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RESUMO 

 

O desenvolvimento de plantas in vitro pode ser influenciado por diversos fatores, 

dentre eles a fonte de explante, as condições de cultivo e a metilação global do 

DNA genômico. Sabe-se que em espécies do gênero Passiflora L. diferentes 

respostas morfogênicas são observadas sob as mesmas condições in vitro. 

Portanto, outros fatores além do cultivo in vitro podem influenciar na resposta, 

como os aspectos genéticos, fisiológicos e epigenéticos do explante. 

Objetivamos aqui, estabelecer o processo de morfogênese in vitro para três 

espécies do gênero Passiflora com a finalidade de verificar e comparar a 

influência dos tipos de explantes, das condições de cultivo e do nível global de 

5-metilcitosina. Nossos resultados mostraram que em Passiflora miniata a via de 

regeneração foi a embriogênese somática indireta, com o maior número de 

embriões somáticos formados a partir de embriões zigóticos imaturos, na 

ausência de reguladores de crescimento e carvão ativado. Além disso,o nível 

global de 5-metilcitosina  diminuiu na etapa de regeneração. Em Passiflora 

cristalina e Passiflora foetida a via morfogênica foi a organogênese indireta, 

sendo a maior formação de brotos desencadeada pela utilização de embriões 

zigóticos maduros, presença de reguladores de crescimento e carvão ativado, 

assim como o aumento do nível global de 5-metilcitosina na etapa de 

regeneração. A partir destas diferentes respostas, evidenciamos a influência do 

estágio de desenvolvimento do embrião zigótico, do uso de reguladores de 

crescimento e carvão ativado e, pela primeira vez, do nível global de 5-

metilcitosina ao longo do desenvolvimento in vitro de espécies de Passiflora. 

 

Palavras-chave: cultura de tecidos vegetais, embriogênese somática indireta, 

epigenética, maracujá, organogênese indireta, 2,4-D. 
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ABSTRACT 

 

The development of in vitro plants can be influenced by several factors, among 

them the explant source, the cultivation conditions and the global methylation of 

the genomic DNA. It is known that in species of Passiflora L. genus, different 

morphogenic responses are observed under the same conditions in vitro. 

Therefore, other factors may influence the response, such as the genetic, 

physiological and epigenetic aspects of the explant. We aim here to establish the 

in vitro morphogenesis process for three species of the genus Passiflora in order 

to verify and compare the influence of explant types, cultivation conditions and 

the global level of 5-methylcytosine. Our results showed that in Passiflora miniata 

the regeneration was through indirect somatic embryogenesis pathway, with the 

highest number of somatic embryos formed from immature zygotic embryos, in 

the absence of growth regulators and activated charcoal. Furthermore, the overall 

level of 5-methylcytosine decreased in the regeneration stage. In Passiflora 

cristalina and Passiflora foetida, the morphogenic pathway was indirect 

organogenesis, with the highest bud formation triggered by the use of mature 

zygotic embryos, the presence of growth regulators and activated charcoal, as 

well as the increase in the global level of 5-methylcytosine in the regeneration 

stage. From these different responses, we evidenced the influence of the 

developmental stage of the zygotic embryo, the use of growth regulators and 

activated charcoal and, for the first time, the global level of 5-methylcytosine 

during the in vitro development of Passiflora species. 

 

Keywords: plant tissue culture, indirect somatic embryogenesis, epigenetics, 

passion fruit, indirect organogenesis, 2,4-D. 
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ABREVIAÇÕES 

 

ESI – Embriogênese Somática Indireta 

EZI – Embrião zigótico imaturo 

EZM – Embrião zigótico maduro 

OI – Organogênese indireta 

2,4-D – Ácido 2,4-diclorofenoxiacético 

5-mC% – Nível global de 5-metilcitosina 
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INTRODUÇÃO 

 

Diferentes respostas morfogênicas são observadas no gênero Passiflora 

L. (Passifloraceae), sendo a maioria estabelecida via organogênese direta ou 

indireta (Leite et al. 2019; Mikovski et al. 2019; Silva et al. 2020; Mikovski et al. 

2021). A embriogênese somática indireta (ESI) é pouco descrita e foi 

estabelecida apenas para espécies que possuem 2n = 18 cromossomos (Rosa 

et al. 2015; Leite et al. 2019; Mikovski et al. 2019; Silva et al. 2021). Utilizando 

embriões zigóticos maduros de cinco espécies, Rosa et al. (2015) regeneraram 

plântulas via ESI para quatro espécies, as quais possuem 2n = 18 cromossomos, 

Passiflora alata Curtis, Passiflora crenata Feuillet e Cremers, Passiflora edulis e 

Passiflora gibertii N. E. Brown. Nas mesmas condições in vitro, plântulas foram 

recuperadas via organogênese indireta para Passiflora foetida L. com 2n = 20 

cromossomos. Espécies pertencentes aos quatro subgêneros de Passiflora com 

números cromossômicos e conteúdo de DNA diferentes também apresentaram 

respostas morfogênicas distintas sob as mesmas condições do ambiente in vitro 

(Leite et al. 2019). Leite et al. (2019) relataram ESI para Passiflora miniata 

Vanderpl. que possui 2n = 18 cromossomos, e organogênese indireta para 

Passiflora foetida L. que possui 2n = 20 cromossomos. Passiflora contracta Vitta, 

Passiflora coriacea Juss. e Passiflora lindeniana TR & Planch permaneceram na 

fase de calos e não regeneraram plântulas (Leite et al. 2019), indicando que as 

condições do ambiente in vitro não são os únicos fatores que influenciam nas 

diferentes respostas observadas (Fehér 2015; Nic-Can et al. 2016; Leite et al. 

2019). Os aspectos genéticos e fisiológicos do próprio explante e os aspectos 

epigenéticos também são importantes para induzir a morfogênese in vitro (Nic-

Can et al. 2013; Ibrahim et al. 2015; Amaral-Silva et al. 2021; Oliveira et al. 2021).  

De acordo com a teoria da totipotência de Harberlandt (1902), com o 

estímulo correto, os tecidos/células vegetais diferenciados revertem ou 

convertem seu destino de desenvolvimento e podem se diferenciar em novos 

tecidos/órgãos. Porém, Campos et al. (2017) propuseram uma hipótese 
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alternativa, em que as células vegetais se diferenciam sem passar pelo processo 

de desdiferenciação. Pools de células meristemáticas, sob estímulos externos, 

atuam como células-tronco vegetais que podem se diferenciar. No entanto, 

algumas células nunca se tornarão um embrião somático independente do 

estímulo fornecido in vitro. Assim, as células responsivas são aquelas que 

mantêm a capacidade embriogênica (Campos et al. 2017).  

Os tecidos jovens possuem um maior número de células-tronco que os 

tecidos envelhecidos (Campos et al. 2017). Por isso, os embriões zigóticos 

maduros e imaturos são considerados excelentes fontes de explantes para 

induzir a morfogênese in vitro (Ferreira et al. 2015; Satish et al. 2016; Hu et al. 

2017). Os embriões zigóticos apresentam um alto nível endógeno da auxina 

Ácido Indolacético (AIA), mesmo quando ainda imaturos (Gaj 2004; Hu et al. 

2017; Satish et al. 2016). Isso explica, por exemplo, porque algumas espécies 

têm a capacidade de regenerar plântulas sem o uso de reguladores de 

crescimento (Ferreira et al. 2015). No entanto, para a maioria dos explantes 

vegetais o uso de reguladores é requerido (Mikuła et al. 2015; Mikovski et al. 

2019).  

