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RESUMO 

 

 

SIMÃO, Mariela Justiniano. Estabelecimento de culturas de raízes e avaliação fitoquímica 
e da atividade antioxidante de Passiflora pohlii Mast. 2015. Dissertação (Mestrado em 
Biologia Vegetal) – Instituto Roberto Alcantara Gomes, Universidade do Estado do Rio de 
Janeiro, Rio de Janeiro, 2015. 

 
 

Passiflora pohlii Mast., conhecida como maracujá-do-campo ou maracujazinho, é uma 
espécie nativa do Brasil que apresenta características de interesse agronômico, principalmente 
em relação à tolerância a patógenos do solo pertencentes ao gênero Phytophtora sp, que 
provocam grandes prejuízos à cultura de maracujá. Embora ainda existam poucos trabalhos 
sobreesta espécie, estudos recentes com espécies do gênero descreveram atividades biológicas 
e farmacológicas em extratos de diferentes órgãos, incluindo folhas e raízes. O objetivo deste 
trabalho foi o estabelecimento de culturas de raízes adventícias a partir de segmentos 
caulinares e radiculares excisados de plantas in vitro de P. pohlii e a avaliação do perfil 
fitoquímico e do potencial antioxidante dos extratos obtidos a partir de diferentes materiais 
obtidos in vitro, em comparação com plantas mantidas in vivo. Foram testados diferentes 
sistemas de cultura, além de tipos e concentrações de auxinas para a indução de raízes 
adventícias in vitro a partir de segmentos caulinares e radiculares. As culturas foram mantidas 
à temperatura de 25±2°C, na presença ou ausência de luz. As respostas obtidas variaram de 
acordo com o tipo de explante utilizado. Segmentos internodais apresentaram a melhor taxa 
de indução de rizogênese em meio solidificado com ágar e suplementado com ANA a 2,7 µM, 
na ausência de luz, enquanto que segmentos radiculares tiveram maior taxa de proliferação 
em meio líquido sob agitação, suplementado com AIA a 2,85 µM, na ausência de luz. Os 
materiais botânicos produzidos in vitro, incluindo plantas completas e raízes adventícias 
obtidas a partir de segmentos internodais e radiculares, assim como plantas obtidas in vivo, 
foram utilizados para a produção de extratos etanólicos para a avaliação do perfil fitoquímico 
e da atividade antioxidante. As análises por CCD e CLAE-UV indicaram a presença de 
flavonoides e saponinas nos extratos de folhas de plantas mantidas in vivo e obtidas in vitro, 
enquanto que os extratos de raízes apresentaram apenas saponinas. Os extratos de folhas 
foram ainda submetidos à análise por CLAE-UV-IES-EM visando à identificação da massa 
molecular das substâncias encontradas. Foram identificados dois flavonoides, possivelmente 
isômeros, com massas moleculares de 607,2, nos extratos de folhas de plantas mantidas in 

vivo e obtidas in vitro. O potencial antioxidante dos diferentes materiais foi determinado pelos 
ensaios de 2,2-difenil-1-picril-hidrazila e CCD-DPPH. As maiores atividades antioxidantes 
foram observadas nos extratos de raízes primárias e secundárias excisadas de plantas mantidas 
in vivo. As estratégias de cultura de raízes in vitro descritas neste trabalho foram aplicadas 
com sucesso para P. pohlii. Além disso, a caracterização do perfil fitoquímico do material 
obtido in vitro e de plantas mantidas in vivo, assim como do seu potencial farmacológico, foi 
realizada pela primeira vez para a espécie.  
 
Palavras-chave: Maracujá. Auxinas. Cromatografia.Antioxidante. Flavonoides. Saponinas.  
  



 

 

 

 

ABSTRACT 

 

 

SIMÃO, Mariela Justiniano. Establishment of adventitious root cultures and 
phytochemical and antioxidant potential of Passiflora pohlii Mast. 2015. Dissertação 
(Mestrado em Biologia Vegetal) – Instituto Roberto Alcantara Gomes, Universidade do 
Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2015. 

 
 

Passiflora pohlii Mast., known as maracujá-do-campo or maracujazinho, is a wild 
species native to Brazil, with a potential agronomic interest, especially regarding to its 
tolerance to soil-borne pathogens from genus Phytophthora sp, which cause great damages to 
the passion fruit cultures. Although there is little work on this species, recent studies with 
other species of the genus described biological and pharmacological activities in extracts of 
different organs, including leaves and roots. The goal of this work was the establishment of 
adventitious roots from stem and root segments excised from in vitro-grown plants of P. 

pohlii, and the phytochemical evaluation and antioxidant potential of the extracts obtained 
from different in vitro materials, in comparison with in vivo-grown plants. Different culture 
systems, types and concentrations of auxins were evaluated for the induction of in vitro 
adventitious roots from stem and root segments. Cultures were maintained at 25 ± 2 °C, in the 
presence or absence of light. In vitro responses varied according to the type of explant. 
Internodal segments showed the best rhizogenesis induction on solidified medium 
supplemented with 2.7 µM NAA, in the absence of light, whereas root segments showed the 
best proliferation rate on liquid medium, supplemented with 2.85 µMIAA, in the dark. The in 

vitro plant materials, including whole plants and adventitious roots obtained from internodal 
and root segments, as well as in vivo-grown plants, were used for the production of ethanolic 
extracts for phytochemical evaluation and of the antioxidant potential. TLC and HPLC 
analysis indicated the presence of flavonoids and saponins in extracts of leaves from in vivo 
and in vitro-grown plants, whereas root extracts showed only saponins. Extracts from leaves 
were also subjected to HPLC-UV-ESI-MS analysis aiming at the identification of the 
molecular mass of the compounds. Two flavonoids, possibly isomers, were identified, with 
molecular masses of 607.2, in extracts from leaves of in vivo and in vitro-grown plants. The 
antioxidant potential of the different materials was determined by 2,2-diphenyl-1-
picrylhydrazyland TLC-DPPH assays. The highest antioxidant activities were observed in 
extracts from primary and secondary roots of in vivo-grown plants. The in vitro root culture 
strategies described in this work were successfully applied to P. pohlii. In addition, the 
characterization of the phytochemical profile of the in vitro and in vivo materials, as well as 
its pharmacological potential, were reported for the first time for this species. 
 
 
 
 
Keywords: Passionfruit. Auxins. Chromatography.Antioxidant. Flavonoids.Saponins. 
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INTRODUÇÃO 

 

 

Técnicas de cultura de tecidos vegetais, além de permitirem estudos básicos de fisiologia 

vegetal e biologia molecular, têm aplicações práticas na agricultura e na indústria, sendo um 

método eficiente para produção de mudas, melhoramento vegetal, conservação de 

germoplasma e produção de metabólitos de uso farmacológico. Essas estratégias têm sido 

empregadas para a produção de metabólitos de interesse, por permitirem a produção em larga 

escala de plantas e a possibilidade de manipulação das vias metabólicas. As culturas de raízes 

são consideradas sistemas potenciais para a produção de substâncias bioativas, uma vez que 

estes órgãos são capazes de produzir, naturalmente, substâncias que protegem as plantas 

contra o ataque de herbívoros ou microrganismos.  

O maracujá pertence ao gênero Passiflora (família Passifloraceae) e ocorre principalmente 

em regiões de clima tropical. O Brasil, considerado um dos mais importantes centros de 

diversidade do gênero, é também o maior produtor e um importante mercado consumidor de 

maracujá. Além do cultivo comercial, algumas espécies de Passiflora são também 

amplamente cultivadas devido à utilização ornamental de suas flores e utilizadas na medicina 

popular, sendo consideradas drogas oficiais nas Farmacopéias de diversos países.  

 

 

1. PRODUÇÃO DE COMPOSTOS BIOATIVOS IN VITRO 

 

 

A constante interação das plantas com o seu ambiente resultou em complexos 

processos bioquímicos durante a evolução, tornando-as reconhecidas fontes de substâncias 

biologicamente ativas, classificadas como metabólitos secundários ou especiais, que são 

potencialmente úteis como fármacos, agroquímicos, cosméticos, pigmentos, biopesticidas, 

aditivos alimentares e nutracêuticos (RAMACHANDRA RAO; RAVISHANKAR, 2002).  

