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RESUMO

Passiflora tenuifila Killip e Passiflora setaceaDC. s&o espécies
endémicas do Brasil que ocorrem no Cerrado, Mdém#ta e Caatinga
(P. setaceaDC.) e que foram selecionadas pelo programa de
melhoramento genético realizado pela Embrapa Gmsyadsando o
desenvolvimento tecnoldgico para uso funcional dRessifloras
silvestres. Este trabalho teve como objetivo gewahecimentos sobre a
producdo de vitamina C (frutos), compostos fenélictlavonoides,
carotendides, clorofilag e b e atividade antioxidante de frutos e
sementes, em diferentes estadios de desenvolviment® culturas
celulares produzidén vitro, a partir de diferentes tipos de explantes. Os
calos deP. setacedoram produzidos a partir de explantes de segmentos
de raiz, hipocotilo, né cotiledonar, cotilédoneéefoliar de plantulas de
8 semanas de idade, cultivados em meio de culturadfiige & Skoog,
suplementado com 88,5 mM de sacarose, 0,2% dedehg®,51M de
2,4-D. Os calos dP. tenuifilaforam produzidos a partir do cultivo de
sementes em desenvolvimento e de segmentos de dautgicroplantas,
em meio de cultura Murashige & Skoog suplementado 83,5 mM de
sacarose ou frutose, 0,2% de Phytagel @l 8e 2,4-D ou de ANA. As
analises indicaram que os niveis de fendlicos gotflavondides,
carotenoides, clorofilasa e b, atividade antioxidante, os perfis
metabdlicos dos calos, determinados através dedwaa em UV-vis e 0s
tipos de carotendides, através da analise por Cl/aEaram com a
espécie e dependeram dos estadios de desenvolwirdestfrutos e
sementes, assim como dos tipos de explantes eddadrilturas de calos.
Os resultados obtidos neste trabalho permitiranectiat, para cada
espécie estudada e para cada grupo de compoststados adequados
de desenvolvimento das sementes e frutos, parailiaagdo no
enriguecimento funcional de alimentos ou aplicagdo estudos
farmacoldgicos. Foram, também, definidas as coedigie cultura de
calos ideais, em que ocorreu a maior biossinteseada grupo de
metabdlitos e atividade antioxidante, confirmandopaotencial de
utilizacdo das culturas celulares de ambas as iespé&en futuras
estratégias biotecnoldgicas para a producéo debidtes secundarios.

Palavras-chave maracuja, frutos, sementes, calos, metabdlitos
secundarios, atividade antioxidante.






ABSTRACT

Passiflora tenuifilaKillip e Passiflora setace®C are endemic of the
Brazilian biomas Cerrado, Atlantic Forest and CagtiP. setace®C.)
which were selected by the Embrapa Cerrados gemmaticovement
program aiming the tecnological development for thanctional
utilization of the nativé®assifloras. The aim of this work was to generate
knowledge on the production of vitamin C (fruitshenolics, flavonoids,
carotenoids, chlorophyll a and b and antioxidartivitg of fruits and
seeds at different developmental stages and caltugtires produced
vitro, from different explant types. Calluseshhfsetaceavere produced
from root, hypocotyl, cotyledonary and leaf nodagments and
cotyledon from 8-week-old seedlings cultured on aéhige & Skoog
basal medium supplemented with 88,5 mM sucrosé&p ®Bytagel and
2.5 uM de 2,4-D. The P. tenuifila calluses were produced from
developing seeds and microplant stem segmentsredltn Murashige
& Skoog basal medium supplemented with either 88\ sucrose or
fructose, 2% Phytagel and 218 of either 2,4-D or NAA. The analysis
carried out have shown the levels of vitamin C,naties, flavonoids,
carotenoids, chlorophyll a and b, the antioxidastiviy, the metabolic
profiles, determined by the UV-vis scanning andtiipes of carotenoids,
analysed by the HPLC varied according to speciegh whe
developmental stages of fruits and seeds, typexplapts and callus
culture age. These results allowed the establishrfereach species and
group of metabolite, the adequate fruit and seedldpmental stages for
functional food enrichment and application in phacological studies.
The ideal callus culture conditions were also distabd to optimize the
biosynthesis of each group of metabolite and aidax activity,
confirming the potential use of cell cultures adsdor further application
of biotechnological approaches for secondary méitaljroduction.

Key Words: passion fruit, fruits, seeds, callus, secondaeyatmlites,
antioxidant.
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1. INTRODUCAO

As espécies do géneRassifloraapresentam grande importancia
pela qualidade de seus frutos ricos em sais mgeraitaminas, pelas
propriedades farmacolégicas, nutricionais e ornaae(ZUCARELIlet
al.,, 2009). Algumas espécies sao popularmente conteqgiddas
propriedades medicinais, das quais as mais citadabteratura sao:
Passiflora alataDryander, espécie oficial da Farmacopéia Braailgfr
edicdo, Passiflora incarnata L., mencionada em monografias da
Farmacopéia Francesa, Européia, Sueca e BritanRassiflora edulis
Sims, incluida na 5% edicdo da Farmacopéia Brasileispécie mais
comercializada e consumida no Brasil, devido actaristica sensorial
dos frutos, ideal para producdo de sucos. Encorgearagistros do uso
das folhas em forma de ch& como calmante e suduéindo sono, no
combate de febres e inflama¢bes cutédneas (PIO C@RRET7S;
LORENZI & MATOS, 2008). EnP. edulis o suco dos frutos é sedativo
(LORENZI & MATQOS, 2008). Além da indicacdo medicirtle muitas
das espécies como sedativas, também séo repoasdepécies desse
género atividades diuréticas, analgésicas, vermfugntitumorais,
incluindo também uso no tratamento de dependéndaicp, obesidade,
controle de tremores e distlrbios nervosos divef@BAWAN et. al.,
2004; COSTA & TUPINAMBA, 2005; ZERAIKet. al., 2010). Os
antioxidantes detectados em varias espécies deugm@odem produzir
uma acao protetora efetiva contra processos oxaiatjue ocorrem no
organismo, prevenindo tumores e doencas do sistamtiovascular,
distdrbios neuroldgicos entre outros beneficiosaade (COSTA &
TUPINAMBA, 2005).

A grande variabilidade de espéciesRigssiflorascoloca nosso
pais entre um dos principais centros de diversigadética desse género,
porém, dentre toda essa diversidade, somente adgténa destaque
econdmico o0 que demonstra a importancia da redlizate estudos
investigativos relacionados as espécies silvesitenos exploradas,
comoP. tenuifilae P. setaceanativas do Cerrado brasileiro. O programa
de melhoramento genético realizado pela Embrapeaes selecionou
popula¢des dB. setaceapor exemplo, objetivando aumentar o tamanho
do fruto para o mercado de frutas frescas e pa@dupéo de matéria-
prima, para producdo de doces e sorvetes. O proatooldgico
resultante deste trabalho ja esta registrado coR® Bérola do Cerrado
e acessos desta espécie dPdéenuifilaestdo também sendo avaliados
com base em caracteristicas bioquimicas, toxiotddge medicinais.



Nesse contexto, 0 presente estudo buscou gerae@ordntos
sobre a producdo de vitamina C, carotenoides, cstopdendlicos,
flavondides e atividade antioxidante de frutos, esgtes e sistemas de
culturas de calo# vitro, permitindo, também, avaliar o potencial de
aplicacdo de estratégias biotecnologicas paradupéo dos compostos
bioativos de interesse e contribuir para o desemehto do uso
funcional/medicinal daRassiflorassilvestres.

1.1. OBJETIVOS
1.1.1. Objetivo geral

Prover conhecimentos sobre a biossintese de consffesilicos,
vitamina C (apenas em frutos), clorofilas, caroide® e atividade
antioxidante em culturas de calos, frutos e sernelgieassiflora setacea
e Passiflora tenuifilaem diferentes estadios de desenvolvimento.

1.1.2. Objetivos especificos

1- Quantificar os compostos fendlicos, flavonditigais,
vitamina C (apenas em frutos), carotendides, dlasofe atividade
antioxidante de frutos e de sementePdssiflora setacea dePassiflora
tenuifilaem diferentes estadios de desenvolvimento.

2- Proceder a avaliagdo qualitativa dos perfis de
carotendides produzidos por frutos e sementes femedtes estadios de
desenvolvimento.

3- Quantificar os compostos fendlicos, flavonditiEsis,
carotendides, clorofilas e atividade antioxidamtecalos provenientes de
explantes de no cotiledonar, hipocotilo, né fokaraiz de plantulas de
Passiflora setacea de sementes em desenvolvimento e segmentos de
caules dé”assiflora tenuifila

4- Comparar os perfis metabolicos de calos, frigos
sementes dePassiflora setaceae Passiflora tenuifila através de
espectrofotometria de varredura em UV-vis.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1.0 GENERO Passiflora OCORRENCIA, BIOLOGIA DA
REPRODUGAO

A Ameérica tropical originou a maioria das espédesmaracuja
que compdem a famili@assifloraceaeOs maracujazeiros pertencem a
OrdemViolares Classe Mgnoliopsidae Filo Magnoliophyta O nome
do fruto “maracuja” provém da cultura indigena,adigem Tupi, que
significa “alimento em forma de cuia”, também s@mlecidos como
frutos-da-paixao, que tem origem na correlacdoatéatogia da flor com
os simbolos da Paixado de Cristo (SOUZA & MELETT9T). As
caracteristicas que se relacionam ao nopaessionfruit sdo: os cinco
filetes-estames, que representariam as cinco chagasona-verticilos,
representando a coroa de espinhos de Jesus Cragarés estiletes-
estigmas, que representariam a Santissima TrintBREHNE, 1937).

O génerdPassifloraé o mais importante da famiRassifloraceag
sendo de maior ocorréncia nas Américas e no conén&fricano, que
possuem clima tropical. Estima-se que no géRassifloraexistem cerca
de 600 espécies sendo que no Brasil, sdo conhecadasle 150 espécies,
pelo menos 70 delas produzem frutos comestiveiN(@AJet al., 2002;
MELETTI & BRUCKNER, 2001). O pais também € o maiodutor e
consumidor do maracuja, em 2010 a producéo foi 2 tBneladas,
produzidas em uma area de 62 mil hectares, o quesenta 70% da
producdo mundial. Em 2005 produzia aproximadami&bfie a menos do
gue é produzido atualmente, sendo utilizada pelésinia alimenticia.
Apesar da grande diversidade, poucas espéciesngéoodassifloraséo
domesticadas e exploradas comercialmente.

O maracujazeiro é uma planta trepadeira largandistebuida
pelo Brasil € cultivado em diferentes tipos de sol condi¢Bes
ambientais, apresentando variagbes comportamep#ds influéncia
desses fatores (CARVALHO-OKANO & VIEIRA, 2001). Urdos
desafios na producdo de mudas reside no fato qpegrantes apresentam
baixas taxas germinativas, dorméncia, baixa totgsén ao
armazenamento ou a desidratacao e viabilidade QMEALETI et al,
2005). As dificuldades na producéo de mudas geraméficit na cadeia
produtiva, inclusive em espécies domesticadas, wem que as
Passifloras principalmente as espécies silvestres, vém sidrarma
erosdo genética devido & acéo antropica no Cerfiadado restritas a
pequenos fragmentos. Nesse sentido, € necessdniiaacao de técnicas
biotecnol6égicas para que se possa conservar esseomlasma,



apresentar solucdes para a producdo de mudas ébilgasso
aperfeicoamento de protocolos que viabilizem aygéd de metabdlitos
secundarios em condi¢des controladas.

2.2. IMPORTANCIA NUTRICIONAL E MEDICINAL DAS
Passifloras

Apesar da grande diversidade no génkessiflorae do uso
popular associado aos beneficios a salude, apefmsedpécies sao
produzidas em escala comercial no Brasil, 0 madagzgdo ou amarelo
(Passiflora edulis va. flavicarpdeg), o maracuja doce também chamado
de maracujinaRassiflora alataCurtis) e &assiflora incarnataque nédo
produz frutos comestiveis, mas possui valor mealicinA Passiflora
edulis,é a espécie mais popularizada devido a sua pélppmpriedades
sedativas e tranquilizantes de suas folhas, querefiaradas em infusdes
(COLETA et al, 2006; FERRERES®t al, 2007; PETRYet al, 2001,
PETRY & REGINATTO, 1998)P. edulis juntamente com &R. alatae
P. incarnata foram relacionadas pelo Ministério da Saude como
apropriadas para uso fitoterapico (COSTA & TUPINAMR2005). A
producéo de flavonodides reconhecidos pela Farmac8pasileira como
anti-ansiolitico, se concentra na comercializa¢cae flhas, apesar do
alto valor do frutdn natura(COSTA & TUPINAMBA, 2005; ZERAIK
et al, 2010). Diversas espécies de maracuja sao déilizpopularmente
pelas propriedades sedativas, diuréticas, anafgsioermifugas,
antitumorais, além de serem recomendados no tratarde dependéncia
quimica, obesidade, para controlar tremores e rbis&l nervosos
diversos (DHAWAN et al, 2004, COSTA & TUPINAMBA, 2005,
ZERAIK et al.,2010). Outra potencialidade do fruto é a utilizaga 6leo
da semente de maracuja na indastria cosméticajaavwcomposicédo de
emolientes que atuam na reposicéo e restauracdmdass lipidicas da
pele (PEREIRA, 2011).

A atividade biolégica mais estudada € a acéo adtoxe atribuida
aos polifendis, principalmente aos flavondides, gpeesentam varios
efeitos biolégicos e farmacoldgicos, incluindo igide antibacteriana,
antiviral, antiinflamatéria, antialérgica, vasothbldora e ansiolitica
(ZERAIK et al, 2010). AKANBI et al. (2011) estudaram as atividades
fitoquimicas e antimicrobiana d& edulis,e constataram a presenca de
carboidratos, glicosideos e flavondides, sendo tqdes os extratos
(folhas, caule e frutos) apresentaram potencia pgéo antimicrobiana
dos diversos patogenos testad@adllus subtilis, Staphylococcus
aureus, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella paratyflebsiella



pneumoniae e Escherichia golRUDNICKI et al. (2007) demonstraram
que os extratos de folhas & edulis e P. alatgpossuem atividade
antioxidanten vitro eex vivo

Nas Passifloras sdo encontrados flavondides do tipo C-
glicosideos, como Vvitexina, isovitexina, schaftesid orientina e
isoorientina (OGAet al., 1984; PEREIRAet al., 2004) com maior
concentracéo nas folhas. Os alcalbides preseme®sgpo inddlico, para
a espécidP. edulisvar. flavicarpa foi relatada a presenca de harmana
harmina, harmalina e harmol nas folhas (LUTOMSKIALEK, 1976;
LUTOMSKI; MALEK; RYBACKA, 1975). EmP. edulisSims foram
identificadas saponinas nas partes aéreas, catiiicacomo
ciclopassiflosideos VII, VIII, IX, X e Xl. Todas asaponinas sao
triterpénicas, do tipo cicloartano e monodesnicasd(YOSHIKAWA
et al, 2000).

2.3 IMPORTANCIA DAS ESPECIES DFPassiflorasSILVESTRES:
P. setace& P. tenuifila

O interesse pela producdo de frutos de espécidzassifloras
silvestres tem aumentado significativamente devimcipalmente, as
potenciailidades nutricionais e terapéuticas, bemacas propriedades
sensoriais, demonstrados em estudos cientificos ST@O &
TUPINAMBA, 2005; WONDRACEK, 2009). Além do potentide
consumo do frutin natura as espécies silvestres de maracuja séo fontes
de genes de resisténcia a doencas e patégenos,isgudtantes para 0s
programas de melhoramento genético.

A espécieP. setacedoi descrita por DC em 1828, o nome da
espéciesetaceatem origem do latim e significa “em forma de setas”
devido ao formato das estipulas. Essas plantaseséontradas em
ambientes com alta incidéncia solar, comum emdtaseprimarias como
capoeiras e restinga litoranea, a qual floresawmitéida de setembro a
maio (CERVI, 1997). Ocorre nos biomas do Cerrafaatinga e areas
de transicdo, como o semi-arido norte-mineiro ((EIRA &
RUGGIERO, 2005).

Uma importante caracteristicaflesetace& a sua resisténcia a
doencas. Essa espécie de maracujazeiro vem semhddads pela
Embrapa Cerrados, e as pesquisas evidenciam @reisstde acessos
com folhas resistentes a virose e de frutos edalsistentes a antracnose
(JUNQUEIRAEet al.,2005). Em um trabalho realizado em 1999 por Lara
et al, essa espécie mostrou-se resistente a lag@ot@e juno juno
Também mostrou resisténcia a nematdides de raizgwesentou-se



pouco acometida pela verrugose dos frutos (PAULAY062
YAMASHIRO 1979, apud SANTOS, 2006). Essas caracteristicas séo
promissoras no aspecto biotecnoldgico, podendoespggie servir como
porta-enxerto para 0 maracuja-amarelo comercial.

Através dos estudos com essa espécie realizattoEipbrapa
Cerrados, foi possivel obter uma variedade porcp@amentos de
plantas selecionadas, que objetivou aumentar aifwathde e o tamanho
dos frutos. Apos vinte anos de pesquisaP,. aetacedoi a primeira
Passiflorasilvestre a ser registrada (RNC N° 21714) e pidéeSNPC
Certificado N° 20120197) no Ministério da Agricufiu Pecuaria e
Abastecimento, com o nome de Pérola do Cerradoamiode 2013
aconteceu o lancamento oficial da espécie pararadutpres, sendo
repassadas informagbes para o cultivo da mesma, dmmo o
credenciamento de viveiros para disponibilizar adas.

As propriedades fisico-quimicas dos frutod”dsetaceatendem

as necessidades das industrias, assim, ha um grareheial, seja para a
industria alimenticia, com a utilizacdo de sua palpm sabor exaético,
para a industria farmacéutica, para a producaamlersentos e farmacos
gue possam prevenir ou curar doencgas, € ha prodleedmsméticos
(SANTOSet al., 2005). Os frutos dP. setaceaao ovoides e globosos
com aproximadamente 5 cm de comprimento e 4 cnircenéeréncia, o
suco é doce- acidulado. Quando maduros os fruéws da planta, a polpa
apresenta coloragdo amarelo clara e a casca Mardecom listras verde
escuras.



Figura 1. Frutos e Flor d®. setacea
Fonte: Embrapa Cerrados

A Passiflora tenuifilaé nativa do Brasil, também é conhecida
como maracuja-alho, podendo ser encontrada em Qdiaas Gerais,
Distrito Federal e Rio Grande do Sul (BRA®#al.,2005). AP. tenuifila
apresenta caracteristicas favoraveis para a a@eit@m@ inddstria
alimenticia, a acidez é baixa e o teor de solidis/eis € maior que outras
espécies ddPassiflorg sdo frutos com colaracdo de casca amarelo-
alaranjada, e de polpa amarela (BRAEAI.,2005).

A P. tenuifilaapresenta resisténcia a doencas e patdégenos, como
bacterioses Xantomonas axonopodiBV. Passiflorae) e a verrugose
(Cladosporium herbaruin (BRAGA et al, 2005), contudo tem se
mostrado sensivel a fusariose nos estudos conduaéda Rede Passitec
(ndo publicados), necessitando de ajustes de mparja@ sua producao.
Essas propriedades sdo de grande importadncia gamogramas de
melhoramento genético.

Na literatura, sdo encontradas poucas referénuoime as andlises
guimicas ou fisicas dos frutos Be tenuifila e até mesmo sobre o seu
comportamento agronémico. Utilizando um acessawlar&pa Cerrados,
BRAGA et al. (2005), avaliou algumas caracteristicasRdeenuifila



demostrando que os frutos apresentam baixo pesio médasca possui
pouca espessura, uma interessante caracterisind@ge visa aumento
da produtividade da polpa. Séo frutos pequenospdeximadamente

44,73 mm de didmetro longitudinal e 39,92 mm dendifo transversal.

Possuem baixa acidez, aproximadamente 0,30 %xedBr23,60, valor

diretamente associado ao rendimento de suco,io’,rqtie é a relacao

entre solidos sollveis totais e acidez titulavéhlidambém apresenta
valores altos.

Segundo Costat al. (2009), a elevacdo nos teores de fosforo no
solo promoveu redug¢é@o nos valores da acidez teglldos frutos de
P. tenuifila mas sem interferéncia na concentracdo de sdioldseis
totais, pH e ratio, o que sugere a influéncia delmento na regulacéo
da via metabdlica de acidos organicos, em espeaiaia de sintese e
acumulo de citratos. A composicdo quimica do mgégoode variar em
razao de varios fatores, tais como: espécie, \aidertilidade do solo,
praticas culturais, época de colheita, estadi@demolvimento do fruto,
grau de maturacdo, manuseio poés-colheita e cordicde
armazenamento.

Figura 2. Fruto deP. tenuifila.
Fonte: Daniel Grasel. Flora, RS



Estudos tém sido conduzidos no INCOR (InstitutoGiwacéao)
sobre as avaliagdes das fibras dessas espéciemaruid nativo sobre o
controle do colesterol e sobre os tremores, estaddosrealizadas as
avaliacbes pré-clinicas. Foi demonstrado o efeitsitpo de uma
formulag&o de preparado da polpa nas funcdes reisr@om efeito anti-
estresse e diminuicdo da sonoléncia diurna (MULI€ERI, 2011). O
biodisponibilizado no soro foi avaliado por Costal.(2011) quando se
verificou que a resposta neuronal pode estar sanddiada via
sinalizador secundario instavel, cuja expressaceserdcadeada pelo
consumo da polpa. Um refinamento do estudo estiosemlizado com
0 apoio das equipes de Metabolismo e Saude do Iji#itut National
de la Recherche Agronomique), Franca.