Dentre os reguladores de crescimento, as auxinas e as citocininas são 

comumente utilizadas na cultura de tecidos vegetais, pois podem direcionar o 

destino celular dos explantes e seu desenvolvimento através da via 

organogênica e/ou embriogênica (Fehér et al. 2003; Ozarowski e Thiem 2013; 

Rosa et al. 2015; Mikovski et al. 2019). Ácido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) é 

a auxina sintética mais utilizada na etapa de indução da calogênese na cultura 

de tecidos (Phillips e Garda 2019). Campos et al. (2017) relataram a importância 

do uso de auxinas para induzir a proliferação das células totipotentes. O 2,4-D 

atua como um análogo exógeno de auxina e como um agente de estresse, 

podendo reduzir o conteúdo de auxina endógena do explante por reações de 

conjugação (Michalczuk et al. 1992; Jiménez 2005; Corredoira et al. 2015; Garcia 

et al. 2019).  
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Na etapa de regeneração in vitro, os meios de cultura são destituídos de 

reguladores de crescimento, visto que estes inibem o desenvolvimento de brotos 

ou embriões somáticos (Nissen e Minocha 1993). Nesta etapa, o carvão ativado 

é suplementado ao meio de cultura, em virtude da presença de um grande 

número de poros em sua estrutura, o que permite a adsorção de diversos 

compostos do meio de cultura (Pan e van Staden 1998; Thomas 2008). Como 

por exemplo, a adsorção de compostos fenólicos, reguladores de crescimento e 

outros compostos orgânicos que são indesejáveis para o desenvolvimento in 

vitro (Pan e van Staden 1998). Porém, seu uso indevido pode ser prejudicial à 

organogênese e/ou embriogênese, uma vez que pode ocorrer a adsorção de 

compostos necessários para o desenvolvimento in vitro, como tiamina, ácido 

nicotínico, piridoxina, ácido fólico e zinco (Weatherhead 1978; Johansson 1990; 

Pan e van Staden 1998; Ferreira et al. 2015; Leite et al. 2019).  

Além das características dos explantes e das condições de cultivo in vitro, 

os aspectos epigenéticos também influenciam no processo de morfogênese 

(Finnegan et al. 2000; Karim et al. 2016; Schmid et al. 2018; Amaral-Silva et al. 

2021; Oliveira et al. 2021). Uma das mudanças epigenéticas envolve a metilação 

do DNA, a qual é caracterizada pela adição de um grupo metil na posição 5' da 

citosina, ocasionando no aumento dos níveis de 5-metilcitosina (5-mC) no 

genoma das plantas (Us-Camas et al. 2014; Zhang et al 2018). Essa modificação 

química aumenta o nível de compactação da cromatina, influenciando nos níveis 

de expressão de genes envolvidos na morfogênese (Finnegan et al. 1998; 

Cheung e Lau 2005; Miguel e Marum 2011; Tang et al. 2020). Tal modificação é 

reversível e contribui para a regulação das respostas gênicas (Aceituno et al. 

2008; Féher 2015; Peng e Zhang 2009; Zhang et al 2018).  

Os níveis de metilação do DNA em plantas variam entre espécies, 

genótipos, órgãos, tecidos e até mesmo entre as células de um organismo 

(Arnholdt-Schmitt et al. 1995; George et al. 2008; Vanyushin e Ashapkin 2011). 

Além disso, evidências demonstram que as variações nos níveis de metilação 

do DNA são influenciadas pela exposição às diferentes condições do ambiente 
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in vitro durante o processo de morfogênese (Arnholdt-Schmitt et al. 1995; Miguel 

e Marum 2011; Smykal et al. 2007; Valledor et al. 2007; Nic-Can et al. 2015; 

Zhang et al. 2018). Níveis mais baixos de metilação do DNA provavelmente 

estão relacionados ao processo de desdiferenciação das células (Grzybkowska 

et al. 2018; Elhiti et al. 2010). Por outro lado, níveis elevados de metilação do 

DNA podem estar relacionados ao processo de regeneração de embriões 

somáticos (Chakrabarty et al. 2003). Portanto, a metilação do DNA pode ser 

crucial para o crescimento e desenvolvimento dos embriões somáticos, assim 

como para as respostas ao estresse promovido pelo ambiente in vitro (Zhang et 

al. 2018). Essas variações podem agilizar o processo de desenvolvimento, 

principalmente para espécies as quais a regeneração in vitro ainda não foi obtida 

(Zhang et al. 2018).  

Em Passiflora, a metilação do DNA ainda não foi abordada durante a 

morfogênese in vitro e isso pode ser um elemento chave para compreensão 

deste processo. Assim, nós pretendemos estabelecer o processo de 

morfogênese in vitro para três espécies de Passiflora e a partir disto verificar e 

comparar a influência dos tipos de explantes, das condições de cultivo in vitro e 

do nível de 5-metilcitosina global do DNA ao longo deste processo nas diferentes 

espécies.  

 

MATERIAL E MÉTODOS 

  

Material vegetal 

As espécies Passiflora miniata Vanderpl., Passiflora cristalina Vanderpl. & 

Zappi e Passiflora foetida L. foram selecionadas por apresentarem diferentes 

respostas morfogênicas sob as mesmas condições in vitro (Rosa e Dornelas 

2012; Ferreira et al. 2015; Rosa et al. 2015; Leite et al. 2019). Além disso, essas 

espécies do gênero Passiflora apresentam diferentes números cromossômicos 

e/ou conteúdo de DNA nuclear 2C. P. miniata (VIES 34972) possui 2n = 18 
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cromossomos e 2C = 3,40 pg, P. cristalina (VIES 34967) apresenta 2n = 18 e 2C 

= 3,11 e P. foetida (VIES 34979) possui 2n = 20 cromossomos e 2C = 1,04 pg. 

Os frutos de P. miniata e P. cristalina foram coletados em um fragmento da 

Floresta Amazônica localizado no município de Carlinda, Mato Grosso, Brasil 

(lat: -9.958056 long: -55.832222 WGS84), e os frutos de P. foetida foram 

coletados na área experimental do Centro de Ciências Agrárias e Engenharias 

da Universidade Federal do Espírito Santo, Alegre, Espírito Santo, Brasil (lat: -

20.763611 long: -41.533056 WGS84).  

 

Regeneração in vitro 

Embriões zigóticos imaturos (EZI) e maduros (EZM) foram excisados das 

sementes e desinfestados (Figura 1). A desinfestação foi realizada em câmara 

de fluxo laminar seguindo três etapas: imersão em etanol 70% por 1 min, imersão 

em hipoclorito de sódio 2,5% adicionado com Tween 20® 0,1% por 20 min, 

seguida de quatro lavagens em água tipo I esterilizada. Os explantes foram 

inoculados em placas de Petri de 60 x 15 mm contendo 15 mL do meio de 

indução de calos (Ferreira et al. 2015; Leite et al. 2019). Os meios consistiram 

de 4,3 g L-1 de sais MS (Sigma®) (Murashige e Skoog 1962), 10 mL L-1 de 

vitamina B5 (Sigma®) (Gamborg et al. 1968), 30 g L-1 de sacarose (Sigma®) e 2,8 

g L-1 de Phytagel (Sigma®). O meio M1 não foi suplementado com reguladores 

de crescimento.  Os demais meios foram suplementados com 4,44 μM 6-

benzilaminopurina (BAP) e diferentes concentrações de ácido 2,4-

diclorofenoxiacético (2,4-D): 9,06 μM (M2), 18,12 μM (M3), 36,24 μM (M4) e 

72,48 μM (M5) (Figura 1). O pH dos meios foi ajustado para 5,7 antes da 

autoclavagem.  

EZI e EZM foram inoculados no meio M1, que não contém reguladores de 

crescimento. Nos demais meios suplementados com BAP e com diferentes 

concentrações de 2,4-D (M2 – M5), apenas os EZM foram inoculados.  Segundo 

Ferreira et al. (2015), os EZI possivelmente possuem níveis de hormônios 
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endógenos suficientes para induzir a embriogênese somática indireta na 

ausência de reguladores de crescimento. Estes autores observaram as maiores 

taxas de embriões somáticos no meio sem adição de reguladores. Cinco 

explantes foram inoculados em cada placa de Petri, sendo 20 placas para cada 

meio e para cada espécie, totalizando 600 explantes por espécie. As placas de 

Petri do meio M1 foram mantidas no fotoperíodo (16 h luz/8 h escuro) visto a 

ausência de reguladores de crescimento, e as demais foram mantidas no escuro, 

ambas a 25 ± 2ºC por 35 dias (Ferreira et al. 2015). A formação de calos foi 

avaliada semanalmente até 35 dias. 

