citrus (COOPER,;
PEYNADO, 1958), péra (GRIGGS; IWAKIRI, 1961), Cocos nucifera (SCHWABE,
1976), Morus nigra (TRIPPI, 1963) e varias espécies de Prunus (CRANE; PRIMER,;
CAMPBELL, 1960), mas acelera o florescimento em milho (EVANS; POETHIG,
1995) e Arabidopsis (TELFER; BOLLMAN; POETHIG, 1997).

Os hormonios auxina (DE ZEEUW; LEOPOLD, 1955) e citocinina (MULLINS;
NAIR; SAMPET, 1979) também parecem estar envolvidos na transicdo entre as
fases juvenil e adulta. As auxinas estimulam a diferenciacdo do tecido vascular,
aumentando assim o fornecimento de nutrientes e horménios aos o6rgdos em
desenvolvimento e acelerando seu desenvolvimento (BRUINSMA, 1973). Poethig
(1990) afirmou que os niveis de &cido indol-3-acético (AlA) e citocinina influenciam
diretamente a presenca de atividade mitética no meristema, responsavel pela
estabilidade genética das fases juvenil e adulta.

As auxinas controlam processos basicos, como a divisdo celular e o
alongamento celular. Estédo envolvidas na formacdo de meristemas que déo origem
a um tecido ndo organizado ou a 6rgdos definidos. Em tecidos organizados, as
auxinas estdo envolvidas no estabelecimento e manutencdo da polaridade e, em
plantas inteiras, seu efeito mais marcante é a manutencdo da dominancia apical e a
mediacgédo de tropismos (FRIML, 2003).
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Participam ativamente na regulacdo de varios processos de crescimento e
formacédo nas plantas. Estdo envolvidas em processos de regeneragdo ativa que
ocorrem em uma planta, como restauracdo de 0rgaos ausentes, iniciacdo de gemas
vegetativas, reproducdo de células calosas (KEFELI; KALEVITCH, 2003). Na
micropropagacgao, as auxinas sdo utilizadas para induzir calos e, combinadas com
as citocininas, promovem o crescimento de calos, suspensdes celulares e, em altas
concentracdes relativas as citocininas, promovem as raizes (BEYL, 2011).

As citocininas promovem a divisdo celular na parte aérea e regulam
positivamente o tamanho e a atividade do meristema apical caulinar (BARTON,
2010). Desempenham um papel em uma variedade de processos, incluindo divisao
e diferenciacdo celular, atraso da senescéncia, desenvolvimento de cloroplastos,
captacdo e alocacdo de recursos, nodulacdo em espécies leguminosas,
desenvolvimento vascular, bem como iniciagdo e desenvolvimento de brotos. Em
sistemas de cultura de tecidos, eles sdo usados para superar a dorméncia apical,
permitindo proliferacdo de brotos, e estimular a divisdo celular, muitas vezes em
conjunto com as auxinas (BEYL, 2011).

Os inibidores de crescimento também tém certa influéncia durante as
transicbes de fases em plantas. O Paclobutrazol (PBZ), atua na inibicdo da
biossintese de giberelina, promovendo ndo apenas mudancas morfologicas no
crescimento das plantas, mas também maximizando a taxa de brotacdo (ROBERTS
et al.,, 1992; SMITH et al., 1992; SMITH; ROBERTS; MOTTLEY, 1990). Os inibidores
da biossintese de GA reduzem o alongamento vegetativo e aumentam a formacéao
de flores em vérias espécies diferentes (BUBAN; FAUST, 1982; GOLDSCHMIDT;
MONSELISE, 1972; KATZ et al., 2003; LUCKWILL; SILVA, 1979; MEILAN, 1997).

Assim como o Paclobutrazol, o &cido naftil-ftalamico (NPA) interfere num
processo crucial do crescimento e desenvolvimento das plantas. O transporte polar
da auxina é necessario para direcionar os fluxos de auxina e formar gradientes de
nas plantas, que sao criticos para a formacgéo de padroes (GEORGE; HALL; KLERK,
2008b). O NPA favorece a inibicdo do transporte polar de auxina, tendo a
capacidade de promover ou modificar a morfogénese e, em muitos casos, parece ter
suprimido o efeito da auxina exdégena ou endégena (MOSHKOV et al., 2008). Em
milho, a aplicagdo de NPA previne o inicio de meristemas axilares nas

inflorescéncias e afeta o desenvolvimento de espiguetas (WU; MCSTEEN, 2007).
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Os hormoénios e reguladores de crescimento de plantas tém efeitos
pleiotropicos, estando envolvidos no controle de uma ampla gama de processos de
desenvolvimento. Ao mesmo tempo, o efeito de um horménio em qualquer processo
de desenvolvimento depende da espécie (STADEN; ZAZIMALOVA; GEORGE,
2008).

Tem sido sugerido que os reguladores de crescimento podem controlar a
maturacdo. Embora varios reguladores do crescimento tenham demonstrado afetar a
juvenilidade, ndo esta claro se as alteracbes nas suas concentracdes controlam
diretamente a maturacdo. Sua agcdo pode ser indireta, por exemplo, afetando a
particdo ou mobilizacédo de assimilados (SGAMMA, 2017). Segundo Andreu e Marin
(2005), a utilizacdo de reguladores de crescimento causa 0 rejuvenescimento do
material vegetal adulto, onde as concentracdes internas e aplicacbes externas
dessas substancias estéo relacionadas com caracteristicas juvenis (SCHUCH et al.,
2008). Ballester et al. (1990) afirmam que tratamentos especificos com horménios
vegetais podem alcancar a reversao da fase adulta para a fase juvenil.

Desta forma, ha evidéncias de que, semelhante ao que ocorre com 0s sinais
de fotoperiodo e temperatura, os sinais hormonais também possuem efeito espécie-
dependente e sua acdo tanto na transicdo das fases juvenil para adulta ou
vegetativa para reprodutiva tém sido bastante estudadas (HUIJSER; SCHMID,
2011). No entanto, ha uma grande caréncia na literatura a respeito da acéo

hormonal na reverséo a juvenilidade (POETHIG, 2010).

3.7. Meristemas

Como as plantas mantém os meristemas apicais para manter a capacidade
de organogénese durante o desenvolvimento pds-embrionario, muitos meristemas
séo favorecidos (TIAN; JIAO, 2015). Segundo Albani e Coupland (2010), a maioria
das espécies, tem seu desenvolvimento vegetativo mantido pelos meristemas
axilares. Os meristemas axilares séo iniciados nas axilas das folhas, a partir do limite
entre 0 meristema apical caulinar e os primordios foliares. Este limite € uma faixa

estreita com um pequeno numero de células. Nas axilas das folhas, a proliferacéao
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celular é posteriormente evocada para se tornarem novas células meristematicas
(WANG et al., 2014).

A arquitetura da planta é formada por séries de modulos similares produzidos
pelos meristemas. Esses moédulos, denominados fitbmeros, consistem em um
segmento de caule (entrend) e um no, que contém uma ou mais folhas ou estruturas
foliares e um ou mais meristemas axilares associados a axila de cada folha
(MCSTEEN; LEYSER, 2005). Possuem o mesmo potencial de desenvolvimento do
MAC, uma vez que cada um deles pode formar uma ramificacdo caulinar completa
ou inflorescéncias durante o desenvolvimento reprodutivo. Sendo assim, 0s
meristemas axilares sdo os principais elementos na determinacédo da arquitetura e
do sucesso reprodutivo das plantas (RODRIGUES; KERBAUY, 2009).

De acordo com Rodrigues e Kerbauy (2009), a flexibilidade encontrada na
atividade dos meristemas axilares permite uma variagdo consideravel na arquitetura
da planta, proporcionando adaptacdes a sua forma de acordo com as condi¢cbes
ambientais situadas. O desenvolvimento das gemas formadas pelos meristemas
axilares é regulado por varios sinais ambientais e enddgenos. Entretanto, 0s
mecanismos sinalizadores mais finos envolvidos no controle deste processo sao
pouco compreendidos. Dentre as moléculas conhecidas como importantes
mediadoras na transducdo de sinas ambientais que regulam a atividade
meristematica, os fitorménios, destacam-se as citocininas e auxinas.

As alteracbes mais sutis na natureza e destino dos meristemas axilares
ocorrem durante a transicdo geral de estagios juvenis para adultos da planta. Os
meristemas axilares sdo formados em estagios especificos de desenvolvimento, ou
podem variar em tamanho ou potencial de crescimento dependendo do estagio em
gue séo formados (BENNETT; LEYSER, 2006).

A maioria das gemas axilares crescera para formar ramos laterais, que
geralmente repetem o padrédo de desenvolvimento observado no broto primario,
incluindo a producgéo de folhas, flores, meristemas axilares, eventualmente, ramos
laterais. No entanto, alguns meristemas axilares podem formar estruturas diferentes,
dependendo das espécies e condi¢cdes (BENNETT; LEYSER, 2006).
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Em P. edulis, os meristemas laterais sdo estruturas unicas derivadas do
meristema apical caulinar e podem desenvolver uma flor ou uma gavinha,
caracterizando um alto grau de plasticidade na producéo e ativacdo dos meristemas
axilares nesta espécie. A natureza e as propriedades dos meristemas axilares sao
alteradas com as mudancas de fase que as plantas passam por meio de seu ciclo de
vida (BENNETT; LEYSER, 2006).

Logo, pretendeu-se observar a influéncia das classes hormonais no
desenvolvimento dos meristemas axilares, com a finalidade de analisar a
manutencdo in vitro das estruturas produzidas pelos meristemas axilares em P.

edulis.
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4. MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos nos Laboratérios de Biotecnologia Vegetal
e Histopatologia e Biologia Estrutural de Plantas do Centro de Energia Nuclear na
Agricultura (CENA/USP), Piracicaba, SP.

4.1. Material Vegetal

O material vegetal foi obtido de plantas cultivadas de P. edulis a partir de
sementes germinadas provenientes de frutos maduros comprados em feira, além de
plantas cultivadas a partir da propagacédo vegetativa por estacas herbaceas, visando
0 estabelecimento de material vegetal suficiente para a conducéo dos experimentos.
As plantas foram cultivadas em vasos contendo substrato, na casa de vegetacao, ao
total, 389 vasos. As plantas, mantidas em casa de vegetacdo, foram irrigadas
diariamente através de um sistema de irrigacdo, e adubadas conforme o desbaste
de ramos. As sucessivas podas foram realizadas apds a coleta de apices caulinares,
visando estimular a producdo de novos ramos e, consecutivamente, a producdo de
novos 4pices caulinares.