O metabolismo secundário das plantas, ao contrário do primário envolvido com a 

manutenção das funções essenciais, como respiração, reprodução, síntese e armazenamento de 

energia, desempenha um papel importante para a sua sobrevivência no meio ambiente, 

estando envolvido na atração de polinizadores, na defesa contra predadores e doenças. Além 

disso, esses metabólitos também desempenham algumas funções adaptativas, como proteção 

contra raios UV e perda excessiva de água (DEWICK, 2002).  
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Apesar da utilização das plantas na medicina tradicional há milhares de anos, somente 

mais recentemente ocorreram o reconhecimento e a comprovação científica da eficácia 

terapêutica de muitos metabólitos secundários. Esses fatores, aliados à demanda por terapias 

com menores riscos à saúde humana e o menor custo envolvido nos tratamentos, resultaram 

em um aumento do uso das plantas para fins medicinais.Contudo, a obtenção de metabólitos 

de interesse farmacológico em métodos tradicionais de cultivo de plantas nem sempre é 

satisfatória. Vários fatores como disponibilidade de nutrientes, condições de luz, alterações 

climáticas, sazonalidade e concentrações de gás carbônicoatmosférico, podem influenciar os 

tipos e concentrações dos compostos produzidos (FINE et al., 2006). Muitas vezes, o 

metabólito é restrito a espécies ou gêneros, ou só é produzido em determinadas fases de 

crescimento e desenvolvimento, o que pode elevar o custo para a extração (VERPOORTE; 

CONTIN; MEMELINK, 2002). Além disso, a coleta indiscriminada das plantas diretamente 

da natureza, associada à destruição de habitats por ações antrópicas ameaçam, cada vez mais, 

a flora medicinal.  

A produçãode metabólitos secundários em sistemas in vitro, como as culturas de 

tecidos e células vegetais, tem sido considerada uma alternativa promissora ao cultivo 

tradicional, devido ao potencial apresentado por esta ferramenta biotecnológica em termos de 

produção constante e em larga escala de material uniforme, sob condições controladas, 

independente de variações climáticas, condições de solo ou fases de crescimento 

(ANTOGNONI et al., 2007). Além disso, a produção do metabólito in vitro pode ser 

modulada, otimizando as condições de cultura, tornando ainda possível a compreensão das 

vias biossintéticas e a conservação do germoplasma de interesse. 

As técnicas de cultura de tecidos vegetais são baseadas na totipotência das células 

vegetais, capazes de voltar a um estágio similar ao meristemático e redefinir seu padrão de 

diferenciação e, assim, dar origem a novos órgãos ou uma planta completa (GEORGE; 

HALL; DE KLERK, 2008). Da mesma forma, as células vegetais também detém a 

informação genética completa, sendo capazes de produzir compostos químicos encontrados na 

planta intacta.  

Muitas culturas in vitro para a síntese de metabólitos secundários baseiam-se no 

crescimento organizado de tecidos e órgãos, tais como brotos e raízes, uma vez que as 

culturas organizadas geralmente apresentam perfis metabólicos comparáveis aos da planta na 

natureza. Por outro lado, culturas desorganizadas como calos,massas de células com 

multiplicação desordenada, e células em suspensão, apesar de constituírem técnicas bastante 
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utilizadas para a produção in vitro de metabólitos especiais (NAGELLA; MURTHY, 2010; 

CAI; KNORR; SMETANSKA, 2012; GADZOVSKA-SIMIC, et al., 2012; ALI; ABBASI; 

IHSAN-UL-HAQ, 2013; GONÇALVES; ROMANO, 2013; GUPTA et al., 2013), podem 

sofrer perda na capacidade de produção e acúmulo de metabólitos. Isto pode ocorrer devido 

ao metabolismo ser controlado de maneira tecido-específica, onde a desdiferenciação do 

tecido pode resultar na perda da capacidade de produção. Portanto, culturas de plantas ou 

órgãos inteiros, como raízese embriões, são consideradas alternativas para a produção de 

metabólitos secundários (MURTHY, HAHN; PAEK, 2008). 

 A produção de plantas in vitro pode ocorrer por diferentes vias morfogênicas, 

incluindo multiplicação de brotos a partir de meristemas pré-existentes, a embriogênese 

somática e a organogênese (GEORGE; HALL; DE KLERK, 2008). 

Tecidos meristemáticos, como os ápices caulinares e radiculares e gemas axilares, são 

formados por células indiferenciadas em constante processo de divisão, sendo naturalmente 

competentes para a formação de novos órgãos ou plantas inteiras. A cultura de tecidos 

meristemáticos é frequentemente utilizada para a propagação clonal in vitro de plantas livres 

de vírus e também indicada para a conservação de germoplasma, já que reduz os riscos do 

surgimento de variação somaclonal, por reproduzir o processo natural de proliferação, sem 

passar pelos processos de desdiferenciação e rediferenciação (HITMI; BARTHOMEUF; 

SALLANON, 2000; KATOH et al., 2004).  

A embriogênese somática é um processo pelo qual as células somáticas dão origem a 

embriões. As células competentes para a embriogênese passam pelos mesmos estádios de 

desenvolvimento observados na embriogênese zigótica, sendo ambos constituídos pelos 

estádios globular, cordiforme, torpedo e cotiledonar. A estrutura bipolar dos embriões 

somáticos constitui uma vantagem desse sistema, permitindo, em geral, a obtenção de plantas 

completas sem necessidade de uma etapa de enraizamento (VON ARNOLD, 2008). A 

embriogênese somática pode ser direta, quando a formação de embriões ocorre diretamente a 

partir dos tecidos, ou indireta, quando a regeneração é precedida pela formação de calos. 

Embora a grande maioria dos sistemas embriogênicos ocorra pela via indireta, a passagem por 

uma fase intermediária de calo pode levar a uma maior susceptibilidade de variabilidade 

genética indesejável (GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998).  

Na organogênese in vitro, novos órgãos, como brotos ou raízes adventícias, podem ser 

formados a partir de tecidos já diferenciados. Assim, a regeneração de plantas via 

organogênese inclui a desdiferenciação do tecido de origem, a aquisição de novas 
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competências, a indução e a determinação da nova via de desenvolvimento, as quais 

dependem do genótipo e da natureza do explante, além da rediferenciação, na qual ocorre a 

formação de novos órgãos. A cultura de órgãos é geralmente descrita como um tipo de cultura 

em que uma forma organizada de crescimento pode ser mantida continuamente e, assim como 

na embriogênese somática, pode ocorrer de forma direta ou indireta.  

As culturas de raízes adventícias in vitrosão consideradas sistemas potenciais para a 

produção de substâncias bioativas, sem que haja interferência no ambiente natural das 

espécies selecionadas, uma vez que estes órgãos são naturalmente capazes de sintetizar e 

armazenar metabólitos secundários. Essas raízes são geralmente desenvolvidas em partes 

aéreas excisadas das plantas, como brotos e segmentos de caule (HASAN; HUSSEIN, 2013), 

podendo também ser originadas a partir de calos (LUDWIG-MÜLLER; VERTOCNIK, 

TOWN, 2005).  

As raízes cultivadas in vitro podem apresentar um perfil fitoquímico bastante 

semelhante ao das raízes das plantas in vivo,e podem ser obtidas por meio da transformação 

genética com Agrobacterium rhizogenes, ou pela simples manipulação do meio e das 

condições de cultura. 

Agrobacterium rhizogenes é uma bactéria do solo que possui a capacidade natural de 

infectar células vegetais e induzir a produção e proliferação de raízes. As raízes transformadas 

podem constituir um sistema adequado para a produção de metabólitos secundários, devido ao 

seu rápido crescimento e estabilidade biossintética, além de não requererem a presença de 

reguladores de crescimento no meio de cultura. Adicionalmente, o padrão metabólico dessas 

raízes é bem similar, se não idêntico, ao das raízes normais, sendo possível também obter a 

produção do metabólito durante a fase de crescimento, quando, normalmente, a produção de 

metabólitos é menor devido ao direcionamento da energia para a multiplicação 

celular.Contudo, algumas espécies são recalcitrantes à infecção pela A. rhizogenes (SUDHA; 

SEENI, 2001). Para essas espécies, a indução de raízes adventícias pode ser obtida pela 

manipulação das condições de cultura, visando aumentar a capacidade de desenvolvimento de 

biomassa em resposta a estímulos adequados (WU et al., 2006; MURTHY, HAHN; PAEK, 

2008).  

