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Figura 1 - Desenho experimental das diferentes etapas de inducdo da
regeneracao in vitro. EZI e EZM foram usados como explantes. A etapa de
calogénese foi conduzida com os meios de inducdo (M1, M2, M3, M4 e M5)
contendo as diferentes concentragbes de 2,4-D. A etapa de regeneragdo foi
conduzida com diferentes meios (M1, M6 e M7) nos quais os calos friaveis foram
inoculados. Legenda: CA, carvao ativado; EZI, embrido zigético imaturo; EZM,

embrido zigotico maduro. Escala = 1 MM, ..ot 25

Figura 2 - Média do numero de calos formados ao final de 35 dias a partir dos
EZI e EZM inoculados no meio sem adi¢c&o de reguladores de crescimento (M1)
para as trés espécies de Passiflora. As médias foram comparadas pelo teste de
Tukey, onde colunas com letras mailsculas distintas indicam diferenca
significativa entre as espécies dentro de cada tipo de explante, e com letras
minusculas diferentes indicam diferencas significativas entre os explantes dentro
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Figura 3 — Graficos de superficie de resposta mostrando a influéncia do tempo
em dias (x) e da concentracao de 2,4-D uM (y) na média de calos friaveis (z)
formados a partir dos EZM das trés espécies inoculadas em meio de inducéo de
calogénese (M1 — M5) (P < 0,05). (A) P. miniata. (B) P. cristalina. (C) P. foetida.
Abaixo de cada gréafico, os calos de cada espécie no meio M5 estédo
representados nos diferentes dias de avaliacdo (0; 7; 14; 21; 28; 35 dias).
Modelos quadraticos ajustados nas analises de regresséo para as espécies: P.
miniata: z = - 0,2663572971 + 0,0167560998x - 0,0001858807x2 +
0,0183895898y (P < 0,05; R? = 0,6977); P. cristalina: z = - 0,2159011298 +
0,0184435253x - 0,0002192934x2 + 0,0205444202y (P < 0,05; R? = 0,5756); P.
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Figura 4 — Média do numero de embriées somaticos ou de brotos formados nos
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Figura 5 — Regeneracao in vitro nas trés espécies de Passiflora. (A — E) ESI em
P. miniata; (F — J) Ol em P. cristalina e (K — O) em P. foetida. (A, F e K)
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superficies dos explantes e o surgimento de calos. (C, H, I, L e M) calos com
células de diferentes formas. (D) presenca de matriz extracelular e embrides
globulares. (E) embribes somaticos em diferentes estagios, como globular,
cordiforme, torpedo e cotiledonar. (J) protuberancias formadas a partir dos calos.
(M) brotos recém-formados dos calos. (N) brotos em estagio avancado de
desenvolvimento. (O) detalhe para as glandulas de resina nas folhas. A escala
grafica € representada pela barra branca na parte inferior direita de cada
imagem. Legenda: Ca, calos; Co, embrido cotiledonar; Ex, explante; Em, matriz
extracelular; Gl, embrido globular; He, embrido cordiforme; Pr, protuberancia;

Rg, glandulas de resina; Sh, brotos; To, embrido torpedo. ..........cccccvvveeeenenn. 39

Figura 8 — Nivel médio de 5-mC% dos explantes (EZI e EZM) utilizados para
induzir a regeneracgdo in vitro para as trés espécies de Passiflora. As médias
foram comparadas pelo teste de Tukey, onde colunas com letras mailusculas
distintas indicam diferenca significativa entre as espécies dentro de cada nivel
de explante e com letras mindsculas distintas indicam diferencas significativas

entre os explantes dentro de cada espécie (P < 0,05). ....cccccoeviiiiiiiiieiiieeennnnns 40

Figura 9 — Nivel médio de 5-mC% dos calos provenientes dos explantes EZI e
EZM em meio de inducdo da calogénese M1 ap6s 35 dias para as trés espécies
de Passiflora. As médias foram comparadas pelo teste de Tukey, onde colunas
com letras mailsculas distintas indicam diferenca significativa entre as espécies
dentro de cada nivel de explante e com letras minusculas distintas indicam
diferencas significativas entre os explantes dentro de cada espécie (P < 0,05).
Em P. foetida ndo houve a formacao de calos no meio M1 a partir de EZI, por

isso 0 5-mC% ndao foi determinado e ndo foi comparado entre os demais. ..... 41

Figura 10 — Nivel médio de 5-mC% dos calos provenientes dos explantes EZM
apos 35 dias em meios de inducdo da calogénse (M1 — M5) com diferentes

concentracbes de 2,4-D para as trés espécies de Passiflora. Modelos
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quadraticos ajustados nas analises de regressao para as espécies: P. miniata: y
=37.6543 - 1.4849x + 0.0182x? (P < 0,0001; R?=0,79) e P. cristalinay = 21.6565
+ 0.1054x - 0.0044x? (P < 0,0001; R? = 0,79). A média de 5-mC% para P. foetida

(y = 10,20; P = 0,25) esta representada como uma reta. ..........cccceevvvvvvineeennn. 43

Figura 11 — Nivel médio de 5-mC% dos calos provenientes dos explantes EZI e
EZM em meio M1 que deram origem aos embrides somaticos em P. miniata ou
brotos em P. cristalina e P. foetida quando transferidos para os meios de
regeneracao (M1, M6 e M7). As médias foram comparadas pelo teste de Tukey,
onde colunas com letras mailsculas distintas indicam diferenca significativa
entre as espécies dentro de cada nivel de explante e com letras mindsculas
distintas indicam diferencas significativas entre os explantes dentro de cada
espécie (P < 0,05). Em P. foetida ndo houve a formacdo de calos e nem a
formacdo de brotos no meio M1/M1, por isso 0 5-mC% néao foi determinado e

Nao foi comparado COM 0S AEM@US.......uuuuuuuuiuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieeee e 44

Figura 12 — Nivel 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
embribes soméaticos em P. miniata (A) ou brotos em P. cristalina (B) e P. foetida
(C). Colunas seguidas de letras distintas indicam diferencas significativas entre

0s meios de regeneracao em cada espécie pelo teste de Tukey (P < 0,05).... 46

Figura 13 — Os graficos mostram o 5-mC% ao longo da resposta in vitro para as
trés espécies: (A) P. minata via ESI, (B) P. cristalina via Ol e (C) P. foetida via
Ol. Cada trio de colunas representa como foi a metilagdo no explante, em
seguida no calo ao final de 35 dias em cada meio de inducéo da calogénese e
apos a formacdo de embrides ou brotos apds transferéncia para o meio de
regeneracao. Colunas em vermelho mostram o 5-mC% nos explantes utilizados
para inoculacao (EZI no M1 e EZM nos meios M6 e M7). As colunas em verde,

0 5-mC% nos calos formados ao final de 35 dias nos diferentes meios de inducéo

11



UNIVERSIDADE FEDERAL DO ESPIRITO SANTO

Q
S
CENTRO DE CIENCIAS AGRARIAS E ENGENHARIAS — CCAE Ef
Zz
2

PROGRAMA DE POS-GRADUAGAQO EM GENETICA E MELHORAMENTO — PPGGM

da calogénese (M1 — M5) e as colunas em azul, 0 5-mC% nos calos que deram
origem a embrides somaticos ou brotos nos diferentes meios de regeneracéao
(M1/M6, M1/M7, M2IM6, 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 diferenca significativa entre oS momentos
da resposta in vitro (explante, calogénese e regeneracao) (P < 0,05). Como
supramencionado, em P. foetida ndo houve a formagdo de calos e nem a
formacdo de embrides somaticos ou brotos no meio M1/M1, portanto, esta
comparagao NAao foi realizada. ...........coooeeeeeeii e a7
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RESUMO