Os tratos culturais como poda, adubacéao, irrigacdo e controle de pragas como
lagartas e acaros foram de grande importancia para o desenvolvimento vigoroso das
plantas. Como fonte de explantes para introducdo in vitro, apices caulinares foram
obtidos de plantas adultas de P. edulis, cultivadas em casa de vegetacéo (Figura 4).
A presenca de gavinhas e folhas trilobadas caracteriza a fase adulta para a coleta de

apices caulinares (Figura 4E).
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Figura 4 - Plantas de Passiflora edulis em casa de vegetacdo em diferentes fases de
desenvolvimento. A. Plantas em fase adulta vegetativa, com desenvolvimento de gavinhas e folhas
trilobadas, utilizadas para a coleta dos apices caulinares para introducao in vitro; B. Plantas em fase
juvenil (folhas lanceoladas de coloragéo verde-claro) em desenvolvimento para obtencdo de material
vegetal; C. Desenvolvimento de plantas na fase adulta-reprodutiva em casa de vegetacdo; D.
Desenvolvimento de ramo na fase adulta-reprodutiva (botdo floral indicado pela seta branca); E.
Ramo excisado de planta adulta para coleta de apice caulinar.

4.2. Cultivo in vitro de 4pices caulinares de P. edulis

4.2.1. Cultivo de é&pices caulinares em meio MSM sem reguladores de

crescimento

Apices caulinares de plantas adultas (Figura 4E), seja na fase adulta
vegetativa ou reprodutiva, foram coletados manualmente, sendo imersos em frascos
com agua destilada autoclavada e levados ao laboratério. Para assepsia, em camara
de fluxo laminar, os apices caulinares foram imersos em solucdo de etanol (70%),
por 1 min (Figura 5A), e em seguida em soluc¢do de hipoclorito de s6dio comercial
(2,0 - 2,5 % de cloro ativo) adicionada de 3 a 4 gotas do detergente Tween 20
(0,1%), por 15 minutos (Figura 5B), seguido de 3 a 4 lavagens em agua destilada
autoclavada. ApoOs assepsia (Figura 5C e 5D), os 4pices caulinares foram
introduzidos in vitro (Figura 5E), em meio de cultura MSM (MONTEIRO et al., 2000)
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adicionado de sacarose (3%), além das vitaminas tiamina, piridoxina, &acido
nicotinico, glicina e mioinositol. Nos primeiros experimentos, foi utilizado o meio Y2
MS (metade das concentracdes de sais) para o desenvolvimento in vitro de 4pices
caulinares. Entretanto, o crescimento das culturas em meio ¥2 MS foi irrelevante. Os
apices permaneceram inertes e ndo desenvolveram respostas ao meio de cultura
adotado, que se repetiam ao longo dos experimentos instalados.

Para solucionar o problema do baixo crescimento e desenvolvimento in vitro
de apices caulinares de P. edulis cultivados em meio ¥2 MS, foi utilizado um meio de
cultura especifico para a cultura do maracuja, desenvolvido por Monteiro et al.,
(2000). © meio MSM ¢é uma formulagcédo proposta para contornar os problemas de
clorose, elongamento retardado e baixa producéo de brotos em cultura in vitro de
diferentes espécies de Passiflora cultivadas em meio MS. O meio MSM tem
concentragcfes reduzidas de nitrogénio, potassio, zinco, boro e cloreto, junto com
concentracbes aumentadas de calcio, magnésio, enxofre, ferro, manganés, cobre,
sbédio e EDTA, e ndo contem iodo. A reducédo de cloreto é realizada pela troca da
fonte de calcio, do cloreto de calcio para nitrato de calcio (GARCIA et al., 2011).

O meio de cultura foi ajustado para o pH de 5,8, solidificado com Phytagel
(2 %), distribuido em tubos de ensaio (150 X 25 mm), 15 mL por tubo, e esterilizado
em autoclave vertical sob temperatura de 120°C por 20 minutos. Apés a introducéo
dos apices caulinares in vitro, os tubos de ensaio foram mantidos em sala de
crescimento (Figura 5F) a temperatura de 27 + 1 °C e intensidade luminosa de 60
umol.m?. O experimento foi conduzido em delineamento casualizado em blocos, com
trés blocos (B1, B2 e B3), com 50 tubos por bloco, totalizando 150 tubos. Os blocos

foram instalados a cada 7 dias.
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Figura 5 - Assepsia e introducdo in vitro de apices caulinares adultos de Passiflora edulis. A. Imersédo
em solugéo de etanol (70 %) por 1 minuto; B. Imersdo em solucéo de hipoclorito de sédio comercial
(2,5 % cloro ativo) + Detergente Tween 20, por 15 minutos; C. Manipulagdo e limpeza de &pices
caulinares; D. Apices caulinares assépticos para introduc&o in vitro; E. Apice caulinar introduzido in
vitro em meio de cultura MSM, medindo aproximadamente 1,5 cm de comprimento;
F. Estabelecimento de apices caulinares em sala de crescimento no 1° dia de cultivo.

Para cada bloco, os apices caulinares foram subcultivados duas vezes, aos
23 e 52 dias de cultivo para B1, aos 24 e 45 dias de cultivo para B2, e aos 23 e 53
dias de cultivo para B3. As avaliacdes foram realizadas em periodos compreendidos
entre 15 (x2), 22 (x2), 29 (+2), 36 (£2) e 43 (+2) dias de cultivo, para observar o
momento em que ocorreria a reversao a juvenilidade e estruturas formadas, através

da observacdo dos meristemas axilares utilizando o microscopio estereoscoépico.
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4.2.2. Analise de amostras de 4pices caulinares cultivadas em meio MSM sem
regulador de crescimento com o auxilio do microscopio eletrénico de

varredura

Para estudar a ocorréncia de reversao a juvenilidade em P. edulis, amostras
foram coletadas aos 15, 22, 29 e 36 dias de cultivo in vitro em meio de cultura MSM
sem regulador de crescimento. Em cada coleta, 10 amostras foram retiradas dos
tubos de ensaio e imersas em solugdo de paraformaldeido (4 %) submetidas a
vacuo por 15 min e em seguida mantidas sob refrigeracédo, por 48 h, no mesmo
fixador e na sequéncia desidratadas em série etilica por 1 h cada (30, 40, 50, 60, 70,
80, 90 e 100 %, esta ultima por trés vezes). Embora o desenvolvimento in vitro de
culturas de apices caulinares de P. edulis em meio ¥2 MS tenha sido baixo, amostras
foram coletadas e processadas para a observacdo em microscopio de varredura,
conforme descrito anteriormente.

Subsequentemente, as amostras foram secas ao ponto critico através de CO:
(Secador ao Ponto Critico, Leica CPD300), dissecadas em microscopio
estereoscoépico, mantendo integros o meristema apical caulinar, primordios foliares e
meristemas axilares, afixados em suportes metélicos com fita dupla face (3M, Brasil),
metalizadas com ouro (Metalizador, Leica EM-300), sendo observadas a 10-20 kV
sob um microscépio eletrénico de varredura LEO 435 VP (Oberkochen, Alemanha),
no Nucleo de Apoio a Microscopia Eletrénica (NAP/MEPA), ESALQ/USP, Piracicaba,
SP (Figura 6).

Através das analises realizadas, foram capturadas micrografias das amostras
em cada intervalo de tempo, com a finalidade de observar, ou nédo, a ocorréncia da
reversao a juvenilidade, caracterizada pela formacdo de uma gema axilar ao inves
de uma gavinha ou flor na axila da folha em apices caulinares de plantas adultas,

além de caracterizar as fases de desenvolvimento de P. edulis.
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Figura 6 - Processamento de amostras de apices caulinares de plantas adultas de Passiflora edulis
para observagcdo em microscopio eletrdnico de varredura. A. Fixagdo em solucdo de paraformaldeido
(4 %), por 48 h; B. Desidratacdo em série etilica (30-100%), por 1 h cada; C. Secagem das amostras
ao ponto critico através de COz; D. Dissecacdo e montagem de amostras com auxilio de microscopio
estereoscopico; E. Metalizagdo de amostras com ouro; F. Amostras metalizadas para observacéo em
microscopio eletronico de varredura; G. Analise das amostras e captura de imagens em microscépio
eletrdnico de varredura LEO 435 VP, NAP/MEPA, ESALQ/USP.

4.2.3. Cultivo de apices caulinares em meio MSM com reguladores de

crescimento

As condicdes de cultivo in vitro adotadas para este experimento foram as
mesmas condicbes descritas acima, entretanto, aos meios de cultura foram
adicionadas diferentes concentracdes de reguladores de crescimento.

Os experimentos foram conduzidos em delineamento casualizado em blocos,
em que cada bloco constituido por 11 tratamentos, sendo o controle (T11l) e
10 tratamentos (T1-T10) com diferentes concentracdes de reguladores de

crescimento (Tabela 1).
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Tabela 1 - Concentra¢cdes de reguladores de crescimento adicionadas ao meio MSM, nos tratamentos
(T1 a T10) utilizados no cultivo in vitro de apices caulinares de plantas de Passiflora edulis.

1uM 10pM
T1: Acido naftaleno-acético (ANA) T2: Acido naftaleno-acético (ANA)
T3: 6- benziloaminopurina (BAP) T4: 6- benziloaminopurina (BAP)
T5: Acido giberélico (GA) T6: Acido giberélico (GAs3)
T7: Inibidor do transporte polar de auxina: Acido T8: Inibidor do transporte polar de auxina:
naftil-ftalamico (NPA) Acido naftil-ftalamico (NPA)
T9: Inibidor da sintese de giberelina: T10: Inibidor da sintese de giberelina:
Paclobutrazol (PACLO) Paclobutrazol (PACLO)

T11: Tratamento controle (Meio MSM)

Cada tratamento foi constituido de 20 tubos, cada um contendo 15 mL de
meio de cultura e 1 apice caulinar, totalizando 220 tubos. O experimento foi instalado
em trés blocos, para garantir um nimero adequado de apices para a realizacao das
analises com auxilio de microscoépio estereoscépico. Os blocos foram denominados
Experimento com regulador de crescimento, Bloco 1 (RC-B1), Experimento com
regulador de crescimento, Bloco 2 (RC-B2) e Experimento com regulador de
crescimento, Bloco 3 (RC-B3). Foram realizados subcultivos para novos meios de
cultura em todos os blocos, aos 30 (RC-B1), 28 (RC-B2) e 34 (RC-B3) dias de
cultivo, respectivamente.

As avaliacdes foram realizadas em periodos compreendidos entre 7 (£2),
15 (x2), 22 (£2), 29 (x2), 36 (+2) e 43 (x2) dias de cultivo para observar o efeito dos
reguladores de crescimento e concentracbes no desenvolvimento dos apices
caulinares in vitro, avaliando-se as estruturas presentes nos apices como gemas,

folhas, estipulas, gavinhas e botdes florais.
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4.2.4. Cultivo de pices caulinares em meio MSM com BAP na concentragéo de
10pM

As condicbes de cultivo in vitro adotadas para o experimento foram as
mesmas condi¢des descritas no item 4.2.1., entretanto, utilizou-se a concentragao
de 10 uM do regulador de crescimento BAP adicionada ao meio de cultura.