2.4. ESTRESSE OXIDATIVO, ANTIOXIDANTES, METABOLITOS
SECUNDARIOS

O termo “radicais livres” é utilizado para denoarimoléculas
ou atomos que contém um ou mais elétrons ndo pEeesbas moléculas
séo instaveis, quimicamente muito reativas e cora-wida curta. Muitas
das funcdes fisiologicas normais podem ser afefaelas radicais livres
(POMPELLA, 1997). O alvo dos radicais livres, quelem ser: lipideos,
carboidratos, DNA ou proteinas, esta relacionadosao sitio de
formacdo, ou seja: no citoplasma, nas mitocondsiasia membrana
celular (ANDERSON, 1996; YU & ANDERSON, 1997) Alizacdo de
oxigénio é fundamental na cadeia transportadoraelgérons na
mitocondria dos eucariotos para a producdo de meneRprém, o
consumo de oxigénio também pode ocasionar a fowr@dgdubstancias
toxicas, as espécies reativas de oxigénio (ERO)LUIAELL &
GUTTERIDGE, 2007). As ERO também podem ser formadaartir da
poluicdo, tabagismo, radiacdo entre outros (CERUTIRO94). A
ineficiéncia de defesas antioxidantes ou excessrdeacdo de ERO
podem levar ao estresse oxidativo, que gera aildagacdes oxidativas
(REGOLlIet al, 2002). Diferentes tipos de ERO séo listadosxabai
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Tabela 1.Espécies Reativas de Oxigénio (ERO).

Simbolo Nome
10, Oxigénio singlete
(07 Radical superéxido
OH Radical hidroxila
NO Oxido nitrico
ONOO Peroxinitrito

Fonte: Adaptado de Pompella, 1997.

A inibicdo de formacdo de ERO ocorre pela agdo dos
antioxidantes, que sdo substancias que atrasawingreou removem
um dano oxidativo de uma molécula alvo. As céluassuem
mecanismos de defesa enddgenos ou os adquiridodiptd, exdgenos,
0s antioxidantes. Essas substancias possuem ndeisprotecao
diferenciados que atuam principalmente inibindmrnfcdo de ERO,
neutralizando as ERO e reparando os danos ocas®namr essas
espécies. (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 2007). Vériosptis de
agentes antioxidantes enzimaticos e ndo enzim&#mkstados a seguir,
incluindo-se compostos produzidos pelo metabolismoundario das
plantas, dentre eles: os flavonéides, carotenagde ascorbico. As vias
de sintese desses metabolitos podem ser ativalasegas condicdes
ambientais ou em determinadas fases do desenvaolonuas plantas
(HIRATA et al, 2004).
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Tabela 2.Alguns agentes de defesa antioxidante.

Enziméticos (endégenos) N&o Enzimaticos (exdgenos)
Superéxido Dismutase Flavonoides
Catalase Glutationa
NADPH-quinona oxidoredutase Carotenos
Glutationa Peroxidase Acido ascérbico
Enzimas de Reparo Clorofilina
a- tocoferol

Fonte: adaptado de Sies, 1993.

Os compostos bioativos com atividade antioxidartdem ser
adquiridos pela dieta, através do consumo de fenasduras, alimentos
ricos nesses compostos. Estudos demonstram querddisa reduz o
risco de doencas degenerativas e cronicas (J&MH 2002; ZIBADI et
al., 2007). Os efeitos protetores das frutas e veg@missido atribuidos
aos polifendis, carotendides, e vitaminas C e Haliviente, a busca por
fontes naturais de antioxidantes € uma forte terid§RERRERE®t al.,
2007). Nesse panorama, a investigacdo dos bioafivedrutos é uma
importante estratégia para conhecer a constituigdmica que pode
representar uma fonte potencial para o consmnmatura ou uso como
aditivos naturais em alimentos, representando uhlgginativa mais
saudavel a adicdo de conservantes quimicos.

Os compostos fenodlicos s@o substancias naturais egtéo
presentes em plantas, frutas e vegetais incluimaibbém 6leo de oliva,
vinho tinto e cha. Sdo divididos em &cidos fendljctiavonodides e
polifenéis nédo-flavondides (RAMASSAMY, 2006). O®napostos
polifendlicos possuem pelo menos um anel benzéligamlo a um
grupamento hidroxila. Sao sintetizados pela viaadmlo chiquimico,
originando o aminoacido aromatico fenilanina, sexsl® o intermediario
inicial da sintese dos fenilpropandides. A fenitaniatravés da acdo da
enzima fenilanina amonialiase (PAL), origina acidoamico, que é
hidroxilado a acido-p-cumarico, que por sua vezoavertido ap-
cumaroil-CoA, sendo esse 0 substrato para a simteseclasses de
compostos fendlicos. A via do acetil-CoA também gaintetizar
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cumaroil-CoA (VERMERRIS & NICHOLSON, 2008). O comsa
desses compostos esta relacionado a efeitos pestetontra o cancer e
doencas cardiovasculares, bem como a vitamina € eamtendides
(HEIM et al.,2002). Nas plantas, sdo formados em condi¢Oestisse,
como ferimentos, radiacdes UV, infeccbes, dentteaspe nos alimentos,
sdo responsaveis pela cor, adstringéncia, arorstabil@lade oxidativa
(NACZK & SHAHIDI, 2006; ANGELO & JORGE, 2007).

Os flavondides s&o uma ampla classe de metabséitamdarios
fendlicos que possuem propriedades antioxidantesquelantes.
Atualmente, mais de 8.000 flavondides ja foramtifieados (PIETTA,
2000), estdo amplamente distribuidos em plantamaasdiversas partes
como: folhas, sementes, cascas, flores, polpasitées {HARBORNE &
WILLIAMS, 2000). Também s&o encontrados em algagfitas e
pteriddfitas. Nas angiospermas, apresentam enornversidade
estrutural (SIMOESt al.,2000). A estrutura desses compostos consiste
de um esqueleto de difenil propano (C6C3C6) corm doéis benzénicos
ligados a um anel pirano (Figura 3).

39

Figura 3. Estrutura dos flavondides.

Os tipos e concentracdes de flavonéides podenrEendendo
da planta e do 6rgdo em que se encontram. O mistabodesses
compostos também pode ser influenciado por divefstmses como:
periodos de seca ou chuva, radiacdo solar, esti@mo e poluicdo
(DEGASPARI& WASZCZYNSKYJ, 2004). Nas plantas, tém funcéo de
protecdo de raios UV, contra patdgenos, inibicanngdtica e acao
antioxidante, sendo, 0s pigmentos responsaveis pélacdo de
polinizadores (HEIMet al, 2002).



13

Na via de biossintese dos compostos fendlicosverftades, o
acido cindmico e o acide-cumarico sdo 0s principais precursores dos
flavondides, lignina, suberina, antraquinonas @@cicdindmico) e
naftaquinonas (acidp-cumarico). Esses compostos tém origem a partir
dos aminoacidos aromaticos fenilalanina e tirosije, sdo sintetizadas
através da via décido chiquimico. Na biossintese do acido chigumic
a eritrose-4-fosfato e o fosfoenol piruvato (PEHEDI{ compostos
originados a partir do metabolismo da glucose) esag produzem o
DAHP (acido 3-desoxi-D-arabino-heptulosénico-7-fdsj, um acucar
fosforilado de sete carbonos. O DAHP sofre cicBafprmando o acido
-3- desidrochiquimico que é convertido em acidgeimico. Os 4acidos
cindmico ep-cumarico sado intermediarios fundamentais da bitssé de
flavondides, que ocorrem nas raizes das plantdmems concentracdes,
mas que tem como sitios principais de biossintesielhas, pétalas e
frutos em amadurecimento. A biossintese de acitiim@co € catalizada
pela enzima fenilalanina aménio liase (PAL), aipde fenilalanina, cuja
atividade é determinada pela luz e o agigmmarico, que é sintetizado
a partir da tirosina, através da enzima TAL (tmasamonio liase). O
ponto essencial de controle da biossintese denffagdes ocorre com a
deaminac¢éo do aminoécido fenilalanina (tirosinaadgumas espécies)
catalizado pela enzima fenilalanina aménio liasAL{jPe pela TAL
(tirosina amdnio liase).

Os pigmentos carotendides podem ser encontrado$rutas,
raizes, flores, peixes, algas, bactérias, crustageofos e leveduras,
estdo amplamente distribuidos e estima-se que toaena podem ser
encontrados mais de 600 tipos de carotendides (RGDERZ- AMAYA,
1997). Esses compostos sdo caracterizados por amga kadeia de
duplas liga¢gBes conjugadas contendo 40 atomosrberta sempre com
uma ou duas cadeias ciclicas (CARDO2@L, 2007). Uma interessante
propriedade de alguns carotendides é a capacidesierem convertidos
em vitamina A, desempenhando um importante papeicimnal. Em
paises de terceiro mundo, 0s carotenoides repassemha das principais
fontes de vitamina A (OLSON, 1989). Outras fung@es carotendides
estdo relacionadas & diminuicdo do risco de doedegenerativas,
prevencdo da formacdo de catarata, reducdo da etegén macular
relacionada ao envelhecimento, e reducéo do riscmdncas coronarias
(KRINSKY, 1994). Op-caroteno e3-criptoxantina possuem atividade
pro-vitaminica A, a luteina e zeaxantina ndo passessa capacidade,
porém séo importantes na degeneracdo macular asadcidade. Varios
tipos de carotendides sdo apresentados na Figura 4.
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Figura 4. Estrutura de alguns carotendides.

Os carotendides possuem capacidade de bloqueaati®ain
espécies reativas de oxigénio formadas na presimdaz e ar. (B-
caroteno reage com um radical peroxil e interronapeadeia de
propagacao das ERO. A zeaxantina e luteina sateexes antioxidantes
lipossolUveis que bloqueiam radicais livres. Os postos fitoquimicos
também podem ter efeitos sinérgicos e aumentar Eacickade
antioxidante.

Segundo Hannoufa & Hossain (2012) os carotendigesplantas,
sd0 componentes essenciais dos sistemas fotossigtéhvolvidos na
absorcdo da luz e desempenham importante papedvengao dos danos
fotoxidativos. Os carotendides sdo sintetizadospiersas superiores a
partir do gliceraldeido-3-fosfato e piruvato, g@® £onvertidos através
de vérias reac6es em geranil geranil difosfattoetiio, através da enzima
fitoeno sintase (PSY). Essa enzima é codificadafgroilias de multi-
genes ha maioria das plantas, excet@®eahidopsisem que é codificada
por um Unico gene. A partir do fitoeno s&o prodagiol-caroteno e
depois o licopeno, que a partir da acdoadasp-ciclases pode seguir a
rota de conversao em caroteno e depois luteina, através da acae-das
e B-hidroxilases, ou entéo a rota de conversa@-eraroteno (através das
B-ciclases), que em seguida € convertiddgegriptoxantina, zeaxantina
(através dasp-hidroxilases), anteraxantina, violaxantina (ataws
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epoxidase), que através de varias reacbes é caavértalmente no
acido abscisico. Os passos considerados gargalegalacdo do fluxo
da via biossintética dos carotenoides séo: a famalg fitoeno, sob
controle da enzima fitoeno sintase (PSY), a formafd licopeno (sob
controle das enzimas fitoeno e caroteno desatumsssmerases), a
conversdao de licopeno esn ou - caroteno (sob controle dos dois tipos
de enzimas licopeno ciclases, ase B-ciclases) e o ciclo da xantofila
(sob controle das enzimas zeaxantina epoxidase ZEBxantina >
violaxantina) e violaxantina de-epoxidase (VDE, laj@ntina >
zeaxantina). Assim, segundo esses autores, nodogecierdes a
zeaxantina pode ser epoxidada a violaxantina, wigrmediario
anteraxantina, reacdo catalizada pela zeaxantingidgse, ativada no
escuro. Essa reagao é reversivel e a violaxantida ger convertida de
volta para a zeaxantina na luz, pela ativacdoaaxantina de-epoxidase
(VDE). Além da luz, o pH regula a acao dessas essim

Os produtos do catabolismo dos carotendides sadéram
importantes nos mecanismos de defesa das plaotas, @or exemplo,
as beta-iononas, produto do catabolismo envolvalinteracao inseto—
planta. Além disso, dois fitormdnios ABA (&cido eissco) e
estrigolactonas sao derivados de carotenoides #ampsa importancia
desses compostos como reguladores do crescimentdattdias. O nivel
de carotendides que serd acumulado na célula Velgpende da taxa de
biossintese, que é regulada no nivel transcriceegligenético, do nivel
de catabolismo (atividade das dioxigenases) e bliéidade da célula de
sequestrar e armazenar os carotenoides.

A vitamina C, também denominada &cido ascoérbico, é
considerada um nutriente essencial, que previngacorescorbuto. Em
periodos longos em viagem, o0s marinheiros alimantase
essencialmente de charques e pées, ndo consumitamd verduras. A
ocorréncia de escorbuto era comum entre essesidnds; devido &
auséncia de vitamina C, que estad presente nessenias. A doenca
caracteriza-se por inflamagdes da gengiva, persaeiotes, rompimento
dos vasos sanguineos que acarretam hemorragiagpeoroetimento do
sistema imunologico, podendo levar pacientes & OBitdescoberta do
acido ascorbico se deu em 1927, pelo cientistadranglbert Szent-
Gyorgyi, mas ganhou notoriedade com o quimico LDad Pauling por
suas propriedades antioxidantes (PAULING, 1988Yr&3umportantes
caracteristicas dessa vitamina s&o a capacidaaenderséo do colesterol
em &cidos biliares e no metabolismo idnico de naisetambém estimula
a absorcao de ferro ndo-hémico pelo intestinoymmo de sua reducéo,
e modula os transportes de ions, bem como seu emaraento
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(WINTERGERSTet al, 2006; HALLBERG & HULTHEN, 2000). A
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISApreconiza a
Ingestao Diaria Recomendada (IDR) de vitamina @ pdultos sendo de
45 mg/ dia. Apos atingir a concentragdo maximataoglos, 0 excesso
de &cido ascorbico é eliminado pelos rins (ARANIgAal., 2000).
Autores sugerem que a vitamina C faca parte dagmaninha de defesa
do organismo (SILVA & COZZOLINO, 2007), protegends proteinas,
os lipidios e o DNA da oxidagédo (WINTERGERETTal.,2006).

2.5. CLOROFILAS

As clorofilas sdo pigmentos que absorvem luz, nesfpeeis pela
fotossintese nas plantas. Nas reacdes luminosas gEgmentos
absorvem a energia luminosa e a conservam na fguinazica de ATP e
NADPH, que por sua vez reduzem o{fara formar glicose. A molécula
de clorofila € uma porfirina, possui anéis de pifgae contém 4 carbonos
e um nitrogénio) com um Mg central. A moléculatéomainda um anel
isociclico e um residuo do acido propiénico, nagémsdo carbono 17, o
gual possui, no ultimo dos trés carbonos, uma aalebdlica saturada e
hidrofébica (STREITet al.,2005). A clorofila b difere da clorofila a pela
presenca de um residuo aldeido no lugar do grugitama posicéo 7, o
gue Ihe confere maior polaridade. A clorofila dizsaa fotossintese e a
clorofila b € um pigmento acessorio que absorvesltransfere energia
para os centros de reacdo (STRE{®I.,2005; SENGEet al, 2006). O
teor de clorofila diz respeito a quantidade de gadransferida para a
assimilacdo do carbono (STREEE al., 2005; SENGEet al., 2006;
CIGANDA et al., 2008). Com o amadurecimento dos frutos, ocorrem
mudancas adaptativas estruturais e bioquimicasp atamanho dos
cloroplastos, a atividade das enzimas de assimidg&arbono e relacéo
entre clorofila a e b (KULL, 2002; NIINEMETS, 2007)
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Figura 5. Estrutura das clorofilas e b.

O interesse relativo a atividade antioxidante da®filas iniciou-
se na década de 80. Sakataal. (1990) estudaram a inibicdo de
peroxidacéo lipidica da clorofila em modelnsvitro e testes quimicos.
Varios autores relatam a atividade antioxidantecldaofila in vitro
(NAGUIB, 2000; CAHYANA et al, 1993). Le Tutouret al. (1996)
estudaram o efeito sinérgico Vitamina E a Clorddijaconcluindo que a
mesma aumentou em 24% a preservacao do lenoleatetda em um
sistema modelo. A atividade antimutagénica jadtatada para clorofila
e seu derivado sintético, clorofilina ctprica (CHERMORSKY et al,
1999; DASHWOOD et al, 1998). Gentile & Gentile (1991)
demonstraram que a clorofila tem atividade inildgtofrente a
condensados de substancias carcindgenas. Além, dgsdados de
cloroflas de algas apresentaram atividade antigéutiaa
(CHENORMORSKYet al., 1999), porém o mecanismo de acdo ainda
ndo estid completamente elucidado e parece estaialpante
relacionado com a formacao do complexo com a sutistéarcinogénica
(BREINHOLT et al, 1995).

2.6. BIOTECNOLOGIA DEPassifloras
Vérias técnicas podem ser utilizadas para viabiliza

desenvolvimento tecnoldgico para o uso funcionahedicinal das
passiflorassilvestres. As técnicas moleculares podem searadiés na
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caracterizacdo de germoplasma e no melhoramenéig@nAs técnicas
de culturain vitro possibilitam o desenvolvimento de sistemas de
regeneracgdo de plantas, de micropropagacao, deasutie células para
a biossintese de metabdlitos secundarios e de rgagéein vitro.
Entretanto, a falta de protocolos de regeneragéiemtes para a maioria
das espécies deassiflorase a escassez de pesquisas sobre conservagéo
in vitro, ndo tem permitido, ainda, o uso extensivo destealogia. Dessa
forma, de acordo com Antognaetial (2007) os trabalhos sobre culturas
de tecidos dePassiflorastém se restringido em viabilizar a rapida
multiplicacdo clonal de cultivares geneticamentepesiores, em
programas de melhoramento e conservacao de gesnaplenas ndo tem
sido direcionados para avaliar o potencial dasi@stn vitro de células,
tecidos e o6rgaos deéassifloras para a producdo de metabdlitos
secundarios, estratégia promissora para aterglande demanda atual
por produtos naturais.

A maioria dos estudos sobre biotecnologia Eassifloras
concentra-se sobre as espécies comercializadasloEstobre culturia
vitro de espécies dBassiflorasforam desenvolvidos por Dornelas &
Vieira MLC (1994), por Rodrigueet al. (2007) paraP. alatae sobre
criopreservagdo parB. pohlii por Merhyet al. (2012). Sistemas de
organogénese e regeneracdo de planteitro foram estabelecidos para
o hibrido dePassiflora edulisx Passiflora edulisvar. flavicarpa(HALL
et al., 2000), pardP. alata(PINTO et al.,2010), pardPassiflora edulis
f. flavicarpa (TREVISAN et al., 2005; APPEZATO-DA —-GLORIAet
al., 1999; BECERR/et al, 2004; DESAkt al.,1985), pard®. suberosa
(GARCIA et al.,2011) e par®. cincinnata(LOMBARDI et al.,2007).
Sistemas de micropropagacédo foram desenvolvides ymaiedades de
Passiflora edub Sims. (ITSUTSA, 2004; KAWATAet al., 1995) e
Passiflora edulisims. FflavicarpaDeg (MONTEIROet al.,2000).

Os poucos trabalhos disponiveis sobre culturas ales ce
suspensodes celulares foram desenvolvidos pagedata (PACHECOet
al., 2012, para P. suberosaGARCIA et al.,2011) e por Desait al.
(1985) O unico trabalho encontrado na literatura, em gewdturas
celulares foram manipuladas por elicitores foiairado por Antognoni
et al (2007), que demonstrou que a irradiacdo por U&/dBtratamento
com metil jasmonato de calos produzidositro de P. quadrangularis
aumentou a producéao de flavonoides e a atividatitlexadante, indicando
0 potencial de sucesso da aplicacdo da abordagtethdlogica para a
producédo de metabdlitos secundarioPdssifloras
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3. MATERIAL E METODOS
3.1. MATERIAL
3.1.1. Frutos

Os frutos das espéciesassiflora setacegariedade BRS Pérola
do Cerrade Passiflora tenuifilaytilizados para esse experimento foram
coletados na unidade de cultivo da Embrapa Cerraffudade de
Planaltina, Brasilia a qual esta localizada nal15f:35' 30" S e long. 47
42 30" W; com altitude de 1007 m, em fevereiro de 2018alP.
tenuifila foram estabelecidos quatro pontos de estadios ataragdo
estipulados por Limeet al. (2010). ParaP. setaceatambém foram
estabelecidos quatro estadios de desenvolvimertweam analisados a
partir da abertura da flor (Tabela 3).

Tabela 3.Estadios de maturacao de frutosRddenuifilae P. setaceaoletados

em Planaltina-DF.

Estadio de Definicaa Idade (dias
Maturacéo
Estadio 1 Fruto imaturo incapaz de completar o 8

ciclo de desenvolvimento fora da planta

Estadio 2 Fruto capaz de completar o processo de 25

maturacao independente da planta

Estadio : Fruto maduro, com um dia de queda da 50
planta
Estadio ¢ Fruto com 4 dias de prateleira 54

Os quatro estddios de desenvolvimento estabelegdos as
andlises conPassiflora tenuifila podem ser observados na Figura 6,
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onde: Estadio 1: fruto imaturo, incapaz de compleiaciclo de
desenvolvimento fora da planta (Figura 6, frutdesadio 2: Fruto capaz
de completar o processo de maturagéo independamianta (Figura 6,
fruto 3); Estadio 3: Fruto maduro, com um dia deda da planta (Figura
6, fruto 5); Estadio 4: Fruto maduro, com quatasdie prateleira (Figura
6, fruto 6).

"‘ \ \. &"’
Q‘QC \» A Rﬁ
“Ok Ok

Figura 6. Desenvolvimento do fruto de. tenuifilacom base em indicadores de
maturidade. 1 e 2 - Fruto imaturo incapaz de comaple® ciclo de
desenvolvimento fora da planta. 3 a 5 fruto capazampletar o processo de
maturacdo independente da planta. 6 Fruto totaenemaduro. 7. Fruto
senescente.

Fonte: LIMA et al 2010.
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Os quatro estadios de desenvolvimento estabelegdos as
andlises corRassiflora setacegpodem ser observados na Figura 7, onde:
Estadio 1: fruto imaturo, incapaz de completar «loci de
desenvolvimento fora da planta (Figura 7, frutdesadio 2: Fruto capaz
de completar o processo de maturacéo independamianta (Figura 6,
fruto 3); Estadio 3: Fruto maduro, com um dia deda da planta (Figura
7, fruto 5); Estadio 4: Fruto maduro, com quatasdie prateleira (Figura
7, fruto 6).
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Figura 7. Desenvolvimento do fruto d@. setaceaom base em indicadores de
maturidade. 1 e 2 - Fruto imaturo incapaz de comaple® ciclo de
desenvolvimento fora da planta. 3 a 5 fruto capazampletar o processo de
maturacdo independente da planta. 6 Fruto totaenemaduro. 7. Fruto
senescente.