O desenvolvimento de plantas in vitro pode ser influenciado por diversos fatores,
dentre eles a fonte de explante, as condi¢des de cultivo e a metilagao global do
DNA genbmico. Sabe-se que em espécies do género Passiflora L. diferentes
respostas morfogénicas sao observadas sob as mesmas condi¢des in vitro.
Portanto, outros fatores além do cultivo in vitro podem influenciar na resposta,
como 0s aspectos genéticos, fisiologicos e epigenéticos do explante.
Objetivamos aqui, estabelecer o processo de morfogénese in vitro para trés
espécies do género Passiflora com a finalidade de verificar e comparar a
influéncia dos tipos de explantes, das condi¢gbes de cultivo e do nivel global de
5-metilcitosina. Nossos resultados mostraram que em Passiflora miniata a via de
regeneracao foi a embriogénese somatica indireta, com o maior namero de
embrides somaticos formados a partir de embrides zigéticos imaturos, na
auséncia de reguladores de crescimento e carvao ativado. Além disso,0 nivel
global de 5-metilcitosina diminuiu na etapa de regeneracdo. Em Passiflora
cristalina e Passiflora foetida a via morfogénica foi a organogénese indireta,
sendo a maior formacado de brotos desencadeada pela utilizacdo de embrides
zigbticos maduros, presenca de reguladores de crescimento e carvao ativado,
assim como o aumento do nivel global de 5-metilcitosina na etapa de
regeneracao. A partir destas diferentes respostas, evidenciamos a influéncia do
estagio de desenvolvimento do embrido zigético, do uso de reguladores de
crescimento e carvao ativado e, pela primeira vez, do nivel global de 5-

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

Palavras-chave: cultura de tecidos vegetais, embriogénese somatica indireta,

epigenética, maracuja, organogénese 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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ABREVIACOES

ESI — Embriogénese Somética Indireta
EZI — Embrido zigotico imaturo

EZM — Embrido zigético maduro

Ol — Organogénese indireta

2,4-D — Acido 2,4-diclorofenoxiacético

5-mC% — Nivel global de 5-metilcitosina
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INTRODUCAO

Diferentes respostas morfogénicas sao observadas no género Passiflora
L. (Passifloraceae), sendo a maioria estabelecida via organogénese direta ou
indireta (Leite et al. 2019; Mikovski et al. 2019; Silva et al. 2020; Mikovski et al.
2021). A embriogénese somatica 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
embrides zigoticos maduros de cinco espécies, Rosa et al. (2015) regeneraram
plantulas 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 condic¢des in vitro, plantulas foram
recuperadas via organogénese indireta para Passiflora foetida L. com 2n = 20
cromossomos. Espécies pertencentes aos quatro subgéneros de Passiflora com
ndmeros cromossdmicos e contetdo de DNA diferentes também apresentaram
respostas morfogénicas distintas sob as mesmas condi¢cées do ambiente in vitro
(Leite et al. 2019). Leite et al. (2019) relataram ESI para Passiflora miniata
Vanderpl. que possui 2n = 18 cromossomos, e organogénese 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 ndo regeneraram plantulas (Leite et al. 2019), indicando que as
condi¢cdes do ambiente in vitro ndo sdo os unicos fatores que influenciam nas
diferentes respostas observadas (Fehér 2015; Nic-Can et al. 2016; Leite et al.
2019). Os aspectos genéticos e fisioldgicos do proprio explante e os aspectos
epigenéticos também sao importantes para induzir a morfogénese in vitro (Nic-
Can etal. 2013; Ibrahim et al. 2015; Amaral-Silva et al. 2021; Oliveira et al. 2021).

De acordo com a teoria da totipoténcia de Harberlandt (1902), com o
estimulo correto, os tecidos/células vegetais diferenciados revertem ou
convertem seu destino de desenvolvimento e podem se diferenciar em novos

tecidos/orgaos. Porém, Campos et al. (2017) propuseram uma hipotese
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alternativa, em que as células vegetais se diferenciam sem passar pelo processo
de desdiferenciacdo. Pools de células meristematicas, sob estimulos externos,
atuam como células-tronco vegetais que podem se diferenciar. No entanto,
algumas células nunca se tornardo um embrido somatico independente do
estimulo fornecido in vitro. Assim, as células responsivas sdo aquelas que

mantém a capacidade embriogénica (Campos et al. 2017).

Os tecidos jovens possuem um maior nimero de células-tronco que os
tecidos envelhecidos (Campos et al. 2017). Por isso, os embrifes zigbticos
maduros e imaturos sdo considerados excelentes fontes de explantes para
induzir a morfogénese in vitro (Ferreira et al. 2015; Satish et al. 2016; Hu et al.
2017). Os embrides zigbticos apresentam um alto nivel endégeno da auxina
Acido Indolacético (AlA), mesmo quando ainda imaturos (Gaj 2004; Hu et al.
2017; Satish et al. 2016). Isso explica, por exemplo, porque algumas espécies
tém a capacidade de regenerar plantulas sem o uso de reguladores de
crescimento (Ferreira et al. 2015). No entanto, para a maioria dos explantes
vegetais 0 uso de reguladores é requerido (Mikuta et al. 2015; Mikovski et al.
2019).

Dentre os reguladores de crescimento, as auxinas e as citocininas sao
comumente utilizadas na cultura de tecidos vegetais, pois podem direcionar o
destino celular dos explantes e seu desenvolvimento através da via
organogénica e/ou embriogénica (Fehér et al. 2003; Ozarowski e Thiem 2013;
Rosa et al. 2015; Mikovski et al. 2019). Acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) é
a auxina sintética mais utilizada na etapa de inducao da calogénese na cultura
de tecidos (Phillips e Garda 2019). Campos et al. (2017) relataram a importancia
do uso de auxinas para induzir a proliferacdo das células totipotentes. O 2,4-D
atua como um analogo exégeno de auxina e como um agente de estresse,
podendo reduzir o conteudo de auxina endogena do explante por reacbes de
conjugacao (Michalczuk et al. 1992; Jiménez 2005; Corredoira et al. 2015; Garcia
et al. 2019).

19




UNIVERSIDADE FEDERAL DO ESPIRITO SANTO

Q
S g
CENTRO DE CIENCIAS AGRARIAS E ENGENHARIAS — CCAE Ef
2 [ A
2

PROGRAMA DE POS-GRADUAGAQO EM GENETICA E MELHORAMENTO — PPGGM

Na etapa de regeneracao in vitro, os meios de cultura sédo destituidos de
reguladores de crescimento, visto que estes inibem o desenvolvimento de brotos
ou embribes somaticos (Nissen e Minocha 1993). Nesta etapa, o carvao ativado
€ suplementado ao meio de cultura, em virtude da presenca de um grande
namero de poros em sua estrutura, o que permite a adsorcdo de diversos
compostos do meio de cultura (Pan e van Staden 1998; Thomas 2008). Como
por exemplo, a adsor¢cdo de compostos fendlicos, reguladores de crescimento e
outros compostos organicos que sao indesejaveis para o desenvolvimento in
vitro (Pan e van Staden 1998). Porém, seu uso indevido pode ser prejudicial a
organogénese e/ou embriogénese, uma vez que pode ocorrer a adsorcao de
compostos necessarios para o desenvolvimento in vitro, como tiamina, &cido
nicotinico, piridoxina, acido folico e zinco (Weatherhead 1978; Johansson 1990;
Pan e van Staden 1998; Ferreira et al. 2015; Leite et al. 2019).