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado
(DIC), totalizando 40 tubos. As avaliagdes foram realizadas aos 35 dias de cultivo,
para observar a ocorréncia da reverséo a juvenilidade, que pode ser elucidada como
a formagcdo de novo de estruturas pertencentes a fases anteriores do

desenvolvimento da planta.

4.2.5. Andlise de amostras de apices caulinares cultivadas em meio MSM com

regulador de crescimento com o auxilio de microscépio estereoscoépico

As andlises das amostras de apices caulinares foram realizadas no
Laboratério de Biotecnologia Vegetal e Histopatologia e Biologia Estrutural de
Plantas (CENA/USP). Para tal, visando estudar a resposta dos apices caulinares
adultos de P. edulis cultivados em meios de cultura com diferentes concentracdes de
reguladores de crescimento, amostras foram analisadas aos 7, 15, 22, 29, 36 e
43 dias de cultivo in vitro em meio de cultura MSM, nas diferentes concentracfes de
alguns reguladores de crescimento.

Em cada intervalo, amostras foram avaliadas com o auxilio de microscopio
estereoscopico (Leica EZ4E), a fim de registrar a manutencao e/ou desenvolvimento
de Orgados vegetativos e reprodutivos. A partir de uma camera acoplada ao
microscopio estereoscopico e do programa Leica Application Suite (LAS EZ, Versao
3.2.0), foram capturadas imagens das amostras em cada coleta, com a finalidade de
observar a ocorréncia, ou ndo, da reversao a juvenilidade, assim como registrar a
manutencao e/ou desenvolvimento de Orgaos vegetativos e reprodutivos, bem como

identificar as fases de desenvolvimento das amostras de cada tratamento.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Cultivo in vitro de apices caulinares de P. edulis

5.1.1. Cultivo de apices caulinares em meio MSM sem reguladores de

crescimento

Ao longo de 60 dias de cultivo, em avaliacdes semanais, 0s apices caulinares
foram observados e analisados, sendo monitorados conforme o desenvolvimento ou
formacdo de alguma estrutura que pudesse determinar a condicdo de reversao a
juvenilidade, como a presenca de gemas axilares, buscando determinar em gquantos
dias a reversdo ocorreria. Nos trés blocos instalados (B1, B2 e B3) nao foi
observada a presenca de gemas axilares em nenhuma repeticdo. Os apices também
nao apresentaram crescimento in vitro, o que foi um fator que pode ter marcado a
ndo-ocorréncia da reversao.

Entretanto, houve evidéncias de que alguns apices caulinares pudessem ter
sido revertidos, pela observacdo de folhas que pareciam ser lanceoladas. Estes
apices que, possivelmente, apresentaram diferencas em sua morfologia foliar, foram
separados, processados e avaliados por microscopia eletrénica de varredura.

A hipétese era de que a reversao a juvenilidade ocorreria apos a introducéo in
vitro de apices caulinares adultos de P. edulis em meio de cultura (seja MS ou
MSM), sem adicdo exdgena de hormdnios ou reguladores de crescimento. Com
base em observacbes anteriores, presumia-se que 0s apices caulinares
provenientes de ramos adultos deixariam de formar de gavinhas e/ou botdes florais,
caracterizando o retorno a fase juvenil, alguns dias ap0s a introducg&o in vitro do
material, desenvolvendo apenas gemas axilares. Entretanto, nas primeiras tentativas
dos experimentos com introducédo in vitro, foi observado que este fendbmeno nao
ocorria nas condi¢des adotadas neste trabalho.

Os éapices caulinares ndo apresentaram desenvolvimento de estruturas pré-
formadas, como os primérdios foliares, assim como gavinhas, botdes florais e gemas
axilares. As analises realizadas em microscopio eletrénico de varredura foram
fundamentais para a conclusdo de que os 4&pices caulinares realmente néo

apresentaram nenhuma distingdo ou desenvolvimento ao longo dessas estruturas.
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5.1.2. Andlise de estadios de desenvolvimento de 4pices caulinares cultivadas
em meio MSM sem regulador de crescimento

As micrografias eletrbnicas indicam que a reversdo ndo ocorreu nos apices
caulinares adultos de P. edulis quando cultivados em meio ¥2 MS sem adicao de
reguladores de crescimento (Figura 7). Esperava-se que 0s apices caulinares
apresentassem desenvolvimento para que houvesse a formacao de novas estruturas
ao longo do cultivo de 36 dias, entretanto, ndo foi possivel observar a ocorréncia da
reversao in vitro nas condi¢Ges de cultivo adotadas para o experimento. As analises
por MEV mostram, que ndo houve continuidade no desenvolvimento das estruturas
presentes nos explantes, apés a introducao in vitro.

Desta forma n&o ocorrendo a formacdo de novos meristemas, seja com
caracteristicas adultas (gavinha/botéo floral), seja com caracteristicas juvenis (gema
axilar apenas). Os apices caulinares também foram cultivados em meio de cultura
MSM sem adicdo de reguladores de crescimento com o intuito de registrar a
ocorréncia da reversao in vitro, entretanto. Os resultados em meio MSM (Figura 8)
foram semelhantes aos obtidos para os apices cultivados em meio %2 MS (Figura 7).

As condicbes de meio de cultura, concentracdes de reguladores e tipo de
explantes adotadas para 0 experimento ndo permitiram a observagao de reversao in

vitro (Figuras 7 e 8).
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Figura 7 - Apices caulinares de Passiflora edulis cultivados em meio de cultura %> MS sem adi¢&o de
reguladores de crescimento apoés 15 (A), 22 (B), 29 (C) e 36 (D) dias de cultivo in vitro. Legenda: bf =
botdo floral; es = estipula; ga = gema axilar; gv = gavinha; mac = meristema apical caulinar; mx =
meristema axilar; pf = primérdio foliar. Barras: A, C = 100 pym; B, D = 200 pm.
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Figura 8 - Apices caulinares de Passiflora edulis cultivados em meio de cultura MSM sem adig&o de

fitorreguladores, apds 15 (A), 22 (B), 29 (C) e 36 (D) dias de cultivo in vitro Legenda: bf = botao floral,
es = estipula; ga = gema axilar; gv = gavinha; mac = meristema apical caulinar; max = meristema
axilar; pf = primérdio foliar. Barras: A, D = 200 pm; B, C = 300um.
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5.1.3. Caracterizacdo das fases de desenvolvimento de apices caulinares de

Passiflora edulis

Através de observacdes ao microscépio eletrénico de varredura, foi possivel
caracterizar as diferentes fases do desenvolvimento de apices caulinares de P.
edulis. Na fase juvenil, ocorre o desenvolvimento de gemas axilares, que se
desenvolvem nas axilas das folhas (Figura 9A). A disposicdo que as folhas se
apresentam, denominado filotaxia, é espiralada, sendo o primérdio foliar mais novo
aguele mais proximo do meristema apical caulinar.

Os fitdbmeros da fase juvenil sdo constituidos por uma folha lanceolada, uma
gema axilar e um par de estipulas (Figura 9B). Durante a fase juvenil, as plantas ndo
possuem a capacidade de florescimento, uma vez que nédo foi alcancada a
competéncia reprodutiva pelas mesmas, desta forma as plantas crescem apenas
vegetativamente. A fase juvenil termina quando as plantas adquirem a capacidade

de producgéo de gemas.

Figura 9 - Fase juvenil de 4pices caulinares de Passiflora edulis. A. Gema axilar (ga) e primoérdio foliar
(pf), formados na axila da folha (f), podendo-se também observar as estipulas (es) (estipulas e folha
foram retiradas para melhor visualiza¢éo); B. Disposi¢cdo dos primérdios 1 a 4 (pfl a pf4) em um 4pice
caulinar juvenil. Legenda: es = estipula; f = folha; ga = gema axilar; mac = meristema apical caulinar;
pf = primérdio foliar. Barras: A = 150 pm; B = 250 um.
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A fase adulta em P. edulis, pode ser ainda subdividida em adulta vegetativa e
adulta-reprodutiva, em que estruturas morfologicas diferentes caracterizam as
transicdes entre as fases do desenvolvimento em P. edulis. Durante a fase adulta
vegetativa, através dos meristemas axilares, sdo formadas as gavinhas, sendo
considerada, adaptacdo do género Passiflora, que conferem vantagem ao
desenvolvimento das plantas, uma vez que estas espécies necessitam de grande
quantidade de luz, desta forma as gavinhas permitem o suporte dos ramos,
permitindo o crescimento em busca de luz.

Segundo Nave et al. (2010) as gavinhas sédo formadas através dos meristemas
axilares. Um grupo de células na base adaxial dos primordios foliares d&o inicio a
divisbes celulares e formam um meristema que se torna claramente visivel quando
sdo formados, aproximadamente, trés a quatro primoérdios foliares proximos ao
meristema apical caulinar (Figura 10 A).

Na fase adulta vegetativa, 0 meristema axilar forma uma gema vegetativa e
uma gavinha; (Figura 10B), a gema axilar pode permanecer dormente ou ser
ativada, conforme a necessidade do desenvolvimento da planta.

O meristema vegetativo axilar se torna visivel quando 5 primordios foliares,
aproximadamente, sdo formados no &pice. Este meristema € ligeiramente
distanciado da base da folha do peciolo, com a gema axilar sendo formada na face
adaxial da gavinha (Figura 10C-E). Durante esta etapa, as plantas adquirem a
competéncia reprodutiva. Os fitbmeros da fase adulta vegetativa sado constituidos
por uma folha trilobada, uma gavinha, uma gema axilar e um par de estipulas
(Figura 10A). As folhas trilobadas aparecem apdés a producéo de 14 a 16 fitbmeros
jovens (NAVE et al., 2010).
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Figura 10 - Fase adulta vegetativa de apices caulinares de Passiflora edulis. A. Disposi¢do de
primérdios em um apice caulinar na fase adulta vegetativa; B. Fitdbmero de um apice caulinar na fase
adulta vegetativa constituido de uma gavinha (gv), gema axilar (ga), primérdio foliar (pf), e um par de
estipulas (es); C. Gavinha com aproximadamente 1,5 mm de comprimento mostrando uma gema
axilar (ga) ja desenvolvida na face adaxial da gavinha (seta); D. Detalhe da imagem em C; E.
Disposicdo da gavinha na face adaxial da folha e da gema axilar na face adaxial da gavinha.
Legenda: es = estipula; f = folha; ga = gema axilar; gv = gavinha; mac = meristema apical caulinar;
max = meristema axilar; pf = primérdio foliar. Barras: A = 200 um; B = 300 ym; C, E = 1mm; D = 0,5
mm.