Para comparar a taxa de formação de calos entre os explantes (EZI e 

EZM) no meio M1, nós conduzimos o experimento em fatorial 3 x 2 x 5, 

considerando os fatores: espécie (P. cristalina, P. foetida e P. miniata), explante 

(EZI e EZM) e tempo de exposição (7, 14, 21, 28 e 35 dias). Um fatorial 3 x 5 x 

5 foi empregado para comparar a taxa de formação de calos a partir dos EZM, 

considerando os fatores: espécie (P. cristalina, P. foetida e P. miniata), 

concentração de 2,4-D (0 µM, 9,06 µM, 18,12 µM, 36,24 µM e 72,48 µM) e tempo 

de exposição (7, 14, 21, 28 e 35 dias).  

Os calos friáveis das três espécies, gerados a partir dos EZI e EZM nos 

meios M1 – M5, foram transferidos aleatoriamente para os meios de 

regeneração, denominados M1, M6 (Rosa e Dornelas 2012) e M7 (Silva et al. 

2009) (Figura 1). O M6 foi consistindo de 2,15 g L-1 de sais MS (Sigma®) 

(Murashige e Skoog 1962), 5 mL L-1 de vitamina B5 (Sigma®) (Gamborg et al. 

1968), 15 g L-1 de sacarose (Sigma®), 2,8 g L-1 de Phytagel (Sigma®). O M7 

conteve 4,3 g L-1 de sais MS (Sigma®) (Murashige e Skoog 1962), 10 mL L-1 de 

vitamina B5 (Sigma®) (Gamborg et al. 1968), 30 g L-1 de sacarose (Sigma®), 30 g 

L-1 de carvão ativado (Sigma®) e 2,8 g L-1 de Phytagel (Sigma®). Os calos 

provenientes dos EZI foram mantidos nas mesmas condições do meio M1 para 

induzir a regeneração (Ferreira et al. 2015) e foram denominamos de M1/M1 

(Figura 1). Os calos provenientes dos EZM inoculados nos meios M1 – M5 foram 

transferidos para os meios M6 e M7, onde foram denominamos de M1/M6, 
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M1/M7, M2/M6, M2/M7, M3/M6, M3/M7, M4/M6, M4/M7, M5/M6 e M5/M7 (Figura 

1). Dois calos foram inoculados em cada placa de Petri, sendo 10 placas para 

cada meio e para cada espécie. As culturas foram submetidas às condições de 

fotoperíodo (16 h luz/8 h escuro) e mantidas a uma temperatura de 25 ± 2°C. Os 

embriões somáticos ou os brotos formados foram transferidos para o meio M1 e 

mantidos em fotoperíodo (16 h luz/8 h escuro) a 25 ± 2°C, a fim de completarem 

o seu desenvolvimento (Ferreira et al. 2015). 

A taxa de regeneração foi comparada a partir do número de embriões 

somáticos ou de brotos regenerados em M1/M1 para os EZI, e M1/M6 e M1/M7 

para os EZM. As mesmas variáveis foram avaliadas para os calos gerados nos 

meios M1/M6, M1/M7, M2/M6, M2/M7, M3/M6, M3/M7, M4/M6, M4/M7, M5/M6 e 

M5/M7, onde os EZM foram inoculados.  
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Figura 1 - Desenho experimental das diferentes etapas de indução da regeneração in 

vitro. EZI e EZM foram usados como explantes. A etapa de calogênese foi conduzida 

com os meios de indução (M1, M2, M3, M4 e M5) contendo as diferentes concentrações 

de 2,4-D. A etapa de regeneração foi conduzida com diferentes meios (M1, M6 e M7) 

nos quais os calos friáveis foram inoculados. Legenda: CA, carvão ativado; EZI, embrião 

zigótico imaturo; EZM, embrião zigótico maduro. Escala = 1 mm. 
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Microscopia eletrônica de varredura (MEV) 

A fim de evidenciar e confirmar as estruturas nos diferentes momentos da 

resposta in vitro, amostras foram coletadas dos explantes, dos calos formados 

na etapa de indução da calogênese e dos embriões somáticos ou brotos 

formados na etapa de regeneração para as três espécies de Passiflora. As 

amostras foram fixadas em solução Karnovsky (Glutaraldeído 2,5% e 

paraformaldeído 2% em 0,1 mol L-1 de solução tamponada - PBS pH 7,2) 

(Karnovsky 1965) e armazenadas em geladeira a 4 ºC. Em seguida, a pós-

fixação foi realizada em solução de ferrocianeto de potássio 1,25% e tetróxido 

de ósmio 1% por 60 min em temperatura ambiente. Pós-fixação, as amostras 

foram desidratadas por uma série gradativa de etanol, sendo 30%, 50%, 70%, 

90% e 100%. Após esta etapa, as amostras foram secas no ponto crítico de CO2 

(Autosandri-815, Tousimis®) e fixadas nos stubs e pulverizadas com ouro (20 

nm) em um metalizador (Desk V, DentonVaccum®). As imagens foram obtidas 

em microscópio eletrônico de varredura (MEV) (modelo Jeol, JEM6610 LV®), 

operado com filamento de tungstênio a 20Kv. 

 

Nível global de 5-metilcitosina (5-mC%) 

Para mensurar o percentual de 5-mC (5-mC%) ao longo da resposta in 

vitro foram coletadas amostras de EZI e EZM, calos friáveis em meio de indução 

(M1 – M5) aos 35 dias, e calos em meio de regeneração (M1, M6 e M7) que 

geraram embriões somáticos ou brotos (Figura 1). A extração do DNA genômico 

das amostras foi conduzido de acordo com Doyle e Doyle (1990). A concentração 

e pureza do DNA genômico foram determinadas por espectrofotômetro 

(NanoDrop 2000 Thermo Scientifc®) e sua integridade foi verificada por 

eletroforese em gel de agarose 0,8%. 

As bases nitrogenadas do DNA foram hidrolisadas a partir do protocolo de 

hidrólise ácida descrito por Demeulemeester et al. (1999). Em uma solução de 

100 µL de água tipo I contendo 30 µg de DNA, 50 µL de ácido perclórico 70% 
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(HClO4) foram adicionados. A solução foi aquecida a 100 ºC por 60 min. Após a 

hidrólise, o pH das amostras foi ajustado entre 3 e 5 com hidróxido de potássio 

(KOH 1,0 mol L-1). O precipitado branco de perclorato de potássio (KClO4) foi 

formado. Com o pH ajustado, as amostras foram centrifugadas a 10.000 rpm por 

5 min, e em seguida o sobrenadante foi transferido para um novo microtubo. Ao 

precipitado, 200 µL de água tipo I foram adicionados, agitado em vórtex por 10 

s e centrifugados a 10.000 rpm por 5 min. Esse processo foi repetido duas vezes. 

Em seguida, os tubos contendo as amostras do DNA hidrolisado foram 

colocados no concentrador de amostras a vácuo (Concentrator Plus - 

Eppendorf®) para evaporar todo o solvente. Após evaporação do solvente, as 

bases nitrogenadas do DNA genômico foram redissolvidas em 100 µL de água 

tipo I e as análises cromatográficas foram realizadas em aparelho HPLC 

Prominence (Shimadzu®, modelo LC-20AT) equipado com detector de matriz de 

fotodíodos (Shimadzu®, SPD-M20A). Os analitos foram separados em uma 

coluna Gemini C18 (250 x 4,6 mm, 5 μm de partícula; Phenomenex®). A fase 

móvel utilizada foi uma solução de fosfato de amônio dibásico ((NH4)2 HPO4 50 

mmol L-1, pH 7) com vazão de 0,7 mL min-1. A citosina e a 5-metilcitosina foram 

monitoradas a um comprimento de onda de 270 nm. Os picos de citosina e 5-

metilcitosina foram identificados por comparação com padrões analíticos. O nível 

de metilação global foi mensurado de acordo com a equação 1: 

               

  5

5

% 5 100mC

mC C

A
mC

A A
 


  Equação 1 

Onde, A5mC é a área que se refere ao pico de 5-metilcitosina e AC, a área 

referente ao pico de citosina. 