Além das caracteristicas dos explantes e das condi¢des de cultivo in vitro,
0s aspectos epigenéticos também influenciam no processo de morfogénese
(Finnegan et al. 2000; Karim et al. 2016; Schmid et al. 2018; Amaral-Silva et al.
2021; Oliveira et al. 2021). Uma das mudancas epigenéticas envolve a metilacédo
do DNA, a qual é caracterizada pela adicdo de um grupo metil na posicdo 5' da
citosina, ocasionando no aumento dos niveis de 5-metilcitosina (5-mC) no
genoma das plantas (Us-Camas et al. 2014; Zhang et al 2018). Essa modificagéo
quimica aumenta o nivel de compactacgéo da cromatina, influenciando nos niveis
de expressdo de genes envolvidos na morfogénese (Finnegan et al. 1998;
Cheung e Lau 2005; Miguel e Marum 2011; Tang et al. 2020). Tal modificacéo é
reversivel e contribui para a regulacédo das respostas génicas (Aceituno et al.
2008; Féher 2015; Peng e Zhang 2009; Zhang et al 2018).

Os niveis de metilacdo do DNA em plantas variam entre espécies,
genaotipos, o0rgaos, 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, evidéncias demonstram que as variacdes nos niveis de metilacdo

do DNA séo influenciadas pela exposicéo as diferentes condi¢cdes do ambiente
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in vitro durante o processo de morfogénese (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). Niveis mais baixos de metilacdo do DNA provavelmente
estdo relacionados ao processo de desdiferenciacdo das células (Grzybkowska
et al. 2018; Elhiti et al. 2010). Por outro lado, niveis elevados de metilacdo do
DNA podem estar relacionados ao processo de regeneracdo de embribes
somaticos (Chakrabarty et al. 2003). Portanto, a metilacdo do DNA pode ser
crucial para o crescimento e desenvolvimento dos embrides somaticos, assim
como para as respostas ao estresse promovido pelo ambiente in vitro (Zhang et
al. 2018). Essas variacOes podem agilizar o processo de desenvolvimento,
principalmente para espécies as quais a regeneracao in vitro ainda néo foi obtida
(Zhang et al. 2018).

Em Passiflora, a metilagdo do DNA ainda n&o foi abordada durante a
morfogénese in vitro e isso pode ser um elemento chave para compreensao
deste processo. Assim, nds pretendemos estabelecer o processo de
morfogénese in vitro para trés espécies de Passiflora e a partir disto verificar e
comparar a influéncia dos tipos de explantes, das condi¢des de cultivo in vitro e
do nivel de 5-metilcitosina global do DNA ao longo deste processo nas diferentes

espécies.

MATERIAL E METODOS

Material vegetal

As espécies Passiflora miniata Vanderpl., Passiflora cristalina Vanderpl. &
Zappi e Passiflora foetida L. foram selecionadas por apresentarem diferentes
respostas morfogénicas sob as mesmas condic¢des in vitro (Rosa e Dornelas
2012; Ferreira et al. 2015; Rosa et al. 2015; Leite et al. 2019). Além disso, essas
espécies do género Passiflora apresentam diferentes nimeros cromossémicos
e/ou conteudo 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 Amazonica localizado no municipio de Carlinda, Mato Grosso, Brasil
(lat: -9.958056 long: -55.832222 WGS84), e os frutos de P. foetida foram
coletados na area experimental do Centro de Ciéncias Agrarias e Engenharias
da Universidade Federal do Espirito Santo, Alegre, Espirito Santo, Brasil (lat: -
20.763611 long: -41.533056 WGS84).

Regeneracao in vitro

EmbriGes zigoéticos imaturos (EZI) e maduros (EZM) foram excisados das
sementes e desinfestados (Figura 1). A desinfestacéo foi realizada em camara
de fluxo laminar seguindo trés etapas: imersao em etanol 70% por 1 min, imersao
em hipoclorito de sédio 2,5% adicionado com Tween 20® 0,1% por 20 min,
seguida de quatro lavagens em agua tipo | esterilizada. Os explantes foram
inoculados em placas de Petri de 60 x 15 mm contendo 15 mL do meio de
inducao de calos (Ferreira et al. 2015; Leite et al. 2019). Os meios consistiram
de 4,3 g L de sais MS (Sigma®) (Murashige e Skoog 1962), 10 mL L? de
vitamina B5 (Sigma®) (Gamborg et al. 1968), 30 g L* de sacarose (Sigma®) e 2,8
g L de Phytagel (Sigma®). O meio M1 néo foi suplementado com reguladores
de crescimento. Os demais meios foram suplementados com 4,44 uM 6-
benzilaminopurina (BAP) e diferentes concentragcbes de &cido 2,4-
diclorofenoxiaceético (2,4-D): 9,06 yM (M2), 18,12 yM (M3), 36,24 uM (M4) e
72,48 uyM (M5) (Figura 1). O pH dos meios foi ajustado para 5,7 antes da

autoclavagem.

EZI e EZM foram inoculados no meio M1, que n&o contém reguladores de
crescimento. Nos demais meios suplementados com BAP e com diferentes
concentracoes de 2,4-D (M2 — M5), apenas os EZM foram inoculados. Segundo

Ferreira et al. (2015), os EZI possivelmente possuem niveis de hormonios
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enddgenos suficientes para induzir a embriogénese somatica indireta na
auséncia de reguladores de crescimento. Estes autores observaram as maiores
taxas de embrides somaticos no meio sem adicdo 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 fotoperiodo (16 h luz/8 h escuro) visto a
auséncia de reguladores de crescimento, e as demais foram mantidas no escuro,
ambas a 25 + 2°C por 35 dias (Ferreira et al. 2015). A formagao de calos foi

avaliada semanalmente até 35 dias.

Para comparar a taxa de formacdo de calos entre os explantes (EZI e
EZM) no meio M1, nés 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 exposicéo (7, 14, 21, 28 e 35 dias). Um fatorial 3 x 5 x
5 foi empregado para comparar a taxa de formacao de calos a partir dos EZM,
considerando os fatores: espécie (P. cristalina, P. foetida e P. miniata),
concentracéo de 2,4-D (0 uM, 9,06 uM, 18,12 uM, 36,24 uM e 72,48 uM) e tempo
de exposicao (7, 14, 21, 28 e 35 dias).

Os calos fridveis das trés espécies, gerados a partir dos EZI e EZM nos
meios M1 — M5, foram transferidos aleatoriamente para 0s meios de
regeneracao, denominados M1, M6 (Rosa e Dornelas 2012) e M7 (Silva et al.
2009) (Figura 1). O M6 foi consistindo de 2,15g L?!de sais MS (Sigma®)
(Murashige e Skoog 1962), 5 mL L* de vitamina B5 (Sigma®) (Gamborg et al.
1968), 15 g L' de sacarose (Sigma®), 2,8 g L* de Phytagel (Sigma®). O M7
conteve 4,3 g L de sais MS (Sigma®) (Murashige e Skoog 1962), 10 mL L1 de
vitamina B5 (Sigma®) (Gamborg et al. 1968), 30 g L de sacarose (Sigma®), 30 g
L1 de carvdo ativado (Sigma®) e 2,8 g L' de Phytagel (Sigma®). Os calos
provenientes dos EZI foram mantidos nas mesmas condi¢bes do meio M1 para
induzir a regeneracao (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 as condicdes de
fotoperiodo (16 h luz/8 h escuro) e mantidas a uma temperatura de 25 + 2°C. Os
embrides somaticos ou os brotos formados foram transferidos para o meio M1 e
mantidos em fotoperiodo (16 h luz/8 h escuro) a 25 + 2°C, a fim de completarem

o seu desenvolvimento (Ferreira et al. 2015).

A taxa de regeneracdo foi comparada a partir do nUmero de embrides
somaticos ou de brotos regenerados em M1/M1 para os EZI, e M1/M6 e M1/M7
para os EZM. As mesmas variaveis 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.