Fonte: BOMTEMPO, 2011.

No processamento os frutos foram sanitizados, dostaom faca
de aco inoxidavel e o despolpamento foi realizamo euxilio de uma
espatula e peneira separando polpa e semenrie setaceaos frutos de
P. tenuifila foram processados integralmente conforme POP CPAC-
2012. As amostras foram armazenadas em ultrafreez8d’ C até o
momento das analises.

3.1.2. Sementes

As sementes de ambas as espécies foram separadésitds,
trituradas e lavadas com gE, (1:1; m/v) e armazenadas em ultrafreezer
-80°C até o momento das analises.

Foram estabelecidos 5 estddios de desenvolvimbat®ados
nos indicadores de maturagéo dos frutos Patanuifila(Figura 6, frutos
de 1 ao 5) &. setacedFigura 7, frutos de 1 ao 5). As sementefde
tenuifilapodem ser observadas na Figura 8, e as semeriesed@cea
na Figura 9.
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Figura 8. Sementes dB. tenuifilanos estadios de desenvolvimento 2 (A), 3 (B),
4 (C) e 5 (D). Barra=5 mm.

r

Figura 9. Sementes d@. setaceanos estadios de desenvolvimento 2 (A),
3 (B), 4 (C) e 5 (D). Barra=5 mm.
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3.1.3. Calos

Para a producéo de calos foram utilizadas semdatéssetacea
e P. tenuifila do banco de germoplasma Beassifloras cedidas pela
Embrapa Cerrados.

3.2. METODOS
3.2.1. Indugéo de calos
3.2.1.1.Desinfec¢édo de sementes e germinagadtro

As sementes foram lavadas com Agua da torneirdeegdate
neutro, enxaguadas quatro vezes e, em fluxo lanfr@am imersas por
10 minutos em solucdo comercial de hipocloritodiie(Q-Boa ®) com
2.5% (v/v) de cloro ativo, acrescida de algumasagde detergente. Em
seguida, foram enxaguadas por quatro vezes com dgstlada
esterilizada para a remocado de residuos de hiftockerdetergente e
inoculadas em meio de cultura Murashige & Skoog)((IWBJRASHIGE
& SKOOG, 1962), suplementado com 59 mM de sacad@s2% (m/V)
de Phytagel. As culturas foram mantidas em salerelecimento com
temperatura controlada de 22°C, sob fotoperiodo de 16 horas, provido
por lampadas fluorescentes Philips TDL (22.3 pmaéls®) e umidade
relativa de 70%. Estas condicbes foram utilizadas tedos os
experimentos, exceto quando especificado.

3.2.1.2.Preparacao de meio de cultura

A preparacao do meio de cultura foi realizada aonéodescrito
por Nuneset al. (2007). O meio de cultura utilizado para o
estabelecimento de plantulas e indu¢do dos calas fteio de cultura
Murashige & Skoog (MS) (MURASHIGE & SKOOG, 1962)ma
mistura em po preparada pela Sigma Chemical Capneentragcéo de
4,4 g/L, suplementado com 59 mM de sacarose e (vZ%) de Phytagel.
O pH do meio de cultura foi ajustado para 5,8, sadee autoclavagem,
utilizando-se solugéo de hidréxido de sédio 0,1UMle &cido cloridrico
0,1 N. O meio de cultura foi distribuido em tubeseshsaio de 20 x 150
mm (8 ml de meio por tubo). Todos os tubos forachdelos com tampas
de polipropileno e autoclavados por 18 minutosleKgf/cn? e 122C.



24

3.2.1.3.Indugé@o de calos a partir de diferentes tipos deaetes de
plantulas deé°. setacea

Segmentos (1 cm de comprimento) de raiz, hipa;étid
cotiledonar e né foliar foram removidos de planéa€nicas com 8
semanas de idade, originadas a partir da germindgdcsementes e
inoculados em meio de cultura MS semi-sélido, supl#ado com 88,5
mM de sacarose, 0,2% (m/V) de Phytagel e 2,5 uMaddo 2,4-
diclorofenoxiacético (2,4-D). As culturas foram rtidas nas condicdes
descritas no item 3.2.1.1. Apds 45 e 60 dias dsragl foram avaliadas
guanto as massas fresca e seca dos calos e cslp@mdaas analises
fitoquimicas.

3.2.1.4.Inducéo de calos a partir de sementeB.denuifila

Frutos verdes, em desenvolvimento, &e tenuifila foram
coletados, lavados com agua corrente e detergemiercial e imersos
em alcool comercial por 5 min. Em seguida foransetiados e as
sementes removidas e inoculadas em meio de ctM8raemi-solido,
suplementado com 88,5 mM de sacarose, 0,2 % (méVPlutagel e
2,5 UM de acido 2-4-diclorofendxiacético (2,4-D)s Aulturas foram
mantidas nas condi¢Bes descritas no item 3.2.J&s A0 e 80 dias as
culturas foram avaliadas quanto as massas fresmra® dos calos e
coletadas para as analises fitoquimicas. Tambéamf@nalisados, em
um dos experimentos, culturas de calos de 80 digdadle, produzidos a
partir de sementes inoculadas em meio de cultura skt8i-solido,
suplementado com 88,5 mM de frutose, 0,2% (m/\Blugagel e 2,5 uM
de acido naftalenoacético (ANA).
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Figura 10.Plantula deP. setacedA) de 8 semanas de idade cultivadas em meio
de cultura MS semi-soélido, suplementado com 59 reMatarose e 0,2% (m/V)
de Phytagel. As setas indicam, da base para o @gultmula pouco desenvolvida,
hipocétilo, né cotiledonar, epicétilo, n6 foliaraBa=12,5 mm. Microplantas de
P. tenuifila (B) de 6 meses de idade cultivadas em meio deraullS semi-
sélido, suplementado com 59 mM de sacarose, 0,2%) @e Phytagel e 2,5 uM
de acido giberélico (GA. Barra=20 mm.

3.2.1.5.Inducéo de calos a partir de segmentos de cauledeplantas
deP. tenuifila

Segmentos de caules de 3 mm foram removidos d®plactas
de 11 meses iniciadas a partir de segmentos apleaiglantulas de
P. tenuifilacultivados em meio de cultura MS semi-sélido, so@ntado
com 59 mM de sacarose, 0,2 % (m/V) de PhytagebauR®] de acido
giberélico (GA). Os segmentos de caules foram removidos e indasila
em meio de cultura MS semi-sélido, suplementado 885 mM de
sacarose, 0,2 % (m/V) de Phytagel e 2,5 uM de 2 Aslzulturas foram
mantidas nas condi¢des descritas no item 3.2.pds 80 dias as culturas
foram avaliadas quanto as massas fresca e secalds® coletadas para
as analises fitoquimicas.
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3.2.1.6.Determinacdo de massa seca e do teor de 4gualdss ca

Para a determinacdo da massa fresca, os calos fmraados
imediatamente apds a remocao do meio de cultyaraa determinagéo
da massa seca, os calos foram transferidos paspla Petri de 6 cm de
didmetro e mantidos em estufa, por 24 horas a &%€or de agua dos
calos foi expresso em porcentagem da massa fregoangy de agua por
mg de massa seca, determinados através da segidimtaila
(LAUDANO, 2005):

(massa fresca — massa seca)

Teor de dgua (% da massa fresca) = X 100
massa fresca

3.2.2. Andlise do perfil metabdlico
3.2.2.1.Espectrofotometria de UV-Vis

Para a espectrofotometria de varredura UV-Vis,xdapradamente
2 g de massa fresca de amostra (calos, polpa oensghde cada
tratamento foram triturados em solvente cloroférmi@tanol (1:1 v/v)
em quantidade equivalente a 3 volumes da massaaddl durante
2 minutos, com o auxilio de cadinho e pistilo. Cextaato foi transferido
para um tubo de ensaio e ficou em repouso em tatoparambiente
durante 15 minutos. Os extratos foram entéo fittsealvacuo e colocados
em placa de Petri até que o solvente evaporasseletamente, dentro
da capela de exaustdo. Para acelerar este pro@sssdacas foram
deixadasovernightem estufa aberta a 60°C. Os extratos secos faam r
suspendidos em 4 mL de metanol e centrifugados0@ Bim durante
5 minutos. Em cubeta de vidro, 3 mL de cada amdsitsan submetidos
a 5 varreduras em espectrofotdmetro UV-vis (2006-r8n). Os valores
de absorbancia obtidos foram plotados em planith®Mitrosoft Office
Excel 2007 e um grafico foi gerado a partir da raéttis valores obtidos
nas varreduras.
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3.2.3. Andlises quantitativas de fendlicos totais, flavondes totais,
carotenoides, acido ascorbico e clorofila

3.2.3.1.Compostos fendlicos totais

Para a determinacao de fendlicos totais foram paepa extratos
com 1 g de massa fresca de amostra (calos, polgamante) de cada
tratamento macerada em 10 mL de metanol 80% (Me@H).8Apds
permanecerem em repouso por 1 hora ao reflgi@gdad@mostras foram
filtradas a vacuo e centrifugadas a 4000 rpm pwoiriutos. O contetddo
de compostos fendlicos totais foi determinado derdam com a
metodologia de Rhandat al (2002), com modificagdes. Em um tubo de
ensaio foi adicionado 40 puL do extrato de amo&yd6 mL de agua
destilada, 200 pL de Reagente de Folin- Ciocaltea600 pL de
Carbonato de sédio a 20%, as misturas foram agitada vortex e
deixadas em repouso no escuro por 2 horas. Enoplacas de
poliestileno com 96 cavidades foram transferidd¥|B0 de cada amostra
e do controle e a leitura foi realizada em leitbeamicroplacas a 750 nm.
A quantificacdo dos compostos fendlicos totaiddita a partir da curva
padrédo de acido gélico (50 a 125 mL?; r> = 0,998; y = 210,7x). Os
resultados foram expressos ggide acido gélico por g de massa seca.

3.2.3.2.Flavondéides Totais

Para a determinacédo de flavondides totais foi pagizaum extrato
metandlico com 1g de massa fresca de amostra (palps ou semente)
macerada em 10 mL de MeOH 80%. ApGs permaneceremm@Euso por
1 hora ao reflugio da luz, as amostras foram cagadas a 4000 rpm por
5 minutos e filtradas a vacuo. As gquantificacbesirfo realizadas de
acordo com Zacariast al. (2007), com modificagdes. Em um tubo de
ensaio foi adicionado 2,5 mL de etanol, 0,5 mL a@stra e 0,5 mL de
cloreto de aluminio 2%. As misturas passaram etex@permaneceram
em repouso no escuro por 1 hora. As leituras fofaitas em
espectrofotdbmetro com UV-Vis, em comprimento dezothe 420 nm e a
guantificagdo dos flavonoides foi feita a partir darva padréo de
quercetina (0,5 a 200g.mL?%; r> = 0,999; y = 0,313x). Os resultados
foram expressos epg de quercetina por g de massa seca.
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3.2.3.3.Carotenoides

As amostras de 1g de massa fresca (calos, pokpeneente) foram
maceradas em 10 mL de solucdo hexano: aceton@®(, contendo
100 mg.L* de BHT (butil-hidroxi-tolueno) na proporcéo 1:30M). Apos
a maceracdo, as amostras foram mantidas em repousb hora em
camara escura, filtradas sob vacuo e o solvenigoesdo sob fluxo de
Nitrogénio gasoso. O extrato recuperado foi resnsp em 3 mL de
metanol PA e, posteriormente, submetido a analisecppmatografia
liguida de alta eficiéncia (CLAE). Aliquotas de 1D de cada amostra
foram analisadas em cromatografo liquido (Shimad@u — 10A),
equipado com coluna de fase reversa C18 (VydacRP®4,125 cm x 4,6
mm interno) e pré-coluna (Vydac 218GK54, |Bn) e detector
espectrofotométrico UV-Vis operando em 450 nm. Aigélo utilizou
metanol: acetonitrila (90: 10, v/v) como fase m¢fleko de 1 mL.min
1. A identificacdo dos compostos de interesse falizada através de
comparagdo com os tempos de retencao dos compeshdes (luteina,
zeaxantina,p e o — caroteno, Sigma), sob as mesmas condi¢cbes
experimentais. A quantificacdo dos carotenoideddita utilizando-se
curva padrdo externa de luteina (2,5 a§0nL?; 1 = 0,99; y = 7044x)
ep — caroteno (0,01 afig.mL%; r2 = 0,99; y = 1019x) e considerou a area
dos picos de interesse para efeito dos calculosmeentracdo, sendo que
os valores apresentados correspondem a médianjieB8ds por amostra.
A concentracao de carotendides foi expressa enopg ge massa seca.

3.2.3.4.Determinac&o dos teores de Acido ascorbico

A determinag&o do contetdo de vitamina C totabfideada na
metodologia descrita por Teradgaal. (1979), modificada por Nunes
al. (1995) e Morettet al (1998). Em tubos de 50 mL foram adicionadas
2g da amostras frescas de polpa e homogeneizaaic®0rolL de mistura
acida (acido metafosférico e acido acético 2N)agsamostras foram
centrifugadas a 15.000 rpm por 20 minutos a 4°@sAgpcentrifugacao,
0 sobrenadante foi filtrado em papel de filtro Wiah n° 4. Ao atingir a
temperatura ambiente 1,0 mL do extrato foi incubadm 5QL de
DCPIP 0,2% por 1 hora. Ao final do periodo de iragém, 1 mL de
tiouréia 2% foi adicionado a cada tubo e homogeitei em vortex, entdo
0,5mL de DNPH 2% foram adicionados aos tubos, guaf novamente
agitados em vortex e levados ao banho-maria a @ G horas. Apos
esse periodo, os tubos foram colocados em banlgeldes 2,5mL de
H>SOy 90% gelado foram cuidadosamente adicionados dmss.tlAs
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leituras foram realizadas em espectrofotbmetro & ®™n e as
concentracdes determinadas através de curva padracido ascorbico
(5 a 30ug.mL?Y; r’=0,9991, y=0,0224x).

3.2.3.5.Clorofila

A clorofila foi dosada conforme metodologia descpbr Hiscox
& Israelstam (1979), com modificacdes. A amost@d@ mg de massa
fresca adicionou-se 5 mL de dimetilsulféxido (DMS£9s tubos foram
mantidos em estufa a 50° C durante 6 horas. Apdxubacédo, o
sobrenadante foi transferido para um novo tubo e seguida, a
absorbéncia foi lida em espectrofotometro UV-vis, @45 e 663 nm.
Para a quantificacdo das clorofilas foi utilizadd&&@mula de Arnon
(1949) e os resultados foram expressosige clorofila por g de massa
seca.

mg.mL? de clorofila a = 0,0127 §8:— 0,00269.ss

mg.mL? de clorofila b = 0,0229.85— 0,00468.[3s3

3.3. ATIVIDADE ANTIOXIDANTE POR DPPH

A capacidade antioxidante foi determinada atraeéseducédo do
DPPHe (2,2- difenil-1- picrilhidrazil) pelos compostositixidantes
presentes na amostra através do método deeKath (2003). O extrato
foi preparado com 1 g de amostra fresca (de cplulpa ou semente)
macerada com 10 mL de metanol 80%. ApOs permanmaaarerepouso
por 1 hora ao refagio da luz, as amostras forartriieyadas a 4000 rpm
por 5 minutos. Paralelamente, uma solucdo metandikc DPPH 0,05
mM foi preparada de modo que apresentasse 0,6sdebdincia a 540
nm. Em microplacas de poliestileno de 96 cavidddesn adicionados
290 pL de solucdo DPPH e 10 pL de amostra. Agésitioram feitas em
leitora de microplaca a 540nm de comprimento deao BHT foi
utilizado como padrdo. A atividade de sequestraadtical DPPH foi
calculada pela equacéo abaixo:

(Absorbancia do Controle — Absorbancia da amostra)
X

% de descoramento do DPPH = 100

Absorbancia do Controle
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3.4. ANALISE ESTATISTICA

Todos os experimentos foram executados de acordo @o
delineamento estatistico completamente casuali2siesultados foram
analisados estatisticamente através da andliseari@neia (ANOVA)
simples ou multifatorial com separacdo de médids t@ste de Tukey
com nivel de probabilidade de 95%. As analises aléncia foram
realizadas com o programa STATISTICA 7.0 (StatSot,).
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4. RESULTADOS

4.1. PERFIS METABOLICOS OBTIDOS POR
ESPETROFOTOMETRIA DE VARREDURA EM UV-VIS DE
POLPAS E SEMENTES DHPassiflora tenuifilaE Passiflora
setacea

Os resultados de espectrofotometria de varredurd)éis de
extratos metandlicos de polpas de frutos e de gesdaP. tenuifilaem
diferentes estadios de desenvolvimento sdo apeskenha Figura 11. Os
dados indicam que os extratos de polpas de frutesedtadios 3 e 4
apresentaram as maiores absorbancias nosailoterentre 280 — 450
nm, sendo que os extratos dos estadio 1 e 2 apaem@Menor absorgao
nessa regiao, essas significativas diferencas stt#incias evidenciam
que as amostras de extratos de polpas de frutesesparam perfis
metabolicos distantes. Na regido de absor¢do doVidy-que
compreende os comprimentos de onda de 650 @@ rn, houve
absorcao pelos extratos de frutos do estadio De @xtratos metandlicos
de sementes em diferentes estadios de maturagimastsentadas na
Figura 11B. Houve formacgé&o de picos de absorbamigegido de 270
nm - 340 nm, ocorrendo a fusdo de picos que levardormacédo de
“ombros” mais evidentes no extrato de sementesstémi® 4. A menor
absorbéancia ocorreu no extrato de sementes ndeestad
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Figura 11. Espectrofotometria de varredura em UV-Vis de egfrahetandlicos
de polpas de frutos (A) e sementes (B)Rletenuifilaem diferentes estadios de
desenvolvimento. C) Polpas e sementes. STEL: Sesfentenuifilaestadio 1;
STE2: SementeR. tenuifilaestadio 2; STE3: SementBs tenuifila estadio 3;
STE4: SementeB. tenuifilaestadio 4; STE5: SementBs tenuifila estadio 5;
PTE1: PolpaP. tenuifilaestadio 1; PTE2: PolpR. tenuifilaestadio 2; PTE3:
PolpaP. tenuifilaestadio 3; PTE4: Polga tenuifilaestadio 4.

Os resultados de espectrofotometria de varredurdéfvis de
extratos metandlicos de polpas de frutos e derstesideP. setace@m
diferentes estadios de desenvolvimento, sao apeekes na Figura 12.
Observa-se na Figura 12A a ocorréncia de picosgergdo na regiao
290nm — 350 nm, sendo que a menor absor¢cdo ocemeextrato de
polpa do estadio 1 e a maior absor¢ao ocorreu tratexde polpa no
estadio 4, a qual foi seguida por um ombro naaede 350nm —430 nm.
Nas sementes (Figura 12B) houve absor¢édo na f8a3s0 nm, com
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menor absorgao no estadio 1, maior absorcdo ridi@ss e 4, seguidas

de formacdo de ombro entre 350- 430 nm.

200 300 400 500
Comprimento de onda (nm)

3 A
2,5
8 2
H Estadiol
« ——Estadio
E 15
2 ——Estadio2
<
1 ~——Estadio3
05 ——Estadio4
0
200 300 400 500 600 700 800
Comprimento de onda (nm)
E ——Estadiol
] -
5 ——Estadio2
< ~——Estadio3
——Estadio4
——Estadio5
600 700 800

Absorbéncia

200 300 400 500

Comprimentode onda (nm)

600 700 800

Figura 12. Espectrofotometria de varredura em UV-Vis de egfrahetandlicos
de polpas de frutos (A) e de sementes (BPdeetace@m diferentes estadios de
desenvolvimento. C) Polpas e sementes. PSE1: Pokgsace@stadio 1; PSE2:
PolpaP. setaceaestadio 2; PSE3: Polfa setaceastadio 3; PSE4: Polfa
setaceastadio 4; SSE1: SemeiResetace@stadio 1; SSE2: Semeresetacea
estadio 2; SSE3: Sememesetaceastadio 3; SSE4: SemerResetaceastadio

4; SSE5: Semente. setaceastadio 5.
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4.2. PERFIS METABOLICOS OBTIDOS POR
ESPETROFOTOMETRIA DE VARREDURA EM UV-VIS DE
CALOS DEPassiflora tenuifilaE Passiflora setacea

Os resultados de espectrofotometria de varredurbl\é+is em
extratos metanolicos de calos de sementes em dégemnto e de
segmentos de caules de microplantaB.denuifilacom diferentes idades
sdo apresentados na Figura 13A. Houve absor¢c&nidr290- 400nm,
0 maior pico foi observado em calos de sementegesanvolvimento
com 50 dias e o menor em explantes de caule caira800s resultados
das analises de calos com diferentes idades olgtigastir de diferentes
explantes de plantulas @ setaceastdo apresentados na Figura 13B.
Observa-se a ocorréncia de picos de absorcdo 28@e 400 nm.
Explantes de cotilédone com 45 dias e 60 dias apt@sm maior
absorcdo, e em calos de raiz com 60 dias de cuftuove menor
absorcao.
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Figura 123.Espectrofotometria de varredura em UV-Vis de earatetandlicos
de calos d®. tenuifila(A) e P. setacedB) iniciados a partir de diferentes tipos
de explantes cultivados na luz, em meio de cubBasemi-sélido suplementado
com 88,5 mM de sacarose e 2,5 uM de 2,4-D. Em usntddamentos com
sementes 0 meio de cultura MS semi-solido foi snplgado com 88,5 mM de
frutose e 2,5 uM de ANA. C) Calos Betenuifilae P. setacea
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4.3. ANALISES DE FENOLICOS TOTAIS, FLAVONOIDES,
CAROTENOIDES, VITAMINA C, CLOROFILASa E b E
ATIVIDADE ANTIOXIDANDE EM POLPAS DE FRUTOS DE
P. tenuifila E P. setaceaEM DIFERENTES ESTADIOS DE
DESENVOLVIMENTO

Os resultados das analises de fendlicos totaisorftades,
vitamina C e atividade antioxidante de extratopdipas de frutos de
P. tenuifilae P. setacepem diferentes estadios de desenvolvimento, sao
apresentados na Tabela 4. Verifica-se que as ctvacées de fendlicos
totais aumentaram significativamente com o estddidesenvolvimento
dos frutos, tanto parB. setaceacomo paraP. tenuifila sendo que as
maiores concentracdes foram detectadas nos fratosstadio 4, em
ambas as espécies (146,06 ug EAG/g MS e 133,47 AR/gEMS,
respectivamente). Observa-se que o maior niveknéli€os totais foi
detectado em frutos de. tenuifila no estadio 4, sendo superior ao
conteudo dos frutos d& setacea

Os maiores niveis de flavonéides (entre 0,28 pgegtina/g MS
e 0,30 pg quercetina/g MS) foram observados eradmibs estadios 1 e
2 deP. tenuifilae nos estadios 1 e 4 Hesetaceando havendo diferenca
significativa entre eles.