Na fase adulta reprodutiva, os fitbmeros sédo constituidas por um botao floral,
uma gavinha, folhas trilobadas, uma gema axilar localizada adaxialmente a gavinha,
além de um par de estipulas (Figura 11A). Os meristemas axilares subdividem-se
em dois domos (Figura 11C), originando uma gavinha e um botdo floral (Figura
11D), concomitantemente, além do desenvolvimento da gema axilar localizado

adaxialmente a gavinha (Figura 11B, D, E).
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Figura 11 - Fase adulta reprodutiva de apices caulinares de Passiflora edulis. A. Disposicdo dos
primérdios em um 4pice caulinar na fase adulta reprodutiva; B. Fitdmero de um apice caulinar na fase
adulta reprodutiva constituido de um botéo floral (bf), gavinha (gv), gema axilar (ga) (seta), primérdio
foliar (pf), e um par de estipulas (es); C-E. Detalhes das imagens mostradas em A e B. Legenda: bf =
botéo floral; es = estipula; f = folha; ga = gema axilar; gv = gavinha; mac = meristema apical caulinar;
max = meristema axilar; pf = primérdio foliar. Barras: A = 300 um; B, D =200 um; C, E =1mm.

5.1.4. Andlise de amostras de apices caulinares “possivelmente revertidos”

cultivados em meio MSM sem regulador de crescimento

Observou-se uma diferenca na morfologia de algumas folhas em apices
caulinares cultivados in vitro em meio de cultura MSM sem adicdo de
fitorreguladores. Tais diferencas foram caracterizadas como folhas contendo apenas
dois lobos, uma vez que plantas adultas de P. edulis apresentam folhas trilobadas
(com trés lobulos). Logo, supbs-se que ocorrera a reversao. Entretanto, foi
observado sob microscopia de varredura que apos a introdugéo in vitro ndo houve a

formacao de novos primordios nestes apices.
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Pressupde-se que o0s apices caulinares, quando coletados no campo,
encontravam-se em transicdo de fases do desenvolvimento e isto pode ser
evidenciado pela alteracdo na morfologia das folhas, o que foi observado no
momento das coletas para introducdo de material in vitro. A Figura 12 mostra
algumas amostras de 4pices caulinares que foram selecionados como sendo apices
possivelmente revertidos, e que, através das observacbes sob o microscopio de
varredura, sugere-se que nao houve modificacbes ou a reprogramacdo dos
meristemas axilares, para a formacdo de meristemas axilares que apresentassem o
rejuvenescimento, ocorrido in vitro nesses apices. Dessa forma, a hipétese inicial

gue previa a reprogramacao dos produtos dos meristemas axilares foi refutada.

Figura 12 - Apices caulinares possivelmente revertidos. A. Amostra E2-11; B. Micrografia eletrénica
da amostra E2-11; C. Amostra E2-16; D. Micrografia eletrdnica da amostra E2-16; E. Amostra E2-24;
F. Micrografia eletrénica da amostra E2-24; G. Amostra E2-37; H. Micrografia eletrébnica da amostra
E2-37; . Amostra E2-57; J. Micrografia eletrénica da amostra E2-57; K. Amostra E2-66; L. Micrografia
eletrbnica da amostra E2-66; M. Amostra E2-75; N. Micrografia eletrbnica da amostra E2-75; O.
Amostra E2-85; P. Micrografia eletrbnica da amostra E2-85. Barras: B, D, H, J, L, N, P = 200um;
F =300 pum.
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5.1.5. Cultivo de apices caulinares em meio MSM com reguladores de

crescimento

Pretendeu-se observar o efeito dos reguladores de crescimento e de alguns
inibidores adicionados ao meio de cultura MSM, no fenbmeno da reversdo a
juvenilidade. Ao longo de 60 dias de cultivo in vitro, em avaliacbes semanais, 0S
apices caulinares foram observados e analisados, sendo monitorados conforme o
desenvolvimento ou formacdo de alguma estrutura que pudesse determinar a
condicdo de reversao a juvenilidade.

As analises ao microscOpio estereoscOpico corroboraram para otimizar a
caracterizacdo das fases de desenvolvimento de apices caulinares de P. edulis,
assim como contribuiram para registrar quais estruturas se mantém presentes
durante esta fases e seus comportamentos quando cultivados em meio de cultura,
tais fatores, favorecem a descricdo morfoldgica de maneira mais detalhada.

Dentre os tratamentos T1 a T11 nos trés blocos instalados Bloco 1 (RC-B1),
Bloco 2 (RC-B2) e Bloco 3 (RC-B3), ndo foi observada em nenhuma repeticdo, a
ocorréncia de reversao, exceto nos tratamentos T4 que apresentavam a adicdo da
citocinina BAP na concentracdo de 10 pM, foi observada a formacdo de brotos a
partir de gemas axilares. Os demais tratamentos ndo apresentaram respostas aos
reguladores e inibidores, sendo que os apices caulinares ndo desenvolveram
nenhuma estrutura. Neste trabalho, optou-se por caracterizar os tratamentos
referentes ao bloco RC-B1, evidenciando o desenvolvimento das estruturas,
comportamento in vitro, assim como respostas aos meios de cultura adicionados
com diferentes concentracdes de reguladores de crescimento e inibidores.

Nao foi realizada a analise dos apices caulinares sob a metodologia da
microscopia eletronica de varredura, devido a inviabilidade na metodologia, uma vez
gue nao foi observada a ocorréncia de reversao in vitro ainda nos experimentos sem

reguladores de crescimento.
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Tratamentos referentes ao bloco RC-B1

Tratamento T1 (ANA 1uM)

Os fitbmeros centrais, ou seja, mais proximos do MAC sao preservados ou
mantidos, entretanto, ndo houve desenvolvimento desses érgaos (folhas trilobadas,
gavinhas, estipulas e gemas axilares) (Figura 13). Em alguns apices caulinares,
observou-se a presenca e manutencdo de botbes florais ao longo das avaliacbes
(Figura 13B). Infere-se que os primordios florais ja estavam presentes no material
em campo, anteriormente a coleta. Durante o cultivo in vitro houve manutencéo
desses 6rgaos reprodutivos em alguns apices caulinares.

Observou-se que os fitbmeros mais periféricos, ou seja, mais distantes do
MAC, frequentemente, eram abortados, em que o0s O0rgdos vegetativos e
reprodutivos apresentavam caracteristicas de senescéncia foliar ou morte,
caracterizado pela queda de folhas, gavinhas, estipulas e até botdes florais no
interior dos tubos de ensaio (Figura 13A, C). Também ocorreu a formacéo de broto
adventicio na base do explante (Figura 13D). A auxina ANA, nos tratamentos T1 e
T2, ndo promoveu a formacdo de raizes nem o desenvolvimento posterior de
brotacdes. Em vez da formacdo das raizes, o tratamento T2 (ANA 10uM) produziu
calos na extremidade basal dos explantes (Figura 13C). Apesar desse tecido de
calos ndo pareca ser organogénico, com células largas e soltas, houve a formacéao
de gema adventicia intercalada com células calosas como descrito por Biasi et al.
(2000) (Figura 13D).
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Figura 13 — Apices caulinares de Passiflora edulis cultivados em meio MSM com ANA 1 pM
(tratamento T1). A. Manutencéo dos fitbmeros proximos ao MAC (folhas trilobadas, gavinhas e
estipulas) (seta branca), além do abortamento de botdes florais (seta vermelha). Apice caulinar na
fase adulta-reprodutiva; B. Manutengédo dos fitbmeros proximos ao MAC (gavinhas, gemas axilares,
botbes florais, estipulas e folhas trilobadas) (seta branca). Manutencao do botdo floral e gavinha.
Apice caulinar na fase adulta-reprodutiva; C. Manutencdo de folhas trilobadas, gavinhas e estipulas
proximas a regido do MAC (seta branca), além de abortamento floral (seta vermelha). Apice caulinar
na fase adulta-vegetativa; D. Formacdo de gema na base do explante (seta branca). Apice caulinar
na fase adulta reprodutiva. Legenda: bf = botéo floral, es = estipula, f = folha trilobada, g = gavinha.
Barras: A,D=2mm; B=1mm; C =0,5 mm.
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Os apices caulinares foram avaliados e caracterizados conforme a sua fase
de desenvolvimento, exceto as amostras em que ocorreu contaminacao ou morte do
explante. Seis amostras (tubos 3,5,6,7,8,16) foram caracterizadas como na fase
adulta-vegetativa, e doze amostras (tubos 1,2,9,10,11,12,13,14,15,18,19,20), como
na fase adulta-reprodutiva (Figura 14).

Figura 14 — Apices caulinares de Passiflora edulis cultivados em meio MSM e ANA 1uM em diferentes
fases de desenvolvimento. Legenda: CFB = Contaminacao bacteriana ou flingica; FAV = Fase adulta
vegetativa; FAR = Fase adulta reprodutiva; ME = Morte do explante.

TRATAMENTO T1: ANA 1uM
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Tratamento T2 (ANA 10 uM)

Os fitbmeros centrais, ou seja, mais proximos do MAC sdo preservados ou
mantidos, entretanto, ndo houve desenvolvimento desses 6rgaos (folhas trilobadas,
gavinhas, estipulas e gemas axilares) (Figura 15A,B,D). Em alguns apices
caulinares, foi observado a presenca e manutencdo de botdes florais ao longo das
avaliagOes. Infere-se que estes iniciaram seu desenvolvimento ainda em campo,
antes do momento de coleta. De alguma forma, o meio de cultura apresentou
resposta favoravel & manutencdo desses 0Orgdos reprodutivos em alguns apices

caulinares.
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Observou-se que os fitbmeros mais periféricos, ou seja, mais distantes do
MAC, frequentemente, eram abortados, em que o0s 0rgdos vegetativos e
reprodutivos apresentavam caracteristicas de senescéncia foliar ou morte,
caracterizado pela queda de folhas, gavinhas, estipulas e até botbes florais no
interior dos tubos de ensaio. A formacdo de calos foi expressiva para este

tratamento (Figura 15C).