24



UNIVERSIDADE FEDERAL DO ESPIRITO SANTO J@OERAL 2o

CENTRO DE CIENCIAS AGRARIAS E ENGENHARIAS — CCAE 5 P ?)Q
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM GENETICA E MELHORAMENTO - PP.GGM 2 *:ﬂ‘fﬁ? %05
é\’fomr:lé G{"é&

Explante Calogénese
Y
EZI M1
M3 o
EZM 18.12 uM <®

"

Figura 1 - Desenho experimental das diferentes etapas de inducéo da regeneracgéo in

vitro. EZI e EZM foram usados como explantes. A etapa de calogénese foi conduzida
com os meios de inducédo (M1, M2, M3, M4 e M5) contendo as diferentes concentracdes
de 2,4-D. A etapa de regeneracédo foi conduzida com diferentes meios (M1, M6 e M7)
nos quais os calos friaveis foram inoculados. Legenda: CA, carvao ativado; EZI, embrido

zigotico imaturo; EZM, embrido zigético maduro. Escala = 1 mm.
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Microscopia eletronica 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 inducdo da calogénese e dos embrides somaticos ou brotos
formados na etapa de regeneracdo para as trés espécies de Passiflora. As
amostras foram fixadas em solucdo Karnovsky (Glutaraldeido 2,5% e
paraformaldeido 2% em 0,1 mol L' de solugdo tamponada - PBS pH 7,2)
(Karnovsky 1965) e armazenadas em geladeira a 4 °C. Em seguida, a pos-
fixacdo foi realizada em solucédo de ferrocianeto de potassio 1,25% e tetroxido
de 6smio 1% por 60 min em temperatura ambiente. Pés-fixacdo, as amostras
foram desidratadas por uma série gradativa de etanol, sendo 30%, 50%, 70%,
90% e 100%. ApOs esta etapa, as amostras foram secas no ponto critico de COz2
(Autosandri-815, Tousimis®) e fixadas nos stubs e pulverizadas com ouro (20
nm) em um metalizador (Desk V, DentonVaccum®). As imagens foram obtidas
em microscopio eletrénico de varredura (MEV) (modelo Jeol, JEM6610 LV®),

operado com filamento de tungsténio a 20Kv.

Nivel 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 fridveis em meio de inducéo
(M1 — M5) aos 35 dias, e calos em meio de regeneracédo (M1, M6 e M7) que
geraram embrifes somaticos ou brotos (Figura 1). A extracdo do DNA gendmico
das amostras foi conduzido de acordo com Doyle e Doyle (1990). A concentracao
e pureza do DNA gendmico foram determinadas por espectrofotébmetro
(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
hidrélise acida descrito por Demeulemeester et al. (1999). Em uma solucéo de
100 pL de agua tipo | contendo 30 pug de DNA, 50 pL de &cido perclérico 70%
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(HCIO4) foram adicionados. A solu¢éo foi aquecida a 100 °C por 60 min. Apés a
hidrolise, o pH das amostras foi ajustado entre 3 e 5 com hidréxido de potassio
(KOH 1,0 mol L1). O precipitado branco de perclorato de potassio (KClOa4) 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 pL de agua tipo | foram adicionados, agitado em vortex 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 vacuo (Concentrator Plus -
Eppendorf®) para evaporar todo o solvente. Apds evaporagdo do solvente, as
bases nitrogenadas do DNA genémico foram redissolvidas em 100 yL de agua
tipo | e as andlises cromatograficas foram realizadas em aparelho HPLC
Prominence (Shimadzu®, modelo LC-20AT) equipado com detector de matriz de
fotodiodos (Shimadzu®, SPD-M20A). Os analitos foram separados em uma
coluna Gemini C18 (250 x 4,6 mm, 5 uym de particula; Phenomenex®). A fase
movel utilizada foi uma solucao de fosfato de amonio dibasico (NH4)2 HPO4 50
mmol L, pH 7) com vazéo de 0,7 mL min-t. 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 comparacéo com padrdes analiticos. O nivel

de metilagéao global foi mensurado de acordo com a equacéo 1:

(%)5mC = — e 100
ne T A Equacdo 1
Onde, Asmc € a area que se refere ao pico de 5-metilcitosina e Ac, a area

referente ao pico de citosina.

Para comparar o 5-mC% entres os explantes utilizados para a inoculagao,
nos 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 inducdo da calogénese,
apos 35 dias em meio M1. Também durante a calogénese, 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
concentracéo de 2,4-D (0 uM, 9,06 pM, 18,12 uM, 36,24 uM e 72,48 uM).

Na etapa de regeneracgéao, foram avaliados em um esquema fatorial 3 x 3,
0 5-mC% obtido partir do DNA genémico dos calos que regeneraram embrides
somaticos ou brotos nos meios M1/M1, M1/M6 e M1/M7 considerando espécie
(P. miniata, P. cristalina e P. foetida) e meio de regeneracao (M1, M6 e M7). Os
valores de 5-mC% também foram avaliados nos calos que originaram embrides
somaticos 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 variagdes nos niveis de 5-metilcitosina global do
DNA ao longo de toda a resposta in vitro de cada espécie, os 5-mC% foram
comparados nas trés diferentes etapas supramencionadas. As etapas nos

diferentes meios foram comparadas pelo teste de Tukey.

Andlise estatistica

A normalidade dos dados dos experimentos foi verificada pelo teste de
Shapiro-Wilk. Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia
(ANOVA). Para os experimentos em esquema fatorial, o teste de médias de
Tukey sobre os fatores qualitativos (P < 0,05) foi aplicado quando detectada
significancia nas interagbes ou nos fatores. Para os fatores quantitativos uma
analise de regresséo foi realizada, sendo representada apenas com base na
significancia da regressdo (P < 0,05), coeficiente de determinacdo (R?) e
fendbmeno bioldgico em estudo. O teste de Tukey também foi utilizado nas
comparacoes diretas (P < 0,05). As analises foram realizadas no software R (R

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

Regeneracao in vitro

Calos com aspecto fridvel de coloracdo amarelo pélido foram observados
na superficie dos explantes das trés espécies ao longo dos 35 dias. Os primeiros
calos nos EZI apareceram aos 28 dias para P. cristalina e 35 dias para P. miniata.
Ja 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
namero médio de calos gerados no meio M1 sem adicao de reguladores de
crescimento, ndo havendo influéncia 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 nao diferiram entre as espécies (Figura 2).
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Figura 2 - Média do nimero de calos formados ao final de 35 dias a partir dos EZI e
EZM inoculados no meio sem adi¢éo de reguladores de crescimento (M1) para as trés
espécies de Passiflora. As médias foram comparadas pelo teste de Tukey, onde colunas
com letras maiusculas distintas indicam diferenca significativa entre as espécies dentro
de cada tipo de explante, e com letras minusculas diferentes indicam diferencas

significativas entre os explantes dentro de cada espécie (P < 0,05).
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Espécie, concentracdo de 2,4-D (M1 — M5) e tempo interferiram no
namero médio de calos gerados a partir dos EZM. A média do numero de calos
aumentou gradualmente ao longo do tempo e com 0 aumento das concentracdes
de 2,4-D nas trés 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 trés 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 — Graficos de superficie de resposta mostrando a influéncia do tempo em dias (x) e da concentracdo de 2,4-D uM (y) na média de calos friaveis (z)
formados a partir dos EZM das trés espécies inoculadas em meio de indugéo de calogénese (M1 — M5) (P < 0,05). (A) P. miniata. (B) P. cristalina. (C) P.
foetida. Abaixo de cada grafico, os calos de cada espécie no meio M5 estéo representados nos diferentes dias de avaliacdo (0; 7; 14; 21; 28; 35 dias). Modelos
quadraticos ajustados nas analises de regressao para as espécies: P. miniata: z = - 0,2663572971 + 0,0167560998x - 0,0001858807x2 + 0,0183895898y (P <
0,05; R?2=0,6977); P. cristalina: z=-0,2159011298 + 0,0184435253x - 0,0002192934x2 + 0,0205444202y (P < 0,05; R? = 0,5756); P. foetida: z=- 0,0337619722
+ 0,0074042658x - 0,0002543034x2 + 0,0253501470 y (P < 0,05; R? = 0,8226).