Os contetdos de vitamina C em frutodPdeenuifiladecresceram
com o maior desenvolvimento dos frutos, variandd44©6 mg/ 100 g
no estadio 1 para 25,91 mg/100, g no estadio 4jaiq que par®.
setaceans valores aumentaram, variando de 8,20 mg/1060 gstadio 1
para 20,11 mg/100 g, no estadio 4. Verifica-seajo®ior concentracao
de vitamina C foi detectada nos frutosRld@enuifilano estadio 1 (44,96
mg/100 g) valor que foi mais do que o dobro dovalaximo observado
emP. setaceq20,11 mg/100 g).

A maior porcentagem de inibicdo de DPPH (Tabelafod)
observada em frutos no estadio 4Rlesetaced85,66%) enquanto que
emP. tenuifila(68,77%) ocorreu nos frutos no estadio 3. Verifieaque
para P. tenuifila as porcentagens de inibicAo aumentaram
significativamente nos frutos nos estadios 3 e &, 780 e
61,27%, respectivamente), o0 mesmo ocorrendo confrues de
P. setaced76,33% e 85,66%, respectivamente).
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Tabela 4. Contelidos de fendlicos totais, flavonéides, vitam@ e atividade
antioxidante de polpas de frutosP@ssiflora tenuifilae P. set@ea em diferentes
estadios de desenvolvimento.

Espécii Estadio  Fendlicos tota Flavonoides Vitamina C DPPF
(ng EAG/g MS) (ug quercetina/g M3) (mg/100 g MP) (% de inibicd®)
P. 1 93,56+0,50 0,29+0,01 al 44,96+0,07 ¢ 57,22+0,92
tenuifila
2 115,15+1,00 « 0,28+0,05 a 34,57+0,35 47,44+0,51
3 109,81+0,36 0,23+0,06 32,77+0,75 68,77+ 0,95
4 146,06+0,26 0,27+0,02 | 25,91+0,02 61,27+1,36
P. 1 90,68+0,47 0,30+0,01 8,20+0,18 68,77+0,59 (
setacea
2 99,89+0,25 0,25+0,01 17,85+0,90 59,25+2,84
3 96,00+ 0,85 0,23+0,00 19,87+0,92 76,33+1,24 t
4 133,47+0,30 0,29+0,01 al 20,11+0,44 85,66+0,17

*Médias de cinco repeticBes seguidas pela mesnzanatcoluna ndo diferem
significativamente entre si de acordo com tetede Tukey (0,05).
EAG=equivalente em &cido galico. MS=massa seca;viSsa fresca.

As analises dos carotendides por CLAE (Tabeladigam que os
frutos de P. tenuifila nos estadios 1 e 3 apresentaram as maiores
concentragcdes de luteina (entre 13,69 pg/g MS,ellgg/g MS,
respectivamente) do que os frutosRlesetacegmaximo de 1,43 ug/g
MS no estadio 1). Houve diminuic&o significatives mancentracdes de
luteina nos frutos de. tenuifilaconforme passaram do estadio 2 para os
estadios posteriores de desenvolvimento, enquargqgraP. setacea
essa diminuicdo nos niveis de luteina ja ocorngartr do estadio 1.

A zeaxantina foi detectada em todos os estaddios de
desenvolvimento de frutos dé. tenuifila sendo as maiores
concentracdes observadas nos estadios 1 e 2 (§/M$ e 3,92 ug/g
MS, respectivamente), decrescendo significativaeenbs estadio
subseqlientes, enquanto que foi quantificada aperastadio 1 de frutos
deP. setacedmaximo de 0,23 pg/g MS), sendo observados apegs
desse composto nos estadios 2 e 3.

A B-criptoxantina foi detectada apenas em fruto$ deenuifilg
nos trés Ultimos estadios de desenvolvimento, semnaaior concentracao
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(1,44 ng/g MS) observada em frutos do estadio @ @mo que o trans-
B-caroteno foi detectado apenas no estadio 1 desfdeP. tenuifila(1,77
pKa/g MS) mas nos trés primeiros estadios de dekémemto de frutos
deP. setacea

O a-caroteno foi detectado apenas nos fruto$ déenuifila no
estadio 1 (1,65 pg/g MS), assim como fisaroteno (0,32 ug/g MS).
Outros picos de carotendides ndo identificadoseapaam apenas nos
frutos nos estadios 1 e 2 Betenuifila
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Tabela 5.Conteudos de carotendides (Lg/g MS) determinadoSIp&E, em extratos em organossolvente (hexandoaeeBHT),

de polpas de frutos deassiflora tenuifilae P. set@ea em diferentes estadios de desenvolvimento.

Espécie  Estadios Luteifia Zeaxantina B-criptoxantind  a-carotené transB-carotené Cis{f-carotené N&o
Rt (min)=3,8 Rt(min)= 4,2 Rt (min)= 8,9 Rt (min)=10,4 Rt (min)=11,9 Rt (min)= 12,8 identificado

P. 1 13,69+0,21b 3.91+0,25a Ausente 1,65+0,13 a 1,77+£0,31 a 0,32+0,02 a 7.3;
tenuifila

2 14,01+ 0,13a 3.92+0,27 a 1,44+ 0,01 a Ausente Ausente Ausente 6,3; 7,1; 7,3;

9,4

3 2,19+ 0,05¢ 0,72+0,05 b 0,47+£0,03 b Ausente Ausente Ausente

4 1,61+0,11d 0.48+0,00 b 0,46+ 0,04 b Ausente Ausente Ausente
P. 1 1,43+0,05e 0,23+0,00 c Ausente Ausente 0,12 0,00 b Ausente
setacea

2 0,37+0,07 g Tr Ausente Ausente 0,12 +0,00 b Ausente

3 0,96+0,04 f Tr Ausente Ausente 0,11 0,01 b Ausente

4 0,31+0,03 h Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente

“Médias de trés inje¢Bes (10 uL) + desvio padraaideg pela mesma letra na coluna nao diferem ggtiifamente entre si de

acordo com o teste de Tukey(p,05). MS=massa seca. Rt=tempo de retencéo.
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Os contetdos de clorofilas e b foram maiores nos frutos de
P. tenuifila no estddio 1 (2,42 pg/g MS, e 2,22 ug/g MS,
respectivamente), valores quase quatro vezes raidoe que 0s
observados nos frutos no mesmo estadiB.dsetaced0,57 ug/g MS e
0,62 pg/g MS, respectivamente (Tabela 6). Veriiegambém que em
ambas as espécies houve diminuicdo significatigacdacentracbes de
clorofilas de acordo com o maior desenvolviments fotos.

Tabela 6.Conteudos de clorofilaseb de polpas de frutos dRassiflora tenuifila
e P. setace@&m diferentes estadios de desenvolvimento.

Espécie Estadios Clorofilaa Clorofila b
(Hg/g MSY (ng/g MSY
P. tenuifila 1 2,41+0,14 a 2,22 0,11 a
2 1,55+0,07 b 1,18 +0,07 b
3 0,38+0,07 e 0,55+0,02 f
4 0,36 +0,02 f 0,66+0,02 d
P. setacea 1 0,57+0,04 c 0,62+0,42 e
2 0,50+0,11 d 1,03+1,03 ¢
3 0,22+0,04 g 0,21+0,07 g
4 0,14 0,02 h 0,20 0,05 g

“Médias de cinco repeticGes seguidas pela mesnaraticoluna ndo diferem
significativamente entre si de acordo com tetede Tukey (0,05).
MS=massa seca.

Comparando-se os resultados de DPPH apresentad@bala 4
com os resultados das demais analises verificasepgraP. setacea
maior porcentagem de inibicdo do DPPH, no estddioidcidiu com os
maiores niveis de fendlicos totais, flavonodidestamwina C nos frutos,
mas ndo coincidiu com a maior concentracdo denlteinem com as
maiores concentracdes de clorofilas. P&a tenuifila as maiores
porcentagens de inibicdo do DPPH nos estadios 3@ 4oincidiram
com os picos de nenhum dos outros compostos ashadisa
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4.4. ANALISES DE FENOLICOS TOTAIS, FLAVONOIDES,
CAROTENOIDES, E ATIVIDADE ANTIOXIDANDE EM
SEMENTES DEP. tenuifila E P. setaceaEM DIFERENTES
ESTADIOS DE DESENVOLVIMENTO

Os resultados das andlises de fendlicos totaisprflaides e
atividade antioxidante de extratos de sement&s timuifilaecP. setacea
em diferentes estadios de desenvolvimento, sdsaqexos na Tabela 7.

Verifica-se que a maior concentracdo de fendliausaid foi
detectada em sementes Betenuifila no estadio 4 (4403,0ug EAG/g
MS), valor aproximadamente cinco vezes maior queaor valor
detectado em sementesRlesetaced875,0ug EAG/g MS), também no
estadio 4. Observa-se ainda que, no estadio le@otvacao de fendlicos
totais pardP. tenuifila(564,63ug EAG/g MS) foi 6,5 vezes maior do que
0 deP. setaceq86,41ug EAG/g MS) e as concentracdes aumentaram
drasticamente nos estadios mais avancados de désemento das
sementes, emm. tenuifilaa partir dos estadios 4 e 5 e Pmsetacea
partir do estadio 3. Exceto para o estadio 3, aestes dd°. tenuifila
apresentaram, em todos o0s outros estadios de ddégerento,
concentracdes de fendlicos totais superiores a@dies correspondes de
sementes dB. setacea

A maior concentracdo de flavonéides foi observadssementes
de P. setaceao estadio 4 (3,72 pg quercetina/g MS), sendo \ese
duas vezes maior que a maior concentracdo deteetads®ementes de
P. tenuifilano estadio 5 (1,84 pg quercetina/g MS). Obserygpam
ambas as espécies, que o0s conteudos de flavonéigdeentaram
drasticamente a partir do estadio 3 de desenvohtondas sementes,
cerca de cinco vezes, na passagem do estadio D pestigio 3. As
sementes deP. setaceaem todos o0s estadios de desenvolvimento
apresentaram concentragcfes de flavondides supeidsresementes de
P. tenuifila nos estadios correspondentes.

As sementes dP. setaceano estddio 1 apresentaram a maior
porcentagem de inibicio de DPPH (86,11%), valor née diferiu
estatisticamente do detectado em sement®&s wmuifila(85,44%), mas
em sementes no estddio 5 de desenvolvimento. Enensesn de
P. tenuifilaverifica-se que a partir do estadio 2 de desenmelnto as
porcentagens de inibicdo de DPPH j& alcancaranb®@2¢ os valores
tenderam a aumentar de acordo com o0s estadios avaigados do
desenvolvimento das sementes, enquanto que emtssnoeR. setacea
as porcentagens de inibicdo permaneceram ao red@%, até o estadio
2 de desenvolvimento, diminuindo nos estadios mascados, 3, 4 e 5.
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Tabela 7.Contelildos de fendlicos totais, flavondides e aid@lantioxidante de sementesRdssiflora tenuifilae P. set@ea em
diferentes estadios de desenvolvimento.

Espécie Estadios Fendlicos totais Flavondides DPPH
(ug EAG/g MSY (ug quercetina/g MS} (% de inibicao)?
P. tenuifila 1 564,63+0,1® 0,22+ 0,02 i 64,44 +0,54 g
2 693,3910,13le 0,24+ 0,05i 82,55+ 0,42 ¢
3 310,56+0,0¢ 1,00 +0,01 f 80,05+ 0,25d
4 4403,00+0,06 a 1,66+0,01 e 83,11+ 0,10 bc
5 4054,90+0,1b 1,84+0,01d 85,44+0,51 ab
P. setacea 1 86,41+0,00 f 0,43+0,13 h 86,11+ 0,67 a
2 137,93+0,0% 0,59+ 0,02 g 80,11+ 0,82 d
3 577,13+0,0@ 2,92+ 0,19 b 77,05+2,02 e
4 875,00+0,0 3,72+ 0,22 a 72,77 £ 0,69 f
5 667,54+0,0He 2,59+0,04 ¢ 76,81+ 0,67 e

“Médias de cinco repeticdes seguidas pela mesnaaniatcoluna ndo diferem significativamente enfreles acordo com o teste
de Tukey (g0,05). EAG=equivalente em acido gélico. MS=massa.se
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Os resultados das analises de carotendides por @pAgsentados
na Tabela 8 indicam que as maiores concentracodsteiaa foram
observadas nos estadios 3, 4 e 5 de semenkegelauifila sendo que os
valores variaram de 2,35 pg/g MS, no estadio 3,96 gg/g MS, no
estadio 5. EnfP. setaceas maiores concentracdes foram detectadas nos
estadios 1, 2 e 3 e variaram entre 1,73 ug/g MS4lg/g MS. Verifica-
se que em sementes d tenuifila as concentracdes de luteina
aumentaram com o estadio de desenvolvimento dasnsesnenquanto
que emP. setaceaocorreu diminuicdo das concentragdes nos estadios
mais avancados. Nenhum outro tipo de carotenddi&s, da luteina, foi
encontrado em sementes e setaceaindependente do estadio de
desenvolvimento, 0 mesmo ocorrendo com as semdatestenuifilg
exceto para o estadio 5 em que foi detectgiiargptoxantina.
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Tabela 8.Contetdos de carotendides (1g/g MS) determinanloSIpAE, em extratos em organossolvente (hexareioaa: BHT),
de sementes deassiflora tenuifilae P. set@ea em diferentes estadios de desenvolvimento.

Espécie Estadios  Luteifa Zeaxanting B-criptoxantind a-carotené trans-B-carotend Cisf-carotend
Rt (min)=3,8 Rt (min)= 4,2 Rt (min)=8,9 Rt (min)=10,4 Rt (min)=11,9 Rt (min)=12,8

P. 1 0,43+ 0,04 i Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente
tenuifila

2 1,93+0,02 d Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente

3 2,35+0,52 ¢ Ausente Ausente Ausente Ausente rAese

4 2,77+0,07 b Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente

5 2,90+ 0,25a Ausente 8,410,50 a Ausente Ausente Ausente
P. 1 1,94+ 0,15d Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente
setacea

2 1,79+ 0,02 e Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente

3 1,73+0,03 f Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente

4 1,37+ 0,04 h Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente

5 1,48+ 0,12 ¢g Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente

“Médias de trés inje¢Bes (10 uL) + desvio padraaideg pela mesma letra na coluna nao diferem ggtiifamente entre si de
acordo com o teste de Tukey(p,05). MS=massa seca. Rt=tempo de retencéo.
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Comparando-se os resultados de DPPH apresentad@baka 7
com os resultados das demais andlises verificaesgaraP. tenuifilaas
maiores porcentagens de inibicdo de DPPH coinadgam as maiores
concentracdes de fendlicos totais, flavondidesdedna de sementes nos
estadios 4 e 5, enquanto que faraetaceas maiores porcentagens de
inibicdo do DPPH coincidiram apenas com as maicoesentracoes de
luteina na sementes nos estadios 1 e 2.

45. ANALISES DE FENOLICOS TOTAIS, FLAVONOIDES,
CAROTENOIDES, CLOROFILASa E b E ATIVIDADE
ANTIOXIDANTE EM CULTURAS DE CALOS DE Passiflora
tenuifila E Passiflora setaceaDRIGINADAS A PARTIR DE
DIFERENTES TIPOS DE EXPLANTES

Os calos originados a partir do cultivo vitro de sementes de
frutos verdes em desenvolvimento e de segmentosaddes de
microplantas d@. tenuifilapodem ser observados na Figura 14.
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Figura 14. Calos originados a partir do cultivo de sementeBudes verdes em
desenvolvimento (A, B, C, D) e de segmentos deesadé microplantas (E, F)
de P. tenuifilaem meio de cultura Murashigue & Skoog suplementzaio
88,5 mM de sacarose, 2,5 UM de 2,4-D e 2 g/L dedgel; apés 80 e 90 dias,
respectivamente. Barras=5 mm.

Os calos obtidos através do cultivo de diferentgdaates de
P. setaceaao mostrados na Figura 15.
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Figura 15. Calos originados a partir de segmentos de né dotilar (A, B),
hipocétilo (C, D), raiz (E, F), e cotilédone (G, H plantulas d®. setacea
cultivados em meio de cultura Murashigue & Skoqgementado com 88,5 mM
de sacarose, 2,5 uM de 2,4-D e 2 g/L de Phytagé$ @0 dias. Barras=5 mm.
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Na Tabela 9 sao apresentados os conteldos decten@dtais e
flavondides e atividante antioxidante de extramsalos, com diferentes
idades, deP. setaceae P. tenuifila originados a partir da cultura de
diferentes tipos de explantes em meio de culturasMBementado com
88,5 mM de sacarose e 2,5 uM de 2,4-D ou 2,5 pM¥Ni& (sementes
deP. tenuifilaem desenvolvimento em meio de cultura contendodey
segmentos de caules de microplantasPddenuifilg. Os resultados
indicam diferencas significativas entre as espéa@esre os tipos de
explantes e entre as idades dos calos com relag&e@es de fenodlicos
totais e flavondides de calos das diferentes espéObserva-se que 0s
maiores conteudos de fendlicos totais e de flaww®5{20,41 ug EAG/g
MS e 0,33 pg quercetina/g MS, respectivamentenfatatectados em
calos de 50 dias deP. tenuifila originados de sementes em
desenvolvimento.

Entre os calos de. setaceas maiores niveis de fendlicos totais e
flavonéides (17,26 ug EAG/g MS e 0,21 pg querceindS) foram
observados em calos de cotilédone de 45 diadlavdadides, em calos
de cotilédone de 45 dias e de né foliar de 65 @dsl pug quercetina/g
MS e 0,22ug quercetina/g MS, respectivamentem&sores niveis de
fendlicos totais foram observados em calos ded@R. setaceale 45 e
65 dias e em calos de hipocétilo de 65 dias e asorese niveis de
flavondides foram detectados em calos de raiz de @5 dias, e de n6
cotiledonar 65 dias.

ParaP. setaceans niveis de fendlicos totais decresceram com a
idade dos calos nos casos de cotilédone; permamedéguais nos calos
de hipocétilo, raiz e né cotiledonar e aumentarasiagaso de né foliar.
Os flavonoéides aumentaram com a idade dos calogmagara no foliar,
diminuiram para hipocétilo, n6 cotiledonar e pere@aram iguais para
raiz e cotilédone.

ParaP. tenuifilaos niveis de fendlicos totais de calos de sementes
em desenvolvimento diminuiram com a idade dos cdl@® houve
diferenca significativa quando as sementes forativadas em frutose
com ANA, nem para fendlicos totais e nem para fiigdes, porém, os
resultados para fendlicos totais e flavondides pasoeram elevados
guando comparados com os resultados obtidosihasaceaOs calos
de caule deP. tenuifila de 90 dias apresentaram niveis de fendlicos
também elevados, similares aos niveis apresenpedios cotilédones de
45 dias deP. setaceamas os niveis de flavonoides foram reduzidos em
relacdo aos calos de sementes em desenvolvimeftotderuifilae aos
calos de cotilédone de 45 diasRlesetacea
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Os calos de 45 dias de né folRr setaceapresentaram a maior
porcentagem de inibicAo de DDPH (88,17%), valor qée diferiu
significativamente do obtido para os calos de %3 die sementes em
desenvolvimento d@. tenuifila (84,0%). Pard. setaceavalores entre
75,11% e 77,66% de inibicdo de DPPH foram obtidespectivamente,
para calos de no foliar de 65 dias e calos de tiédonar de 45 dias. Em
calos de hipocétilo de 45 e de 65 dias as porcengagle inibicdo
decresceram, respectivamente, para 63,84% e 68r@@Pujtrapassando,
nos demais tratamentos, 55,51%, obtido para os dal@aiz de 45 dias.
Em calos de 80 dias de tenuifilade sementes de em desenvolvimento
e em calos de segmentos de caule de 90 dias,@ntagens de inibi¢cdo
de DPPH variaram entre 21,72% e 31,83%.
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Tabela 9.Conteudos de fendlicos totais, flavonodides e @¢ite antioxidante de calos BesetaceaP. tenuifilainiciados
a partir de diferentes tipos de explantes cultigada luz, em meio de cultura MS semi-sélido supiged® com 88,5 mM de
sacarose e 2,5 UM de 2,4-D. Em um dos tratamentossementes o meio de cultura MS semi-sélido fpiesnentado com 88,5

mM de frutose e 2,5 uM de ANA.

Espécie Tipo de explante Idade dos Fendlicos totais Flavonoides DPPH
calos (ug EAG/g MSY (ug quercetina/g MS) (% de inibicaoy
(dias)
P. setacea Hipocétilo 45 10,11 + 0,01 gh @+0,00 bc 63,84+ 1,74 ¢
65 8,53+0,02 hi 0,12+0,01 ef 68,33+ 1,89 ¢c
N6 foliar 45 11,10 £ 0,03 fg 10,£ 0,02 cd 88,17+ 0,50
65 14,51 0,03 ¢ 0,22+ 0,00 b 75,1142,34 b
Raiz 45 8,47+ 0,021 0,05 +0,03 g 55,51+2,00d
65 7,56 +£0,031i 0,03+0,06 g 23,61+1,35f
N6 Cotiledonar 45 12,34 + 0,02 ef 0,11 £0,00 f 77,66+ 0,80
65 12,80+ 0,03 de 0,05+0,01 g 22,55 £2,08 f
Cotilédone 45 17,26+0,04 b 0,21+ 0,02 b 52,50+ 1,17d
60 12,95 6,02 cde 0,17+ 0,05 cd 31,66 +0,33 e
P. tenuifila Sementes (sacarose) 50 20,41+ 0,06 0,33+ 0,00 a 84,00+ 0s60
Sementes (sacarose) 80 14,07+ 0,03 cd 0,17+0,05 cd 21,72+ 0,38 f
Sementes (frutose) 80 13,92+0,03 cde 0,15+0,04 de 31,83+£0,88 e
Caule 90 17,28+0,03 b 0,11 +0,01 f 22,2740,25 f

“Médias de cinco repeticdes seguidas pela mesnaanatcoluna ndo diferem significativamente entreles acordo com o

teste de Tukey {,05). EAG=equivalente em acido galico. MS=massa se
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Os resultados apresentados na Tabela 10, sobreabises de
carotendides dos calos por CLAE, indicam que osmaicontetdos de
luteina foram detectados em calos de n¢6 foliaP.deetaced2,73 ug/g
MS) de 65 dias, mais do que o dobro do nivel maxiemiteina detectado
em calos de sementes em desenvolvimento de 58alidade (1,18 pg/g
MS). Verifica-se que as concentracbes de luteiméndiram com a idade
dos calos, tanto paid setaceaomo pardP. tenuifilg exceto, par#.
setaceaem calos de na foliar, em que a concentragao rtiomeem calos
de cotilédone, em que permaneceu constante.