Figura 15 — Apices caulinares de Passiflora edulis cultivados em meio MSM com ANA 10uM
(tratamento T2). A. Manutencgédo de fitbmeros proximos ao MAC (gavinhas, gemas axilares, botGes
florais, estipulas e folhas trilobadas) (seta branca). Apice caulinar na fase adulta reprodutiva; B.
Manutencgdo de fitbmeros préoximos ao MAC (gavinhas, gemas axilares, botdes florais, estipulas e
folnhas trilobadas) (seta branca). Apice caulinar na fase adulta reprodutiva; C. Formac&o de calos na
base do explante (seta branca). Apice caulinar na fase adulta reprodutiva; D. Manutengio de
fitbmeros préoximos ao MAC (gavinhas, gemas axilares, botdes florais, estipulas e folhas trilobadas)
(seta branca). Apice caulinar na fase adulta reprodutiva. Legenda: bf = bot&o floral, es = estipula, f =
folha trilobada, g = gavinha, ga = gema axilar. Barras: A, C = 2mm; D = 1mm.
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Os apices caulinares foram avaliados e caracterizados conforme a sua fase
de desenvolvimento, exceto as amostras em que ocorreu contaminagao ou morte do
explante. Seis amostras (tubos 2,6,7,8,9,10) foram caracterizadas como na fase
adulta-vegetativa, e treze amostras (tubos 1,3,4,5,11,12,14,15,16,17,18,19,20),
como na fase adulta-reprodutiva (Figura 16).

Figura 16 — Apices caulinares de Passiflora edulis cultivados em meio MSM e ANA 10uM em
diferentes fases de desenvolvimento. Legenda: FAV = Fase adulta vegetativa; FAR = Fase adulta
reprodutiva; ME = Morte do explante.

TRATAMENTO T2: ANA 10uM
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Tratamento T3 (BAP 1 uM)

Os fitbmeros centrais, ou seja, mais proximos do MAC sdo preservados ou
mantidos, entretanto, ndo houve desenvolvimento desses 6rgaos (folhas trilobadas,
gavinhas, estipulas e gemas axilares) (Figura 17). Em alguns apices caulinares, foi
observado a presenca e manutencdo de botbes florais ao longo das avaliagdes.
Infere-se que estes iniciaram seu desenvolvimento ainda em campo, antes do
momento de coleta (Figura 17A, D). De alguma forma, o meio de cultura apresentou
resposta favoravel a manutencdo desses oOrgaos reprodutivos em alguns apices

caulinares.
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Em algumas amostras, houve a formacéo de calos na base do explante
(Figura 17B). Observou-se que os fitbmeros mais periféricos, ou seja, mais distantes
do MAC, frequentemente, eram abortados, em que o0s 0Orgaos vegetativos e
reprodutivos apresentavam caracteristicas de senescéncia foliar ou morte,
caracterizado pela queda de folhas, gavinhas, estipulas e até botdes florais no
interior dos tubos de ensaio (Figura 17C).

Figura 17 - Apices caulinares de Passiflora edulis cultivados em meio MSM com BAP 1uM
(tratamento T3). A. Manutencgédo de fitbmeros proximos ao MAC (gavinhas, gemas axilares, botGes
florais, estipulas e folhas trilobadas) (seta branca). Apice caulinar na fase adulta reprodutiva; B.
Manutencdo de fitbmeros préximos ao MAC (gavinhas, gemas axilares, botdes florais, estipulas e
folhas trilobadas) (seta branca). Formac&o de calos na base do explante. Apice caulinar na fase
adulta reprodutiva; C. Manutencdo de fitbmeros proximos ao MAC (gavinhas, gemas axilares,
estipulas e folhas trilobadas) (seta branca). Abortamento de botdes florais (seta vermelha). Apice
caulinar na fase adulta vegetativa; D. Manutencéo de fitbmeros proximos ao MAC (gavinhas, gemas
axilares, botbes florais, estipulas e folhas trilobadas) (seta branca). Apice caulinar na fase adulta
reprodutiva. Legenda: bf = botdo floral, es = estipula, f = folha trilobada, g = gavinha. Barras: A, D=1
mm; B, C =2 mm.
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Os apices caulinares foram avaliados e caracterizados conforme a sua fase
de desenvolvimento, exceto as amostras em que ocorreu contaminagédo ou morte do
explante. Onze amostras (tubos 1,3,4,5,7,8,9,12,17,18,20) foram caracterizadas
como na fase adulta-vegetativa, e oito amostras (tubos 2,6,11,13,14,15,16,19), como

na fase adulta-reprodutiva (Figura 18).

Figura 18 — Apices caulinares de Passiflora edulis cultivados em meio MSM e BAP 1uM em diferentes
fases de desenvolvimento. Legenda: CFB = Contaminacao flngica ou bacteriana; FAV = Fase adulta
vegetativa; FAR = Fase adulta reprodutiva.
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Tratamento T4 (BAP 10uM)

Os fitbmeros centrais, ou seja, mais proximos do MAC sdo preservados ou
mantidos, entretanto, ndo houve desenvolvimento desses 0rgaos (gavinhas,
estipulas). Em alguns apices caulinares, foi observada a presenca e manutencao de
botdes florais ao longo das avaliacbes. Infere-se que estes iniciaram seu
desenvolvimento ainda em campo, antes do momento de coleta. De alguma forma, o
meio de cultura apresentou resposta favoravel a manutencdo desses Orgaos
reprodutivos em alguns apices caulinares.

Observou-se que os fitbmeros mais periféricos, ou seja, mais distantes do
MAC, frequentemente, eram abortados, em que os 6rgdos vegetativos e

reprodutivos apresentavam caracteristicas de senescéncia foliar ou morte,
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caracterizado pela queda de folhas, gavinhas, estipulas e até botdes florais no
interior dos tubos de ensaio.

Neste tratamento, o desenvolvimento de gemas axilares foi expressivo,
ocorrendo em quase todas as repeticdes, aléem do desenvolvimento de folhas
trilobadas (DFT) e desenvolvimento de folhas lanceoladas (DFL). Infere-se que a
concentracdo de BAP neste tratamento foi favoravel ao desenvolvimento de gemas
axilares. Houve formacdo de gemas adventicias em quase todos o0s explantes
(Figura 19A-D).

Figura 19 - Apices caulinares de Passiflora edulis cultivados em meio MSM com BAP 10uM
(tratamento T4). A. Desenvolvimento de gemas axilares (seta branca). Desenvolvimento de gemas
adventicias (setas vermelhas). Apice caulinar na fase adulta vegetativa; B. Desenvolvimento de
gemas adventicias. Apice caulinar na fase adulta vegetativa; C. Manutencgéo de fitmeros proximos
ao MAC (gavinhas, gemas axilares, estipulas e folhas trilobadas) (seta branca). Desenvolvimento de
gemas adventicias. Apice caulinar na fase adulta vegetativa; D. Manutencéo de fitmeros proximos
ao MAC (gavinhas, gemas axilares, estipulas e folhas trilobadas). Desenvolvimento de gemas
adventicias (setas vermelhas). Apice caulinar na fase adulta vegetativa. Barras: A, D = 2 mm.
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Os apices caulinares foram avaliados e caracterizados conforme a sua fase
de desenvolvimento, exceto as amostras em que ocorreu contaminagao ou morte do
explante. Neste tratamento, foi possivel avaliar e caracterizar os apices caulinares
guanto a fase juvenil, uma vez que houve desenvolvimento consideravel de gemas
adventicias em quase todas as repeticdes, além de néo ter sido possivel observar a
manutencdo e/ou abortamento de botdes florais, assim como outros 6rgaos (Figura
20).

Figura 20 — Apices caulinares de Passiflora edulis cultivados em meio MSM e BAP 10puM em
diferentes fases de desenvolvimento. Legenda: CFB = Contaminagdo fungica ou bacteriana;
FAR = Fase adulta reprodutiva; FJ = Fase juvenil.

TRATAMENTO T4: BAP 10uM
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Tratamento T5 (GAs3 1uM)

Os fitbmeros centrais, ou seja, mais proximos do MAC séo preservados ou
mantidos, entretanto, ndo houve desenvolvimento desses 6rgaos (folhas trilobadas,
gavinhas, estipulas e gemas axilares) (Figura 21A). Em alguns &pices caulinares, foi
observada a presenca e manutencdo de botbes florais ao longo das avaliagdes.
Infere-se que estes iniciaram seu desenvolvimento ainda em campo, antes do
momento de coleta. De alguma forma, o meio de cultura apresentou resposta
favoravel a manutencdo desses Orgdos reprodutivos em alguns &pices caulinares.

Em algumas amostras, houve o crescimento de gavinhas (Figura 21B, C).
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Observou-se que os fitbmeros mais periféricos, ou seja, mais distantes do
MAC, frequentemente, eram abortados, em que o0s 0rgdos vegetativos e
reprodutivos apresentavam caracteristicas de senescéncia foliar ou morte,
caracterizado pela queda de folhas, gavinhas, estipulas e até botdes florais no
interior dos tubos de ensaio (Figura 21B, D).

Os explantes cultivados em GA3 na concentracdo de 1 uM (tratamento T5)
apresentaram desenvolvimento e manutencdo das gavinhas (Figura 21B, C). As
giberelinas tipicamente ndo desempenham um grande papel na regulacdo do
desenvolvimento in vitro (GABA, 2004). Quando o GAs é adicionado ao meio de
cultura do tecido vegetal, ele frequentemente diminui ou previne a formacgédo de
raizes adventicias, brotos ou embriées somaticos (MOSHKOQV et al., 2008). Embora
0 GAs tenda a impedir a formagédo de meristemas organizados de raizes e brotos em
culturas de tecidos, pode ajudar no crescimento e desenvolvimento de érgaos pré-
formados (GEORGE; HALL; KLERK, 2008c).

Figura 21 - Apices caulinares de Passiflora edulis cultivados em meio MSM com GAsz 1uM (tratamento
T5). A. Manutencdo dos fitbmeros proximos ao MAC (gavinhas, gemas axilares, botdes florais,
estipulas, folhas trilobadas) (seta branca). Apice caulinar na fase adulta reprodutiva; B. Manutencgéo e
crescimento de gavinhas. Abortamento de fitbmeros periféricos (setas vermelhas). Apice caulinar na
fase adulta vegetativa; C. Manutencdo e crescimento de gavinhas. Manutencdo dos fitbmeros
proximos ao MAC (gavinhas, gemas axilares, estipulas e folhas trilobadas) (seta branca). Apice
caulinar na fase adulta vegetativa. D. Manutencgéo de fitbmeros proximos ao MAC (gavinhas, gemas
axilares, estipulas e folhas trilobadas) (seta branca). Abortamento de botéo floral. Apice caulinar na
fase adulta reprodutiva. Legenda: es = estipula, f = folha trilobada, g = gavinha, ga = gema axilar.
Barras: A,B=2mm; C,D =1 mm.
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Os apices caulinares foram avaliados e caracterizados conforme a sua fase
de desenvolvimento, exceto as amostras em que ocorreu contaminagao ou morte do
explante. Treze amostras (tubos 6,7,8,9,10,11,12,13,14,15,17,18,19) foram
caracterizadas como na fase adulta- vegetativa, e duas amostras (tubos 3,13), como

na fase adulta-reprodutiva (Figura 22).