A produção de raízes adventícias in vitro para a obtenção de metabólitos especiais 

vem sendo aplicada com sucesso em diversas espécies medicinais, incluindo Raphanus 

sativus L. (BETSUI; TANAKA-NISHIKAWA; SHIMOMURA, 2004),Echinacea 

angustifolia (WU et al., 2006), Panax ginseng C.A. Meyer (PAEK, MURTHY; HAHN, 
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2009), Morinda citrifolia (BAQUE; HAHN; PAEK, 2010),Hypericum perforatum L.  (CUI et 

al., 2010; CUI et al., 2011), Aloe vera (LEE et al., 2011), Castilleja tenuiflora Benth 

(GÓMEZ-AGUIRRE et al., 2012) e Glycyrrhiza uralensis Fisch (YIN et al., 2013). Esse 

sistema pode ainda ser utilizado para a produção em larga escala do metabólito de interesse, 

utilizando biorreatores (CHOI et al., 2000; JEONG et al., 2006; MIN et al., 2007; WU et al., 

2007; CUI et al., 2010; BAQUE et al., 2012).Além disso, raízes adventícias podem também 

ser utilizadas em sistemas de co-cultura, uma vez que os metabólitos excretados para o meio 

podem ser utilizados por outros órgãos para produção de novas substâncias, por posterior 

conversão bioquímica (WU et al., 2008). 

As substâncias bioativas produzidas pelos materiais obtidos in vitro pelos diferentes 

sistemas de cultura de tecidos vegetais, assim como os materiais de plantas mantidas in vivo, 

podem ser detectadas, quantificadas, isoladas e identificadas por técnicas cromatográficas, 

como a cromatografia em camada delgada (CCD), cromatografia líquida de alta eficiência 

(CLAE)e cromatografia líquida de alta eficiência acoplada à espectrometria de 

massas(CLAE-EM) (FALKENBERG; SANTOS; SIMÕES, 2010).  

A técnica de CCD consiste na separação dos componentes de uma mistura através da 

migração diferencial, sobre uma camada delgada de um adsorvente retido em umasuperfície 

plana, geralmente placas de vidro ou folhas de alumínio revestidas geralmente com sílica 

gel.A identificação das substâncias de interesse pode ser realizada pela comparação do fator 

de retenção (RF) com um padrão. Esta técnica permite a análise simultânea de várias amostras 

de forma fácil, rápida e barata, em um curto espaço de tempo, sendo considerada uma 

estratégiavaliosa para a identificação e avaliação da qualidade de substâncias vegetais 

(WAGNER; BLADT, 2001; BIRK; PROVENSI; GOSMANN, 2005). 

A CLAE é um método físico-químico bastante utilizado para separação de substâncias 

encontradas em misturas simples ou complexas, devido a sua grande versatilidade, 

reprodutibilidade, estabilidade e precisão, permitindo a análises de uma grande variedade de 

substâncias(ZERAIK, 2010). Nesta técnica, a separação de substâncias é baseada no 

deslocamento seletivo em consequência das interações entre o soluto, a fase estacionária e a 

fase móvel, podendo variar, de acordo com o tipo da interação. Na cromatografia em fase 

normal, por exemplo, a polaridade da fase estacionaria é maior que a da fase móvel, enquanto 

que na cromatografia de fase reversa, a fase móvel é a mais polar (ZERAIK, 2010; 

RODRIGUES, 2013).  
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Na técnica de CLAE, a fase estacionária, geralmente composta por sílica, se encontra 

na coluna cromatográfica, enquanto a fase móvel é constituída pelos solventes utilizados para 

a análise. A fase móvel pode ser realizada em condição isocrática, sem a variação das 

proporções dos solventes, ou em gradiente, com dois ou mais sistemas de solventes variando 

durante o tempo da análise.O método de CLAE permite ainda a detecção das substâncias 

separadas, por meio de detectores acoplados ao sistema (RODRIGUES, 2013). Como não 

existe um detector universal para o monitoramento de todos os compostos, diversos detectores 

já foram desenvolvidos para análises por CLAE, sendo os mais utilizados o UV, o de índice 

de refração, de fluorescência, de condutividade elétrica e eletroquímico (ZERAIK, 2010). 

Apesar da CLAE ser uma técnica de alta sensibilidade e exatidão, a determinação da 

estrutura química de uma substância requer a utilização de uma técnica confirmatória 

(LANÇAS, 2009).Dessa forma, a espectrometria de massas acoplada à cromatografia líquida 

(CLAE-EM) constitui uma ferramenta analítica de grande interesse para análises qualitativas 

e quantitativas, uma vez que fornece informações estruturais de substâncias presentes em 

extratos, utilizando pequenas quantidades de material(LANÇAS, 2009). 

O espectrômetro de massas é um detector universal, que fornece informações sobre a 

massa molecular e características estruturais de amostras simples ou complexas. Esta técnica 

era inicialmente utilizada apenas para a determinação de massas moleculares. Além disso, os 

modos de ionização mais antigos, como a ionização por impacto de elétrons, limitavam o seu 

uso para análise de substâncias não polares, voláteis e termoestáveis. Mais recentemente, a 

utilização de técnicas de ionização suave, como por electrospray (ESI), possibilitou a análise 

de substâncias polares, não voláteis e termolábeis, permitindo também a análise de suas 

propriedades físicas e/ou químicas por EM (CABRERA, 2006).Além disso, é possível ainda 

obter informações estruturais mais detalhadas utilizandoa espectrometria de massas 

sequencial (EM/EM), em combinação com a dissociação induzida por colisão (DIC) 

(CUYCKENS; CLAEYS, 2004). 

 

 

2. GÊNERO PASSIFLORA 
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O gênero Passiflora(maracujás), pertencente à família Passifloraceae, possui cerca de 

560 espécies conhecidas, com distribuição tropical e subtropical. O Brasil é considerado um 

importante centro de origem das espécies do gênero, concentradas principalmente nas regiões 

Sudeste e Norte, com 69 e 67 espécies identificadas, respectivamente (BERNACCI et al., 

2013).  

Feuillet e MacDougal (2003) classificaram as espécies do gênero em quatro 

subgêneros: Astrophea, Deidamioides, Decaloba e Passiflora. O subgênero Astrophea possui 

57 espécies de lianas e arbustos, com grande diversidade na América do Sul, enquanto que 

Deidamioides apresenta somente 13 espécies conhecidas, encontradas na América Central e 

América do Sul. O subgênero Decaloba possui cerca de 230 espécies, distribuídas por toda a 

América, além de Ásia e Oceania, enquanto que Passiflora inclui cerca de 250 espécies, 

sendo o subgênero com o maior número de espécies conhecidas e estudadas, devido à sua 

importância econômica. Sua distribuição é ampla, sendo a América do Sul considerada o 

maior centro de diversidade (ULMER; MACDOUGAL, 2004; KROSNICK et al., 2013). 

Entretanto, Krosnick, Ford e Freudenstein (2009), em uma revisão mais recente,reconheceram 

um novo subgênero, Tetrapathea,contendo apenas 3 espécies de lianas encontradas na 

Austrália, Papua-Nova Guiné e Nova Zelândia, aumentando o número de subgêneros para 

cinco. 

Os maracujás são plantas trepadeiras, com hábito lenhoso ou herbáceo, apresentando 

folhas inteiras ou lobadas, simples, podendo variar nas formas dentro de uma mesma espécie. 

A maioria das espécies apresenta flores grandes, actinomorfas, com formas e cores variadas. 

Os frutos são indeiscentes, geralmente globosos ou ovoides, com casca espessa, contendo em 

seu interior sementes envolvidas por um arilo mucilaginoso (CERVI, 1997).  

Embora exista uma grande diversidade de espécies de maracujá, apenas cerca de 30 

espécies nativas apresentam frutos comestíveis, sendo poucas cultivadas comercialmente. 