31



UNIVERSIDADE FEDERAL DO ESPIRITO SANTO (<OERAL %0,
g B oY
n . s m‘,,é 2
CENTRO DE CIENCIAS AGRARIAS E ENGENHARIAS — CCAE G e WMNEe O
. < . Z TRl =
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM GENETICA E MELHORAMENTO — PPGGM - ‘:{:;ﬁ %5
&
7 omnes =

Diferentes respostas morfogénicas foram observadas nos meios de
regeneracao (M1, M6 e M7) a partir dos calos provenientes dos EZI e EZM dos
meios de inducdo da calogénese (M1/M6, M1/M7, M2/M6, M2/M7, M3/M6,
M3/M7, M4/IM6, M4/M7, M5/M6 e M5/M7). Embribes somaticos de P. miniata
foram regenerados via embriogénese somatica indireta, e brotos de P. cristalina

e P. foetida via organogénese indireta (Figuras 4 — 7).

A maior média de embrifes soméaticos de P. miniata foi observada no meio
M1/M1, com 5,4 embrides por calo, diferindo dos meios M1/M6 e M1/M7. No
meio M7 contendo carvdo ativado, ndo ocorreu a formagcdo de embrides
somaticos (Figura 4A). Brotos de P. cristalina foram formados nos trés meios de
regeneracdo a partir dos calos provenientes do meio M1, com médias
estatisticamente iguais (Figura 4B). Calos nao foram formados no meio M1/M1
de P. foetida, portanto, brotos ou embrides soméaticos também nédo. Nos meios
M1/M6 ou M1/M7, o nimero médio de brotos formados foi estatisticamente igual

para P. foetida (Figura 4C).

32



UNIVERSIDADE FEDERAL DO ESPIRITO SANTO

CENTRO DE CIENCIAS AGRARIAS E ENGENHARIAS — CCAE
PROGRAMA DE POS-GRADUAGAQO EM GENETICA E MELHORAMENTO — PPGGM

A B c
210.0 10.0 10.0
Q
g
(2] 0w
] 2 2
w75 075 075
Q O 0
2 © )
o a o ©
IS e o
@
o 50 g 50 g 50
© 3 3
o c c
= [o] [o]
g o© ©
S 8 a e
c 25 E 2.5 a g 2.5
-8 = - 0= a
8 b a a
3 I b I a [ :
= 00 _ 0.0 - 0.0f —8M8M8M
MA/MA ) M1/M6 - M1/M7 MAMA ] M1/MB - MTM7 M17/MA ) M1/M6 - M1/M7
Meios de regeneracéo Meios de regeneracédo Meios de regeneragido

Figura 4 — Média do nimero de embries somaticos ou de brotos formados nos meios de regeneracao a partir de calos provenientes do meio
M1. (A) regeneracao via ESI de P. minata; (B e C) regeneracéo via Ol de P. cristalina e P. foetida, respectivamente. Colunas seguidas de letras

diferentes indicam diferengas significativas entre os meios de regeneracdo em cada espécie pelo teste de Tukey (P < 0,05).
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Os primeiros embrides somaticos foram regenerados ap6s 56 dias,
apresentando diferentes estagios de desenvolvimento, como globular,
cordiforme, torpedo e cotiledonar, confirmando a resposta assincrona da ESI em
P. miniata (Figuras 5B — E). Os embrifes somaticos foram regenerados apenas
guando 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
embribes por calo. No meio M7, embrides somaticos ndo foram regenerados
independente da concentracdo de 2,4-D ao qual os calos foram formados (Figura
6A).

Em P. cristalina, os primeiros sinais de formacgdo de brotos ocorreram
apos 14 dias nos meios de regeneracao (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 organogénicas
regeneraram na superficie 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 — Regeneracao in vitro nas trés espécies de Passiflora. (A — E) ESI em P.

miniata; (F — J) Ol 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) Embrides somaticos de P. miniata em diferentes estagios 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 estagios de desenvolvimento. Escala = 1 mm.

36



UNIVERSIDADE FEDERAL DO ESPIRITO SANTO

CENTRO DE CIENCIAS AGRARIAS E ENGENHARIAS — CCAE
PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM GENETICA E MELHORAMENTO — PPGGM

Meios de indugdo de calos M M1 M2F M3E MAN M5

o
o

o
@

o
o

I
o

bc
(o3 ‘ | (&

Média do nimero de embrides sométicos

b
bc bc

(o [+ c
o N . [ |

0.0

o
o

Média do nimero de brotos
N o
U’\ o

0.0

Meios de indugio de calos B M1[] M2E M3E MAN M5

b
1 IIIII
-l

00

0
o
o
[s]
e
0
['H]
©
o
g
E 50
C
c
el
©
el
@
=

N
@

[
@

0.0

Meios de indugio de calos B M1 M2E M3E MAN M5
ab
ab

= H III
|

M1/IME M1/M7 M2iM6 M2/M7 M3/ME M3/M7 M4/ME MAM7 M5IME M5M7
Meios de regeneragao

M1MB M1/M7 M2iM6 M2/M7 M3/M6 M3IM7 M4/M6 M4/M7 ME/ME M5M7
Meios de regeneragao

M1/ME MM7 M2iM6 M2/M7 M3/MB6 M3/M7 M4/M6 M4AM7 M5/M6 M5M7
Meios de regeneragao

Figura 6 — Média do numero de embrides somaticos ou de brotos formados nos meios de regeneracao (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 inducdo da calogénese (M1 — M5), onde os EZM foram

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

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

As diferentes etapas da resposta in vitro (explante, calogénese e
regeneracao) para as trés espécies de Passiflora foram observadas com maior
resolucdo nas imagens de microscopia eletrénica de varredura (MEV). O
surgimento de calos foi evidente na superficie dos explantes das trés espécies
de Passiflora, sendo possivel notar uma variedade de formas de células calosas,
como células isodiamétricas, obliquas e alongadas (Figuras 7C, 7H, 71, 7L e 7M).
Além disso, foi verificada a presenca de matriz extracelular na superficie dos
calos, como uma estrutura de manto onde brotos ou embrides sdo formados

posteriormente (Figura 7D).

Em P. miniata, calos embriogénicos que se desenvolveram em embrides
somaticos foram observados com detalhes. No mesmo explante, ficou evidente
a formacéo dos diferentes estadgios de desenvolvimento do embrido somético,
como globular, cordiforme, torpedo e cotiledonar, confirmando a resposta
assincrona durante a ESI (Figura 7E). A formacéao de brotos a partir das células
calosas de P. cristalina e de P. foetida também foi observada com detalhes
(Figura 7J, 7M, 7N, 70). Nas plantulas em estagio avancado de desenvolvimento
de P. foetida, fica evidente a presenca de glandulas de resina nos foliolos,

semelhantes ao observado nas plantas no ambiente ex vitro (Figuras 7N e 70).
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Figura 7 — Regeneracéo in vitro nas trés espécies de Passiflora observadas pela MEV.
(A - E) P. miniata; (F - J) P. cristalina; (K - O) P. foetida. (A, B, F, G e K) superficies dos

explantes e o surgimento de calos. (C, H, |, L e M) calos com células de diferentes
formas. (D) presenca de matriz extracelular e embribes globulares. (E) embrides

soméaticos em diferentes estagios, como globular, cordiforme, torpedo e cotiledonar. (J)
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protuberancias formadas a partir dos calos. (M) brotos recém-formados dos calos. (N)
brotos em estagio avancado de desenvolvimento. (O) detalhe para as glandulas de
resina nas folhas. A escala gréafica é representada pela barra branca na parte inferior
direita de cada imagem. Legenda: Ca, calos; Co, embrido cotiledonar; Ex, explante; Em,
matriz extracelular; Gl, embrido globular; He, embrido cordiforme; Pr, protuberancia; Rg,
glandulas de resina; Sh, brotos; To, embri&o torpedo.