Calos deP. setaceale hipocétilo de 45 dias, de né foliar de 45 dias
e calos deP. tenuifila de sementes em desenvolvimento de 50 dias
apresentaram niveis de luteina que variaram ertt&lg/g MS e 1,77
pna/g MS. Os menores niveis de luteina (variande éhi2 e 0,28 ug/g
MS) foram observados em calos de 65 dias de @dzred cotiledonar de
P. setace@ em calos de sementes em desenvolvimerfo @auifilg de
80 dias em sacarose.

A maior concentracdo de zeaxantina (1,08 pg/g MiS)dtectada
em calos de no foliar de 65 dias Be setacepaestando ausente, em
P. setaceaem calos de raiz de 65 dias e em calos de 45ddias)
cotiledonar e em calos de 45 dias de cotilédome R.eenuifilaem todos
os tipos de calos, exceto nos calos de sementedesenvolvimento
produzidos em meio de cultura contendo frutose. fdéam detectados
B-criptoxantina, a-caroteno, tranf-caroteno e cig-caroteno em
nenhum dos tipos de calos analisados exceto tde;trang-caroteno e
pequena concentracdo de fisaroteno, em calos de hipocotilo de
P. setaceale 45 dias de idade. Foram detectados carotengicesdo
foram identificados em calos & setacedcalos de hipocaétilo de 45 e
de 65 dias de idade e em calos de né foliar des®5de idade) e em calos
deP. tenuifila(calos de sementes em desenvolvimento de 50&lidade
em sacarose).
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Tabela 10.Contetdos de carotendides (1g/g MS) determinadopAE, em extratos em organossolvente (hexanetoae:
BHT), de calos d@. setacea P. tenuifilainiciados a partir de diferentes tipos de explactdtivados na luz, em meio de cultura
MS semi-sélido suplementado com 88,5 mM de saca@g uM de 2,4-D.

Espécie Tipo de Idade dos calos Luteina? Zeaxantin& B- o- transp — Cis3-carotend N&o
explante (dias) Rt (min)=3,8 Rt (min)= criptoxantina  carotend caroteno® Rt (min)= 12,8 identificado
4,2 ZRt (min)= Rt Rt
8,9 (min)=10,  (min)=11,9
4
P. Hipocétilo 45 1,77+0,09 b 0,77+0,02 ¢ Ausente Aulsen Tr 0,12 +0,00 a 5,5:5,8;
setacea
65 0,94+0,00 e 0,25+0,07 d Ausente Ausente Aesent Ausente 5,5;5,8
N6 foliar 45 1,54+0,04 c 0,94+0,03 b Ausente Aulsen Ausente Ausente
65 2,23+0,17 . 1,08+0,05 a Ausente Ausente Ausente Ausente m6; 5,
Raiz 45 0,50 0,02 ghi  0,17+0,03 de Ausente Ausente Ausente Ausente
65 0,12+0,00 m Ausente Ausente Ausente Ausente serite
N6 45 0,3540,03 ijl Ausente Ausente Ausente Ausente seite
cotiledonar
65 0,28+0,02 jlm 0,06+0,07 f Ausente Ausente Atise Ausente
Cotilédone 45 0,69+0,03 f Ausente Ausente Ausente  usefte Ausente
60 0,66 0,01 fg 0,25+0,01 de Ausente Ausente eAtes Ausente
P. Sementes sac 50 1,18+0,08 « Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente 51; 5,4;
tenuifila 5,8;6,3
Sementes sac 80 0,22 +0,02 Im Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente
Sementes fru 80 0,53+0,01 fgh 0,15+0,16 ef Ausente Ausente Ausente Ausente
Caule 90 0,44+ 0,05 hij Ausente Ausente Ausente eAles Ausente

“Médias de trés inje¢Bes (10 pL) + desvio padraaidag pela mesma letra na coluna néo diferem gigtiifamente entre si de
acordo com o teste de Tukey(p,05). MS=massa seca. Rt= tempo de retencao.
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Os contelidos de clorofilase b foram maiores nos calos de 50
dias de idade de sementes em desenvolvimerfo auifila(0,26 ug/g
MS, e 0,29 pg/g MS, respectivamente) (Tabela 119. maiores
concentracdes de clorofilae b observadas ef. setaceacorreram em
calos de hipocotilo de 65 dias (0,16 pg/g MS e |24 MS,
respectivamente) e em calos de raiz de 45 diaS|(0/@ MS e 0,21ug/g
MS, respectivamente). Verifica-se também que emasnas espécies
houve diminui¢éo significativa das concentractedal®filaa de acordo
com a maior idade dos calos, excetarersetaceaem calos de hipocatilo
e no cotiledonar, em que o0s niveis aumentaram s de cotilédone,
em que as concentra¢des ndo variaram. Quantodileldr observa-se
gue as concentracfes aumentaramPegsetaceaem calos de hipocdtilo,
no foliar e né cotiledonar, e diminuiram em calesr@z e cotilédone e
em calos de sementes em desenvolvimento de 8daliadenuifila em
sacarose.
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Tabela 11.Conteldos de clorofilag e b de calos dé. setacea P. tenuifilainiciados a partir de diferentes tipos de expkante
cultivados na luz, em meio de cultura MS semi-gBdplementado com 88,5 mM de sacarose e 2,5 u®Mde. Em um dos
tratamentos com sementes o meio de cultura MS s@lidi foi suplementado com 88,5 mM de frutosebeud de ANA.

Espécie Tipo de explante Idade dos Clorofila a Clorofila b
calos (dias) (ug/g MSY (ug/g MSY
P. setacea Hipocatilo 45 0,06+0,01 ef 0,11+0,00d
65 0,16+0,18 b 0,24+0,08 b
No foliar 45 0,10+0,01 c 0,05+0,00 f
65 0,07+0,04 def 0,10 +0,01 d
Raiz 45 0,16+0,03 b 0,21 +0,01 ¢
65 0,01 +0,01 h 0,01+0,02 h
N6 Cotiledonar 45 0,06+0,01 ef 0,03+0,01 g
65 0,08+0,02 d 0,10+0,03 d
Cotilédone 45 0,03 +0,08 g 0,08 +0,02 e
60 0,03+0,01 g 0,03 +0,01 gh
P. tenuifila Sementes (sacarose) 50 0,26+0,01 a 0,29+0,05 a
Sementes (sacarose) 80 0,05 +0,04 f 0,07+0,03 e
Sementes (frutose) 80 0,01+0,06 h 0,02+0,02 gh
Caule 90 0,07+0,02 de 0,10+0,03 d

“Médias de cinco repeticdes seguidas pela mesnaaniatcoluna ndo diferem significativamente enfreles acordo com o teste

de Tukey (g0,05). MS=massa seca.
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Comparando-se os resultados de DPPH apresentad@baka 9
com os resultados das demais andlises verificaesegpareP. tenuifilaa
maior porcentagem de inibicdo de DPPH (84%), obskrpara calos de
50 dias de sementes em desenvolvimento, coincioiim & maiores
concentracdes de fendlicos totais, flavondideginat e de clorofilas
a e b, enquanto que pdPasetacea maior porcentagem de inibicdo do
DPPH (88,17%), obtida para calos de né foliar delidS n&o coincidiu
com as maiores concentracbes de fendlicos totdésjorfoides,
carotenoides e clorofilas, mas estes calos apegsemtniveis altos de
fendlicos totais, flavondides e luteina em relagés demais tipos de
calos deP. setaceaCalos de cotilédone d setaceapresentaram niveis
altos de fendlicos totais e flavonoéides, mas baixel de luteina, sendo
a porcentagem de inibicdo do DPPH de 52,50%.
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5. DISCUSSAO

5.1. PERFIS DE FENOLICOS TOTAIS, FLAVONOIDES,
VITAMINA C (FRUTOS) E ATIVIDADE ANTIOXIDANTE EM
FRUTOS DEP. setaced& P. tenuifila

As variacbes observadas nos niveis de fendlicoaistog
flavondides de frutos e sementePdsetace® P. tenufilg em diferentes
estadios de desenvolvimento e o fato de ter hawvidimr acimulo de
fendlicos totais, em frutos e sementePdeenuifilae de flavonodides, em
sementes d®. setaceaalcancando valores superiores aos dos frutos,
indicaram que a regulacdo da via de biossinteséeni@icos e de
flavonoides variou com os estadios de desenvolviorenom as espécies
estudadas. Apenas estudos adicionais, sobrealiseande expresséo
génica e das atividades das enzimas envolvidagardewiossintese de
fendlicos/flavondides em frutos e sementes, noxalites estadios de
desenvolvimento e nos calos He setaceae P. tenuifilg originados a
partir de diferentes tipos de explantes, permitixplicar as bases
moleculares das variagbes observadas, e discutidaguir, nos niveis
desses compostos e dos mecanismos de regulacadvidosona
biossintese dos mesmos.

5.1.1. Fendlicos totais, flavonodides e atividade antioxicde em frutos

Os niveis maximos de fendlicos totais e flavonéigiesontrados
em polpas dé. tenuifila (146,06 ug EAG/g MS; 0,29 ug quercetina/g
MS) emP. setaceq133,47 ug EAG/g MS; 0,30 pg quercetina/g MS)
(Tabela 4) foram inferiores aos encontrados pea®il al (2014). Esses
autores, estudando as polpas de frutos madurosP.desdulis
determinaram os fendlicos totais, através do méiedeolin- Ciocalteau,
encontrando valores de 765,09 mg de EAG/100g altefiavonoides de
60,32 mg/100g, porém, para flavondides a metodalagilizada foi
diferente da utilizada no presente trabalho, Pasetacea P. tenuifila
Contreras-Calderéret al (2011), na investigagdo sobre as espécies
Colombianas de Passiflora determinou os fendlicespdipas com
sementes d@. tarminiana encontrando valores também superiores de
1018 mg de EAG/100g e e mollissima635,00 mg de EAG/100g.
Madoglio (2011) analisou o extrato bruto hidroalmmdeP. alatapelo
método de Folin—Ciocalteau para fendlicos totais fethas, polpa,
semente e pericarpo, encontrando maiores teoresenantes, seguido
por folha, pericarpo e polpa. A fracdo n-BuOH damentes d®. alata
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apresentou 3,93 g EAG/ 100 g de extrato, enquaagdaihas o teor foi
de 1,20 g EAG/100 g de extrato. Em frutos de owgsgecies os teores
variaram bastante, em acai maduro foram encontradoses de 343,7
mg EAG/100g (CRUZ, 2008), em amora preta 1938,70E4A&/100g
(JAQUES, 2009).

Vérios sao os estudos que demonstram a relaga@oosntonteddos
de fendlicos totais, flavondides, clorofilas e iatde antioxidante
durante o amadurecimento dos frutos, mas em tddssos niveis de
fendlicos totais decresceram durante o amaduretimeesultado
contrario aos padrdes de variacdo observadd?. etacea P. tenufila
A auséncia de marcadores moleculares do desenwsitine maturacao
dos frutos, para cada espécie de planta, difieuttamparacdo, com mais
precisao, dos eventos fisioldgicos que ocorremeladertilizacdo até a
maturacao dos frutos, entre as espécies de pl&uasxemplo, em frutos
de Momordica cochinchinensisKubola & Siriamonpun (2011)
observaram ques conteudos de fendlicos totais e flavonéides seaca
polpa decresceram durante o desenvolvimento dmsfrde imaturo para
maduro, que apresentaram a mais baixa capacidddridente, padréo
contrario ao apresentado pelos frutosdéenuifila e P. setacegara os
fendlicos totais que aumentaram nos estadios mamcados do
desenvolvimento dos frutos e para os flavondidagpsc niveis
permaneceram iguais entre o estadio 1 e estad@deskenvolvimento
dos frutos, para ambas as espécies. Observararefaat, que nas
sementes a atividade antioxidante aumentou doiedtadturo para o
maduro, padrdo semelhante ao apresentado por ssntkRt tenuifila,
mas contrario ao apresentado por semente3. detaceaem que tal
atividade decresceu com os estadios mais avandadiesenvolvimento
das sementes.

Fernandez-Orozceet al. (2011) observaram que, durante o
desenvolvimento e fases de amadurecimento dossfrd® Olea
europaea as mais altas atividades antioxidantes ocorratarante as
primeiras semanas de crescimento dos frutos, damgid com as altas
concentracdes de pigmentos nos cloroplastos eideadotais. Esses
resultados foram diferentes dos obtidos nesselli@para as espécies de
Passifloras estudadas uma vez que em fruto®.deetaceahouve
correlagdo positiva entre os estadios de desemvehio dos frutos, a
maior atividade antioxidante e os maiores niveidei@licos totais e
vitamina C e correlacdo negativa com o0s niveis lbeofida, que
diminuiram com o amadurecimento, enquanto que amosr de
P. tenuifilatambém houve correlacédo positiva da atividadezia@ante
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apenas com os fendlicos totais, que aumentaram comnaior
desenvolvimento dos frutos e negativa com vitar@ireaclorofilas.

Em vérios outros estudos foi constatada a diminouigifendlicos
totais e atividade antioxidante dos frutos, conmadurecimento, sendo
sempre comprovada a correlagdo positiva entre snidei fendlicos e
atividade antioxidantede, como demonstrado poretaal(2013) em
frutos deMonotheca buxifoliae por Gruzet al. (2011) analisando frutos
deMespilus germanicé. em diferentes estadios de amadurecimento. O
mesmo foi observado em frutos deapsicum annuumem que
Ghasemnezhadt al. (2011) também demonstraram que além dos
fendlicos totais, a concentracdo de outros compasitioxidantes como
0 acido ascorbico também decresceu com o amadumeitirdos frutos,
assim como a atividade antioxidante dos mesmostmiagé, que é um
fruto rico em fendlicos os estudos conduzidos paadet al. (2001)
durante o processo de amadurecimento, indicarara gaecentracdo de
glicosideos de quercetina, floridizina e acidoai@nico foram altas nos
frutos no inicio do desenvolvimento, assim comeaolzdo nos frutos de
P. setacea P. tenuifila mas decresceram durante o desenvolvimento e
maturacao e permanecendo em niveis estaveis, essimas catequinas.

Com relacéo ao padrao de variagdo nos niveis denfiédes (que
incluem os flavondis, flavonas e antocianinas)aedo com os estadios
de desenvolvimento dos frutos, o acimulo de flayd®sdobservado nos
frutos deP. tenuifila e P. setaceao inicio e no estadio mais avancado
de desenvolvimento também foi observado em outrgsécies.
Vvedenskaia & Vorsa (2004) quantificaram as proeiatudinas,
flavonodis e antocianinas durante o crescimento adanecimento de
frutos deVaccinium macrocarpore os resultados indicaram que as
concentracfes de proantocianidinas e flavonoisstétmam altos nos
ovarios das flores e nos frutos, nos primeiros désta de
desenvolvimento. As proantocianidinas diminuirapidamente durante
0 desenvolvimento e crescimento do ovéario e depwisientaram
levemente durante o amadurecimento e os niveildenbis exibiram
uma queda, menos pronunciada nas flores e primeisté&dios do
estabelecimento dos frutos e também aumentaranméste com o
amadurecimento dos frutos, perfil parecido com cesantado pelos
frutos deP. setacea P. tenuifila

Estudos mais aprofundados sobre a chalcona sifBid8) e
chalcona isomerase (CHI), que sdo as duas enzimassenvolvidas na
biossintese de flavonoéides e cujos genes foranad@menCitrus unshiu
Marcow, foram realizados por Wanet al. (2010). Esses autores
analisaram a expresséo relativa dos genes e gpondente acimulo de
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flavondides, durante a maturagéo do fruto, atr@@R em tempo real e
HPLC. Os resultados indicaram que, durante mataragsi expressoes
dos genes CHS e CHI diminuiram gradualmente nagcassim como as
concentracdes de flavondides totais; nas polpadretanto, as
concentracdes de flavondides totais foram mais alsaibmas sem
alteracdes significativas, durante os estadios esmrivolvimento dos
frutos deCitrus. Esses resultados foram semelhantes aos obtidas par
frutos deP. tenuifilae P. setaceaem que, apesar de nao terem sido
detectadas diferencas nas concentracbes desseostosngntre 0s
estadios iniciais e mais avancados do desenvoltmeios frutos
(maiores niveis encontrados), os valores dos nigeisflavondides
estiveram muito préximos, variando muito pouco erds diferentes
estadios de desenvolvimento dos frutos. Wahgl. (2010), além de
confirmarem a correlagcdo positiva entre a expreds&ogenes CHS e
CHI e o acumulo de flavonéides em frutos @i#rus sugeriram que a
super expressao desses genes poderia ser umagsdrdatencial para
induzir a producao de flavonéides em larga esedlardagem essa que
poderia também ser aplicada Emtenuifilae P. setaceapara otimizar a
biossintese de flavonoides em frutos, uma vezifitamos e clonados os
genes relacionados com a biossintese de flavonémefutos dessas
espécies.

5.1.2. Acido ascorbico e atividade antioxidante em frutos

A relacéo entre os niveis de acido ascorbico dae antioxidante
e amadurecimento de frutos tem sido estudada & eatie as espécies
de plantas. Pruthi (1963) analisando trés estadésnaturacdo de
Passiflora edulis constatou que houve, com o amadurecimento, uma
reducdo no teor de Acido ascorbico da casca (188,6-mg/100 g),
enquanto que na polpa houve uma variacdo de 10y, no estadio
verde, para 33,5 mg/100g no estadio maduro. PespécieP. tenuifila
o fruto foi processado inteiro, enquanto que Rensetaceasomente a
polpa, o que pode explicar a diferenca nos pedidedres de acido
ascoérbico (maximos niveis em frutos imaturo®deenuifilae em frutos
mais desenvolvidos de. setacep Entretanto, Butt (1980) mostra que o
decréscimo de vitamina C nas amostras pode tedsiddo a atividade
da enzima ascorbato oxidase, que foi maior emsmnaduros.

De acordo com Franco (1999) os frutos séo claasifis quanto
aos teores de vitamina C em: fontes elevadas (800 ang/100g), fontes
médias (50- 100mg /100g), fontes baixas (25 a 50L00g) e fontes
muito baixas (menores que 25 mg/100g). Segundodtsssificacdo, 0s
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frutos deP. setaceaé&o considerados fontes muito baixas de vitamina C
e P. tenuifilafontes baixas.

A biossintese de vitamina C pode variar em fruegsliferentes
espécies. Assist al. (2008) e Ferreir®t al. (2009) analisando &cido
ascorbico em acerola, em diferentes estadios deragab, observaram
uma maior concentracdo em frutos verdes e uma digdio com o
amadurecimento dos frutos. Yalggal. (2001) também demonstraram,
em frutos delLycopersicum esculentuMill e Capsicum annuummcyv.
New o decréscimo no nivel de acido ascorbico na®gr coincidindo
com o inicio do amadurecimento e com 0 aumento tivélade da
ascorbato oxidase. Mais recentemente, os estustobsendo as analises
protedmicas e transcriptdmicas dos genes envolvidasetabolismo do
acido ascorbico (biossintese, reciclagem e degiiajla&m aprofundado
0 conhecimento sobre o controle e regulacdo dessde vitamina C nos
frutos. Em frutos devaccinium myrtyllusL., que apresentaram alta
capacidade antioxidante devido a presenca de anioas e &cido
ascorbico Cocettat al. (2012) estudaram o aciimulo de &cido ascorbico,
a expresséo dos genes que codificam para as erdamasde biossintese
e as atividades das enzimas envolvidas na oxidagzclagem do &cido
ascorbico, durante o desenvolvimento e amaduretiméos frutos.
Concluiram que os niveis de expressdo dos genescajlificam as
enzimas chaves da rota de biossintese foram cemisistcom os niveis
de acido ascérbico produzido, especialmente durasteprimeiros
estadios de desenvolvimento dos frutos, sendo gquatiédades das
enzimas envolvidas na oxidagcdo e reciclagem dooéeiscérbico
dependeram do estadio de desenvolvimento dos frifesse caso, 0s
resultados indicaram que o nivel de &cido ascérliieamaneceu
relativamente estavel durante a maturacéo do fruto.

Os estudos realizados por Araguetzal. (2013) em morangos,
através das analises dos aquénios em desenvoleiniEnimaturo para
maduro também demonstraram que o maior nivel dasmas
encontradas nos aquénios imaturos coincidiu coraiorraontetdo de L-
ascorbato e com os maiores niveis de expressagedes que codificam
para as enzimas da via biossintética do acido @rbemw. Esses
resultados foram coerentes com o acumulo de viea@iobservado em
frutos imaturos d@. tenuifila mas contrarios aos resultados obtidos para
frutos deP. setaceaque apresentaram maior acumulo de vitamina C nos
frutos mais desenvolvidos. Em frutos @apsicum annuunh estudos
complementares sobre a regulagdo da biossintegeide ascoérbico
desenvolvidos por Aldst al. (2013), através da analise transcricional dos
genes envolvidos na biossintese, reciclagem e disgia do &cido
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ascorbico indicaram uma correlacdo inversa entvgpeessao dos genes
de biossintese e as concentracdes de acido ascdridicando a
existéncia de mecanismos reguladores por retroaiag@o e as analises
dos niveis de mRNA da ascorbato oxidase, envoliddegradacéo do
acido ascorbico. Esses autores sugeriram que e&tase desempenha
papel critico na regulacdo do “pool” de acido dsiodr durante o
desenvolvimento e amadurecimento do fruto.