Entre estas, destacam-se o maracujá-roxo (Passiflora edulisSims), o maracujá-amarelo (P. 

edulis f. flavicarpaDegener) e o maracujá-doce (P. alataCurtis). A produção brasileira de 

maracujá ganhou importância econômica há cerca de 30 anos, pelo incentivo da agroindústria 

e pela crescente demanda no mercado de frutas frescas. A expansão da produção de maracujá 

foi significativa, sendo cultivado atualmente em quase todo o território nacional. No entanto, 

95% dos pomares são cultivados com uma única espécie, o maracujá-amarelo, devido aosabor 

e a qualidade de seus frutos (MELETTI, 2005; ZERAIK et al., 2010).  Atualmente, o Brasil é 
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considerado o maior produtor mundial de maracujá-amarelo, com 776.097toneladas 

produzidasem uma área aproximada de 59.246 hectares(IBGE, 2013). 

O maracujá-doce, apesar de ter origem local, ainda é pouco comercializado no Brasil, 

onde é consumido principalmente como fruta fresca, devido à sua baixa acidez. Sua área 

cultivada no país é cerca de 3% em relação à área total ocupada pela cultura do maracujá-

amarelo (MACIEL et al., 2009). O maracujá-roxo, assim chamado devido à coloração púrpura 

da casca do fruto maduro, possui maior porcentagem de açúcares que o maracujá-amarelo, 

apresentando rendimento e qualidade de suco semelhante. Além disso, apresenta potencial de 

produção de até 30-40 toneladas por hectare, podendo ser destinado para indústria, consumo 

in natura e exportação, sendo muito utilizado na Austrália e África do Sul.  

Além do comércio de frutas frescas, os maracujás destacam-se também na indústria de 

sucos, doces e sorvetes.A valorização destes produtos é devido ao seu sabor e conteúdo de 

ácido ascórbico, açúcar, caroteno, riboflavonas e minerais (ULMER; MACDOUGAL, 2004). 

Do mesmo modo, a utilização de espécies de maracujá no mercado de plantas ornamentais é 

crescente, devido à exuberância e formas exóticas de suas flores (SOUZA; MELETTI, 1997).  

Espécies de Passiflorasãotambém utilizadas na medicina popular desde o século XIX 

para o tratamento de insônia, ansiedade e irritabilidade, por meio do preparo de chás e 

infusões de folhas, frutos e raízes (DHAWAN; DHAWAN; SHARMA, 2004; MIRODDI et 

al., 2013). Além disso, estudos farmacológicos realizados nos últimos 20 anos com diversas 

espécies do gênero comprovaramdiferentes atividades biológicas, incluindo atividade 

diurética (DHAWAN, DHAWAN; SHARMA, 2004), ansiolítica (DE-PARIS et al., 2002; 

DHAWAN; KUMAR; SHARMA, 2002; REGINATTO et al., 2006; ASLANARGUN et  al.,  

2012), antihiperglicêmica  (SALGADO  et  al.,  2010;  BARBALHO  et  al.,  2011; GUPTA 

et al., 2012; MONTEFUSCO-PEREIRA et al., 2013; COLOMEU et al., 2014), 

imunoestimulante (SILVEIRA  et al., 2011), antifúngica (RIBEIRO  et al., 2012), anti-

inflamatória (BORELLI et al., 1996; VARGAS et al., 2007; ZUCOLOTTO et al., 2009; 

SASIKALA; SARAVANAN; PARIMELAZHAGAN, 2011; MONTEFUSCO-PEREIRA et 

al., 2013), antioxidante (MULLER et al., 2005; RUDNICKI et al., 2007a; ZERAIK et al., 

2011; LÓPEZ-VARGAS et al., 2013; MONTEFUSCO-PEREIRA et al., 2013;MORRONE et 

al., 2013; RAMAIYA et al., 2013; ROTILI et al., 2013; SILVA et al,. 2013; COLOMEU et 

al., 2014), analgésica (DHAWAN; DHAWAN; SHARMA, 2004;  SASIKALA; 

SARAVANAN; PARIMELAZHAGAN, 2011),anticonvulsivante (NASSIRI-ASL; 

SHARIATI-RAD; ZAMANSOLTANI,2007), anti-hipertensiva (PATEL  et al.,  2011), 



25 

 

 

 

antidepressiva (WANG et al., 2013), antiviral (MÜLLER et al., 2007) eantibacteriana 

(LÓPEZ-VARGAS et al., 2013). 

Tendo em vista a grande diversidade de atividades biológicas já descritas para o 

gênero, algumas espécies de Passiflora, como P. incarnata, P. alatae P. edulissão 

reconhecidas nacional e internacionalmente, estando presentes em diversas farmacopeias e 

compêndios oficiais, incluindo as farmacopeias brasileira, americana, alemã, britânica, 

francesa, indiana e suíça (PARAFITT, 1999; DHAWAN; DHAWAN; SHARMA, 2004). 

Estudos sobre a composição química de diferentes materiais vegetais de espécies do 

gênero descreveram a presença de diversos compostos de interesse medicinal, principalmente 

alcaloides (LUTOMSKI; MALEK, 1975; REHWALD; STICHER; MEIER, 1995; 

TSUCHIYA  et  al.,  1999; FRYE; HAUSTEIN, 2007), flavonoides (MORAES; VILEGAS; 

LANÇAS, 1997; RAFFAELLI et al., 1997; MÜLLER et al., 2005; ZERAIK; YARIWAKE, 

2010; FERRERES et al., 2007; BARBALHO et al., 2011) e saponinas (YOSHIKAWA et al., 

2000a; YOSHIKAWA et al., 2000b; REGINATTO et al., 2004; BIRK; PROVENSI; 

GOSMANN, 2005; DOYAMA et al., 2005; WANG et al., 2013).Contudo, outros compostos 

foram também isolados de espécies de Passiflora, como glicosídeos cianogênicos, 

carotenoides, aminoácidos, carboidratos e óleos essenciais, além de vitaminas, fibras e 

minerais (DHAWAN; DHAWAN; SHARMA, 2004; SPARG; LIGHT; VAN STADEN; 

2004; ZIBADI et al., 2007; STRASSER, 2011). 

Os flavonoides já descritos em Passifloraestão presentes principalmente em folhas e 

frutos, e são do tipo C-glicosídeos, nos quais os açúcares estão diretamente ligados ao núcleo 

aromático por uma ligação carbono-carbono (ZERAIK, 2010). Já foi relatada a ocorrência de 

cerca de 50 diferentes flavonoides em espécies de Passiflora, sendo os principais vitexina, 

isovitexina, orientina, isoorientina, schaftosídeo e swertisina(DHAWAN; DHAWAN; 

SHARMA, 2004; GOSMANN et al., 2011). 

Os alcaloides já descritos no gênero são do tipo indólico, derivados do sistema β-

carbolina, encontrados principalmente nas folhas e caules. Alguns trabalhos descreveram a 

presença dos alcaloides harmana, harmina, harmalina, harmol e harmalol em P. incarnata, P. 

alata e P. edulis f. flavicarpa (LUTOMSKI; MALEK, 1975; REHWALD; STICHER; 

MEIER, 1995; TSUCHIYA  et  al.,  1999; FRYE; HAUSTEIN, 2007). Estes alcaloides 

compreendem um dos grandes grupos de alcaloides conhecidos e muitos possuem atividade 

biológica comprovada, com interesse medicinal devido à suas propriedades tranquilizantes e 

no tratamento da hipertensão (PEREIRA; VILEGAS, 2000; MÜLLER, 2006).  
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As saponinas são um grande grupo de glicosídeos, amplamente distribuídas em plantas 

superiores,sendo utilizadas na indústria farmacêutica para a síntese de esteroides, assim como 

na indústria de cosméticos. Apresentam ainda atividades anti-inflamatória, anti-hemolítica, 

antifúngica, antibacteriana, antioxidante e antiviral (FRANCIS et al., 2002; SPARG; LIGHT; 

VAN STADEN, 2004).No gênero Passiflora, foram encontradas principalmente em P. edulis 

e P. alata. A primeira saponina descrita em extratos de folhas de P. edulis foi denominada 

passiflorina, a qual é derivada do lanostato (BOMBARDELLI et al., 1975). Outras saponinas 

esteroidais e triterpênicas foram isoladas de folhas e de caules de P. edulis (YOSHIKAWA et 

al., 2000b; REGINATTO et al. 2001).  