Para comparar o 5-mC% entres os explantes utilizados para a inoculação, 

nós estruturamos um esquema fatorial 3 x 2, considerando espécie (P. miniata, 

P. cristalina e P. foetida) e explante (EZI e EZM). O fatorial 3 x 2 também foi 

utilizado para comparar o 5-mC% dos calos, na etapa de indução da calogênese, 

após 35 dias em meio M1. Também durante a calogênese, o esquema fatorial 3 
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x 5 foi empregado para comparar o 5-mC% dos calos a partir dos EZM nos meios 

M1 – M5, considerando: espécie (P. cristalina, P. foetida e P. miniata) e 

concentração de 2,4-D (0 µM, 9,06 µM, 18,12 µM, 36,24 µM e 72,48 µM).  

Na etapa de regeneração, foram avaliados em um esquema fatorial 3 x 3, 

o 5-mC% obtido partir do DNA genômico dos calos que regeneraram embriões 

somáticos ou brotos nos meios M1/M1, M1/M6 e M1/M7 considerando espécie 

(P. miniata, P. cristalina e P. foetida) e meio de regeneração (M1, M6 e M7). Os 

valores de 5-mC% também foram avaliados nos calos que originaram embriões 

somáticos ou brotos nos meios M1/M6, M1/M7, M2/M6, M2/M7, M3/M6, M3/M7, 

M4/M6, M4/M7, M5/M6 e M5/M7, para cada espécie.  

A fim de compreender as variações nos níveis de 5-metilcitosina global do 

DNA ao longo de toda a resposta in vitro de cada espécie, os 5-mC% foram 

comparados nas três diferentes etapas supramencionadas. As etapas nos 

diferentes meios foram comparadas pelo teste de Tukey.  

 

Análise estatística 

A normalidade dos dados dos experimentos foi verificada pelo teste de 

Shapiro-Wilk. Os dados obtidos foram submetidos à análise de variância 

(ANOVA). Para os experimentos em esquema fatorial, o teste de médias de 

Tukey sobre os fatores qualitativos (P < 0,05) foi aplicado quando detectada 

significância nas interações ou nos fatores. Para os fatores quantitativos uma 

análise de regressão foi realizada, sendo representada apenas com base na 

significância da regressão (P < 0,05), coeficiente de determinação (R2) e 

fenômeno biológico em estudo. O teste de Tukey também foi utilizado nas 

comparações diretas (P < 0,05). As análises foram realizadas no software R (R 

Development Core Team 2020), utilizando o pacote vegan (Oksanen et al. 2017). 
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RESULTADOS 

 

Regeneração in vitro 

Calos com aspecto friável de coloração amarelo pálido foram observados 

na superfície dos explantes das três espécies ao longo dos 35 dias. Os primeiros 

calos nos EZI apareceram aos 28 dias para P. cristalina e 35 dias para P. miniata. 

Já nos EZM, os calos surgiram aos 21 dias para P. miniata e P. cristalina, e aos 

28 dias para P. foetida (Figura 2). Espécie e o tipo de explante interferiram no 

número médio de calos gerados no meio M1 sem adição de reguladores de 

crescimento, não havendo influência do tempo.  Quando comparada a P. miniata 

e P. foetida, P. cristalina apresentou a maior média de calos, com 0,46 nos EZI. 

Nos EZM as médias não diferiram entre as espécies (Figura 2). 

 

Figura 2 - Média do número de calos formados ao final de 35 dias a partir dos EZI e 

EZM inoculados no meio sem adição de reguladores de crescimento (M1) para as três 

espécies de Passiflora. As médias foram comparadas pelo teste de Tukey, onde colunas 

com letras maiúsculas distintas indicam diferença significativa entre as espécies dentro 

de cada tipo de explante, e com letras minúsculas diferentes indicam diferenças 

significativas entre os explantes dentro de cada espécie (P < 0,05). 
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Espécie, concentração de 2,4-D (M1 – M5) e tempo interferiram no 

número médio de calos gerados a partir dos EZM. A média do número de calos 

aumentou gradualmente ao longo do tempo e com o aumento das concentrações 

de 2,4-D nas três espécies (Figura 3). Os primeiros calos em P. miniata e P. 

cristalina foram observados aos 21 dias no meio M1 e aos 14 dias nos demais 

meios (Figuras 3A, B). Calos de P. foetida foram observados aos 28 dias no M1 

e aos 7 dias nos demais meios de cultura (Figura 3C). A maior porcentagem de 

calos formados aos 35 dias foi observada no meio M5 para as três espécies, 

onde 86% dos explantes inoculados formaram calos para P. miniata e 100% 

formaram calos para P. cristalina e P. foetida (Figura 3). 
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Figura 3 – Gráficos de superfície de resposta mostrando a influência do tempo em dias (x) e da concentração de 2,4-D μM (y) na média de calos friáveis (z) 

formados a partir dos EZM das três espécies inoculadas em meio de indução de calogênese (M1 – M5) (P < 0,05). (A) P. miniata. (B) P. cristalina. (C) P. 

foetida. Abaixo de cada gráfico, os calos de cada espécie no meio M5 estão representados nos diferentes dias de avaliação (0; 7; 14; 21; 28; 35 dias). Modelos 

quadráticos ajustados nas análises de regressão para as espécies: P. miniata: z = - 0,2663572971 + 0,0167560998x - 0,0001858807x² + 0,0183895898y (P < 

0,05; R2 = 0,6977); P. cristalina: z = - 0,2159011298 + 0,0184435253x - 0,0002192934x² + 0,0205444202y (P < 0,05; R2 = 0,5756); P. foetida: z = - 0,0337619722 

+ 0,0074042658x - 0,0002543034x² + 0,0253501470 y (P < 0,05; R2 = 0,8226).
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 Diferentes respostas morfogênicas foram observadas nos meios de 

regeneração (M1, M6 e M7) a partir dos calos provenientes dos EZI e EZM dos 

meios de indução da calogênese (M1/M6, M1/M7, M2/M6, M2/M7, M3/M6, 

M3/M7, M4/M6, M4/M7, M5/M6 e M5/M7). Embriões somáticos de P. miniata 

foram regenerados via embriogênese somática indireta, e brotos de P. cristalina 

e P. foetida via organogênese indireta (Figuras 4 – 7). 

A maior média de embriões somáticos de P. miniata foi observada no meio 

M1/M1, com 5,4 embriões por calo, diferindo dos meios M1/M6 e M1/M7. No 

meio M7 contendo carvão ativado, não ocorreu a formação de embriões 

somáticos (Figura 4A). Brotos de P. cristalina foram formados nos três meios de 

regeneração a partir dos calos provenientes do meio M1, com médias 

estatisticamente iguais (Figura 4B). Calos não foram formados no meio M1/M1 

de P. foetida, portanto, brotos ou embriões somáticos também não. Nos meios 

M1/M6 ou M1/M7, o número médio de brotos formados foi estatisticamente igual 

para P. foetida (Figura 4C). 
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Figura 4 – Média do número de embriões somáticos ou de brotos formados nos meios de regeneração a partir de calos provenientes do meio 

M1. (A) regeneração via ESI de P. minata; (B e C) regeneração via OI de P. cristalina e P. foetida, respectivamente. Colunas seguidas de letras 

diferentes indicam diferenças significativas entre os meios de regeneração em cada espécie pelo teste de Tukey (P < 0,05). 
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Os primeiros embriões somáticos foram regenerados após 56 dias, 

apresentando diferentes estágios de desenvolvimento, como globular, 

cordiforme, torpedo e cotiledonar, confirmando a resposta assíncrona da ESI em 

P. miniata (Figuras 5B – E). Os embriões somáticos foram regenerados apenas 

quando os calos foram transferidos para o meio M6 (M1/M6, M2/M6, M3/M6, 

M4/M6 e M5/M6) (Figura 6A). A maior média foi no meio M3/M6, com 3,3 

embriões por calo. No meio M7, embriões somáticos não foram regenerados 

independente da concentração de 2,4-D ao qual os calos foram formados (Figura 

6A).  