Figura 22 — Apices caulinares de Passiflora edulis cultivados em meio MSM e GAs 1uM em diferentes
fases de desenvolvimento. Legenda: CFB = Contaminacgéo flngica ou bacteriana; FAV = Fase adulta
vegetativa; FAR = Fase adulta reprodutiva; ME = Morte do explante.
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Tratamento T6 (GA3 10uM)

Os fitbmeros centrais, ou seja, mais proximos do MAC sdo preservados ou
mantidos, entretanto, ndo houve desenvolvimento desses 6rgaos (folhas trilobadas,
gavinhas, estipulas e gemas axilares) (Figura 23A). Em alguns apices caulinares, foi
observado a presenca e manutencdo de botbes florais ao longo das avaliagoes.
Infere-se que estes iniciaram seu desenvolvimento ainda em campo, antes do
momento de coleta. De alguma forma, o meio de cultura apresentou resposta
favoravel a manutencéo desses 6rgaos reprodutivos em alguns apices caulinares.

Observou-se que os fitbmeros mais periféricos, ou seja, mais distantes do
MAC, frequentemente, eram abortados, em que o0s 6rgdos vegetativos e
reprodutivos apresentavam caracteristicas de senescéncia foliar ou morte,
caracterizado pela queda de folhas, gavinhas, estipulas e até botdes florais no

interior dos tubos de ensaio (Figura 23B, C).
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Figura 23 - Apices caulinares de Passiflora edulis cultivados em meio MSM com GAs 10uM
(tratamento T6). A. Manutenc@o dos fitbmeros proximos ao MAC (gavinhas, gemas axilares,
estipulas, folhas trilobadas) (seta branca). Apice caulinar na fase adulta vegetativa; B. Abortamento
de botdes florais (seta vermelha); C. Oxidac¢@o de tecido na base do explante e abortamento de
fitbmeros periféricos (setas vermelhas). Manutencdo dos fitbmeros préximos ao MAC (gavinhas,
gemas axilares, estipulas, folhas trilobadas) (seta branca). Apice caulinar na fase adulta vegetativa;
D. Manutengdo de fitbmeros préximos ao MAC (gavinhas, gemas axilares, estipulas e folhas
trilobadas) (seta branca). Apice caulinar na fase adulta vegetativa; E. Manutencéo dos fitbmeros
proximos ao MAC (gavinhas, gemas axilares, estipulas, folhas trilobadas); F. Gavinha com
terminacgdo globular. Legenda: es = estipula, f = folha trilobada, g = gavinha. Barras: A, C,D, E, F =
2mm; B = 0,5mm.

Os apices caulinares foram avaliados e caracterizados conforme a sua fase
de desenvolvimento, exceto as amostras em que ocorreu contamina¢ao ou morte do
explante. Dezoito amostras (tubos 1,2,3,4,5,6,7,8,9,10,11,12,13,15,16,18,19,20)
foram caracterizadas como na fase adulta- vegetativa, e nenhuma amostra, como na

fase adulta-reprodutiva (Figura 24).
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Figura 24 — Apices caulinares de Passiflora edulis cultivados em meio MSM e GAs 10uM em
diferentes fases de desenvolvimento. Legenda: FAV = Fase adulta vegetativa, ME = Morte do
explante.
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Tratamento T7 (NPA 1uM)

Os fitbmeros centrais, ou seja, mais proximos do MAC sdo preservados ou
mantidos, entretanto, ndo houve desenvolvimento desses 6rgaos (folhas trilobadas,
gavinhas, estipulas e gemas axilares) (Figura 25A, B, D). Em alguns apices
caulinares, foi observado a presenca e manutencao de botbes florais ao longo das
avaliacdes (Figura 25C, E, F). Infere-se que estes iniciaram seu desenvolvimento
ainda em campo, antes do momento de coleta. De alguma forma, o meio de cultura
apresentou resposta favoravel a manutencdo desses 6rgdos reprodutivos em alguns
apices caulinares.

Observou-se que os fitbmeros mais periféricos, ou seja, mais distantes do
MAC, frequentemente, eram abortados, em que o0s Orgdos vegetativos e
reprodutivos apresentavam caracteristicas de senescéncia foliar ou morte,
caracterizado pela queda de folhas, gavinhas, estipulas e até botdes florais no

interior dos tubos de ensaio.
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Figura 25 - Apices caulinares de Passiflora edulis cultivados em meio MSM com NPA 1uM
(tratamento T7). A. Manutencdo dos fitbmeros proximos ao MAC (gavinhas, gemas axilares,
estipulas, folhas trilobadas). Crescimento e manutencéo de gavinhas. Apice caulinar na fase adulta
vegetativa; B. Manutencédo dos fitbmeros préximos ao MAC (gavinhas, gemas axilares, botdes florais,
estipulas, folhas trilobadas). Apice caulinar na fase adulta reprodutiva; C. Bot&o floral localizado ao
lado da gavinha (seta vermelha); D. Manutengédo dos fitbmeros proximos ao MAC (gavinhas, gemas
axilares, botdes florais, estipulas, folhas trilobadas) (seta branca). Apice caulinar na fase adulta
reprodutiva; E. Ampliacdo da imagem D, evidenciando o boté&o floral (seta vermelha); F. Manutencéo
dos fitbmeros préximos ao MAC (gavinhas, gemas axilares, botdes florais, estipulas, folhas trilobadas)
(seta branca). Apice caulinar na fase adulta reprodutiva. Legenda: bf = bot&o floral, es = estipula, f =
folha trilobada, g = gavinha. Barras: A, B, F =2mm; C, E = 0,5mm; D= 1mm.

Da mesma forma, os explantes cultivados em meio de cultura com NPA
(tratamentos T7 e T8) ndo apresentaram formacgao de brotos. De acordo com Feng e
Linck (1970), o NPA inibiu o crescimento de calos em tabaco, mas promoveu a
formacdo de brotos. Vidal et al. (2003) relatam que o NPA inibiu a formacéo e o
crescimento das raizes em culturas de ramos de ramos de carvalho.

Hu et al. (2017) observaram que o NPA favoreceu a formacao de brotos das
cultivares de citrus hibrido Carrizo e limao Eureka, quando associado a citocinina. O
efeito promotor do NPA na organogénese de brotos é dependente da acédo da
citocinina.

Os apices caulinares foram avaliados e caracterizados conforme a sua fase
de desenvolvimento, exceto as amostras em que ocorreu contamina¢gdo ou morte do

explante. Dez amostras (tubos 1,2,4,5,7,9,10,13,14,20) foram caracterizadas como
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na fase adulta vegetativa, e seis amostras (3,6,11,15,16,18) como na fase adulta
reprodutiva (Figura 26).

Figura 26 — Apices caulinares de Passiflora edulis cultivados em meio MSM e NPA 1uM em diferentes
fases de desenvolvimento. Legenda: CFB = Contaminacao flingica ou bacteriana; FAV = Fase adulta
vegetativa; FAR = Fase adulta reprodutiva; ME = Morte do explante.
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Tratamento T8 (NPA 10uM)

Os fitbmeros centrais, ou seja, mais proximos do MAC sao preservados ou
mantidos, entretanto, ndo houve desenvolvimento desses 6rgados (folhas trilobadas,
gavinhas, estipulas e gemas axilares) (Figura 27A, C). Em alguns &pices caulinares,
foi observado a presenca e manutencdo de botbes florais ao longo das avaliagbes
(Figura 27B, D). Infere-se que estes iniciaram seu desenvolvimento ainda em
campo, antes do momento de coleta. De alguma forma, o meio de cultura
apresentou resposta favoravel & manutencdo desses 6rgaos reprodutivos em alguns
apices caulinares.

Observou-se que os fitbmeros mais periféricos, ou seja, mais distantes do
MAC, frequentemente, eram abortados, em que o0s O6rgdos vegetativos e
reprodutivos apresentavam caracteristicas de senescéncia foliar ou morte,
caracterizado pela queda de folhas, gavinhas, estipulas e até botdes florais no

interior dos tubos de ensaio (Figura 27A).



69

Figura 27 - Apices caulinares de Passiflora edulis cultivados em meio MSM com NPA 10uM
(tratamento T8). A. Manutencao dos fitbmeros préximos ao MAC (gavinhas, gemas axilares, botGes
florais, estipulas e folhas trilobadas) (seta branca); Abortamento dos fitbmeros periféricos (seta
vermelha). Apice caulinar na fase adulta reprodutiva; B. Botéo floral localizado ao lado da gavinha
(seta vermelha); C. Manutencao dos fitbmeros proximos ao MAC (gavinhas, gemas axilares, botdes
florais, estipulas e folhas trilobadas) (seta branca). Apice caulinar na fase adulta reprodutiva. D. Bot&o
floral localizado ao lado da gavinha (seta vermelha). Legenda: bf = botéo floral, es = estipula, f = folha
trilobada, g = gavinha. Barras: A, C = 1mm; B, D = 0,5mm.

Os apices caulinares foram avaliados e caracterizados conforme a sua fase
de desenvolvimento, exceto as amostras em que ocorreu contamina¢ado ou morte do
explante. Doze amostras (tubos 1,3,5,7,8,11,14,15,17,18,19,20) foram
caracterizadas como na fase adulta vegetativa, e seis amostras (9,10,12,13,16)

como na fase adulta reprodutiva (Figura 28).
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Figura 28 — Apices caulinares de Passiflora edulis cultivados em meio MSM e NPA 10uM em
diferentes fases de desenvolvimento. Legenda: CFB = Contaminagéo fungica ou bacteriana; FAV =
Fase adulta vegetativa; FAR = Fase adulta reprodutiva.
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Tratamento T9 (PACLO 1uM)

Os fitbmeros centrais, ou seja, mais proximos do MAC sdo preservados ou
mantidos, entretanto, ndo houve desenvolvimento desses 6rgaos (folhas trilobadas,
gavinhas, estipulas e gemas axilares) (Figura 29 A, C, D). Em alguns apices
caulinares, foi observada a presenca e manutencao de botbes florais ao longo das
avaliacdoes (Figura 29 B, E). Infere-se que estes iniciaram seu desenvolvimento
ainda em campo, antes do momento de coleta. De alguma forma, o meio de cultura
apresentou resposta favoravel a manutencdo desses érgaos reprodutivos em alguns
apices caulinares.