As análises destas substâncias bioativas em espécies de Passiflora são realizadas, 

principalmente, pelas técnicas deCCD, CLAEe CLAE-EM (Quadro 1). 
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Quadro 1 –Técnicas cromatográficas paraanálise de metabólitosem espécies de Passiflora. 

Espécie Técnica Substância Referência 

P. incarnata CCD Alcaloides Bennati, 1971 

P. pittieri, P. alata, P. ambígua CLAE Flavonoides Ulubelen et al., 1982 

P. incarnata CCD Flavonoides Menghini; Mancini, 1988 

P. incarnata CLAE Alcaloides Rehwald et al., 1995 

P. incarnata CLAE Flavonoides Bokstaller; Schmidt, 1997 

P. edulis CCD Glicosídeo cianogênico Chassagne; Crouzet, 1998 

P. incarnata CLAE Alcaloides, flavonoides Grice et al., 2001 

P. alata CCD Saponinas Reginatto et al., 2001 

P. alata, P. edulis CCD Flavonoides Petry  et al., 2001 

Passiflora spp. CLAE Flavonoides Abourashed et al., 2002 

P. alata, P. edulis CLAE, CCD Flavonoides De Paris et al., 2002 

P. alata, P. edulis,P. incarnata CLAE, CCDAE Flavonoides Pereira et al., 2004 

P. alata CLAE Saponinas Reginatto et al. 2004 

Passiflora spp. CCD Flavonoides, saponinas Birk et al., 2005 

P. alata CLAE Flavonoides Müller et al., 2005 

P. alata CLAE Flavonoides Pereira et al., 2005 

P. alata CLAE Alcaloides, flavonoides Müller, 2006 

P. alata CCD Flavonoides Reginatto et al., 2006 

P. quadrangulares CLAE Flavonoides Antognoni et al., 2007 

P. edulis CLAE Flavonoides Ferreres et al., 2007 

P. caerulea CCD Flavonoides Busilacchi et al., 2008 

P. incarnata 
CCD, CLAE, 
CLAE -EM 

Flavonoides Wohlmuth et al., 2010 

P. edulis CLAE Flavonoides Zeraik et al., 2010 

P. incarnata CLAE Flavonoides Elsas et al., 2011 

P. edulis, P. alata CLAE Flavonoides Zeraik et al., 2011 

Passiflora spp. 
CLAE, CLAE-

EM 
Flavonoides Zucolotto et al., 2012 

P. caerulea CLAE, CCDAE 
Flavonoides, ácido 
rosmarínico e ácido 

clorogênico 
Ozarowski et al., 2012 

Passiflora spp. CLAE-EM 
Flavonoides, 

saponinas, ácido 
rosmarínico 

Sakalem et al., 2012 

P. manicata CLAE Flavonoides Morrone et al., 2013 

P. caerulea, P. incarnata CLAE, CCDAE Flavonoides Ozarowski et al., 2013 

P. tripartita CLAE-EM Flavonoides Simigiortis et al., 2013 

Legenda: CCD - cromatografia em camada delgada; CLAE - cromatografia líquida de alta eficiência; CCDAE - 
cromatografia em camada delgadade alta eficiência; CLAE-EM - cromatografia líquida acoplada à 
espectrometria de massas. 
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2.1. Passiflora pohlii Mast.  
 

 

Passiflora pohlii Mast., a espécie escolhida para este trabalho, é conhecida como 

maracujá-do-campo, maracujá-do-mato, maracujá-pintado, maracujá-silvestre ou 

maracujazinho epertence ao subgênero Decaloba.É uma espécie nativa do Brasil, sendo 

encontrada no Cerrado, Mata Atlântica e Pantanal(Figura 1), biomas sob forte impacto 

antrópico(BERNACCI et al., 2013). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

As plantas são trepadeiras, de caule herbáceo, com folhas cuneiformes. Suas flores 

possuem de 2,5 a 4,5 cm de diâmetro, com sépalas lanceoladas, oblongas e de coloração 

esverdeada, enquanto as pétalas são linear-lanceoladas e brancas (Figura 2A).  A corona é 

branca, com duas séries de filamentos, enquanto que o androginóforo é de coloração 

arroxeada, com base anular. O fruto é uma baga globosa púrpura-escuro, com até dois 

centímetros de diâmetro (Figura 2B), e as sementes são oblongiformes e sulcadas 

transversalmente (FARIA; STEHMANN, 2010). 

Passiflora pohlii floresce ao longo de todo o ano, com o pico da floração ocorrendo 

entre os meses de setembro e outubro. As flores ocorrem aos pares, duram apenas um dia e 

Fonte: http://floradobrasil.jbrj.gov.br/ 

Figura 1 - Distribuição geográfica 
dePassiflora pohlii Mast.  
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apresentam uma plataforma para os visitantes, com peças florais resistentes, odor agradável, 

néctar protegido e em quantidades moderadas. Estudos sobre a biologia reprodutiva 

classificaram a espécie como xenógama obrigatória, autoincompatível, sendo dependente de 

polinizadores para sua reprodução sexuada, o que a difere de espécies do subgênero 

Passiflora. Alguns de seus polinizadores incluem abelhas do gênero Ptiloglossa, moscas 

(Drosophila melanogaster) e formigas do gênero Acromyrmex (FARIA; STEHMANN, 2010). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Estudos demonstraram que esta espécie apresenta tolerância a patógenos do solo 

pertencentes ao gênero Phytophtora sp., que provocam grandes prejuízos à cultura de 

maracujá (JUNQUEIRA et al., 2005). Dessa forma, P. pohlii possui grande potencial 

agronômico, podendo servir como base para estudos futuros visando ao controle de patógenos 

do solo. Por outro lado, embora diversas espécies de Passifloratenham grande potencial 

medicinal, até o momento, não foram descritas atividadesfarmacológicas em P. pohlii. 

 

 

 

 

 

 

Legenda: A) Flor; B) Fruto. 
Fonte: http: //www. traium.andesamazon.org. 

A B 

Figura 2 - Passiflora pohlii Mast.  
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2.2.Cultura in vitro de espécies de Passiflora 

 

 

Os primeiros trabalhos sobre cultura de tecidos em Passiflora foram publicados entre 

os anos 60 e 70, descrevendo a indução de organogênese em P. caerulea (NAKAYAMA, 

1966), P. edulis f. flavicarpa e P. molissima (MORAN ROBLES, 1978). Desde então, 

diversos sistemas de cultura in vitro foram desenvolvidos com sucesso para outras espécies do 

gênero, por meio de organogênese e embriogênese somática. Um dos principais objetivos 

desses trabalhos foi o estabelecimento de protocolos eficientes de regeneração de plantas que 

pudessem ser utilizados em experimentos de transformação genética. 

A organogênese é a principal via morfogênica observada entre os trabalhos de cultura 

de tecidos para espécies de Passiflora (Quadro 2). A indução de sistemas organogênicos já foi 

descrita a partir de diferentes tipos de explante, direta ou indiretamente. A determinação da 

via parece estar mais relacionada ao genótipo que ao tipo e à concentração do regulador de 

crescimento utilizado e à escolha do explante inicial, uma vez que diversos órgãos, como 

folhas, hipocótilo, segmentos nodais, raízes e tecidos meristemáticos são utilizados tanto em 

sistemas diretos (KANTHARAJAH; DODD, 1990; DORNELAS; VIEIRA, 1994; 

KAWATTA et al., 1995; FARIA; SEGURA, 1997a; BECERRA;  FORERO; GÓNGORA, 

2004; ISUTSA, 2004; TREVISAN;MENDES, 2005; FARIA et al., 2007; FERNANDO et al., 

2007; LOMBARDI et al., 2007; BUSILACCHI et al., 2008; SANTOS et al., 2010; GARCIA 

et al., 2011a; SILVA et al., 2011; ANAND et al., 2012; RAGAVENDRAN et al., 

2012),quanto indiretos (KANTHARAJAH; DODD, 1990; DREW, 1991; AMUGUNE; 

GOPALAN; BYTEBIER, 1993; BIASI et al., 2000; MONTEIRO et al., 2000a; WINKLER, 

QUOIRIN, 2002; BECERRA; FORERO; GÓNGORA, 2004; APEZZATO-DA-GLORIA et 

al., 1999; LOMBARDI et al., 2007; FIGUEIREDO et al., 2007; PINTO et al., 2010; GARCIA  

et al., 2011a; SEVERIN et al., 2011; ROSA;DORNELAS, 2012). 