Em P. cristalina, os primeiros sinais de formação de brotos ocorreram 

após 14 dias nos meios de regeneração (Figura 5G – J). As maiores médias de 

brotos foram observadas nos meios M5/M7 e M3/M7, com média de 9,9 e 7,2 

brotos por calo, respectivamente (Figura 6B). A menor média foi no meio M1/M6, 

com 0,4 brotos por calo (Figura 6B). Para P. foetida, as estruturas organogênicas 

regeneraram na superfície dos calos com apenas 7 dias (Figura 5L – O). (Figura 

6C). A maior média de brotos ocorreu no meio M4/M7, com 8,2 brotos por calo 

e a menor média no M1/M6, com 0,4 brotos por calo (Figura 6C).  
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Figura 5 – Regeneração in vitro nas três espécies de Passiflora. (A – E) ESI em P. 

miniata; (F – J) OI em P. cristalina e (K – O) em P. foetida. (A, F e K) representam os 

explantes utilizados em cada espécie (EZI e EZM com tegumento e sem tegumento). (B 

– E) Embriões somáticos de P. miniata em diferentes estágios de desenvolvimento: 
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globular, cordiforme, torpedo e cotiledonar. (G – J) Brotos de P. cristalina e (L – O) de 

P. foetida em diferentes estágios de desenvolvimento. Escala = 1 mm.
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Figura 6 – Média do número de embriões somáticos ou de brotos formados nos meios de regeneração (M1/M6, M1/M7, M2/M6, M2/M7, M3/M6, 

M3/M7, M4/M6, M4/M7, M5/M6 e M5/M7) a partir de calos provenientes dos meios de indução da calogênese (M1 – M5), onde os EZM foram 

inoculados. (A) regeneração via ESI de P. minata; (B e C) regeneração via OI de P. cristalina e P. foetida, respectivamente. Colunas seguidas 

de letras diferentes indicam diferenças significativas entre os meios de regeneração em cada espécie pelo teste de Tukey (P < 0,05). 
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Microscopia eletrônica de varredura (MEV) 

As diferentes etapas da resposta in vitro (explante, calogênese e 

regeneração) para as três espécies de Passiflora foram observadas com maior 

resolução nas imagens de microscopia eletrônica de varredura (MEV). O 

surgimento de calos foi evidente na superfície dos explantes das três espécies 

de Passiflora, sendo possível notar uma variedade de formas de células calosas, 

como células isodiamétricas, oblíquas e alongadas (Figuras 7C, 7H, 7I, 7L e 7M). 

Além disso, foi verificada a presença de matriz extracelular na superfície dos 

calos, como uma estrutura de manto onde brotos ou embriões são formados 

posteriormente (Figura 7D). 

Em P. miniata, calos embriogênicos que se desenvolveram em embriões 

somáticos foram observados com detalhes. No mesmo explante, ficou evidente 

a formação dos diferentes estágios de desenvolvimento do embrião somático, 

como globular, cordiforme, torpedo e cotiledonar, confirmando a resposta 

assíncrona durante a ESI (Figura 7E). A formação de brotos a partir das células 

calosas de P. cristalina e de P. foetida também foi observada com detalhes 

(Figura 7J, 7M, 7N, 7O). Nas plântulas em estágio avançado de desenvolvimento 

de P. foetida, fica evidente a presença de glândulas de resina nos folíolos, 

semelhantes ao observado nas plantas no ambiente ex vitro (Figuras 7N e 7O).  
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Figura 7 – Regeneração in vitro nas três espécies de Passiflora observadas pela MEV. 

(A - E) P. miniata; (F - J) P. cristalina; (K - O) P. foetida. (A, B, F, G e K) superfícies dos 

explantes e o surgimento de calos. (C, H, I, L e M) calos com células de diferentes 

formas. (D) presença de matriz extracelular e embriões globulares. (E) embriões 

somáticos em diferentes estágios, como globular, cordiforme, torpedo e cotiledonar. (J) 
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protuberâncias formadas a partir dos calos. (M) brotos recém-formados dos calos. (N) 

brotos em estágio avançado de desenvolvimento. (O) detalhe para as glândulas de 

resina nas folhas. A escala gráfica é representada pela barra branca na parte inferior 

direita de cada imagem. Legenda: Ca, calos; Co, embrião cotiledonar; Ex, explante; Em, 

matriz extracelular; Gl, embrião globular; He, embrião cordiforme; Pr, protuberância; Rg, 

glândulas de resina; Sh, brotos; To, embrião torpedo. 

 

Nível global de 5-metilcitosina (5-mC%) 

Nós mensuramos, pela primeira vez, os níveis globais de 5-mC% ao longo 

da resposta in vitro para as três espécies de Passiflora, desde os explantes, a 

etapa de indução da calogênese até a etapa de regeneração.  Os 5-mC% dos 

EZI de P. miniata e P. cristalina foram estatisticamente iguais e superiores em 

relação à P. foetida (Figura 8).  O 5-mC% diferiu entre os EZM das três espécies, 

sendo a maior média para P. cristalina com 33,48% e a menor para P. foetida 

com 17,01%. Entre os explantes de P. miniata e P. foetida, o 5-mC% dos EZI 

foram superiores aos EZM. Em P. cristalina o contrário foi observado (Figura 8).  

 

Figura 8 – Nível médio de 5-mC% dos explantes (EZI e EZM) utilizados para induzir a 

regeneração in vitro para as três espécies de Passiflora. As médias foram comparadas 
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pelo teste de Tukey, onde colunas com letras maiúsculas distintas indicam diferença 

significativa entre as espécies dentro de cada nível de explante e com letras minúsculas 

distintas indicam diferenças significativas entre os explantes dentro de cada espécie (P 

< 0,05).  

 

Na indução da calogênese, P. miniata apresentou a maior média dos 5-

mC%, para os dois explantes, com 33,96% nos EZI e 43,40% nos EZM. O menor 

5-mC% foi observado nos EZM de P. foetida com 5,65%. Em P. miniata o 5-

mC% nos EZM foram superiores aos EZI e em P. cristalina o contrário foi 

observado (Figura 9). Este resultado na indução de calos foi inverso ao 

observado na avaliação da 5-mC% nos explantes utilizados para inoculação 

(Figura 8). Não houve formação de calos nos EZI de P. foetida, portanto, estes 

não foram comparados com os EZM (Figura 9). 

 

 

Figura 9 – Nível médio de 5-mC% dos calos provenientes dos explantes EZI e EZM em 

meio de indução da calogênese M1 após 35 dias para as três espécies de Passiflora. 

As médias foram comparadas pelo teste de Tukey, onde colunas com letras maiúsculas 

distintas indicam diferença significativa entre as espécies dentro de cada nível de 

explante e com letras minúsculas distintas indicam diferenças significativas entre os 

explantes dentro de cada espécie (P < 0,05). Em P. foetida não houve a formação de 
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calos no meio M1 a partir de EZI, por isso o 5-mC% não foi determinado e não foi 

comparado entre os demais.  