Observou-se que os fitbmeros mais periféricos, ou seja, mais distantes do
MAC, frequentemente, eram abortados, em que o0s Orgdos vegetativos e
reprodutivos apresentavam caracteristicas de senescéncia foliar ou morte,
caracterizado pela queda de folhas, gavinhas, estipulas e até botdes florais no

interior dos tubos de ensaio.
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Figura 29 - Apices caulinares de Passiflora edulis cultivados em meio MSM com PACLO 1uM
(tratamento T9). A. Manutencao dos fitbmeros proximos ao MAC (gavinhas, gemas axilares, botbes
florais, estipulas e folhas trilobadas) (seta branca). Apice caulinar na fase adulta reprodutiva; B. Botdo
floral (seta branca) e gema axilar (seta vermelha) localizados proximos a gavinha; C. Manutencao dos
fitbmeros proximos ao MAC (gavinhas, gemas axilares, estipulas e folhas trilobadas) (seta branca).
Apice caulinar na fase adulta vegetativa; D. Manutenc&o dos fitbmeros préximos ao MAC (gavinhas,
gemas axilares, botdes florais, estipulas e folhas trilobadas) (seta branca). Apice caulinar na fase
adulta reprodutiva; E. Botédo floral (seta vermelha); F. Gema axilar (seta vermelha). Legenda: bf =
botéo floral, es = estipula, f = folha trilobada, g = gavinha, ga = gema axilar. Barras: A, C, D = 2mm;
B=1mm; E, F = 0,5mm.

Os explantes cultivados em meios de cultura com adi¢cdo de Paclobutrazol
(tratamentos T9 e T10) ndo apresentaram desenvolvimento de brotos. Segundo
Hamama et al., (2012), os tratamentos PBZ produzem calos, além de favorecer a
taxa de formagdo dos mesmos, melhorando a taxa de regeneracdo, como foi visto
em espécies de Pelargonium. Todavia, os tratamentos com PBZ nao tiveram efeito
sobre a formacdo direta de brotos, raizes ou embriogénese direta.

Os apices caulinares foram avaliados e caracterizados conforme a sua fase
de desenvolvimento, exceto as amostras em que ocorreu contaminacao ou morte do
explante. Doze amostras (tubos 1,2,3,4,5,9,10,11,13,14,18,20) foram caracterizadas
como na fase adulta vegetativa, e cinco amostras (8,15,16,17,19) como na fase
adulta reprodutiva (Figura 30).
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Figura 30 — Apices caulinares de Passiflora edulis cultivados em meio MSM e PACLO 1uM em
diferentes fases de desenvolvimento. Legenda: CFB = Contaminagéo fungica ou bacteriana; FAV =
Fase adulta vegetativa; FAR = Fase adulta reprodutiva; ME = Morte do explante.
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Tratamento T10 (PACLO 10uM)

Os fitbmeros centrais, ou seja, mais proximos do MAC sdo preservados ou
mantidos, entretanto, ndo houve desenvolvimento desses 6rgaos (folhas trilobadas,
gavinhas, estipulas e gemas axilares) (Figura 31A). Em alguns apices caulinares, foi
observado a presenca e manutencdo de botbes florais ao longo das avaliacdes.
Infere-se que estes iniciaram seu desenvolvimento ainda em campo, antes do
momento de coleta. De alguma forma, o meio de cultura apresentou resposta
favoravel a manutencéo desses 6rgaos reprodutivos em alguns apices caulinares.

Observou-se que os fitbmeros mais periféricos, ou seja, mais distantes do
MAC, frequentemente, eram abortados, em que o0s O6rgdos vegetativos e
reprodutivos apresentavam caracteristicas de senescéncia foliar ou morte,
caracterizado pela queda de folhas, gavinhas, estipulas e até botdes florais no
interior dos tubos de ensaio (Figura 31 C).
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Figura 31 - Apices caulinares de Passiflora edulis cultivados em meio MSM com PACLO 10uM
(tratamento T10). A. Manutencdo dos fitbmeros proximos ao MAC (gavinhas, gemas axilares,
estipulas e folhas trilobadas) (seta branca). Apice caulinar na fase adulta vegetativa; B. Manuteng&o
dos fitbmeros proximos ao MAC (gavinhas, gemas axilares, estipulas e folhas trilobadas) (seta
branca). Apice caulinar na fase adulta vegetativa; C. Manutencdo dos fitmeros proximos ao MAC
(gavinhas, gemas axilares, bot6es florais, estipulas e folhas trilobadas) (seta branca). Abortamento de
fitbmeros periféricos (setas vermelhas). Apice caulinar na fase adulta reprodutiva. Legenda: f = folha
trilobada, g = gavinha. Barras: A, B = 2mm; C = 1mm.

Os apices caulinares foram avaliados e caracterizados conforme a sua fase

de desenvolvimento, exceto as amostras em que ocorreu contamina¢ado ou morte do
explante. Doze amostras (tubos 1,3,5,6,8,9,11,12,13,18,19,20) foram caracterizadas
como na fase adulta vegetativa, e uma amostra (17) como na fase adulta reprodutiva
(Figura 32).
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Figura 32 — Apices caulinares de Passiflora edulis cultivados em meio MSM e PACLO 10uM em
diferentes fases de desenvolvimento. Legenda: CFB = Contaminacéo fungica ou bacteriana; FAV =
Fase adulta vegetativa; FAR = Fase adulta reprodutiva; ME = Morte do explante.
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Tratamento T11 (CONTROLE)

Os fitbmeros centrais, ou seja, mais proximos do MAC sdo preservados ou
mantidos, entretanto, ndo houve desenvolvimento desses 6rgaos (folhas trilobadas,
gavinhas, estipulas e gemas axilares) (Figura 33A). Em alguns apices caulinares, foi
observada a presenca e manutencédo de botdes florais ao longo das avaliacdes
(Figura 33B). Infere-se que estes iniciaram seu desenvolvimento ainda em campo,
antes do momento de coleta. De alguma forma, o meio de cultura apresentou
resposta favoravel a manutencdo desses Orgdos reprodutivos em alguns apices
caulinares.

Observou-se que os fitbmeros mais periféricos, ou seja, mais distantes do
MAC, frequentemente, eram abortados, em que o0s O6rgdos vegetativos e
reprodutivos apresentavam caracteristicas de senescéncia foliar ou morte,
caracterizado pela queda de folhas, gavinhas, estipulas e até botdes florais no

interior dos tubos de ensaio.
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Figura 33 - Apices caulinares de Passiflora edulis cultivados em meio MSM (tratamento T11 -
controle). A. Manutencao dos fitbmeros préximos ao MAC (gavinhas, gemas axilares, estipulas e
folhas trilobadas). Apice caulinar na fase adulta vegetativa; B. Botdo floral flanqueando a gavinha
(seta vermelha); C. Manutencao dos fitbmeros proximos ao MAC (gavinhas, gemas axilares, botdes
florais, estipulas e folhas trilobadas). Apice caulinar na fase adulta reprodutiva; D. Gema axilar
localizada em frente a gavinha. Barras: A, C = 2mm; B, D = 0,5mm.

Os épices caulinares foram avaliados e caracterizados conforme a sua fase

de desenvolvimento, exceto as amostras em que ocorreu contaminacao ou morte do
explante. Catorze amostras (tubos 2,4,5,7,10,11,12,13,14,15,16,18,19,20) foram
caracterizadas como na fase adulta vegetativa, e quatro amostras (1,3,8,17) como
na fase adulta reprodutiva (Figura 34).
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Figura 34 — Apices caulinares de Passiflora edulis cultivados em meio MSM (controle) em diferentes
fases de desenvolvimento. Legenda: CFB = Contaminagéo flngica ou bacteriana; FAV = Fase adulta
vegetativa; FAR = Fase adulta reprodutiva.
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O cultivo de apices caulinares adultos em meio MSM com reguladores de
crescimento ndo favoreceu ou facilitou a reversdo a juvenilidade de 4&pices
caulinares adultos de P. edulis. As respostas dos apices aos reguladores foi pouca
ou nenhuma quanto aos aspectos de rejuvenescimento in vitro.

Conforme Drew (1991), o cultivo in vitro de tecidos adultos das espécies de
Passiflora é dificil e ndo respondeu aos meios de culturas com baixas concentracdes
de reguladores de crescimento (quando menores que 10uM), como descrito neste
trabalho.

Todavia, 0 uso da citocinina BAP na concentracdo de 10 uM teve influéncia
na reversao dos apices caulinares adultos de P. edulis neste trabalho. Aplicacdes de
citocininas podem causar um estimulo do crescimento e reversdo as caracteristicas
juvenis em muitas espécies (GONCALVES, 1982; HARTMANN et al., 1997; HUANG
et al., 1990).
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5.1.6. Cultivo de épices caulinares em meio MSM com BAP na concentragéo de
10pM

ApoGs a observagdo do comportamento dos apices caulinares cultivados sob
meio de cultura MSM com reguladores de crescimento, constatou-se uma resposta
importante destes quando cultivados em meio MSM suplementados com BAP na
concentracdo de 10 uM (Tratamento T4). Dessa forma, realizou-se um pequeno
experimento com as mesmas condi¢cdes e niumero maior de explantes para observar
as respostas dos &pices caulinares. Na Figura 35, pode-se observar o
comportamento de resposta dos apices caulinares cultivados no meio de cultura
adicionado com a citocinina.

A formacédo de novos brotos a partir das gemas axilares presentes nos apices
caulinares deu-se em 45% do experimento (Figura 35 e 37). Este processo da-se
devido ao papel da citocinina BAP, responsavel por novas divisdes celulares e

formacao de novas estruturas.

Figura 35 - Respostas de apices caulinares de plantas adultas cultivados em meio MSM + BAP 10
MM. Legenda: CFB: Contaminagdo fungica ou bacteriana; DGA: Desenvolvimento de gema
adventicia, NAA: Nenhuma alteracédo aparente.

COMPORTAMENTO IN VITRO DE APICES
CAULINARES EM MEIO MSM E BAP 10uM

40 100%
ﬂ 35 90%
= 80%
Z 30
< 70%
% = 459 459 00%
20 L L 50%
(]

2 15 40%
£ 30%
0,

= 7.50% 20%
2 18 18 10%
0 =l 0%

DGA NAA CFB



78

Observou-se também a formacgdo de calos e oxidagdo nas bases de alguns
explantes e baixa contaminacdo (7,5%) (Figura 35). Além da formacdo de novos
brotos, houve a formacédo e desenvolvimento de folhas lanceoladas in vitro (12,5%),

além do desenvolvimento das folhas trilobadas (15%) (Figura 36).