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

Nés mensuramos, pela primeira vez, os niveis globais de 5-mC% ao longo
da resposta in vitro para as trés espécies de Passiflora, desde os explantes, a
etapa de inducdo da calogénese até a etapa de regeneracdo. Os 5-mC% dos
EZI de P. miniata e P. cristalina foram estatisticamente iguais e superiores em
relagdo a P. foetida (Figura 8). O 5-mC% diferiu entre os EZM das trés 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 contrario foi observado (Figura 8).
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Figura 8 — Nivel médio de 5-mC% dos explantes (EZI e EZM) utilizados para induzir a

regeneracao in vitro para as trés espécies de Passiflora. As médias foram comparadas
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pelo teste de Tukey, onde colunas com letras mailsculas distintas indicam diferenca
significativa entre as espécies dentro de cada nivel de explante e com letras minusculas
distintas indicam diferencas significativas entre os explantes dentro de cada espécie (P
< 0,05).

Na inducéo da calogénese, 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 contrario foi
observado (Figura 9). Este resultado na inducdo de calos foi inverso ao
observado na avaliacdo da 5-mC% nos explantes utilizados para inoculacéo
(Figura 8). Nao houve formacéo de calos nos EZI de P. foetida, portanto, estes

nao foram comparados com os EZM (Figura 9).
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Figura 9 — Nivel médio de 5-mC% dos calos provenientes dos explantes EZI e EZM em
meio de inducéo da calogénese M1 apos 35 dias para as trés espécies de Passiflora.
As médias foram comparadas pelo teste de Tukey, onde colunas com letras maiusculas
distintas indicam diferenga significativa entre as espécies dentro de cada nivel de
explante e com letras minusculas distintas indicam diferencas significativas entre os

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

comparado entre os demais.

Espécie e concentracdo de 2,4-D influenciaram no 5-mC% dos calos
provenientes dos EZM apés 35 dias em meios de inducao da calogénese (Figura
10). P. miniata e P. cristalina tiveram o modelo de regresséo polinomial
quadratica significativo. Para P. miniata, verificamos o maior 5-mC% no meio
sem adicdo de reguladores de crescimento (M1), com média de 43,40%,
decaindo com a elevacédo das concentracdes de 2,4-D nos meios contendo 18,12
UM (M3) e 36,24 uM (M4), com 11,74% e 14,06%, respectivamente, e retomando
uma elevacdo do 5-mC% no meio com 72,48 uM (M5). Em P. cristalina houve
um aumento do 5-mC% no meio contendo 9,06 pM (M2), que posteriormente
decaiu com a elevacao das concentragcdes de 2,4-D. Em P. foetida ndo houve
variacao significativa do 5-mC% dos calos formados nos meios (M1 — M5) com

as diferentes concentragdes de 2,4-D.
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Figura 10 — Nivel médio de 5-mC% dos calos provenientes dos explantes EZM ap6és 35
dias em meios de inducdo da calogénse (M1 — M5) com diferentes concentragfes de
2,4-D para as trés espécies de Passiflora. Modelos quadraticos ajustados nas andlises
de regressédo para as espécies: P. miniata: y = 37.6543 - 1.4849x + 0.0182x? (P < 0,0001;
R? = 0,79) e P. cristalina y = 21.6565 + 0.1054x - 0.0044x? (P < 0,0001; R? = 0,79). A
média de 5-mC% para P. foetida (y = 10,20; P = 0,25) esta representada como uma

reta.

Os maiores valores de 5-mC% foram observados em P. cristalina nos trés
meios de regeneracao (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 a auséncia de brotos no M1/M1, somente os meios M1/M6 e M1/M7
foram comparados nesta espécie.

B viimt [ mimves [ mimz
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1
o 2071
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N .
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P.miniata P.cristalina P.foetida

Espécies

Figura 11 — Nivel médio de 5-mC% dos calos provenientes dos explantes EZI e EZM
em meio M1 que deram origem aos embrifes somaticos em P. miniata ou brotos em P.
cristalina e P. foetida quando transferidos para os meios de regeneragéo (M1, M6 e M7).
As médias foram comparadas pelo teste de Tukey, onde colunas com letras maiusculas
distintas indicam diferenca significativa entre as espécies dentro de cada nivel de
explante e com letras minusculas distintas indicam diferencas significativas entre os
explantes dentro de cada espécie (P < 0,05). Em P. foetida ndo houve a formacéo de
calos e nem a formagdo de brotos no meio M1/M1, por isso 0 5-mC% nao foi

determinado e n&o foi comparado com os demais.

Os 5-mC% dos calos que originaram embriées somaticos ou brotos,
diferiram entre os meios de regeneracdo (M6 e M7) provenientes das diferentes
concentracdes de 2,4-D em cada espécie (Figura 12). P. miniata apresentou 0s
maiores 5-mC% no meio M7 para todas as concentragdes 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 concentragdes de 2,4-D (Figura 12B e 12C). As maiores
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meédias 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%).

Variacfes nos 5-mC% foram observados ao longo da resposta in vitro
para as trés espécies, demonstrando a influéncia da metilagdo da citosina do
DNA nas diferentes etapas da regeneracdo de Passiflora (Figura 13). Em P.
miniata, o0 5-mC% variou ao longo da resposta in vitro, ocorrendo aumentos e
diminuicdes entre as etapas, nos diferentes tratamentos utilizados (Figura 13A).
Verificamos, por exemplo, um aumento acentuado do 5-mC% na etapa de
inducédo de calos e diminuicdo na etapa de regeneracao de embrides somaticos
nos meios M1/M1, M1/M6 e M1/M7 (Figura 13A). Em P. cristalina e P. foetida,
para a maioria dos tratamentos, os niveis de 5-mC% diminuiram na etapa de
inducdo de calos e aumentaram na etapa de regeneracdo nos calos que

formaram brotos (Figura 13B e 13C).
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Figura 12 — Nivel 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 embrides somaticos em P. miniata (A) ou brotos em P. cristalina (B) e P. foetida (C). Colunas seguidas de letras distintas indicam

diferencas significativas entre os meios de regeneracédo em cada espécie pelo teste de Tukey (P < 0,05).

46



UNIVERSIDADE FEDERAL DO ESPIRITO SANTO

CENTRO DE CIENCIAS AGRARIAS E ENGENHARIAS — CCAE
PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM GENETICA E MELHORAMENTO — PPGGM

50

40

30

5-mc%

2

=

<

[l Explante W Calogénesel Regeneragio

a a
a
a
b
a a a
a a
bba a a b a
. b 2 b
b
c b P bb
s
c

50

40-

a
a
a a a a a a b a b a
o b b b
b
a
b bb b
b hb
c c
c

(5
o

5-mc%

[N
o

o
o

[ Explante W Calogénese I Regeneragio

[ Explante M Calogénese Il Regeneracéo

50
40
30
R
2} a
£
It} a
a a a
20
a a bb! a a a a 8 a b ab
a b El
b b
a
10 b
b b
bl b
b C
0

M1/M1 M1/MB IVIW\/I\:T M2/MB M2/M7 M3/M6 M3/M7 M4/M8 M4/M7 M5/MB M5/M7

ases ao longo da resposta in vitro

M1/M1 M1/MB M1/MT7 M2/MB M2/M7 M3/M8 M3/M7 M4/MB M4/M7 MS/ME M5/M7

ases ao longo da resposta in vitro

MT/ME M1/M7 M2IMB M2/M7 M3/M6 M3/M7 M4/MB MAM7 M5MB MS5IM7
Fases ao longo da resposta in vitro