Alguns exemplos da literatura, por outro lado, apanpara o
aumento dos niveis de &cido ascorbico durante endelvimento e
amadurecimento do fruto como observado RrrsetaceaOs estudos
conduzidos por Cruz-Ruet al. (2010) indicaram que em frutos de uva o
acido ascorbico é importante precursor do acidérieo e confirmaram
que concentracdo de 4&cido ascorbico aumentou, tduram
desenvolvimento do fruto alcancando 0 maximo noadist
completamente maduro. Os estudos realizados pool€aival. (2013)
com frutos dePunica granatuml. indicaram aumento nos niveis de
acucar, acido ascoérbico e antocianinas totais tRiranmaturagcédo e
decréscimo significativo em acidos organicos, fiendltotais e atividade
antioxidante durante a maturagéo do fruto, sugennd decréscimo na
atividade antioxidante do suco, o contrario do ltado observado para
frutos deP. setaceaSegundo esses autores a informacao gerada poderia
ajudar os produtores de sucos no monitoramentoimizatdo da
qualidade dos sucos e o valor antioxidante, atralé€s fases de
maturacao.

As diferencas observadas nos padrdes de acumuitaddna C
em frutos deP. tenuifilae P. setaceandicaram a existéncia de possiveis
mecanismos de regulacdo diferentes, que poderiarnoséirmados a
partir de analises subseqientes da atividade etizéneada expressao dos
genes que codificam para as enzimas de sinteggaddedo do acido L-
ascorbico. Enf. tenuifilapareceu haver drastica degradacéo da vitamina
C a partir do estadio 2 de desenvolvimento do femguanto que efm.
setaceaa bhiossintese de vitamina C foi ativada progressente,
paralelamente ao maior desenvolvimento do frutb€lead).

5.2. PERFIS DE FENOLICOS TOTAIS, FLAVONOIDES E
ATIVIDADE ANTIOXIDANTE EM SEMENTES DEP. setaced&
P. tenuifila

Os niveis de fendlicos totais e flavondides detkrt@m sementes
de P. setacea P. tenuifila(Tabela 7) aumentaram de acordo com os
estadios mais avancados do desenvolvimento sengls@uentes de
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P. tenuifila apresentaram os maiores niveis de fendlicos (8a03g
EAG/g MS) e sementes die setaceas maiores niveis de flavondides
(3,72 pg quercetina/g MS). As quantidades dessesp@stos Sao
consideradas altas, ao compararmos com outras pglanta. Silvat
al. (2014) em uma metodologia baseada em Francis \¥&@dando
Passiflora edulincontraram valores de flavonodides totais em sergent
de 43,08 mg/100g e nas analises de fendlicos fasmétodo de Folin-
Ciocalteau, determinaram 461,06 mg de EAG/100gjeletr al. (2009)
determinaram os fendlicos em extrato etandlicoeteesites através do
reagente de Folin-Ciocalteau com teor de 42,93 mgyg@quivalentes de
acido galico.

O processo de biossintese dos fendlicos e flaveadad maior nas
sementes comparativamente com as polpas. Ha cérgias sobre como
os fendlicos agem nas sementes, no tocante a gedoinLodhi (1982),
testou uma mistura equimolar de &cidos fendlicalsservou a supresséo
de germinacdo emdochia scopariaassim como Tokuhiset al. (2006)
com sementes de mamado, jA Einhellig (1982) denmnstjue os
compostos fendlicos tem efeito sobre a germinag@osementes,
alongamento de radicula e crescimento de plantéligins tegumentos
de sementes sdo impermeaveis ao oxigénio, e ddeacom Edwards
(1973), a entrada desse gas é controlada pelangeesie compostos
fendlicos na casca.

A partir da polinizacao, as transformacgfes dasdesrelo ovario
em fruto e dos ovulos fecundados em sementes fapemque esses
orgéos passem a funcionar como importantes forgesodsumo dos
fotossintatos produzidos pelas plantas. Dessa forawemento dos niveis
nos fendlicos totais e flavondides nos frutos eesdes poderiam ser
explicados como resultado da maior canalizacd@dmiratos, que sdo
0s precursores (glucose) da via do &cido chiquiniicologicamente, a
maior concentracdo desses compostos nos frutosmensss mais
desenvolvidos poderia ser explicada pela necessidaddefesa em
relacdo aos varios tipos de microrganismos, praticipnte, que se
acumulam em grande quantidade nos frutos quandanemta fase de
amadurecimento e entram em contato com o solatiag@momento da
abscisdo. As sementes, por sua vez, deverdo garaaibrevivéncia das
futuras geragcbes de plantas, devendo acumular, ntéureo
desenvolvimento, quantidades consideraveis de cstogpae reserva e
de defesa, contra o ataque por microrganismos ma#)i com a
finalidade de o estabelecimento e sobrevivénciaptfatulas. Assim, o
maior acumulo de compostos fendlicos na sementari@ssendo
favorecido pelo maior aporte de carboidratos, @oecs precursores da
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biossintese de compostos fendlicos e flavondidemkRt al (2014)
estudaram os niveis de acidos fendlicos e flavesoid atividade
antioxidante em sementes de feijdo, rabanete, brecgirassol e
constataram que a germinagcdo promoveu 0 aumentonidess de
fendlicos totais, flavonodides e atividade antiorigadas sementes, sendo
gue as plantulas jovens de girassol e rabanetasifas mais ricas em
compostos fendlicos, mas as quantidades de flagesdivres e ligados
foram baixas, confirmando a intensificacdo da pgéddude compostos
fendlicos e dos flavondides durante a germinacds skmentes,
certamente visando a defesa eficiente das plantulas

As andlises dos tipos de compostos fendlicos, flaides e
atividade antioxidante das sementes sdo muito iaps, pois podem
gerar conhecimentos mais precisos para viabilizapmveitamento
durante o processamento dos frutos, no enriquetinfencional dos
alimentos. A correlacdo positiva entre os niveifedélicos, flavonoides
e atividade antioxidante das sementes observadda. ¢éemuifilae em
P. setacedexcecdo para atividade antioxidante) tem siderdaspara
varias espécies. Chap al. (2013) investigaram a composicao de fendlicos
soluveis (isoflavonas e antocianinas), proteinap,6hcidos graxos e
atividade antioxidante em sementes de soja comedikes coloracdes
(amarelo, preto, marrom e verde) e que a atividatiexidante dependeu
dos contetdos de isoflavonas e antocianinas. A&elantre a coloracéo
das sementes, mas, relacionada com o estadio davdésmento e
acumulo de fendlicos totais e flavondides tambémofiservada nas
sementes dB. tenuifila em que houve alteracdo na coloracdo durante o
processo de desenvolvimento, com as sementes gasgarcoloracao
esverdeada clara para bege claro, marrom maisoggaata, mas, 0
maior acumulo de flavonodides e fendlicos totaisi@am nas sementes
de coloragcdo mais escura, assim como a maior atigicntioxidante.
Esse também foi o perfil observado para sementes siestaceaembora
a maior atividade antioxidante tenha sido observaa sementes no
primeiro estadio de desenvolvimento.

Resultados semelhantes, que confirmaram a corcelagitiva
entre niveis de fendlicos e atividade antioxidaatebém foram obtidos
por Chouguiet al. (2013), em sementes @puntia ficus — indica por
Leeet al.(2013), em diferentes cultivareskerilla frutescens por Fazio
et al. (2013) em sementes &eibus

As andlises dos tipos de fendlicos presentes nasrges tém
demonstrado que variam de acordo com a espéciadstuAmakurat
al. (2013) identificaram oito tipos de compostos fawd em sementes
de Helianthus annuus entre eles o acido caféico e observaram que as
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fracdes que continha esse &cido apresentaram ar mapacidade
antioxidante. Em residuos de sementePulgica granatuni, He et al.
(2011) concluiram que os principais fendlicos idmaidos e com maior
atividade antioxidante foram os flavonois, acidesdficos, flavondides
glicosideos e hidrolizados de tanino. Montealeged. (2006) estudando
0s compostos fendlicos em sementes de dez varedadtis vinifera
concluiram que os flavan-3-ols foram o0s maioresstituintes das
sementes. Em sementes de uva Rockenledchl. (2011) também
demonstraram a presenca de grandes quantidademgestos fendlicos
e atividade antioxidante, maiores do que na casoagementes imaturas
de dez variedades décia faba.Baginskyet al. (2013) afirmam que os
conteudos variaram de 817 a 1337 mg EAG/Kg e aashile flavonois
e flavonas foi de 252 mg quercetina/kg. Em semeted. tenuifilao
nivel de fendlicos totais foi de 4400 mg EAG/kg ma sementes de
P. setaceade 875 mg EAG/kg e os niveis de flavondides, apds muito
menores do que os detectados em sementes imagasadfabaforam
de 1,84 mg quercetina/kg, pdtatenuifilae paraP. setaceale 3,72 mg
quercetina/kg nédo interferiram nos altos valoreatilidade antioxidante
das sementes (entre 85,44% e 72,77%).

Moulehiet al. (2012) analisaram os tipos de compostos fendlicos
e atividade antioxidante existentes nas sementedude espécies de
Citrus em trés estadios de desenvolvimento: imaturo (Yerskemi-
maduro (amarelo) e maduro para a comercializagéanjg). Observaram
variacdes significativas nos polifenois totais,véladides, taninos e
atividade antioxidante entre as sementes das diesr@spécies, durante
0 amadurecimento, indicando que o potencial ami@xe variou
consideravelmente com a espécie e com o estadibatieracdo. Os
resultados indicaram que também as semente€itties podem ser
utilizadas nas industrias e nas aplicagbes em @sttatmacoldgicos
como antioxidantes. As mudancgas significativas penposicdo de
fendlicos durante o amadurecimento sugeriram queeasentes no
estadio maduro d@itrus reticulateBlanco seriam fontes promissoras de
acido gélico, enquanto que as sementésitles aurantiunpoderiam ser
usadas como potencial fonte de neohesperidinastéaie imaturo e
naringina, no estadio maduro. A maior atividadeicaitante das
sementes d€itrus aurantiumocorreu com o amadurecimento dos frutos,
estando correlacionada com os maiores niveis dfempaiks e flavonoides,
mas em sementes @itrus reticulateBlancoocorreu no estadio semi-
maduro e pareceu estar relacionada com o niveledpehidina. Os
autores ressaltaram o fato que, de um modo geeddtada na literatura
a correlacdo positiva entre o conteudo de fendlieosatividade
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antioxidante, mas em estudos mais recentes ténmusidonstrado que a
atividade antioxidante dos extratos estd muito melacionada com a
composicdo de fendlicos e depende fortemente datwst desses
compostos. Essa constatacdo poderia explicar a dazéaior atividade
antioxidante das sementes Blesetaceao estadio de desenvolvimento
em que apresentou 0s menores niveis de composidicés e de
flavondides.

Nas sementes, a maior inibicdo do radical DPPHreaoem
P. tenuifilano estadio 4 e no estadio 1 de desenvolvimenk detacea
Jorgeet al. (2009) avaliou a capacidade antioxidante em sexnehd
P. edulisveiculadas em 6leo de soja em duas concentracoesn(§.kg
1 e 1000 mg.kd) as quais inibiram 41,1% e 37,7%, respectivamente
DPPH. Nesse trabalho, as sementesPdesetaceae P. tenuifila
apresentaram maior percentual de inibicdo dessmataapresentando o
dobro do encontrado em. edulis Em P. tenuifila os estadios de
desenvolvimento da semente com maiores percentigaigibicdo de
DPPH coincidiram com os teores mais altos de feosle flavondides.
Esses resultados sugerem que os compostos codad#vantioxidante
presentes nessa espécie apresentam mecanismaée difagnciados. A
guantidade de fendlicos necesséria para exergataate bioldgica ainda
precisa ser mais bem estabelecida, através deoestadre o mecanismo
de acdo antioxidante desses compostos no organ@Eoném autores
estimam que o efeito antioxidante é alcancado cercedca de 1 g/dia
(MANACH et al.,2004).

5.3. PERFIS DE FENOLICOS TOTAIS, FLAVONOIDES E
ATIVIDADE ANTIOXIDANTE EM CALOS DE P. setaceaE
P. tenuifila

Os calos deP. setaceae P. tenuifila também armazenaram
compostos fendlicos e flavondides, demonstrando gsefatores
necessarios para garantir as atividades das enfemiédanina amonia
liase (PAL) e tirosina ambnio liase (TAL) estivergmesentes nos
diferentes tipos de explantes em interacdo conoagdigbes de cultura
utilizadas.

Os niveis de compostos fendlicos totais obtidosa parcalos de
P. setaceae P. tenuifila foram bem menores do que os de frutos e
sementes (Tabela 9), mas, em compensacdo os dvdlavondides
foram, em alguns tipos de calos (calos de no fdia65 dias e calos de
cotilédone de 45 dias de. setacepcalos de 50 dias de sementes em
desenvolvimento dB. tenuifilg, aproximadamente iguais ou até maiores
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do que os niveis de flavonéides observados nassfrabm as vantagens
de que a producéo de biomassa de daleitro foi muito eficiente e mais
rapida do que os processos de floracdo e frutdfiwadas plantas no
campo. Além disso, em condi¢Bes controladas éymssimizar ainda
mais a producdo da biomassa dos calos através al@pulactes das
fontes de carbono e de outros componentes do reaioldira, como sera
discutido abaixo.

E importante observar que o mesmo perfil eficigietactimulo de
flavonoides nas sementes de ambas as espéciegjorgie nos frutos,
foi também observado nos calos de 50 dias de idagimados a partir
das sementes em desenvolvimentoPdetenuifila com concentracéo
maior do que as observadas em frutos da mesmaesggtdo a melhor
fonte de compostos fendlicos e flavondides, ensréodos os tipos de
calos estudados. Esses resultados apontam panaoeténtia da fonte
dos explantes utilizados para iniciar os sisteneasuitura de calos, na
determinacdo do potencial para a producdo de basatEmP. setacea
0 maior acimulo de flavondides nos calos originaliosotilédones e de
no foliar poderia ser explicado pelo fato de qaes, plantas, as folhas séo
um dos principais locais de biossintese de flawde®eé os cotilédones de
P. setaceana verdade se transformam em folhas cotiledonaras
plantulas, se diferenciando das folhas normais agperla morfologia,
mas apresentando clorofilas e atividade fotossiatéEssa consideracao
poderia, também, ser utilizada para explicar osisigltos de fendlicos
totais e flavonoides também nos calos originadeartr de no foliar de
65 dias de idade (o né foliar abriga as gemasrasilgue dardo origem
as futuras folhas da planta).

Outro aspecto importante observadoRertenuifilafoi que a razéo
entre as concentracdes maximas de flavondidesfotbacées maximas
de fendlicos totais (reflete a quantidade de fléiades produzidos para
cada micrograma de fendlicos totais produzidosjiédd,0018, em frutos
mais desenvolvidos (mas, 0,0030 nos frutos no iesijd decrescendo
para 0,00045, nas sementes, mas aumentou para AQgil@&alos,
indicando que, apesar dos calos apresentarem waloferiores de
concentracBes de fendlicos, pareceu haver maiciéefia da via de
biossintese de flavondides em relacdo aos fendlmass do que em
frutos e sementes. ER. setaceaesses valores foram de 0,0022, para
frutos mais desenvolvidos (mas, 0,0033 nos frutoestadio 1, valor
similar ao observado ef. tenuifild, de 0,0043 em sementes (valor
aproxidamente 10 vezes maior que o observadB.genuifilg, mas de
0,015, em calos de n6 foliar com 65 dias de ida@®&2 em calos de
cotilédone de 45 dias de idade, indicando aumentgprgssivo da razao
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dos frutos para as sementesRlesetacea também culminando com o
maior valor nos calos, similar ao valor de razatidobpara os calos de
P. tenuifila Tais resultados indicam variagdes na regulac@iodaintese
de flavonodides durante o desenvolvimento das s@mennos calos de
ambas as espécies, além de ter sido influenciddafgter idade dos
calos, que, na maioria dos casos provocou redugdatididade de
biossintese e diminuicdo da atividade antioxidante.

5.3.1. Elicitacdo como estratégia para otimizar a producdode
fenolicos totais e flavonoides por culturas celulas.

O Unico trabalho encontrado cétassifloras sobre a eficiéncia da
utilizacdo da radiacdo UV-B e a elicitacdo, peldilnjasmonato, na
producdo de glicosil flavondides (orientina, iseatina, vitexina,
isovitexina) por culturas de calos foi realizadorap®. incarnata
P. quadrangularise P. edulis(ANTOGNONI et al.,2007). Em culturas
de calos, apenas pequenas quantidades de isdr@itaram detectadas
enquanto que a concentracdo dos outros flavoné@siese abaixo do
limite de deteccdo. A irradiacdo dos calos com U\almentou a
producado dos quatro tipos de glicosil flavonéidesdo que as culturas
de calos d®. quadrangulariforam expostas por 7-dias a exposi¢ao de
UV-B (3 doses de UV-B foram testadas, UV1, UV2 e3)¥ passaram
a produzir o flavondide orientina em concentracdiéss, similares as
encontradas em folhas das plantas crescidas endeasmetacdo. Apos
dois dias de exposicdo ao UV-B os calos acumuldeabb9 a 1163 pg/g
de massa seca. A elicitagdo das culturas com jastilonato, também
aumentou as concentracdes de orientina, vitexisavéexina nos calos,
apesar de que a estimulagéo foi cerca de 6 vezes ipa&ra a orientina e
vitexina e cerca de 40 vezes para a isovitexinaju#na exercida pelo
tratamento com UV-B. A elicitacdo com metil jasmimnaor 7 dias
também induziu a producdo de orientina (300 pg/gdssa seca). Os
autores observaram também que os calos tratados W&, que
estimulou a producdo de flavonéide, estimulou tamtz atividade
antioxidante (de 28% para 76%) quando comparadoaoialos ndo
tratados. Esses resultados indicam que essa abardauderia também
ser utilizada nos calos de. setaceae P. tenuifilg para otimizar a
producao de flavondides.

A eficiéncia da utilizacdo de culturas celularesagaproducéo de
compostos fendlicos tem sido comprovada para oetspgcies, mais
recentemente, por varios autores, entre eles Gust. (2013) que
verificaram que as culturas celularesl@@andula viridisacumularam
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conteldos muito maiores de &cido rosmarinico do asieplantas
selvagens, sendo uma valiosa fonte de metabdlitws atividade
antioxidante e anti-colinesterase. As culturas lagds in vitro dessa
espécie produziram quantidades consideraveis d@svdipos de
fendlicos como &cido rosmarinico, luteolina, pimabena e de diferentes
tipos de acido cafeoilquinico, maiores do que asatadas em plantas
crescidas no campo. Vérios, também, sdo os exeméodemonstram o
potencial da elicitacdo em promover o acumulo depmstos fendlicos
por culturas celulares de outras espécies e quenpesér aplicados as
culturas de calos desenvolvidas pRraetacea P. tenufila Donget al.
(2010) relatam que em culturas celulare$Sdkia miltiorrizaelicitadas
com &cido salicilico foram observados aumentosaogostos fendlicos
e que vérias enzimas da biossintese de fendlicotyindo a PAL
tornaram-se mais ativas. O acumulo em compostdtider e atividade
da PAL foram estimulados 8 h apds o tratamentoersudp que as
culturas de células séo sistemas ideais para agiodiotecnoldgica de
metabolitos secundarios como Acido cafeico e &atldandlico. Além
de aumentar o metabolismo secundério da PAL vardio que o acido
salicilico aumentou as atividades antioxidativas/éiéas enzimas. Em
culturas de células d@rthosiphon stamineuenth (Lamiaceae), tratadas
com elicitores como a quitosana, Léal. (2013) também observaram o
aumento na producéao de fendlicos e na atividadiexicidnte das culturas
e concluiram que as culturas celulares poderianusatas como uma
alternativa para a producdo de compostos bioatoms atividade
antioxidante, sendo ferramentas importantes paraducao consistente
e sustentavel de matérias primas para a producada@odgostos
fitoterapicos. Varios outros tipos de elicitoresafa utilizados nessas
culturas como NaCl, sacarose, hidrolisado de caseirextrato de
levedura, mas a maior atividade antioxidante forredacionada
positivamente com o contelido de fendlicos totassaddturas elicitadas
com quitosana.

Em outros casos, o fornecimento de precursoregodaibtese de
compostos fendlicos e flavonodides foi uma formarmenover o aumento
da producédo de flavondides por culturas celularesice importantes
abordagens a serem utilizadas Rnsetacea P. tenuifila Palacioet al.
(2011), trabalhando com culturas celulared_deea divaricataCav.,
realizaram a suplementacdo das culturas com Lafaniha, &cido
cindmico, acido ferulico e &cido sinapico com cetibp de aumentar a
formacéo de biomassa e de compostos fendlicos gpamaducédo da
lignana citotdxica acido nordihydroguaiaretico (NB)Xsdos acidos p-
cumarico e do alcool sinapil. A suplementacdo corferilanina
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aumentou o NDGA resultando no mais alto nivel decdmverséo.
Também, o conteudo de acido p-cumarico no meiesugitado com L-
fenilalanina aumentou de 47,43 para 1157,28 pgasanseca, indicando
o efeito promotor do fornecimento de precursores.

5.3.2. Diferenciacdo celular e idade das culturas celulase como
estratégia para otimizar a biossintese de fendlicastais e
flavonoides.

No presente trabalho, as culturas que visualmeamesantaram
maior diferenciacdo celular foram as culturas descde sementes em
desenvolvimento dB. tenuifila,com a diferenciacdo de ramos, fato que
pode explicar os maiores niveis de fendlicos tpt@m/ondides e
atividade antioxidante, quando comparados com wsiddipos de calos
de P. tenuifila e de P. setacea Palacio et al. (2012) também
desenvolveram estudos com calos com diferentesmigaliferenciacéo,
suspensfes celulares, microplantas e plantas dasscio campo de
Larrea divaricata para avaliar o potencial de biossintese de caimpos
fendlicos. Observaram que calos, com e sem orgaesgéroduziram a
lignana acido nordihidroguaiaretico (NDGA) e quéireg assim como as
microplantas e as plantas crescidas no campo. OAN@&bém foi
produzido pelas suspensdes celulares, junto calo getumarico, acido
ferulico e &lcool sinapil. Verificaram que capaddade tecidos
indiferenciados de formar compostos fendlicosifoithda, mas quando
os calos sofreram organogénese, desenvolvendapafimente ramos
adventicios, a producdo de compostos fendlicos aiome
significativamente. Mas, as microplantas regenexradaartir dos ramos
adventicios dos calos ndo mostraram o0 mesmo patFrammpostos
fenolicos das plantas crescidas no campo, com snigei NDGA e
gquercetina sendo 3,6 a 5,9 vezes menor, respeeitamAssim, a
manipulacdo mais precisa da diferenciacdo celokcalos d®. setacea
e P. tenuifilapode assegurar a maior biossintese de composififctes
e flavonoides.