Figura 36 - Desenvolvimento de folhas in vitro a partir de apices caulinares de Passiflora edulis
cultivados em meio de cultura MSM com adicdo de 10uM BAP. Legenda: DFL: Desenvolvimento de
folhas lanceoladas; DFET: Desenvolvimento de folhas em transicdo; DFT: Desenvolvimento de folhas
trilobadas.
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A ocorréncia de folhas lanceoladas in vitro, a partir de apices caulinares de
plantas adultas, pode caracterizar a ocorréncia da reversao a juvenilidade em apices
caulinares de P. edulis, quando cultivados em meio de cultura MSM com adicdo de
10 uM BAP (Figura 37).
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Figura 37 - Desenvolvimento de brotos in vitro a partir de gemas axilares em éapices caulinares de
Passiflora edulis. A-B. Formacdo de brotos, desenvolvimento de calos na base do explante e
manutencdo de folhas em transicdo de fase; C-D. Formacgdo de brotos e senescéncia foliar; E.
Formacéo de brotos, oxidacdo e desenvolvimento de calos da base do explante; F. Formacdo de
brotos e oxida¢éo da base do explante.

Neste trabalho, dentre os 40 apices caulinares cultivados em meio MSM e 10
micromolar de BAP, 18 4pices tiveram o desenvolvimento das gemas axilares. Essas
gemas produziram brotos com folhas lanceoladas, trilobadas e folhas em transicdo
(Figura 38).
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Figura 38 - Desenvolvimento de folhas trilobadas e folhas lanceoladas in vitro a partir de gemas
axilares em apices caulinares de plantas adultas de Passiflora edulis em meio MSM com BAP 10uM.
A-B. Desenvolvimento de folha trilobadas, formacédo de brotos e desenvolvimento de calos na base
do explante; C, D, E, F, G, H, K e L. Desenvolvimento de folhas trilobadas, folhas lanceoladas e
formacédo de brotos; I-J. Desenvolvimento de folha em transicdo, folhas lanceoladas e formacdo de
brotos.

A formacdo de folhas de forma adventicia in vitro geralmente denota a
presenca de um meristema desenvolvedor de brotos (GEORGE; HALL; KLERK,
2008a). Kawata et al. (1995) relatam a ocorréncia da reversao in vitro de P. edulis
guando apices caulinares adultos foram cultivados em meio MS e contendo 10 uM
de BAP, com formacdo mdltipla de brotos e desenvolvimento de folhas lanceoladas,
caracterizando o rejuvenescimento in vitro através destes marcadores morfol6gicos
induzidos a partir da micropropagacao.

Apices caulinares de maca cultivados in vitro também mostraram alguma
reversdo na forma das folhas sob o sistema de cultura de tecidos. Essa reverséo €
manifestada por folhas lobadas, serrilhas irregulares e profundas, além de laminas
de folhas mais finas do que as normalmente encontradas nas folhas de sombra
(SRISKANDARAJAH; MULLINS; NAIR, 1982; ZIMMERMAN, 1981).
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Mullins, Nair e Sampet (1979) relataram que a forma juvenil de “Cabernet
Sauvignon”, um antigo clone de uva, reapareceu in vitro em apices caulinares
maduros subcultivados em série. A juvenilidade foi indicada pela falta de gavinhas e
pela filotaxia espiralada, ambas caracteristicas juvenis da uva.

Observou-se também que os explantes cultivados em meio MSM e BAP
10 pM apresentaram o desenvolvimento de brotos adventicios (Figura 19). A
formacéo de brotos adventicios € denominada caulogénese, que pode ser descrita
como a inducédo da formacdo de um novo padrdo de crescimento de brotos em
tecidos de plantas sem meristemas preexistentes (GEORGE; HALL; KLERK, 2008a).
Segundo Bonga (1982), as brotacfes adventicias sdo juvenis. Isso significaria que o
processo de formacéao de brotos adventicios pode ter um efeito rejuvenescedor.

O uso de citocininas em protocolos de organogénese in vitro em espécies de
Passiflora foi relatado com inducdo de gemas adventicias em resposta ao BAP
sozinho ou em associacdo com ANA, TDZ ou cinetina (BECERRA; FORERO;
GONGORA, 2004; DORNELAS; CARNEIRO VIEIRA, 1994; TREVISAN; MENDES,
2005).

Biasi et al. (2000) relatam que a exposicdo de segmentos internodais de
maracuja amarelo ao meio de cultura e as concentracdes de 1 a 2 mg/L de BAP foi
eficiente para a formacdo de gemas adventicias observadas em ambas as
extremidades basal e apical do explante. Tal resultado pode ter sido causado pelo
efeito residual do BAP que pode promover grande numero de brotos por explante
em detrimento ao alongamento dos mesmos. Em varios casos, o0 BAP pode induzir a
formacdo de gemas adventicias, muitas vezes levando ao verdadeiro
rejuvenescimento (BONGA; VON ADERKAS, 1993).

Na cultivar de uva Vugava, o subcultivo sucessivo dos segmentos nodais
adultos estimulou o desenvolvimento das gemas axilares com formacdo de
caracteres juvenis semelhantes aos encontrados nas plantulas, tais como a filotaxia
em espiral, uma vez que a filotaxia que caracteriza a fase adulta € do tipo distica,
além da diminuicho do numero de gavinhas desenvolvidas in vitro e
desaparecimento dos brotos na cultura ao longo dos subcultivos (HARTL-MUSINOV;
KATARINA; BUCAN, 2005).

Muitos autores relatam que 0 rejuvenescimento in vitro ocorre quando as
culturas sdo subcultivadas repetidamente. Gupta et al (1981) e Diaz-Sala et al

(1990) néo tiveram éxito em seus trabalhos com micropropagacdo de espécies
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arbdéreas nos primeiros subcultivos, quando repetidos de 3 a 4 vezes. Contudo,
guando foram realizados novos subcultivos, os brotos propagados enraizaram-se
facilmente. Eles assumem que quando os tecidos da planta adulta passam por
varios subcultivos em cultura de tecidos, o comportamento dos tecidos € semelhante
aos tecidos de plantulas. Em alguns casos, o rejuvenescimento pode ocorrer no
cultivo inicial; em outros, varios subcultivos podem ser necesséarios (READ,;
BAVOUGIAN, 2013).

Neste trabalho, os explantes de apices caulinares adultos de P. edulis
cultivados em meio de cultura MSM com adi¢cdo de 10 pM de BAP apresentaram
desenvolvimento de estruturas que conferem um processo de reversao, mesmo
sendo uma reversao parcial, ou seja, algumas caracteristicas puderam ser revertidas
para uma fase de desenvolvimento anterior, em dois subcultivos somente.

Deve-se considerar que a mudanca de fase de juvenil para adulta € gradual
e, portanto, a reversdo também sera gradual, o que significa que algumas técnicas
podem causar apenas um rejuvenescimento parcial (MEIER-DINKEL;
KLEINSCHMIT, 1990).

Como o rejuvenescimento in vitro € um processo muito dificil de caracterizar
e, ha auséncia de outras caracteristicas (ou seja, mudancas foliares), o aumento do
potencial de enraizamento pode ser considerado, por si sO, como uma caracteristica
do rejuvenescimento, particularmente em plantas lenhosas (FEIJO; PAIS, 1990).

Brand e Lineberger (1992) relatam que o rejuvenescimento da bétula parece
ocorrer durante a micropropagacdo in vitro, mas o nivel de juvenilidade que é
recuperado pode nao ser equivalente ao de uma plantula. Nem todos os indicadores
morfolégicos de mudanca de fase séo afetados igualmente pelo rejuvenescimento in
vitro.

Em geral, algumas caracteristicas relacionadas a maturagdo mostram-se mais
faceis de serem revertidas do que outras e 0S respectivos tratamentos para
promocdo do rejuvenescimento influenciam de forma diferenciada essas
caracteristicas, o que leva a conclusédo de que o rejuvenescimento ocorre em termos
relativos e ndo absolutos (HACKETT; MURRAY, 1993) sendo possivel recuperar
pelo menos parte da juvenilidade perdida e potencial capacidade morfogénica de
tecidos maduros pela cultura de tecidos (ZOBEL; TALBERT, 1984).
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A micropropagacao traz uma reversado gradual para a condigcdo juvenil. O
rejuvenescimento resultaria de condi¢cdes que favorecessem uma multiplicacdo mais
rapida das células juvenis, o que explicaria o rejuvenescimento gradual descrito por
(HUANG et al., 1992) e (GREENWOOD, 1987). De acordo com Read e Bavougian
(2013), a cultura in vitro tem impacto significativo na mudanca de fase e,
especificamente, no rejuvenescimento. A micropropagacao de explantes obtidos a
partir de tecidos vegetais maduros causa essencialmente o rejuvenescimento,
levando a formacédo de microplantas que apresentam uma ou mais caracteristicas
juvenis.

Neste trabalho apresentou-se informacdes importantes a respeito da
caracterizagdo morfolégica das fases de desenvolvimento de P. edulis e descricao
sobre o rejuvenescimento in vitro parcial alcancado, através de dois subcultivos de
apices caulinares adultos de P. edulis cultivados em meio MSM contendo 10 uM de
BAP.

Os apices caulinares foram utilizados devido a grande vantagem desse tipo
de explante ser constituido por 6rgdos meristematicos pré-formados, que sdo mais
sujeitos ao rejuvenescimento devido a sua plasticidade, segundo Franclet (1979).
Contudo, ainda demanda estudos, uma vez que, alguns trabalhos tém relatado a
dificuldade de regeneracdo de plantas de espécies do género Passiflora a partir de
tecidos adultos (BECERRA; FORERO; GONGORA, 2004; BIRICOLTI; CHIARI,
1994).

Devido a caréncia de informacdes especificas sobre o carater bioquimico,
fisiolégico e genético do rejuvenescimento in vitro de P. edulis, ndo foi possivel
determinar o grau de juvenilidade do material vegetal revertido no presente trabalho.
Uma melhor compreensao da base molecular das diferencas entre a fase juvenil e a
fase adulta pode permitir uma caracterizagdo mais adequada do fendmeno de

reversao a juvenilidade.
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6. CONCLUSOES

A hipotese inicial que previa a reprogramacao dos produtos dos meristemas
axilares a partir do cultivo in vitro de apices caulinares adultos de P. edulis em meio
MS ou MSM em auséncia de reguladores de crescimento foi refutada, ndo se
observando continuidade no desenvolvimento dos apices caulinares em auséncia de
regulador de crescimento. No entanto, apices caulinares cultivados em meio MSM e

adicdo de citocinina BAP demonstraram reversao a juvenilidade.

O rejuvenescimento de pices caulinares adultos cultivados in vitro de P. edulis
foi obtido a partir de cultivo em meio MSM com adicdo de 10uM de BAP. Entretanto,

0 rejuvenescimento é parcial, pois nem todas as caracteristicas foram revertidas.

A formacgdo de folhas lanceoladas in vitro e o desenvolvimento de gemas
adventicias caracterizaram a reversdo a juvenilidade em P. edulis em meio MSM

suplementado com 10 micromolar de BAP.
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