 

Espécie e concentração de 2,4-D influenciaram no 5-mC% dos calos 

provenientes dos EZM após 35 dias em meios de indução da calogênese (Figura 

10). P. miniata e P. cristalina tiveram o modelo de regressão polinomial 

quadrática significativo. Para P. miniata, verificamos o maior 5-mC% no meio 

sem adição de reguladores de crescimento (M1), com média de 43,40%, 

decaindo com a elevação das concentrações de 2,4-D nos meios contendo 18,12 

µM (M3) e 36,24 µM (M4), com 11,74% e 14,06%, respectivamente, e retomando 

uma elevação do 5-mC% no meio com 72,48 µM (M5). Em P. cristalina houve 

um aumento do 5-mC% no meio contendo 9,06 µM (M2), que posteriormente 

decaiu com a elevação das concentrações de 2,4-D. Em P. foetida não houve 

variação significativa do 5-mC% dos calos formados nos meios (M1 – M5) com 

as diferentes concentrações de 2,4-D.  
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Figura 10 – Nível médio de 5-mC% dos calos provenientes dos explantes EZM após 35 

dias em meios de indução da calogênse (M1 – M5) com diferentes concentrações de 

2,4-D para as três espécies de Passiflora. Modelos quadráticos ajustados nas análises 

de regressão para as espécies: P. miniata: y = 37.6543 - 1.4849x + 0.0182x2 (P < 0,0001; 

R2 = 0,79) e P. cristalina y = 21.6565 + 0.1054x - 0.0044x2 (P < 0,0001; R2 = 0,79). A 

média de 5-mC% para P. foetida (y = 10,20; P = 0,25) está representada como uma 

reta.  

 

Os maiores valores de 5-mC% foram observados em P. cristalina nos três 

meios de regeneração (Figura 11). P. miniata e P. cristalina apresentaram o 

maior 5-mC% no meio M1/M7 com 22,79% e 29,33% e o menor no meio M1/M6, 

com 13,38% e 22,39%, respectivamente. Em P. foetida, o maior 5-mC% foi 

verificado no meio M1/M6, com 15,63% e o menor no M1/M7 com 12,76%. 
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Devido à ausência de brotos no M1/M1, somente os meios M1/M6 e M1/M7 

foram comparados nesta espécie.  

 

 

Figura 11 – Nível médio de 5-mC% dos calos provenientes dos explantes EZI e EZM 

em meio M1 que deram origem aos embriões somáticos em P. miniata ou brotos em P. 

cristalina e P. foetida quando transferidos para os meios de regeneração (M1, M6 e M7). 

As médias foram comparadas pelo teste de Tukey, onde colunas com letras maiúsculas 

distintas indicam diferença significativa entre as espécies dentro de cada nível de 

explante e com letras minúsculas distintas indicam diferenças significativas entre os 

explantes dentro de cada espécie (P < 0,05). Em P. foetida não houve a formação de 

calos e nem a formação de brotos no meio M1/M1, por isso o 5-mC% não foi 

determinado e não foi comparado com os demais.  

 

 Os 5-mC% dos calos que originaram embriões somáticos ou brotos, 

diferiram entre os meios de regeneração (M6 e M7) provenientes das diferentes 

concentrações de 2,4-D em cada espécie (Figura 12). P. miniata apresentou os 

maiores 5-mC% no meio M7 para todas as concentrações de 2,4-D. Sendo a 

maior média no meio M3/M7, com 33,25% (Figura 12A). P. cristalina e P. foetida 

apresentaram os maiores 5-mC% no meio M6 (exceto para o M1/M6 em P. 

cristalina) para todas as concentrações de 2,4-D (Figura 12B e 12C). As maiores 
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médias para P. cristalina foram nos meios M4/M6 (42,24%) e M5/M6 (48,17%) e 

para P. foetida no meio M2/M6 (24,97%).  

Variações nos 5-mC% foram observados ao longo da resposta in vitro 

para as três espécies, demonstrando a influência da metilação da citosina do 

DNA nas diferentes etapas da regeneração de Passiflora (Figura 13). Em P. 

miniata, o 5-mC% variou ao longo da resposta in vitro, ocorrendo aumentos e 

diminuições entre as etapas, nos diferentes tratamentos utilizados (Figura 13A). 

Verificamos, por exemplo, um aumento acentuado do 5-mC% na etapa de 

indução de calos e diminuição na etapa de regeneração de embriões somáticos 

nos meios M1/M1, M1/M6 e M1/M7 (Figura 13A). Em P. cristalina e P. foetida, 

para a maioria dos tratamentos, os níveis de 5-mC% diminuíram na etapa de 

indução de calos e aumentaram na etapa de regeneração nos calos que 

formaram brotos (Figura 13B e 13C).   
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Figura 12 – Nível médio de 5-mC% nos meios M1/M6, M1/M7, M2/M6, M2/M7, M3/M6, M3/M7, M4/M6, M4/M7, M5/M6 e M5/M7, que deram 

origem aos embriões somáticos em P. miniata (A) ou brotos em P. cristalina (B) e P. foetida (C). Colunas seguidas de letras distintas indicam 

diferenças significativas entre os meios de regeneração em cada espécie pelo teste de Tukey (P < 0,05). 
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Figura 13 – Os gráficos mostram o 5-mC% ao longo da resposta in vitro para as três espécies: (A) P. minata via ESI, (B) P. cristalina via OI e (C) 

P. foetida via OI. Cada trio de colunas representa como foi a metilação no explante, em seguida no calo ao final de 35 dias em cada meio de 

indução da calogênese e após a formação de embriões ou brotos após transferência para o meio de regeneração. Colunas em vermelho mostram 

o 5-mC% nos explantes utilizados para inoculação (EZI no M1 e EZM nos meios M6 e M7). As colunas em verde, o 5-mC% nos calos formados 
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ao final de 35 dias nos diferentes meios de indução da calogênese (M1 – M5) e as colunas em azul, o 5-mC% nos calos que deram origem a 

embriões somáticos ou brotos nos diferentes meios de regeneração (M1/M6, M1/M7, M2/M6, M2/M7, M3/M6, M3/M7, M4/M6, M4/M7, M5/M6 e 

M5/M7). As médias dos 5-mC% foram comparados pelo teste de Tukey, onde colunas com letras distintas indicam diferença significativa entre 

os momentos da resposta in vitro (explante, calogênese e regeneração) (P < 0,05). Como supramencionado, em P. foetida não houve a formação 

de calos e nem a formação de embriões somáticos ou brotos no meio M1/M1, portanto, esta comparação não foi realizada.
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DISCUSSÃO 

 

 Conforme nossos dados demonstram, diferentes fatores influenciaram 

nas respostas morfogênicas distintas nas espécies de Passiflora, como o tipo de 

explante, as diferentes condições de cultivo in vitro e os 5-mC%. Para a resposta 

via ESI em P. miniata, a maior formação de embriões somáticos foi 

desencadeada pela utilização de EZI, ausência de reguladores de crescimento 

e de carvão ativado, aumento do 5-mC% na etapa de indução da calogênese e 

diminuição na etapa de regeneração. O oposto foi observado para a resposta via 

OI em P. cristalina e P. foetida, sendo a maior formação de brotos desencadeada 

pela utilização de EZM, presença de reguladores de crescimento e de carvão 

ativado, diminuição do 5-mC% na etapa de indução da calogênese e aumento 

na etapa de regeneração. Além disso, verificamos que os 5-mC% das três 

espécies foram influenciados pelo tipo de explante, pelas diferentes 

concentrações de 2,4-D nos meios de indução da calogênese e pela presença 

ou ausência de carvão ativado nos meios de regeneração.  