Os resultados obtidos para os calos Rdesetaceaindicaram
aumento de fendlicos totais e flavondides com dddapenas para né
foliar e, de um modo geral, a atividade antioxidashbts calos diminuiu
com a diminui¢do dos niveis de fenolicos totaileohdides, em calos
de ambas as espécies. Em calos de sementes emvalaseento de
P. tenuifilaa idade dos calos crescidos em sacarose (50 ea8pfdi
determinante para a reducéo drastica de fendlatasst flavonoides e
atividade antioxidante. Os resultados obtidos aporgara a hecessidade
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urgente de realizacéo de experimentos mais conggeture a cinética de
crescimento e acimulo de fendlicos totais, flavde®ie atividade
antioxidante dos diferentes tipos de caloB deetace&P. tenuifilg para
otimizacéo da biossintese. Ali al. (2013) estudando calos, suspensdes
celulares e plantulas derivadas de sementes getasindeArtemisia
absinthium observaram que os maximos niveis de fendlicosstota
flavondides totais e atividade antioxidante foraratedtados em
suspensoes celulares, assim como o nivel maxircide galico, 4cido
cafeico e catequinas, indicando os resultados sjgespensodes celulares
apresentaram maior potencial para aumentar a piiodie fendlicos e a
maior capacidade antioxidante do que as culturaslds e as plantulas
derivadas de sementes. Verificaram, também, queaisres niveis de
fendlicos e flavonéides nem sempre coincidiram commaximo
crescimento dos calos/suspensdes, pois em cukucalds o aumento
inicial na producé@o desses compostos foi obsermaddia 21 da fase
logaritmica de crescimento dos calos e os picéardicos e flavonoides
no dia 35 antes do dia 42 (pico da maior biomassa)sSEm suspensdes
celulares aumento consideravel dos compostos feiersado em
suspensdes no sexto dia de cultura. Contrariana@st@icos dos calos,
0s picos de fendlicos totais ocorreram no dia @@ #avonoides, no dia
33, no inicio da fase estacionaria (quando comelgzigescer a biomassa
seca das suspensdes cujo pico maximo foi no dian2d as atividades
antioxidantes maximas coincidiram com 0s picos at@lfcos totais e
flavonoides, tanto em calos como nas suspensfadares. O
desenvolvimento de suspensfes celulares, a pasticalos produzidos
em meio semi-solido, paf. setacea P. tenuifilapodera ser também
uma forma de otimizar a biossintese dos referidogpostos.

Esses autores também demonstraram que a maniputhkgdo
diferentes concentragcdes da citocinina TDZ, isofsafde ou em
combinacdo com as auxinas ANA ou AIA foram deteanies na
producdo de calos com maior biomassa seca, indicanee a
manipulacéo dos reguladores de crescimento é iemgerha otimizacao
da producdo de biomassa e que, em sistemas denstispeelulares o
méximo de biomassa produzida ocorreu apés 27 diaslthra enquanto
gue em culturas de calos ocorreu aos 42 dias deraul Em calos de
Artemisia absinthiura maxima atividade antioxidante (63,3%) e maximo
acumulo de fendlicos totais (1,48 mg EAG/g de massza) e de
flavonoides (0,48 mg EQ/g de massa seca) ocorramadia 35, sendo
observada a queda na atividade antioxidantes asésperiodo. Apesar
dos valores encontrados serem muito maiores doeqguecalos de
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P. setacea P. tenuifila as atividades antioxidantes desses calos foram
maiores (84% parR. tenuifilae 88,17% em calos dke setacepn

Um resultado importante obtido no presente trabdthogue,
mesmo com os hiveis de fendlicos e flavondidesdsaias atividades
antioxidantes dos calos foram mais altas (88,17%aos de no foliar
de 45 dias dé°. setacen84% em calos de 50 dias de sementes em
desenvolvimento d®. tenuifild do que as observadas para calos de
P. quadrangularismesmo ap0s a elicitacdo das culturas, o quedgie
emP. setacea P. tenuifilatalvez as atividades antioxidantes dos calos
estejam relacionadas mais com os tipos de fenékcdmvondides
produzidos do que com as quantidades.

Nos Unicos casos em que ndo houve correlacdovgostttre a
maxima atividade antioxidante com os niveis de lfeo® totais e
flavonoides (frutos no estadio 3 Betenuifilg sementes no estadio 1 de
desenvolvimento deéP. setacep calos de né foliar de 45 dias de
P. setacepé possivel sugerir que talvez tipos de compasttiexidantes
diferentes e eficientes estejam sendo produzidassendo importante o
aspecto quantitativo mas sim qualitativo da bidesa dos compostos.
Outro aspecto importante a ser notado, com relagaatividade
antioxidante, foi que os calos d& setaceae P. tenuifila mesmo
produzindo quantidades de fendlicos muito menooegue as maximas
verificadas em frutos e sementes de ambas as espégresentaram
niveis equivalentes ou até maiores (88,17%, camsndl foliar de
P. setaceade 45 dias de idade; 84%, calos de sementes em
desenvolvimento de. tenuifilg de atividade antioxidante, ressaltando o
potencial de utilizacdo de biomassa de calos dekssmsespécies como
fontes alternativas desses bioativos. Assim, apeass analises
quantitativas dos compostos fenodlicos e flavonoideé® foram
suficientes para definir o potencial dos sistemssidados para a
biossintese de bioativos.

5.4. PERFIS DE CLOROFILAS, CAROTENOIDES E ATIVIDADE
ANTIOXIDANTE DE FRUTOS, SEMENTES E CALOS DE
P. setace& P. tenufila

Os carotendides detectados em frutos, sementdssdPcaetacea
eP. tenuifilaso fotoprotetores e dissipam a energia térmicaxeesso,
além de serem antioxidantgsqaroteno, zeaxantina e luteina), possuir
atividade pré-vitaminica Apfcaroteno eB-criptoxantina) ou prevenir

degeneracdo macular associada a idade (luteinaaeargma). A
biossintese desses compostos nos frutos e sempeotds estar
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relacionada com o periodo de coleta dos frutosla ipfluéncia dos
fatores ambientais. Além disso, a presenca deaiadieres de oxigénio
aumenta a sintese de carotendides, através dadagmde protecdo das
células ao dano oxidativo (NU&R al.,1982).

A diminuicdo dos carotendides durante a maturagabela 5)
demonstra que nem sempre ha uma correlacdo dirgta eor e
guantidade de carotendides, e sim com fatoresnivdez com a posicéo
dos plastideos no tecido (GROSS, 1977). E inteméssetar que nas
polpas deP. tenuifilahouve diminuicdo dos teores de carotendides ao
longo do amadurecimento, mas nas sementes (TabetecdBreu o
contrario, os carotenéides aumentaram nos estddidesenvolvimento.
A CLAE associada a espectrofotometria UV-visivebtmou-se adequada
para a deteccao e quantificacao dos carotendidésitrs. Os resultados
obtidos mostraram um alto teor de xantofilas ndpgsoe sementes de
ambas as espécies, principalmente de luteina, susundesses frutos
deve ser incentivado como fonte destes caroten@daembém para a
producdo de suplementos dietéticos.

H4& uma ligacdo especifica décaroteno as proteinas no
fotossistema | e fotossistema |l e de luteina ear@ina com as clorofilas
a e b, no fotossitema Il. Assim, os niveis de h#ted neoxantina, estéo
relacionados ao de clorofila b, e os niveigamroteno ao de clorofila a
(JUHLER et al, 1993). O complexo grana é rico em clorofila b e
xantofilas enquanto as lamelas do estroma s&o eitaslorofila a -
caroteno. Frutos dé€. setaceaapresentaram niveis semelhantes de
clorofila a e b (Tabela 6),apresentaram luteinat@ios os estadios e
trans-p-carotenonos nos primeiros estadios de amaduretmmestando
ausente apenas no ultimo.

O fruto deP. tenuifilano estadio 1 de desenvolvimento foi 0 mais
rico em clorofila a e nesse estadio aparecesararoteno,transf3-
caroteno e cig-caroteno, a diminuigdo de clorofila b foi acompeuatén
pela diminuicdo de luteina. Esses resultados smggue a distribuicdo
dos pigmentos no sistema tilacoidal variou de esra espécie. Tanto,
pelo nivel de clorofilas quanto de luteina, poderiasr que, em frutos
deP. tenuifilanos primeiros estadios a via biossintética dosteadides
individuais esteve mais ativa, assim como a atilédatossintética, pois
existe uma queda acentuada de fotossintese qudutgdna estd ausente
(DELLAPENNA, 1999).

A reducédo drastica dos niveis de clorofilas a eog chlos de
sementes em desenvolvimentoRddéenuifilg de 50 dias de idade para os
calos de 80 dias pode ser explicada pela acidificdp meio de cultura,
pois o ion hidrogénio pode substitui o ion magnésittral da molécula
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de clorofila (Tabela 11). Ainda, pode ter haviddraulo de enzimas que
sdo responsaveis pela degradacéo da clorofilapsenthis conhecida a
clorofilase, ou de outras enzimas como a clorofiidase, lipooxigenase
e peroxidase, cujas atividades podem ter sidosifteadas, também, em
alguns tipos de calos @& setaceaem que houve decréscimo nos niveis
de clorofila a e/ou b com o tempo de cultivo.

Estudos complementares, mais detalhados, da redag@oniveis
de clorofilasa e b nos calos d®. setacea P. tenuifila as cinéticas de
crescimento das culturas e da producéo de cardespoderdo indicar a
possivel funcdo desses pigmentos como marcadorécutzmes do
metabolismo, com base na observacdo de que nos filet ambas as
espécies houve decréscimo concomitante das coacéetr de clorofilas
aeb e das concentracdes de luteina e zeaxaftirsetacea P. tenuifilg
e também dos outros tipos de carotendides detectawdio frutos de
P. tenuifila

Supondo-se que a mesma via de biossintese de reddes,
sugeridas para as plantas superiores de modo gstg operando nos
frutos, sementes e calos Betenuifilae P. setacea possivel sugerir,
através dos resultados obtidos no presente tratmiboe os perfis
(quantitativos e qualitativos) de carotendidesrdo$, sementes e calos
dessas espécies, que diferentes mecanismos deleomgulador da
biossintese de carotendides funcionaram em caddosnsistemas. No
caso dos frutos, pareceram estar ativag & ciclases ec e f3-
hidroxilases; nas sementes as ciclases, exceto no estadio 5 em
P. tenuifilaem que apareceu, também, um produto de acgbdelsses,

a pB-criptoxantina; nos calos em que easciclases - e B-hidroxilases
estiveram ativas em todos os tipos de calos estgdadjue é evidenciado
pela presenca da luteina, e [asiclases ep-hidroxilases estiveram
atuando em alguns tipos de calos, evidenciado psdaucdo de
zeaxantina, dependendo da idade dos mesmos. Oxgropk da
influéncia do tempo de cultivo dos calos sobre dabmismo dos
carotendides foi comprovado dmtenuifilg em que calos de 50 dias de
idade originados a partir das sementes em desemasito ocorreu a
producdo de uma maior diversidade de compostosaddasse ndo
identificados.

A competicdo entre as duas vias catalizadas petgeho ciclases
(as que catalizam a converséo de licopenouerraroteno e luteina e
aquelas que catalizam a conversdo do licopenop-@aroteno,p -
criptoxantina, zeaxantina, anteraxantina, violaixan¢ acido abscisico),
determina a proporcéo de licopeno que é canalipada a via da-
caroteno ou df-caroteno (HANNOUFA & HOSSAIN, 2012). Segundo
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esses autores, em plantas de tomate o silenciandestaggenes que
codificam ase- ciclases resultaram em aumento dos nivefsairoteno

e em folhas de plantas deabdopsismutante deficiente em ciclases do
tipo ¢ ndo apresentaram luteina mas eram ricas em hetewa,
demonstrando a importancia do tipo de ciclizacdo lidopeno na
modulacgéo dos perfis de carotendides em plantasmnias variacdes nas
expressdes das ciclases nos frutos, sementes £ dmk tenuifila e

P. setacegpodem ter direcionado o fluxo do licopeno paracaipcdo da
luteina (ciclases do tipe) ou dos compostos da via ¢l caroteno
(ciclases do tipg).

Nos casos em que os tipos de carotenodides estivaraentes é
possivel sugerir a restricio das respectivas \@abiassintese ou um
catabolismo mais intenso e rapido naquele tipag&aou nos calos. Em
P. setaceaem calos de raiz, por exemplo, € possivel afirque o
catabolismo mais intenso certamente associadada i@ calo causou o
desaparecimento da zeaxantina em calos de 65 elimkade, mas nos
calos de né cotiledonar e cotilédone é possivetrobs que a atividade
dasp- ciclases e dgshidroxilases deve ter sido intensificada com déda
dos calos. Ja em calos Hetenufilaa condi¢cdo da presenca de frutose e
ANA no meio de cultura esteve associada a atividadg- ciclases e das
B-hidroxilases, pois apenas nesse tratamento apeaereEaxantina.

Em frutos e sementes em diferentes estadios deddgenento
ficou evidente que o catabolismo dos carotenéidemtensificado nos
estadios mais avangcados da maturacdo em frutés tenuifilae em
frutos e sementes dP. setacea enquanto que a biossintese foi
intensificada em sementeskletenuifilg em que se observou que quando
o nivel de luteina foi 0 maximo comecou a funcicaanbém a rota de
biossintese ativada pelfisciclases eB-hidroxilases, evidenciado pelo
acumulo dg3 —criptoxantina, o que denota que talvez devidona@r
acumulo do precursor licopeno houve alteracdogualaedo da atividade
das enzimas, sendo ativadas g -ciclases ep-hidroxilases, que
controlam as rotas de canalizacdo para a produgd-caroteno e
subsequiente conversdo em zeaxantina.

Em calos de sementes em desenvolvimentd® deenuifila os
perfis do metabolismo de carotenoides foram sieslaios perfis obtidos
para as sementes, predominando a rota de sintehdedlza, exceto
quando foi utilizada frutose e ANA no meio de crdfuindicando a acéao
promotora desses dois fatores na ativacao, tandieenota de sintese da
zeaxantina, apesar do predominio ainda da rotairdese da luteina
nesses calos. O perfil do metabolismo dos calaedmentos de caules
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deP. tenuifilg também foi similar ao observado nas sementeisando
estar ativa apenas a rota de sintese da luteina.

Ja em calos de. setaceas perfis do metabolismo de carotendides
assemelharam-se mais aos perfis dos frutos doagusethentes, quando
se analisa os tipos de carotendides (luteina eaméiaa) produzidos em
ambos os sistemas, com a diferenca de que no rfistabalos calos
houve intensificacdo da via de sintese da luteimeagantina nos calos
de no foliar de 65 dias, o que pode ser observat gevacdo das
gquantidades luteina e zeaxantina, com maior ativag&ultanea dos
niveis de expresséo dos genes/atividade enzinstigalvidos nas rotas
de sintese desses compostos, mas com predomidédiirvia de sintese
da luteina. Assim, em certos tipos de caloP dgetacea metabolismo
da zeaxantina foi intensificado em relacdo ao dgss, indicando que a
interacdo entre os tipos de explantes e as cordai@eneio de cultura
ativaram, também, essa via de biossintese, fazmmdajue os sistemas
de cultura de calos de 65 dias de idade, de rar {diP. setacedossem
fontes mais ricas de luteina e zeaxantina do giitus e as sementes.
Nos calos d®. tenuifilaos niveis de luteina ndo suplantaram os maiores
niveis detectados nos frutos e sementes, mas aE@mn-se dos niveis
observados em frutos no estadio 4 e em sementesstémios 1 e 2.

Nos frutos e calos de. setaceee P. tenuifilaforam detectados
apenas zeaxantina, talvez pela ndo expressdo des gae codificam
para sintese das enzimas epoxidases, envolvidesatdes subseqlientes
de conversdo da zeaxantina em anteraxantina e e@stdolaxantina.
Pode ser também que, em condi¢cdes de luz excessityidade da
enzima VDE (violaxantina de-epoxidase) tenha sigworfecida,
ocorrendo o aumento da concentracdo de protonismenldos tilacoides,
aumentando o pH do estroma, levando ao acumuleal@atina. No caso
em que houve aumento tanto da luteina quanto dam@@a (frutos nos
estadios 1 e 2 d@. tenufilae no estadio 1 de. setacepé possivel inferir
que, nessa condicao especifica, possa ter havido ati@acao da sintese
de licopeno, talvez pelo metabolismo otimizado drecursores desse
composto, seja pela maior disponibilidade ou pedfomexpressédo das
atividades das enzimas envolvidas na biossinteseedmo. Durante a
maturacdo dos frutos, a conversdo a luteina e aa&grovoca uma
diminui¢do nos niveis de-caroteno g-caroteno (SANTOCONGt al.,
2007), comprovado para frutos &e tenuifila devido auséncia de-
caroteno e transp-caroteno e déP. setaceapela diminuicdo des-
caroteno e o trang-caroteno nos estadios mais desenvolvidos.

De acordo com Hannoufa & Hossain (2012), é possitietar a
engenharia genética para aumentar os niveis deenéides, através da
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inducdo da super expressao dos genes, que codificamima fitoeno
sintase (PSY), provocando o aumento dos niveiganb, precursor do
licopeno. A indugéo da super expressao dos getiggfitoeno sintase)
de bactérias e crtl (fitoeno desaturase) em mékaltou em aumento em
34 vezes o teor de carotendides no endospermdizanfio o potencial
de aplicagdo da engenharia genética para induzec@mulo de
carotendides em plantas.Outro exemplo de aplicdedta abordagem
biotecnol6gica para promover o enriquecimento deteasdides em
sementes foi relatado por Fujisaetaal. (2008). Em sementes de linho
(Linum usitatissimurh) foi realizada a engenharia metabdlica das ptant
para aumentar o conteldo de carotendides nas smneattavés de
transformacdo genética mediada parobacteriumpara expressar o
gene fitoeno sintase (crtB) derivado da bactérisaloPantoea ananatis
sob controle do promotor do virus mosaico da cdlovgCaMV 35S).
Como resultado foram produzidas 8 plantas transgémjue produziram
sementes que acumularam fitoeme,caroteno,- caroteno e luteina
enquanto que as plantas ndo transformadas formaesnentes que
acumularam apenas luteina. A quantidade total deersides nessas
sementes foi de 65,4-156,3 pg/g de massa fresaarrespondeu a
aumentos de 7,8-18,6 vezes ao observado nos @mtiel plantas ndo
transformadas. Esses resultados sugeriram quexo fla sintese de
fitoeno, a partir do geranil geranil difosfato, fwimeiramente promovido
pelo produto de expressdo do gene crtB e depoistoend foi
consecutivamente transformado nos metabdlit@srotenof- caroteno
e luteina, através das enzimas da biossinteseroemmdides ativa nas
sementes. As sementes de linho transgénicas etidgse com
carotendides séo valiosas fontes de nutrientesapsai@de humana. Essa
abordagem podera ser utilizada para otimizar ayg@alde carotendides
por calos, frutos e sementesRidenuifilae P. setacea

Além disso, as enzimas fitoeno e caroteno desasimisomerases
séo as enzimas subseqientes envolvidas na forrdad&@mpeno e esse
€ outro ponto regulador da biossintese de caratesfue poderia estar
sendo alterado no metabolismo de carotendides palos dd°. setacea
Em plantas a conversdo do fitoeno em licopeno gevpélo menos 4
enzimas, sendo um processo de varias etapas.

O maior acumulo de luteina e zeaxantina em calegdeliar de
65 dias de idade de. setaceaem relacdo aos frutos e sementes dessa
espécie, poderia também ser explicado pela poseaiel eficiéncia das
células dos calos em seqliestrar e armazenar esruoes, processo que
ocorre nos plastidios. Segundo Hannoufa & Hoss2li?) todas as
enzimas de biossintese dos carotenoides esta@émtad nos plastidios,
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mas todos os seus genes sao codificados pelo genafear, sendo que
a biossintese dos carotenoides ocorre na membraearayeste o
cloroplasto e na membrana dos tilacéides. Afirmaim as resultados de
diferentes laboratérios de pesquisa revelam quec@malo dos
carotendides é fortemente modulado pelo tamanistret@a anatémica
dos plastidios. Assim, o mutante de tomate corm@kal de pigmentacao
apresenta grandes plastidios e produz frutos madora 30% a mais de
carotendides em relacdo ao tipo selvagem, e que muotacdo em
Brassica oleraceaDrange resultou em diferenciacdo de plastidios em
cromoplastos, causando um aumento no acUmulo dmenéides.
Apenas um estudo aprofundado de microscopia ele&r@as células de
calos, frutos e sementes Betenuifilae P. setacegoderia permitir a
caracterizacdo dos plastidios e uma afirmacéo stensg¢ sobre esta
hipotese.

Quando se considera as varia¢des dos carotendgidésites, os
resultados do presente trabalho sugerem, tant@pgeauifilacomo para
P. setaceaum padrdo no metabolismo dos pigmentos clorofdas
carotendides, que também foi constatado em frutdBrdnus pérsica
(LESSERTOIS & MONEGER, 1978), em que durante odnesnto e
maturagdo os pigmentos do mesocarpo foram aquekesocprreram
também nas folhas, ou seja, clorofilase b, pB-caroteno, luteina,
epoxiluteina, violaxantina e neoxantina. A transfacdo do ovario no
fruto adulto foi acompanhada pelo declinio no cattede clorofilas,
confirmado para os frutos & tenuifilaa partir do estadio 2 e para frutos
deP. setacegara clorofila a, a partir do estadio 2 e de dilard, a partir
do estadio 3; declinio nos niveis de carotendidea palores abaixo de
55% do conteudo inicial, também constatado em drd®P. tenuifila
para luteina e zeaxantina, e em frutosPdesetacea para luteina e
zeaxantina, a partir do estadio 1. Nos frutos masldePrunus pérsica
42% dos carotendides foram oxidados e todos oserelides detectados
foram de configuracdp como of - carotenof -criptoxantinas e seus
epoxidos, zeaxantina, anteraxantina e auroxariimdrunus pérsicano
estadio de maturacdo os carotendides dos frutospaesxeram
totalmente, mas tracos de clorofilas permaneceraius frutos de
P. tenuifilano estadio mais avancado de desenvolvimento andigdio
drastica nos carotendides também ocorreu, sendo giel de luteina
caiu para 11,5% do nivel maximo observado no astad o nivel de
Zzeaxantina caiu para 11,7%; nos frutoPdesetacea concentracao de
luteina diminuiu para 21,7% do maximo detectadofndses no estadio
1 e a zeaxantina foi totalmente oxidada em frutos estadio 4,
desaparecendo totalmente.