Por outro lado, a capacidade embriogênica do maracujá foi menos estudada. Anthony 

et al. (1999) estabeleceram culturas de protoplastos derivados de suspensões celulares 

embriogênicas de P. giberti, iniciadas a partir de explantes foliares. Posteriormente, Reis et al. 

(2007) descreveram a formação esporádica e indireta de embriões somáticos a partir de 

linhagens transformadas de raízes de P. cincinnata. Mais recentemente, alguns autores 

descreveram a indução de embriogênese somática indireta a partir de embriões zigóticos 

maduros de P. cincinnata e P. edulis, em resposta a combinações de ácido 2,4-
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diclofenoxiacético (2,4-D) e6-benzilamino-purina(BAP) (SILVA et al., 2009; PINTO et al., 

2011; ROSA; BELLO; DORNELLAS, 2014). Os eventos anatômicos e ultraestruturais que 

ocorrem na embriogênese também foram avaliados, visando à elucidação dos fatores 

relacionados à aquisição de competência embriogênica e na determinação das células e/ou 

tecidos envolvidos nesse processo (ROCHA et al., 2012). 

A morfogênese in vitro de P. pohliia partir de segmentos caulinares foi anteriormente 

descrita pelo grupo do Núcleo de Biotecnologia Vegetal da UERJ (NBV/UERJ) (MERHY, 

2014). Foram avaliadas a influência do tipo do explante, da composição do meio de cultura e 

das condições de cultivo na morfogênese in vitro. Foi observada a formação de brotos e/ou 

calos. Calos friáveis, com potencial para o estabelecimento de culturas de células em 

suspensão, foram induzidos a partir de segmentos nodais e internodais na presença de ácido 1-

naftalenoacético (ANA) ou picloram(PIC). A produção direta de brotos foi observada a partir 

de explantes nodais mantidos a 30ºC, em resposta a BAP, enquanto que os mesmos explantes 

mantidos a 25ºC apresentaram organogênese indireta. A maior taxa de formação de brotos foi 

observada a partir de segmentos nodais cultivados em meio MSM (MONTEIRO et al., 

2000b)suplementado com BAP a 31µM por 60 dias (87,7 brotos por explante). Análises 

histológicas revelaram que os brotos tiveram origem direta a partir das regiões meristemáticas 

dos explantes. Além disso, não foram detectadas alterações genéticas entre os regenerantes, 

por meio de análises com marcadores RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) e ISSR 

(Inter Simple Sequence Repeats).  

Os sistemas de regeneração já desenvolvidos para Passiflora foram ainda utilizados 

como base para o desenvolvimento de metodologias de criopreservação de ápices caulinares e 

de segmentos nodais de P. suberosa, P. foetida e P. pohlii (GARCIA et al., 2011b; FALCÃO, 

2011; MERHY et al., 2014). Os explantes foram criopreservados por imersão direta em 

nitrogênio líquido após encapsulamento em alginato de cálcio e exposição às soluções de 

vitrificação PVS2 (Plant Vitrification Solution 2) e PVS3(Plant Vitrification Solution 3). As 

taxas de recuperação de plantas variaram de acordo com o genótipo, o tipo de explante e a 

técnica utilizada. Adicionalmente, a estabilidade genética das plantas de P. pohlii recuperadas 

a partir segmentos nodais criopreservados foi avaliada por meio de marcadores RAPD e 

ISSR, não tendo sido encontrados polimorfismos nas regiões genômicas analisadas (MERHY 

et al., 2014). 

Apesar do grande número de estratégias de produção e conservação in vitro já 

descritas para espécies de Passiflora, poucos trabalhos descrevem a produção de substâncias 
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bioativas a partir dos materiais obtidosin vitro. Antognoni et al. (2007) descreveram a 

produção de flavonoides por calos não-morfogênicos derivados de explantes foliares de P. 

quadrangularis cultivados em meio MS suplementado com 2,4-D, após elicitação com UV-

B.Em P. garckei, a elicitação de culturas em suspensão com extrato de levedura resultou no 

aumento da produção de compostos aromáticos (FRACCAROLI et al., 2008). Em P. alata, 

Machado et al. (2010) investigaram a produção de alcaloides harmana em calos e células em 

suspensão, apesar da biossíntese dessas substâncias não ter sido observada. 

Tendo em vista os resultados já alcançados para a micropropagação deP. pohlii por 

nosso grupo do NBV/UERJ e o potencial farmacológico apresentado pelas outras espécies do 

gênero, sistemas de cultura de raízes in vitroforam desenvolvidos neste trabalho, visando à 

avaliação do perfil fitoquímico edo potencial antioxidante de extratos de materiais obtidos in 

vitro, comparando com os derivados de plantas mantidas in vivo. 
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Quadro 2 – Principais trabalhos sobre cultura de tecidos de espécies do gênero Passiflora. 

Espécie Via de 
regeneração 

Explante 
utilizado 

Referência 

P. caerulea Organogênese 
Gemas axilares e 

Raízes 
Nakayama, 1966 

P. edulis f. flavicarpa e P. molíssima Organogênese Gemas Axilares Moran Robles, 1978 
P. edulis Organogênese Segmentos nodais Kantharajah; Dodd, 1990 

P. edulis f. flavicarpa, P. edulis, P. alata, 
P. caerulea, P. mollissima, P. coccinea, 

P. herbertiana, P. suberosa 

Organogênese Ápices caulinares Drew, 1991 

P. edulis f. flavicarpa Organogênese Discos Foliares Amugune et al., 1993 

P.  edulis  f. flavicarpa,  P. mollissima, P.  

giberti, P. maliformis, P.  amethystina. 
Organogênese 

Folhas, 
cotiledones, 

hipocótilo, raíz e 
ápice caulinar. 

Dornelas & Vieira, 1994 

P. edulis Organogênese Segmentos foliares Kawatta et al., 1995 

P.  edulis  f. flavicarpa Organogênese  
Hipocótilo e 

segmentos foliares 
Faria & Segura, 1997a 

P.  edulis  f. flavicarpa 

Desenvolvimento de 
meristemas pré-

existentes 
Ápices caulinares Faria & Segura, 1997b 

P. giberti 
Embriogênese 

Somática 
Segmentos foliares Anthony et al., 1999 

P.  edulis  f. flavicarpa Organogênese  Segmentos nodais Monteiro et al., 2000a 

P.  edulis  f. flavicarpa Organogênese 
Segmentos 
internodais 

Biasi et al., 2000 

P.  edulis  f. flavicarpa, P. edulis Organogênese Ápices caulinares Isutsa, 2004 
P.  edulis  f. flavicarpa Organogênese Discos foliares Trevisan & Mendes, 2005 

P. edulis, P. giberti, P. laurifolia Organogênese 
Gema apical e 

axilar 
Faria et al., 2007 

P. cincinnata 
Embriogênese 

Somática 
Raíz transformada Reis et al., 2007 

P. caerulea Organogênese Folhas Busilacchi et al., 2008 

P. cincinnata 
Embriogênese 

Somática 
Embriões zigóticos Silva et al., 2009 

P. cincinnata, P. edulis f. flavicarpa Organogênese Hipocótilo Dias et al., 2009 

P. alata Organogênese 
Discos foliares, 

hipocótilo 
Pinto et al., 2010 

P. suberosa 

Desenvolvimento de 
meristemas pré-

existentes/Organogê
nese 

Segmentos 
foliares, nodais, 

internodais 
Garcia et al., 2011a 

P. edulis 
Embriogênese 

Somática 
Embriões zigóticos Pinto et al., 2011 

P. foetida Organogênese Embriões zigóticos Rosa & Dornelas, 2012 
P. foetida Organogênese Segmentos nodais Anand et al,, 2012 

P. alata Organogênese 
Segmentos 

foliares, nodais, 
internodais 

Pacheco et al., 2012 

P. pohlii Organogênese 
Segmentos 
caulinares 

Merhy, 2014 
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3. OBJETIVOS 

 

Este trabalho tem como objetivo geral o estabelecimento de estratégias para acultura 

de raízes adventícias, assim como a caracterização do perfil fitoquímico e do potencial 

antioxidante de extratos de plantas mantidas in vivo e do material obtido in vitrode P. pohlii. 