Devido às distintas etapas para o estabelecimento in vitro, foi necessário 

analisá-las separadamente, desde os explantes utilizados para inoculação, os 

calos formados ao final de 35 dias em meio de indução da calogênese e os calos 

que deram origem à embriões somáticos ou brotos na etapa de regeneração. O 

tipo de explante utilizado influenciou na resposta in vitro nas três espécies de 

Passiflora. Tecidos jovens, como os embriões zigóticos, apresentam altos níveis 

de ácido indolacético (AIA), especialmente no estágio de desenvolvimento ainda 

imaturo (Jayaraj et al. 2015; Mikuła et al. 2015). Portanto, são considerados 

excelentes fontes de explantes para indução da regeneração in vitro (Gaj 2004; 

Elhiti e Stasolla 2011; Ferreira et al. 2015; Hu et al. 2017; Leite et al. 2019). As 

diferenças nas respostas entre os tecidos maduros e imaturos também podem 

ser epigenéticas, uma vez que o tecido maduro é altamente diferenciado (von 

Arnold 2008). Com a diferenciação das células e dos tecidos vegetais, a 

proporção de células-tronco totipotentes diminui, podendo prejudicar a resposta 
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in vitro (Campos et al. 2017). Portanto, esperava-se que os 5-mC% fossem 

maiores nos EZM do que nos EZI, porém, isso foi observado apenas em P. 

cristalina. Essas respostas contraditórias podem estar relacionadas às 

características inerentes aos doadores de explante de cada espécie (Hasbún et 

al. 2005; Wang et al. 2012).  

Algumas células vegetais mantêm a sua totipotência e sob estímulos 

adequados podem promover a proliferação celular (Campos et al. 2017). Neste 

estudo, os embriões zigóticos já diferenciados das espécies de Passiflora deram 

origem a calos. Exceto P. foetida, que não houve a formação de calos friáveis a 

partir dos EZI inoculados no meio sem adição de reguladores de crescimento.  

Isso pode ser explicado pela a ausência de estímulos suficientes, pelas 

diferenças fisiológicas dos explantes na capacidade de transportar auxinas ou 

pelas células dos explantes não manterem a sua capacidade totipotente 

independente do estímulo (Campos et al. 2017). Apesar de ocorrer a formação 

de calos friáveis, no meio sem adição de reguladores de crescimento em P. 

cristalina e P. miniata, as taxas foram baixas em comparação com os meios 

suplementados com reguladores de crescimento para as três espécies. Campos 

et al. (2017) relataram a importância do uso de auxinas na proliferação celular, 

mesmo sem passar pelo processo de desdiferenciação celular. Por isso a maior 

taxa de calos nos meios contendo diferentes concentrações de 2,4-D. Esses 

dados destacam a importância do tipo de explante e do 2,4-D na morfogênese. 

O uso de reguladores de crescimento, como 2,4-D e BAP são amplamente 

utilizados para induzir a formação de calos na primeira etapa da morfogênese in 

vitro para espécies do gênero Passiflora, seja via OI ou ESI (Ozarowski e Thiem 

2013; Ferreira et al. 2015; Rocha et al. 2015; Pacheco et al. 2016; Leite et al. 

2019). O mesmo foi observado em outros estudos com diferentes espécies de 

Passiflora quando submetidos a concentrações inferiores a 72,48 µM de 2,4-D, 

como P. foetida, Passiflora ligularis Juss, P. miniata, Passiflora coriacea Juss., 

Passiflora contracta Vitta, Passiflora lindeniana TR & Planch e Passiflora 

speciosa Gardn. (Ferreira et al. 2015; Rosa et al. 2015; Prudente et al. 2017; 
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Leite et al. 2019). Em P. miniata, os maiores 5-mC% foram observados nos calos 

originados a partir dos EZI e EZM inoculados no meio sem adição de reguladores 

de crescimento. Osorio-Montalvo et al. (2020) relataram que a desdiferenciação 

dos explantes é acompanhada por um aumento na metilação do DNA, que pode 

ser causada pelos efeitos de auxinas endógenas. Alterações nos níveis de 

metilação da citosina do DNA também podem ser induzidas por estresse 

causado pelas condições do ambiente in vitro e não especificamente pela ação 

de auxinas (Phillips et al. 1990). Nos demais meios com diferentes 

concentrações de 2,4-D (M2, M3, M4 e M5), os 5-mC% foram menores quando 

comparados ao M1, porém, este nível tende a aumentar com o aumento da 

concentração de 2,4-D. Essa auxina sintética pode atuar aumentando os níveis 

endógenos de ácido indolacético (AIA) e estimulando a reprogramação gênica, 

o alongamento, a divisão e sinalização celular, assim como promovendo a 

hipermetilação do DNA (Pasternak et al. 2002; Fehér et al. 2003; Karami e Saidi 

2010). Amaral-Silva et al. (2021), avaliando o conteúdo global de 5-mC durante 

a ESI em C. canephora, observaram menores 5-mC% no meio suplementado 

com 2,4-D, assim como observado neste estudo. Nestes casos, a hipometilação 

parece estar relacionada ao próprio processo de proliferação celular (Elhiti et al. 

2010; Grzybkowska et al. 2018).  

Em P. cristalina, o aumento da concentração de 2,4-D nos meios de 

indução da calogênese promoveu uma diminuição dos 5-mC%. Nesta etapa, 

eventos de desmetilação são comuns antes dos processos de diferenciação 

(Valledor et al. 2007), que podem estar associados à ação de diferentes 

concentrações de 2,4-D nos meios de cultura in vitro (LoSchiavo et al. 1989). O 

2,4-D tem demonstrado um papel importante durante o processo de proliferação 

celular ocasionado por estresse (Fehér 2015). Já em P. foetida, as diferentes 

concentrações de 2,4-D não influenciaram nos 5-mC%. Essas evidências 

indicam que a metilação do DNA é influenciada por questões intrínsecas do 

próprio calo, como aspectos genéticos e fisiológicos, e não necessariamente 

com à adição de reguladores de crescimento ao meio de cultura in vitro (George 
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et al. 2008; Elhiti et al. 2010; Grzybkowska et al. 2018). Assim, a adição do 2,4-

D ao meio de indução da calogênese nem sempre resulta no aumento da 

metilação global do DNA, uma vez que as espécies apresentaram diferentes 

respostas sobre as mesmas condições.  

O desenvolvimento de embriões somáticos ou de brotos é estimulado 

após a remoção dos reguladores de crescimento na etapa de regeneração in 

vitro, pois a presença contínua de auxinas e citocininas inibem a diferenciação 

(LoSchiavo et al. 1989; Silva et al. 2009; Rosa et al. 2015; Altamura et al. 2016). 

Como mencionado anteriormente, apesar de utilizar o mesmo explante e o 

mesmo meio de cultura para induzir a embriogênese somática in vitro, diferentes 

respostas morfogênicas foram observadas para as espécies estudadas neste 

trabalho. P. cristalina e P. foetida regeneraram brotos via OI e P. miniata, 

embriões somáticos via ESI. No gênero Passiflora, a regeneração via ESI foi 

observada apenas para espécies do subgênero Passiflora L. que possuem 2n = 

18 cromossomos (Ozarowski e Thiem 2013; Ferreira et al. 2015; Leite et al. 2019; 

Mikovski et al. 2019). Visto às semelhanças no número de cromossomos e 

conteúdo de DNA de P. cristalina (2n = 18; 2C = 3,11 pg) com P. miniata (2n = 

18; 2C = 3,40 pg), nossa expectativa inicial de que as respostas in vitro seriam 

semelhantes não foi confirmada. Embora as células vegetais sejam altamente 

plásticas, ainda é difícil induzir a formação de embriões somáticos em Passiflora 

(Leite et al. 2019; Mikovski et al. 2019; Wu et al. 2020). A razão pela qual algumas 

espécies respondem por vias morfogênicas distintas, mesmo nas mesmas 

condições in vitro, ainda é pouco compreendida (Gordon et al 2007; Xu e Huang 

et al. 2014, Leite et al. 2019). Porém, de acordo com Campos et al. (2017), 

algumas células nunca se tornarão um embrião somático independente do 

estímulo fornecido in vitro. Neste estudo apenas P. miniata apresentou células 

responsivas que mantiveram a sua capacidade embriogênica. 

Na regeneração de P. miniata, a adição de carvão ativado ao M7 inibiu a 

formação de embriões somáticos e permaneceram indiferenciados como calos. 