78

Em relacdo aos demais carotendides de configurficaa
criptoxantina, eniP. tenuifilaocorreu em quantidade maxima nos frutos
do estadio 2, decrescendo nos estadios avancadiEsdovolvimento e
o0 trans -caroteno e cig3 -caroteno foram detectados apenas no estadio
1, sendo que nos frutos & setacean [ -criptoxantina e o cis $ -
caroteno ndo foram detectados e apenas o ffanaroteno ocorreu em
guantidades similares nos frutos de estadios 13,2desaparecendo no
estadio 4. Assim, o padréo de aparecimento e dawdoldesses tipos de
B -carotendides em frutos BetenuifilaeP. setacedoram contrarios aos
observados pararunus pérsica para frutos d€itrus sinensig Citrus
unshiuMarcow (WANGet al., 2011), em que estudos de expressao dos
genes licopeno ciclase e sua regulagdo cascaiamdaabiossintese de
carotendides durante a maturagdo dos frutos sageria partir dos
resultados do acumulo de carotendides, que o pobésssintético dessa
classe de compostos mudou de luteifia@roteno para os outros tipos
de B -carotendides durante o desenvolvimento dos friRostanto, os
resultados obtidos par®. tenuifila e P. setaceaindicam que o
metabolismo de transformacé@o da luteina em outanstendides de
configuracad- ocorreu logo nos primeiros estadios de desenvelnto
dos frutos e que esse metabolismo diferiu entredwss espécies
estudadas, de tal forma que no estddio 4 os frdéoP. tenuifila
apresentaram ainda luteina (nivel maior doRjusetacen zeaxantina e
B-criptoxantina, enquanto que os frutos e setaceano estadio 4
apresentaram apenas luteina.

Varios estudos tém sido conduzidos sobre a infiaéte fatores
como luz e temperatura sobre o metabolismo doseamitgpa dos frutos.
De acordo com Rodriget al. (2013), em frutos d€itrus a coloragéo da
casca € devida a presenca de dois pigmentos @imoiue sdo as
clorofilas, que conferem a coloragdo verde e cabides, que séo
responsaveis pela coloracéo caracteristica dasfraaduros da maioria
das espécies e cultivares e as mudancas nessesstosngdurante o
amadurecimento natural dos frutos acompanhadarpelsformacéo dos
cloroplastos em cromoplastos. Esses autores afirgqueama maioria dos
genes envolvidos no metabolismo dos carotendidesrefilas foram
caracterizados en€itrus, concluindo que o contedudo e composicéo
desses pigmentos sdo, na maioria das vezes, ganetite determinados
e altamente regulados no nivel transcricdo géRielatam, também, que
a luz, temperatura e fatores nutricionais, commgénio e acucares tem
influéncia critica sobre o desenvolvimento da @géo, sendo que a
hipotese de consenso estabelece que a coloragéasda dos frutos é
governada por fatores nutricionais e ambientaigrato através da agéo
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de diferentes sinais hormonais, fatores essesajbém poderdo ser
manipulados para promover as vias de biossinteseatotendides em
frutos deP. setacea P. tenuifila

Em camu-camulMyrciaria dubig nativa da Amazbnia, rica em
acido ascorbico, Zanatta & Mercadante (2007) aana@i|m a composicao
de carotendides dos frutos, demonstrando a ocderéde uma
diversidade maior de carotendides da via fdcaroteno do que a
observada, no presente trabalho, em frutoB.dgetaceae P. tenuifila
Observaram que o carotenoide predominante nossfdgocamu-camu
(de 45% a 55% do conteldo total de carotendidesy foans-luteina,
seguida pel@-caroteno, violaxantina e luteoxantina, sendo queieeis
de luteina, B-caroteno, violaxantina, luteoxantina e de outros
carotendides, que apareceram em menor quantidade; faiores nos
frutos de camu-camu produzidos nas regibes cora sdtaperaturas e
maior exposi¢do a luz em comparacdo com outraéeggindicando a
influéncia desses fatores no metabolismo dos pitpeerD total de
luteina encontrado nos frutos de camu-camu foi 64 fuig/g, valor
aproximado ao encontrado nos frutos Rletenuifila no estadio 4 de
desenvolvimento e cinco vezes maior que 0 encantesw frutos de
P. setaceano estadio 4 de desenvolvimento.

Padrbes de variacdo dos perfis metabdlicos dosepigrs dos
frutos semelhantes aos observados pargenuifilae P. setacedoram
observados também em outras espécies. Solovchenlad. (2006)
observaram, em frutos de macéa, que o padrdo depardes apresentou
mudangas consideraveis com o progresso do amaahergo, com o
declinio em luteina p-caroteno e acumulo de violaxantina e ésteres de
acidos graxos de xantofila, que predominaram ndades mais
avancados do amadurecimento. Observaram tambérayésitrdo
monitoramento, de forma nao destrutiva, dos comteédomposicdo de
clorofilas e carotendides de frutos amadurecendardyaria arvore que,
em frutos de arvores expostas a luz do sol houvdagiinio na clorofila
e retencdo ou um aumento conteldo de carotendiddisando a
influéncia da exposi¢éo a luz sobre 0 metaboliso®pigmentos.

Em fruta padArtocarpus altilis)Maxwellet al. (2013 ) analisaram
0 conteudo total e os perfis de carotendides deufitvares, indicando
gue a luteina foi o carotendide predominante nowdgr0,45 ug/g de
massa fresca, sendo que o mais abundante caragméigitamina A foi
0 B-caroteno, cuja concentracdo encontrada em frigesds foi de 0,153
1g EQ/g de massa fresca. O cultivar superior aptes®,62 g/g dp -
caroteno, 0,23 pg/g de caroteno e apenas 0,03 pg/gderiptoxantina.
Considerando que a massa seca dos frutos repré8éftda massa fresca
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os valores poderiam ser recalculados para 4,5 gg/massa seca de
luteina, valor menor do que o encontrado nos frabasestadios 1 e 2 de
P. tenuifilae maior do que o méaximo valor encontrado pardriateo
estadio 1 em frutos de. setaceaCom base nos mesmos célculos os
valores de criptoxantina seriam de 0,3 pg/g de anagxa, valor
aproximadamente 4 vezes menor do que o maximotddteem frutos
no estadio 2 deP. tenuifila. Motilva & Romero (2010) também
demonstraram em frutos @dea europaeague a atividade fotossintética
dos frutos diminuiu, assim como as concentracOeiteentos presentes
nos cloroplastos, clorofilas e carotendides duramteprocesso de
amadurecimento sendo que no final do processo,ddémiveis menores
de clorofilasa e b, os carotendides luteinf; caroteno, violaxantina,
neoxantina e anteraxantina predominaram nessessfmd final do
processo de amadurecimento, demonstrando a odarrélec maior
diversidade de carotendides derivado$-doaroteno nos frutos.

A relacdo entre os carotendides presentes nos fewde atividades
antioxidantes foi estudada por Kubola & Siriamomp{2011), que
realizaram a andlise fitoquimica de extratos dea;gsolpa e arilo de
frutos de Momordica cochinchinensiSpreng quanto ao licopenf;
caroteno, luteina e suas atividades antioxidant@s. resultados
mostraram que os arilos tinham os maiores niveidicdgeno ef-
caroteno enquanto que a casca apresentou o matetido de luteina. A
maior atividade antioxidante detectada em cascépa ple frutos ocorreu
no estadio imaturo, resultado contrario ao obtidopresente trabalho
para frutos d®. tenuifilae P. setaceaque apresentaram maior atividade
antioxidante os frutos nos estadios 3 e 4 de desémento, ndo
coincidindo com os maiores niveis de carotendidetecthdos nos
estadios iniciais. Nas sementes a atividade adtoxé aumentou do
estadio imaturo para o maduro, padrao semelhantp@sentado por
sementes dB. tenuifila(coincidindo com o aumento de luteina), mas foi
contrario ao apresentado por sementd?.detaceaem que tal atividade
decresceu com o0s estadios mais avancados de desmewbo das
sementes, acompanhando o declinio dos niveis eiedut

Os poucos tipos de carotendides acumulados pefesnses de
P. setacedluteina) eP. tenufila (luteina ep-criptoxantina, apenas no
estadio 5) diferiram da diversidade apresentadesgamentes de outras
espécies de plantas e ndo foram encontrados matdi® estudos
abordando as caracteristicas de acimulo de caidésrgm sementes de
outras espécies de Passifloras. Em cereais (drig@, cevada, milho),
apesar de serem monocotiledéneas, Ndolo & Beta3jafdmonstraram
gue a composicao de carotendides em graos de enilbs demais cereais
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foi semelhante, mas as concentragdes variaram fisggiviamente.
Observaram que os conteudos de carotendides tataisia e zeaxantina
foram maiores em sementes de trigo, aveia e cel@dae nas sementes
de milho, que apresentaram concentracdes menoretutei@a e
zeaxantina no endosperma. Sementes de trigo e g@weiaentaram, na
camada de aleurona, niveis de zeaxantina de diilasoavezes maior do
gue de luteina, indicando que as variagbes depmnddas espécies.
Também demonstraram haver correlacdo positiva esti@arotenoides
totais analisados e a atividade antioxidante ddssgrresultado similar ao
obtido para as sementesRlesetacea P. tenuifila

Em alpiste Phalaria cariensisisLi & Beta (2012) demonstraram
que op- caroteno, luteina e zeaxantina também foram ageargdides
predominantes e que os altos niveispdecaroteno diferenciou essas
sementes de outros tipos de cereais como ingredjgstencial para
enriquecimento funcional de alimentos. O niveludeiha nas diferentes
variedades de sementes de alplste variou entre d 3807 pg EQ/Kg.
EmP. tenuifilaa concentragdo méaxima de luteina nas sementassattice
5 foi de 2900 pg/kg de massa seca de sementaR.ese@ceano estadio
1, de 1940 ug /kg de massa seca. Tais resultadicain que as sementes
de P. tenuifila no estadio mais avancado de desenvolvimento sdo
melhores fontes de luteina do que as sementd3. detaceapara o
enriguecimento funcional de alimentos.

A diminuicdo dos niveis de luteina em sementd. detaceanos
estadios mais avancados do desenvolvimento tamiiéoigervada em
outras espécies. Simkat al. (2010) demonstraram, em sementes de café
em desenvolvimento, a presenca de luteina nas tEsnenque as
sementes imaturas de café continham quantidadesicativas dep-
caroteno,a- caroteno, violaxantina e neoxantina, diversidadéor de
carotendides do que a observada em semenfegeiauifilae P. setacea
Esses autores demonstraram também, através daeacdinplementar
gquantitativa da expressao génica, que todos ossginbiossintese de
carotendides se expressaram nas sementes de qaf @& niveis de
transcritos foram dependentes dos niveis de exjrggsica e do estadio
de desenvolvimento da semente. Verificaram, namast estadios de
desenvolvimento das sementes, a reducdo dos wiwaiarotendides e
dos niveis da maioria dos transcritos.

A semente de maracuja € tida como subproduto diugéio de
sucos, e a quantidade deste “residuo” é bastaptessiva, 0 descarte na
natureza pode trazer danos ao meio ambiente. Nmm®exto, 0s
incentivos da utilizacdo desses residuos industriaalém de
representarem uma tendéncia econdmica, tambémns@imecessidade
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para a manutengéo do equilibrio ambiental. Esgasrges representam
uma oOtima fonte de matéria prima, principalmenta peesenca de 6leos
de interesse na industria alimenticia e cosmétieinda permanecem
pouco exploradas, mas os resultados obtidos nemgessabalho indicam
que as sementes @ setacee P. tenuifilapoderdo ser utilizadas no
enriquecimento funcional de alimentos, em luteidependendo do
estadio de desenvolvimento. Atualmente, a fontdutkdna, que esta
emergindo no mercado como um importante compostgsinddstrias
alimenticias e farmacéuticas pela possivel fungdonanter a boa viséo
e na prevencédo das maculopatias ligadas a idazlasg#talas de plantas
do géneroTagetese ha demanda por novas fontes alternativas de
biossintese desse composto. O tomate -cultivar ReterS foi
transformado geneticamente com o0 gene que codificaiclase, sob
controle do promotor constitutivo e foi produzidtzhbgem High Delta,
caracterizada pelos elevados niveis de luteinéruims maduros.

5.4.1. Transformagdo genética como estratégia para otimizaa
biossintese de carotendides em calos ldesetacea e P. tenufila.

Estudos recentes, desenvolvidos por I€inal. (2012), indicam a
eficiéncia de estratégias de transformacao gendticegulacdo cascata
abaixo dg-caroteno hidroxilase (CH¥}), que é uma enzima que cataliza
a hidroxilacéo d§ -caroteno parf -criptoxantina e dé— criptoxantina
para zeaxantina. Para aumentar os niveif-dsaroteno e carotendides
totais em culturas de células transgénicas deaba@te os autores
silenciaram os genes que codificam a enzima CBYatravés da
introducdo em cultura de células de batata doceitivar White-fleshed
do “construct” IbCHY-B, o que provocou um aumento no nivel de
expressao da fitoeno sintase e licoperfieciclase, enquanto que a
expressdo dos outros genes ndo mostraram alterdefestaveis. A
regulacdo cascata abaixo da expressdo do gene H@HN\Yudou a
composicao dos niveis de carotendides entre os tralesgénicos e ndo
trasgénicossendo o conteudo total de carotendides (117 pg/gevis
caroteno (34,43 pg/g MS) aumentado nos calos téaisgs, assim como
a atividade antioxidante.Quando o gene IbCHYB dos calos foi
silenciado, os nivei$ —criptoxantina e zeaxantina aumentaram. Os
resultados indicaram que a regulacdo cascata a taigene IbCHY
aumentou os niveis dp-caroteno e carotendides totais em células
transgénicas e aumentou a capacidade antioxidagsteatbs.

Mais recentemente, Kiet al. ( 2013) isolaram o gene Or (o0 gene
Orange (Or) é responsavel pelo acumulo de carates@m plantas) de
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Ipomoea batatasl. (0 gene IbOr) do cultivar Orange-fleshed e
analisaram a sua funcdo em calos transgénicostdaelbee do cultivar
White-fleshed, usando a transferéncia wigrobacterium Os calos
transgénicos foram facilmente selecionados, pa@sgram a desenvolver
coloracao laranja e os niveis fflecaroteno, luteina e carotendides totais
nas linhagens de células transgénicas aumentaréma dd vezes, assim
como a atividade antioxidante. Os resultados imdioaque o gene IbOr
poderia ser utililizado para o desenvolvimentodsabldgico de plantas
transgénicas de batata doce, que acumulam nivererdados de
carotendides. Semelhantes abordagens poderadigadeas nas culturas
celulares deP. setaceae P. tenuifila a partir do isolamento do gene
responsavel pelo acumulo de carotendides ness@&ciespou da
introducdo de genes ja isolados de outras espécies.

Os niveis elevados de luteina e zeaxantinaalos deP. setacea
em relagdo aos niveis de luteina (em sementesos)freizeaxantina (em
sementes) indicam o grande potencial de utilizadd® sistemas de
culturas de células para viabilizar a produgdoetesempostos. Alguns
exemplos recentes indicam que a utlizacdo das dabens de
transformacéo genética podem ser utilizadas, caesso, para otimizar
a producao de carotendides por culturas de célidasutras espécies e
poderdo ser utilizadas, para otimizar a producicadetendides pelas
culturas de calos de. setacea P. tenuifila.

5.5. RELEVANCIA DA TECNICA DE VARREDURA EM UV-VIS
NOS ESTUDOS DE METABOLICOS SECUNDARIOS EM
ESPECIES DFPassifloras

A espectroscopia de varredura em UV-vis foi umaafeenta
extremamente Util na identificacdo das classesadalnilitos secundarios
majoritarias em frutos, sementes e culturas cesldeP. tenuifilae P.
setaceaauxiliando no direcionamento das analises detijigaigdo dos
metabolitos que foram realizadas posteriormentrmigindo, através da
comparacéo dos perfis metabdlicos, detectar difaseantre as espécies,
entre frutos e sementes de uma mesma espécie, estdios de
desenvolvimento de frutos e de sementes e entrerasiicelulares de
diferentes origens. Assim, esta técnica de anadideria ser utilizada em
estudos mais aprofundados sobre a fisiologia daurag#o e do
desenvolvimento de frutos e semente®dssifloras no monitoramento
dos perfis metabdlicos das culturas celulares @idda em diferentes
condi¢cBes, para otimizacdo dos protocolos de pémldos metabdlitos
secundarios e também para monitorar o controle widgade das
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sementes e frutos visando identificar os estadiogue se acumulam os
metabolitos de interesse.

5.6. PERSPECIVAS.

Os resultados obtidos para frutosRidenuifilae P. setaceaobre
a dindmica da variacdo dos pigmentos, fendlicoaigoflavonoides,
vitamina C, luteina e zeaxantina (niveis maioresPertenuifild e da
atividade antioxidante durante o desenvolviment® fdatos permitirdo
otimizar os processos de utilizacao dos frutossgetitistrias alimenticias
e farmacéuticas, de forma a compatibilizar o estachrreto de
desenvolvimento do fruto com a producdo de bioatieoatividade
antioxidante. Apesar de, no presente trabalhoter@m sido realizadas
as analises qualitativas dos compostos fenoliflasendides produzidos
pelas sementes e a relagdo com a atividade argtiuricis sementes nos
estadios 4 e 5 de desenvolvimentoRddenuifilae no estadio 1 de.
setacegdambém apresentam potencial para serem utilizamas fontes
de antioxidantes, sendo melhores fontes do queitnsf

Os resultados indicaram o relevante potencial diisres de calos
de P. setaceae P. tenuifila para a producdo de fendlicos totais,
flavondides, luteina, zeaxantina e atividade aitante, uma vez que sao
sistemas com caracteristicas de producéo rapidiahassa e que podem
ser manipulados quanto aos reguladores de credoiméamtes de
carbono, cinética de crescimento, niveis de difgagdo, fornecimento
de precursores e elicitagdo, manipulagfes essatnusido utilizadas
com sucesso na otimizacdo da producdo em outrésiesplo género
PassifloralP. quadrangularis e em outras espécies de plantas.
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6. CONCLUSOES

Os resultados obtidos nesse trabalho possibilitarsirseguintes
conclusodes:

Os estadios de desenvolvimento de frutos e semeosetipos de
explantes e idade das culturas de calofPdeetaceae P. tenuifila
influenciaram a biossintese de compostos fenétimtass, flavondides,
vitamina C (frutos), clorofilas, carotendides (iéve diversidade) e a
atividade antioxidante.

Os méaximos niveis de fendlicos totais em frutoP deetacea P.
tenuifila foram detectados no estadio 4; de flavonéidesestilios 1 e 2
(P.tenuifilgd e 1 e 4 P. setaceg) de vitamina C nos estadios 1
(P. tenuifilg e 4 P. setacep de luteina e zeaxantina nos estadios 2
(P. tenuifilg e 1 P. setacen dep-criptoxantina, apenas el tenuifila
estadio 2; de clorofilaa e b no estadio 1, para ambas as espécies e
atividade antioxidante nos estadio3 tenuifilg e 4 P.setacen

Em sementes, os maiores niveis de fendlicos totaigeram no
estadio 4, tanto efA. tenuifilacomo emP. setaceade flavonoides nos
estadios 5R. tenuifild e 4 P. setacep de luteina nos estadios 5
(P. tenuifilg e 1 P. setacep de B-criptoxantina apenas no estadio 5
(P. tenuifild e de atividade antioxidante nos estadios 4. Befuifilg)

e 1 P. setacep EmP. setacea maior nivel de luteina nas sementes foi
superior ao maior nivel detectado nos frutos engugure enP. tenuifila
0 maior nivel de luteina ocorreu nos frutos.

ParaP. setacedoram definidas as melhores condi¢des de cultivo
de calos para otimizar a producéo de fenodlicosst(tatilédone, 45 dias),
flavonéides (né foliar, 65 dias; cotilédone 45 Ylidsteina e zeaxantina
(né foliar, 65 dias), clorofila a (hipocétilo, 6%d; raiz, 45 dias), clorofila
b (hipocaétilo 65 dias) e maior porcentagem de @g&ibido radical livre
DPPHe+(no6 foliar, 45 dias). Os niveis de luteina cales de nd foliar de
P. setaceacom 65 dias de idade foi superior aos maximosregalo
detectados em frutos e sementes dessa espécie.

ParaP. tenuifilaos calos de 50 dias de idade originados do cultivo
de sementes em desenvolvimento em 88,5 mM de sacard,uM de
2,4-D apresentaram o0s maiores niveis de fendliotadst flavondides,
luteina, clorofilasa e b e maior porcentagem de inibicdo do radical livre
DPPHe. Os niveis de flavonoides nesses calos farsyr aos detectados
em frutos de°. tenuifilaeP. setace@ a zeaxantina foi produzida, apenas,
pelos calos de 80 dias de sementes em desenvotviroelivados em
frutose e com ANA.
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Em P. setaceacalos de hipocotilo foram os Unicos a produzir o
trans- B- caroteno e cisp-caroteno, que nao foram produzidos pelos
demais calos, sendo que o @iscaroteno ndo foi detectado em frutos ou
sementes. EnP. tenuifila calos de sementes em desenvolvimento
cultivados em frutose e 2/ de ANA foram os Unicos a produzir
zeaxantina.

Os resultados obtidos possibilitaram a definicaoa gada espécie
e classe de compostos, dos melhores estadios davdbdsmento de
frutos e sementes, para a utilizacdo no enriquetonéincional de
alimentos e aplicacdo em estudos farmacol6gicasiffam, também,
definir os tipos de explantes e idade das cudtdecalos ideais, para
otimizar a producdo de bioativos por cultura deuledl através da
aplicacdo de abordagens biotecnolégicas.
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