Para isto, foram estabelecidos os seguintes objetivos específicos: 

 

• Avaliar o efeito de diferentes tipos e concentrações de auxinas no estabelecimento de 

culturas de raízes adventícias a partir de segmentos caulinares e radiculares de plantas 

produzidas in vitro.  

 

• Avaliar o efeito de diferentes sistemas de cultura e condições de iluminação no 

estabelecimento e multiplicação de culturas de raízes adventícias obtidas a partir de 

segmentos caulinares e radiculares de plantas produzidas in vitro.  

 

• Avaliar o perfil fitoquímico de extratos de folhas e raízes de plantas mantidas in vivo e 

produzidas in vitro, utilizando as técnicas de CCD, CLAE e CLAE-EM; 

 

• Determinar o potencial antioxidante dos extratos obtidos a partir dos diferentes 

materiais vegetais,por ensaio DPPH e CCD-DPPH. 
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4. METODOLOGIA 

 

4.1. Material Vegetal e Condições de Cultura 

 

 

Plantas de P. pohlii mantidas in vitro ou in vivodurante quatro anos no Laboratório de 

Micropropagação e Transformação de Plantas do NBV/UERJ foram utilizadas como materiais 

iniciais para este trabalho (MERHY, 2014). Um exemplar representativo da planta cultivada 

in vivo encontra-se depositado no Herbário da UERJ, sob o registro HRJ 12198. 

Foi utilizado omeio basal MSM, contendo vitaminas do meio MS (MURASHIGE; 

SKOOG, 1962) e sacarose a 3%, gelificado com ágar a 0,7%. O pH dos meios foi ajustado 

para 5,8 e os reguladores de crescimento foram acrescentados em diferentes concentrações, 

antes da esterilização em autoclave (15 minutos a 121 °C e 1,0 atm). As plantas de P. pohlii 

eram mantidas em meio MSM ½ (meio MSM com metade da concentração de sais, vitaminas 

e sacarose a 1,5%) e utilizadas quatro semanas após a subcultura de segmentos caulinares 

contendo de dois a quatro nós. 

As culturas foram mantidas em câmara de crescimento a 25 °C ± 2 °C, sob 

fotoperíodode 16h, com intensidade luminosa média de 46 µmol.m-2.s-1 fornecida por 

lâmpadas fluorescentes do tipo branca fria. 

 

 

4.2.Culturas de Raízes 

 

4.2.1. Indução e Multiplicação de Raízes Adventícias a Partir de Segmentos Caulinares 

 

 

Segmentos nodais (0,5 cm) e internodais (1,5 cm), retirados de plantas de P. pohlii 

cultivadas in vitro foram inoculados em meio MSM sem a adição de reguladores de 

crescimento (MSM0) ou MSM suplementado com diferentes concentrações de ANA (0,54; 

2,7 e 5,4 µM), ácido indolacético (AIA) (0,57; 2,85 e 5,7 µM) e ácido indolbutírico (AIB) 

(0,49; 2,45 e 4,9 µM), utilizando diferentes sistemas de cultivo: i) meio solidificado, ii) meio 

líquido estacionário, iii) meio líquido sob agitação (100 rpm),ou iv) pontes de papel de filtro 

sobre meio líquido. Para cada tratamento, foram utilizados quatro frascoscontendo 30ml de 
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meio de cultura,com cinco explantes cada. Nos meios solidificados e nas pontes de papel de 

filtro sobre meio líquido, os segmentos caulinares foram inoculados em posição horizontal. 

As culturas foram mantidas por 60 dias em câmara de crescimento, na presença ou 

ausência de luz. O acúmulo de biomassa foi avaliado por meio da aferição dos pesos de 

matérias fresca e seca. O peso seco foi aferido após secagem em estufa a 60ºC por 24 h. 

Para a multiplicação das raízes adventícias obtidas, foram selecionadas raízes 

formadas a partir dos segmentos internodais cultivados em meio MSM sólido suplementado 

com ANA a 2,7µM na ausência de luz. Para iniciar as culturas, cerca de 1g de raízes 

adventícias foram transferidas para meio MSM suplementado com ANA a 2,7 µM, utilizando-

se três sistemas de cultivo: meio líquido sob agitação (100 rpm), pontes de papel de filtro 

sobre meio líquido, ou meio dupla-fase (10 mL de meio líquido sobre 20 mL de meio 

solidificado). Foram utilizados quatro frascos por sistema de cultura, mantidos na ausência de 

luz por 60 dias. O acúmulo de biomassa foi avaliado por meio da aferição dos pesos de 

matéria fresca e seca. O peso seco foi aferido após secagem em estufa a 60 ºC por 24 h. 

 

 

4.2.2. Multiplicação de Raízes a Partir de Segmentos Radiculares 

 

 

Segmentos radiculares com cerca de dois centímetros foram excisados de plantas in 

vitro e inoculados em meio MSM0 ou MSM suplementado com diferentes concentrações de 

ANA (0,54; 2,7 e 5,4 µM), AIA (0,57; 2,85 e 5,7 µM) e AIB (0,49; 2,45 e 4,9 µM), utilizando 

diferentes sistemas de cultivo: i) meio solidificado, ii) meio líquido sob agitação (100 rpm), 

iii) pontes de papel de filtro sobre meio líquido, ou iv) meio dupla-fase. Para cada tratamento, 

foram utilizados cinco frascos contendo 30ml de meio de cultura,com três explantes cada. As 

culturas foram mantidas em câmara de crescimento, na presença ou ausência de luz, por 60 

dias.  

O acúmulo de biomassa foi avaliado por meio da aferição dos pesos de matéria fresca 

e seca. O peso seco foi aferido após secagem em estufa a 60 ºC por 24 h. 
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4.3. Análise Fitoquímica 

 

4.3.1. Preparo de Extratos Vegetais 

 

 

Para as análises cromatográficas e avaliação do potencial antioxidanteforam 

preparados extratos de folhas e raízes excisadas de plantas mantidasin vivoe obtidas in vitro, 

assim como de raízes adventícias formadas a partir de segmentos internodais e radiculares, 

após secagem em estufa a 45 °C, por 48 h. As raízes primárias das plantas mantidas in 

vivoforam avaliadas separadamente, já que apresentavam morfologia bastante distinta das 

raízes secundárias(Figura 3), incluindo capacidade de formação de brotos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3 - Raiz de planta mantida in vivo 

de P. pohlii. 

Legenda:Seta preta indica raízprimária, seta 
vermelha indica raízes secundárias. 
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Os extratos foram preparados utilizando etanol 40% por 1 hora, em refluxo(BIRK; 

PROVENSI; GOSMANN, 2005). Em seguida, os extratos foram secos em banho-maria a 

90ºC e ressuspensos em metanol, com auxílio de ultrassom. 

 

 

4.3.2. Cromatografia em Camada Delgada (CCD) 

 

 

 Para a caracterização fitoquímica dos extratos, foram utilizados diferentes sistemas de 

CCD.   

Para a análise de flavonoides, a fase móvel foi constituída de acetato de etila:ácido 

fórmico:ácido acético glacial:água (100:11:11:26 v/v)(WAGNER; BLADT, 2001). Foram 

utilizadas duas placas de cromatografia de sílica gel 60 com indicador de fluorescência 

UV254nm (Marcherey-Nagel). Uma das placas foi revelada com uma solução de vanilina 

sulfúrica, composta por vanilina etanólica a 1% e ácido sulfúrico a 10%. Após exposição à 

solução reveladora, a placa foi aquecida a 110ºC por 5 a 10 minutos, para visualização das 

bandas. A segunda placa foi revelada com NP/PEG 4000 (Natural Products – 

polietilenoglicol), revelador indicado para a identificação de flavonoides (WAGNER; 

BLADT, 2001). A solução foi preparada utilizando solução metanólica de 2-aminoetil 

difenilborinato (Sigma Aldrich®) a 1%, seguida de solução etanólica de polietilenoglicol 

4000 a 5%. A visualização foi realizada em câmara de UV365nm.Foram utilizados os padrões 

dos flavonoides vitexina (Lote: BCBJ6002V), isovitexina (Lote: BCBF5376V), orientina 

(Lote: 060M1734), isoorientina (Lote: 100M1508) e rutina (Lote: BCBH0339V) (Sigma-

Aldrich®). 