Figura 13 — Os graficos mostram o0 5-mC% ao longo da resposta in vitro para as trés espécies: (A) P. minata via ESI, (B) P. cristalina via Ol e (C)

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

inducao da calogénese e apos a formacao de embribes ou brotos apés transferéncia para o meio de regeneracao. Colunas em vermelho mostram
0 5-mC% nos explantes utilizados para inoculagéao (EZI no M1 e EZM nos meios M6 e M7). As colunas em verde, 0 5-mC% nos calos formados
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ao final de 35 dias nos diferentes meios de inducdo da calogénese (M1 — M5) e as colunas em azul, 0 5-mC% nos calos que deram origem a
embrides sométicos ou brotos nos diferentes meios de regenerac¢do (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 diferenca significativa entre
0s momentos da resposta in vitro (explante, calogénese e regeneracéo) (P < 0,05). Como supramencionado, em P. foetida ndo houve a formacéo

de calos e nem a formacao de embrides somaticos ou brotos no meio M1/M1, portanto, esta comparacdo nao foi realizada.
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DISCUSSAO

Conforme nossos dados demonstram, diferentes fatores influenciaram
nas respostas morfogénicas distintas nas espécies de Passiflora, como o tipo de
explante, as diferentes condic¢des de cultivo in vitro e os 5-mC%. Para a resposta
via ESI em P. miniata, a maior formacdo de embrides somaticos foi
desencadeada pela utilizacdo de EZI, auséncia de reguladores de crescimento
e de carvao ativado, aumento do 5-mC% na etapa de indugéo da calogénese e
diminuicdo na etapa de regeneracao. O oposto foi observado para a resposta via
Ol em P. cristalina e P. foetida, sendo a maior formacao de brotos desencadeada
pela utilizacdo de EZM, presenca de reguladores de crescimento e de carvao
ativado, diminuicdo do 5-mC% na etapa de inducao da calogénese e aumento
na etapa de regeneragdo. Além disso, verificamos que os 5-mC% das trés
espécies foram influenciados pelo tipo de explante, pelas diferentes
concentracfes de 2,4-D nos meios de inducédo da calogénese e pela presenca

ou auséncia de carvao ativado nos meios de regeneracao.

Devido as distintas etapas para o estabelecimento in vitro, foi necessario
analisa-las separadamente, desde os explantes utilizados para inoculacéo, os
calos formados ao final de 35 dias em meio de inducéo da calogénese e os calos
que deram origem a embrides somaticos ou brotos na etapa de regeneracao. O
tipo de explante utilizado influenciou na resposta in vitro nas trés espécies de
Passiflora. Tecidos jovens, como os embrides zigoticos, apresentam altos niveis
de acido indolacético (AlA), especialmente no estagio de desenvolvimento ainda
imaturo (Jayaraj et al. 2015; Mikuta et al. 2015). Portanto, sdo considerados
excelentes fontes de explantes para inducéao da regeneracéo in vitro (Gaj 2004;
Elhiti e Stasolla 2011; Ferreira et al. 2015; Hu et al. 2017; Leite et al. 2019). As
diferencas nas respostas entre os tecidos maduros e imaturos também podem
ser epigenéticas, uma vez que o tecido maduro € altamente diferenciado (von
Arnold 2008). Com a diferenciacdo das células e dos tecidos vegetais, a
proporcao 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 contraditérias podem estar relacionadas as
caracteristicas inerentes aos doadores de explante de cada espécie (Hasbun et
al. 2005; Wang et al. 2012).

Algumas células vegetais mantém a sua totipoténcia e sob estimulos
adequados podem promover a proliferacéo celular (Campos et al. 2017). Neste
estudo, os embrides zigoticos ja diferenciados das espécies de Passiflora deram
origem a calos. Exceto P. foetida, que ndo houve a formacéao de calos fridveis a
partir dos EZI inoculados no meio sem adi¢do de reguladores de crescimento.
Isso pode ser explicado pela a auséncia de estimulos suficientes, pelas
diferencas fisioldgicas dos explantes na capacidade de transportar auxinas ou
pelas células dos explantes ndo manterem a sua capacidade totipotente
independente do estimulo (Campos et al. 2017). Apesar de ocorrer a formacao
de calos friaveis, no meio sem adi¢cdo de reguladores de crescimento em P.
cristalina e P. miniata, as taxas foram baixas em comparacdo com 0S meios
suplementados com reguladores de crescimento para as trés espécies. Campos
et al. (2017) relataram a importancia do uso de auxinas na proliferacédo celular,
mesmo sem passar pelo processo de desdiferenciacao celular. Por isso a maior
taxa de calos nos meios contendo diferentes concentracdes de 2,4-D. Esses
dados destacam a importancia do tipo de explante e do 2,4-D na morfogénese.

O uso de reguladores de crescimento, como 2,4-D e BAP séo amplamente
utilizados para induzir a formacéo de calos na primeira etapa da morfogénese in
vitro para espécies do género Passiflora, seja via Ol 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 concentragdes inferiores a 72,48 uM 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 adi¢do de reguladores
de crescimento. Osorio-Montalvo et al. (2020) relataram que a desdiferenciacao
dos explantes € acompanhada por um aumento na metilacdo do DNA, que pode
ser causada pelos efeitos de auxinas endogenas. Alteracdes nos niveis de
metilacdo da citosina do DNA também podem ser induzidas por estresse
causado pelas condicbes do ambiente in vitro e ndo especificamente pela acéo
de auxinas (Phillips et al. 1990). Nos demais meios com diferentes
concentragdes de 2,4-D (M2, M3, M4 e M5), os 5-mC% foram menores quando
comparados ao M1, porém, este nivel tende a aumentar com o aumento da
concentracdo de 2,4-D. Essa auxina sintética pode atuar aumentando os niveis
endogenos de acido indolacético (AlIA) e estimulando a reprogramacéao génica,
o alongamento, a divisdo e sinalizagdo celular, assim como promovendo a
hipermetilagdo do DNA (Pasternak et al. 2002; Fehér et al. 2003; Karami e Saidi
2010). Amaral-Silva et al. (2021), avaliando o conteudo 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 hipometilacéo
parece estar relacionada ao proprio processo de proliferacao celular (Elhiti et al.
2010; Grzybkowska et al. 2018).

Em P. cristalina, o aumento da concentracdo de 2,4-D nos meios de
inducdo da calogénese promoveu uma diminuicdo dos 5-mC%. Nesta etapa,
eventos de desmetilagdo sdo comuns antes dos processos de diferenciacao

by

(Valledor et al. 2007), que podem estar associados a acao de diferentes
concentracdes 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 proliferacéo
celular ocasionado por estresse (Fehér 2015). JA em P. foetida, as diferentes
concentracbes de 2,4-D néo influenciaram nos 5-mC%. Essas evidéncias
indicam que a metilagdo do DNA ¢é influenciada por questdes intrinsecas do
préprio calo, como aspectos genéticos e fisiologicos, e ndo necessariamente

com a adicao 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 adi¢cdo do 2,4-
D ao meio de inducdo da calogénese nem sempre resulta no aumento da
metilacdo global do DNA, uma vez que as espécies apresentaram diferentes

respostas sobre as mesmas condic¢des.