Leite et al. (2019) também observaram a inibição da formação de embriões 
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somáticos no meio suplementado com carvão ativado. Estudos apontam que o 

carvão ativado pode ser prejudicial à formação de embriões somáticos (Heringer 

et al. 2015). Em meio de cultura suplementado com 3% de carvão ativado, os 

números de embriões somáticos foram 5 vezes menores do que no meio com 

metade dessa concentração (Heringer et al. 2015). Além de adsorver 

substâncias indesejáveis, como o excesso de 2,4-D, o carvão ativado também 

pode adsorver substâncias necessárias para o desenvolvimento dos embriões 

somáticos, como macro e micronutrientes, vitaminas e sacarose (Pan e van 

Staden 1998; Thomas 2008). Vale ressaltar que os 5-mC% mais elevados foram 

observados no meio suplementado com carvão ativado, assim como relatado por 

Oliveira et al. (2021). Outros autores também mostraram um maior nível de 

metilação global do DNA em culturas não embriogênicas e um menor nível em 

culturas embriogênicas de Pinus radiata D. Don, Pinus nigra J.F. Arnold e 

Eleutherococcus senticosus (Rupr. Ex Maxim.) Maxim. (Chakrabarty et al. 2003; 

Noceda et al. 2009; Bravo et al. 2017). O aumento no 5-mC% durante a indução 

de calos e diminuição na etapa de regeneração, rendeu a maior média de 

embriões somáticos por calo. Portanto, a diferenciação das células em estruturas 

embriogênicas foi promovida por modificações no cultivo in vitro e por variações 

nos 5-mC%.  

Em P. cristalina e P. foetida, foi observado o oposto ao encontrado em P. 

miniata, em que a adição de carvão ativado (M7) promoveu um aumento na taxa 

de recuperação de brotos via OI, assim como descrito por Leite et al. (2019). 

Nesse caso, o carvão ativado pode estar mais relacionado à capacidade de 

adsorver substâncias indesejáveis do meio de cultura, como metabólitos 

secundários e reguladores de crescimento residuais (Johansson et al. 1982; Pan 

e van Staden 1998). Além disso, o carvão aumenta a resposta via OI e a taxa de 

sobrevivência dos brotos regenerados (Pan e van Staden 1998). Diferente de P. 

miniata, no meio com adição de carvão ativado foram encontrados os menores 

5-mC%. A metilação do DNA durante a OI é descrita como um dos mecanismos 

reguladores deste processo (Us-Camas et al 2004). Wang et al. (2012), 
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trabalhando com a organogênese in vitro de Clivia miniata (Lindl.) Verschaff., 

relataram que as variações nos níveis de 5-metilcitosina global do DNA dos 

brotos regenerados estavam relacionados à natureza dos próprios explantes. 

Vining et al. (2013) constataram que 45% dos genes passaram de metilados na 

fase de calo a desmetilados na fase de regeneração de brotos. Diferindo do que 

foi observado neste estudo, em que houve diminuições nos 5-mC% durante a 

indução de calos e aumentos na etapa de regeneração, promovendo as maiores 

médias de brotos em P. cristalina e P. foetida.  

Assim como observado por diversos autores, as variações nos 5-mC% 

descritas aqui, refletem os processos de adaptação das células às diferentes 

condições do ambiente in vitro, desencadeando mudanças no desenvolvimento 

das plantas (Miguel e Marum 2011; Smykal et al. 2007; Valledor et al. 2007; Nic-

Can et al. 2015; Zhang et al. 2018). O que torna os processos epigenéticos 

eventos únicos é que o ambiente promove as modificações e essas podem ser 

herdadas pelas próximas gerações (Becker e Weigel 2012; Yakovlev et al. 2011). 

Esses processos são acompanhados pela remodelação da cromatina, que 

permitem a expressão ou repressão de genes capazes de controlar a totipotência 

em células vegetais (Duarte-Aké e De-la-Peña 2016; Kumar e van Staden 2017). 

Essa organização da cromatina é resultado de três processos epigenéticos: 

metilação do DNA, modificação de histonas e miRNAs (Bird 2007; Rottach et al. 

2009; Chen et al. 2010).  

Os 5-mC% nas três espécies de Passiflora variaram de 4,66% a 49,35%. 

Níveis elevados também foram encontrados no gênero Coffea L., com até 

43,61% em Coffea canephora L. (Amaral-Silva et al. 2021) e 42,37% no “Híbrido 

de Timor” autoalohexaploide sintético (Oliveira et al. 2021), indicando uma 

reprogramação epigenética nas células vegetais durante a regeneração in vitro 

(Zhang et al. 2018). Mudanças nos padrões de metilação do DNA ocorrem 

substancialmente durante os processos de morfogênese in vitro e variam entre 

as espécies de plantas (Valledor et al. 2007; Gao et al. 2010; Miguel e Marum 

2011; Yang et al. 2013; Quinga et al. 2017; Osório-Montalvo et al. 2020; Amaral-
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Silva et al. 2021; Oliveira et al. 2021). Essas mudanças, na maioria dos casos, 

dependem da natureza do explante e do genótipo inicial (George et al. 2008). No 

genoma nuclear de plantas superiores, as variações nos níveis de metilação da 

citosina são frequentes e variam de 6% a 43,61% (Gruenbaum et al. 1981; Zhang 

et al. 2010; Amaral-Silva et al. 2021; Oliveira et al. 2021). 

Em geral, os dados aqui discutidos mostram que os diferentes estágios 

de desenvolvimento dos explantes utilizados para inoculação, as diferentes 

condições de cultivo in vitro e os níveis de 5-metilcitosina global do DNA 

influenciaram ao longo da resposta in vitro das três espécies de Passiflora 

avaliadas. Estes fatores demonstram que a metilação do DNA é um mecanismo 

complexo e variável entre as espécies e entre as vias morfogênicas in vitro. Os 

menores 5-mC% em P. foetida e os maiores 5-mC% em P. cristalina e P. miniata, 

podem ser atribuídos à fatores genéticos, uma vez que P. foetida possui o menor 

conteúdo de DNA e provavelmente o menor número de cópias de genes 

relacionados a morfogênese in vitro. De acordo com alguns autores, o conteúdo 

global de 5-metilcitosina do DNA varia amplamente entre as espécies, tecidos, 

órgãos, idade do explante e com as condições do ambiente in vitro (Vanyushin 

e Ashapkin 2011). Portanto, as diferentes respostas in vitro são influenciadas por 

diversos fatores, assim como por características intrínsecas das espécies, visto 

que os três táxons avaliados neste estudo estão intimamente relacionados por 

pertencerem ao mesmo subgênero.  

 

CONCLUSÃO  

 

Neste trabalho, mensuramos pela primeira vez os níveis de 5-metilcitosina 

ao longo da resposta in vitro, seja via ESI ou OI para o gênero Passiflora. Com 

base nos dados aqui observados, podemos inferir que a melhor condição para 

regenerar embriões somáticos é: utilização de EZI, ausência de reguladores de 

crescimento no meio de indução de calos, ausência de carvão ativado meio de 
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regeneração e diminuição dos 5-mC% na etapa de regeneração. Já para 

regenerar brotos é necessário: utilização de EZM, presença de 2,4-D no meio de 

indução de calos, contendo 72,48 µM para P. cristalina e 36,24 µM para P. 

foetida, presença de carvão ativado no meio de regeneração e aumento dos 5-

mC% na etapa de regeneração. Deste modo, as evidências supramencionadas 

neste trabalho revelam que os explantes, as diferentes condições de cultivo in 

vitro e as variações nos níveis de 5-metilcitosina global do DNA ao longo da 

regeneração in vitro, ocasionaram diferentes respostas morfogênicas (ESI e OI). 

Portanto, visto que as espécies se comportam de forma distintas, constatamos 

que a regeneração de plantas in vitro são dinâmicas e variáveis entre as 

espécies. Este estudo representa o início de novos estudos acerca da metilação 

do DNA durante a regeneração in vitro no gênero Passiflora. 
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