O desenvolvimento de embrides somaticos ou de brotos € estimulado
apos a remocado dos reguladores de crescimento na etapa de regeneracao in
vitro, pois a presenca continua de auxinas e citocininas inibem a diferenciagédo
(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 embriogénese somética in vitro, diferentes
respostas morfogénicas foram observadas para as espécies estudadas neste
trabalho. P. cristalina e P. foetida regeneraram brotos via Ol e P. miniata,
embribes somaticos via ESI. No género Passiflora, a regeneracdo via ESI foi
observada apenas para espécies do subgénero Passiflora L. que possuem 2n =
18 cromossomos (Ozarowski e Thiem 2013; Ferreira et al. 2015; Leite et al. 2019;
Mikovski et al. 2019). Visto as semelhangas no nimero de cromossomos e
conteudo 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 nédo foi confirmada. Embora as células vegetais sejam altamente
plasticas, ainda é dificil induzir a formacao de embrides somaticos em Passiflora
(Leite et al. 2019; Mikovski et al. 2019; Wu et al. 2020). A razéo pela qual algumas
espécies respondem por vias morfogénicas distintas, mesmo nas mesmas
condic¢des 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 tornardo um embrido somatico independente do
estimulo fornecido in vitro. Neste estudo apenas P. miniata apresentou células

responsivas gue mantiveram a sua capacidade embriogénica.

Na regeneracao de P. miniata, a adi¢cdo de carvao ativado ao M7 inibiu a
formacgéo de embries sométicos e permaneceram indiferenciados como calos.

Leite et al. (2019) também observaram a inibicdo da formacdo de embribes
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somaticos no meio suplementado com carvao ativado. Estudos apontam que o
carvao ativado pode ser prejudicial & formacao de embrides somaticos (Heringer
et al. 2015). Em meio de cultura suplementado com 3% de carvéo ativado, os
nameros de embrides somaticos foram 5 vezes menores do que no meio com
metade dessa concentracdo (Heringer et al. 2015). Além de adsorver
substancias indesejaveis, como o excesso de 2,4-D, o carvao ativado também
pode adsorver substancias necessarias para o desenvolvimento dos embrifes
somaticos, 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 carvao ativado, assim como relatado por
Oliveira et al. (2021). Outros autores também mostraram um maior nivel de
metilacdo global do DNA em culturas ndo embriogénicas e um menor nivel em
culturas embriogénicas 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 inducao
de calos e diminuicdo na etapa de regeneracdo, rendeu a maior média de
embrides somaticos por calo. Portanto, a diferenciacdo das células em estruturas
embriogénicas foi promovida por modificacées no cultivo in vitro e por variacdes

nos 5-mC%.

Em P. cristalina e P. foetida, foi observado o oposto ao encontrado em P.
miniata, em que a adi¢cdo de carvao ativado (M7) promoveu um aumento na taxa
de recuperacao de brotos via Ol, assim como descrito por Leite et al. (2019).
Nesse caso, 0 carvao ativado pode estar mais relacionado a capacidade de
adsorver substancias indesejaveis do meio de cultura, como metabdlitos
secundarios e reguladores de crescimento residuais (Johansson et al. 1982; Pan
e van Staden 1998). Além disso, o carvdo aumenta a resposta via Ol e a taxa de
sobrevivéncia dos brotos regenerados (Pan e van Staden 1998). Diferente de P.
miniata, no meio com adicao de carvao ativado foram encontrados os menores
5-mC%. A metilacdo do DNA durante a Ol 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 organogénese in vitro de Clivia miniata (Lindl.) Verschaff.,
relataram que as variagdes nos niveis de 5-metilcitosina global do DNA dos
brotos regenerados estavam relacionados a natureza dos proprios explantes.
Vining et al. (2013) constataram que 45% dos genes passaram de metilados na
fase de calo a desmetilados na fase de regeneragao de brotos. Diferindo do que
foi observado neste estudo, em que houve diminuigcbes nos 5-mC% durante a
inducao de calos e aumentos na etapa de regeneracao, promovendo as maiores

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

Assim como observado por diversos autores, as variagcdes nos 5-mC%
descritas aqui, refletem os processos de adaptacdo das células as diferentes
condi¢cdes do ambiente in vitro, desencadeando mudangas 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 0S processos epigenéticos
eventos Unicos é que o ambiente promove as modificacdes e essas podem ser
herdadas pelas proximas geracoes (Becker e Weigel 2012; Yakovlev et al. 2011).
Esses processos sao acompanhados pela remodelagcdo da cromatina, que
permitem a expressao ou repressao de genes capazes de controlar a totipoténcia
em células vegetais (Duarte-Aké e De-la-Pefia 2016; Kumar e van Staden 2017).
Essa organizacdo da cromatina € resultado de trés processos epigenéticos:
metilagdo do DNA, modificagéo de histonas e miRNAs (Bird 2007; Rottach et al.
2009; Chen et al. 2010).

Os 5-mC% nas trés espécies de Passiflora variaram de 4,66% a 49,35%.
Niveis elevados também foram encontrados no género Coffea L., com até
43,61% em Coffea canephora L. (Amaral-Silva et al. 2021) e 42,37% no “Hibrido
de Timor” autoalohexaploide sintético (Oliveira et al. 2021), indicando uma
reprogramacao epigenética nas células vegetais durante a regeneracao in vitro
(Zzhang et al. 2018). Mudangas nos padrdoes de metilagdo do DNA ocorrem
substancialmente durante os processos de morfogénese 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; Osorio-Montalvo et al. 2020; Amaral-
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Silva et al. 2021; Oliveira et al. 2021). Essas mudancgas, na maioria dos casos,
dependem da natureza do explante e do gendtipo inicial (George et al. 2008). No
genoma nuclear de plantas superiores, as variagcdes nos niveis de metilagdo da
citosina sao 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 estagios
de desenvolvimento dos explantes utilizados para inoculacdo, as diferentes
condicbes de cultivo in vitro e os niveis de 5-metilcitosina global do DNA
influenciaram ao longo da resposta in vitro das trés espécies de Passiflora
avaliadas. Estes fatores demonstram que a metilagdo do DNA é um mecanismo
complexo e variavel entre as espécies e entre as vias morfogénicas in vitro. Os
menores 5-mC% em P. foetida e os maiores 5-mC% em P. cristalina e P. miniata,
podem ser atribuidos a fatores genéticos, uma vez que P. foetida possui 0 menor
conteudo de DNA e provavelmente o menor nimero de cépias de genes
relacionados a morfogénese in vitro. De acordo com alguns autores, o contetdo
global de 5-metilcitosina do DNA varia amplamente entre as espécies, tecidos,
orgaos, idade do explante e com as condi¢cdes do ambiente in vitro (Vanyushin
e Ashapkin 2011). Portanto, as diferentes respostas in vitro sao influenciadas por
diversos fatores, assim como por caracteristicas intrinsecas das espécies, visto
que os trés taxons avaliados neste estudo estdo intimamente relacionados por

pertencerem ao mesmo subgénero.

CONCLUSAO

Neste trabalho, mensuramos pela primeira vez os niveis de 5-metilcitosina
ao longo da resposta in vitro, seja via ESI ou Ol para o género Passiflora. Com
base nos dados aqui observados, podemos inferir que a melhor condigcéo para
regenerar embrides somaticos é: utilizacdo de EZI, auséncia de reguladores de

crescimento no meio de indugéo de calos, auséncia de carvao ativado meio de
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regeneracado e diminuicdo dos 5-mC% na etapa de regeneracdo. J4 para
regenerar brotos € necessério: utilizacdo de EZM, presenca de 2,4-D no meio de
inducdo de calos, contendo 72,48 uM para P. cristalina e 36,24 yuM para P.
foetida, presenca de carvao ativado no meio de regeneracéo e aumento dos 5-
mC% na etapa de regeneragao. Deste modo, as evidéncias supramencionadas
neste trabalho revelam que os explantes, as diferentes condi¢cdes de cultivo in
vitro e as variacfes nos niveis de 5-metilcitosina global do DNA ao longo da
regeneracao in vitro, ocasionaram diferentes respostas morfogénicas (ESI e Ol).
Portanto, visto que as espécies se comportam de forma distintas, constatamos
que a regeneracdo de plantas in vitro sdo dinamicas e variaveis entre as
espécies. Este estudo representa o inicio de novos estudos acerca da metilacéo

do DNA durante a regeneracao in vitro no género Passiflora.
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