Para a análise de saponinas, a fase móvel foi constituída por uma solução contendo 

clorofórmio:ácido acético:metanol:água (60:32:12:8 v/v), como descrito por Wagner & Bladt. 

(2001). A placa foi revelada com solução composta por 0,5ml de anisaldeído sulfúrico, 10ml 

de ácido acético glacial, 85ml de metanol e 5ml de ácido sulfúrico concentrado. Após a 

exposição à solução reveladora, a placa foi então aquecida a 100ºC por 5 a 10 minutos, para 

visualização das bandas. 

O RF dos padrões e das amostras foi calculado conforme a equação abaixo: 

 

RF= 
����â�����	
��

����	������
�	(�)	
����â�����	
��

����	��	��	��		(�)	  
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4.3.3. Cromatografia Líquida de Alta Eficiência (CLAE-UV-DAD) 

 

 

 A análise dos extratos dos diferentes materiais vegetais por CLAE-UV-DAD foi 

realizada de acordo com COSTA et al. (2011), com modificações, utilizando o aparelho 

(Dionex Ultimate 3000) acoplado a uma coluna C18 (Dionex Bonded Silica Products, µM, 

4,6 x 250mm, 5µm). A fase móvel foi constituída de um gradiente composto por soluções A 

(água miliQ acidificada com ácido acético glacial a 1%, pH ajustado para 3) e B (acetonitrila), 

da seguinte forma: 0-30 minutos de variação linear de A-B (95:5 v/v) até A-B (80:20 v/v); 30-

40 minutos, em condição isocrática, A-B (80:20 v/v); 40-47 minutos de variação linear de A-

B (80:20 v/v) até A-B (95:5 v/v).A taxa de fluxo do efluente foi mantida constante, a 1 

ml/min, realizada em meio ambiente. A detecção foi realizada a 340 nm para os extratos de 

folhas, e em uma faixa de 254 a 340 nm para os extratos de raízes. 

 Para a identificação dos picos obtidos, foram realizadas coinjeções, utilizando padrões 

dos flavonoides vitexina, isovitexina, orientina, isoorientina e rutina.  

 

 

4.3.4. Cromatografia Líquida de Alta EficiênciaAcoplada a Espectrometria de Massas 

(CLAE-UV-IES-EM) 

 

 

As análises dos extratos de folhas de plantas mantidas in vivo e obtidas in vitro foram 

realizadas em um cromatógrafo líquido Shimadzu UFLC com detector UV340nm acoplado a 

um espectrômetro de massa quadrupolo Bucker MicroTOF-QII equipado com fonte de 

ionização por electrospray (IES), operando no modo negativo. Essas análises foram realizadas 

na Central Analítica Fernanda Coutinho do Instituto de Química da Universidade do Estado 

do Rio de Janeiro, sob a coordenação da Profa. Dra. Mônica Regina da Costa Marques. 

A condição estabelecida para a análise em CLAE-UV/DAD no item anterior, 

utilizando as soluções A e B, foi otimizada para análise no sistema CLAE-UV-IES-EM, 

utilizando-se gradiente de variação linear de A - B (95:5 v/v) até A - B (85:15 v/v), de 0 a 35 

minutos; gradiente de variação linear de A - B (85:15 v/v) até A - B (80:20 v/v), de 35 a 45 

minutos; A - B (80:20v/v), em condição isocrática, de 45 a 60 minutos; e gradiente de 

variação linear de A – B (80:20 v/v) até A - B (95:5 v/v), de 60 a 65 minutos. A taxa de fluxo 
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do efluente foi determinada para 0,5 ml/min. sem controle de temperatura.O equipamento foi 

ajustado para as seguintes condições de análise: pressão do nebulizador de 4,0 bar, fluxo de 

gás de 9 L/min, a 200ºC, a faixa de massas analisadas foi determinada para 50 a 1500 m/z.Os 

espectros foram visualizados no softwareBruker Compass DataAnalysis 4.0. 

 

 

4.4. Avaliação da Atividade Antioxidante 

 

4.4.1. Ensaio DPPH 

 
 
 

O potencial antioxidante dos extratos foi avaliado através da capacidade de captura do 

radical livre 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH) (Sigma-Aldrich®), utilizando-se a 

metodologia descrita por Brand-Williams, Cuvelier e Berset (1995) e modificada por 

Sánchez-Moreno, Larrauri e Saura-Calixto (1998). 

Os extratos foram ressuspensos em metanol 100% e diluídos em, no mínimo, três 

concentrações. As soluções obtidas (25 µL) foram adicionadas a 975 µL de solução 

metanólica de DPPH a 60 µM e incubadas no escuro por 1 h. A solução de DPPH a 60 µM 

(975 µL) acrescida de metanol (25 µL) foi utilizada como controle negativo. As leituras de 

absorbância foram efetuadas em espectrofotômetro a 515 nm(Shimadzu UV- B382), sendo a 

porcentagem de captura do radical determinada conforme a equação abaixo: 

 

%	����	����������� = 	  !" − !�
!" $ %	100 

 

Onde: Ac = absorbância do controle negativo 

           Aa = absorbância da amostra. 

 

Os resultados foram também expressos por meio do cálculo da concentração eficaz 

(CE50), ou seja, a concentração de extrato necessária para reduzir em 50% a concentração 

inicial do radical DPPH (BRAND-WILLIAMS, CUVELIER & BERSET, 1995). Os valores 

do CE50 foram calculados por regressão linear dos gráficos, em que o eixo das abscissas 

representou a concentração dos extratos (g.L-1) e o eixo das ordenadas, os valores da 
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porcentagem de captura de DPPH, calculados pelas médias das triplicatas. O cálculo da CE50 

foi efetuado pela equação abaixo:  

 y = - ax + b 

Onde: y = 50 

 x = CE50 (g L-1) 

 

 

4.4.2. Análise qualitativa por CCD-DPPH 

 

 

O potencial antioxidante foi ainda avaliado utilizando a metodologia de CCD, como 

descrito anteriormente. As placas foram reveladas com solução de DPPH a 0,2% em metanol 

e mantidas no escuro por 1h para a visualização. A presença de substâncias com ação 

antioxidante foi detectada através do surgimento de manchas amareladas contra a coloração 

roxa da placa pulverizada com a solução de DPPH (MASOKO; ELOFF, 2007). 

 

 

4.5. Análise Estatística 

 
 
Os experimentos de cultura de tecidos foram repetidos pelo menos duas vezes, utilizando-

se grupos de 15 a 20 explantes. A avaliação estatística dos dados experimentais foi realizada 

através da análise de variância (ANOVA), dos testes de comparação Tukey-Kramer ou T-

Student, com auxílio do programa Graphpad InStat, sendo consideradas significativa as 

diferenças com valores de p < 0,05. 
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5. RESULTADOS 

 

5.1. Indução e Multiplicação de Raízes Adventícias a partir de Segmentos Caulinares 

 
 
Segmentos caulinares de P. pohlii inoculados em meio MSM sem a adição de 

reguladores de crescimento não apresentaram respostas morfogênicas. Por outro lado, os 

mesmos explantes inoculadosem meio MSM suplementado com diferentes concentrações das 

auxinas ANA, AIB e AIA, em diferentes sistemas de cultura, apresentaram a formação de 

raízes adventícias, em frequências distintas. Na presença de AIB e AIA, os explantes 

apresentaram a formação de raízes curtas e finas, em baixas frequências, independente do 

sistema de cultura (dados não apresentados). Por outro lado, na presença de ANA, foi 

observada a formação de raízes adventícias e calos, nos diferentes sistemas de cultura testados 

(Figura 4,Tabela 1).  

Segmentos internodais cultivados em meio MSM líquido estacionário ou sob agitação 

apresentaram baixas taxas de formação de raízes, muitas vezes associadas àcalogênese. 

Contudo, quando cultivados em meio MSM sólido ou líquido sob pontes de papel de filtro, 

com suplementação de ANA a 2,7 µM e incubação na ausência de luz, os mesmos explantes 

apresentaram 100% de rizogênese, com baixa taxa de formação de calos (20%) (Tabela 1).  

A formação das raízes ocorreu diretamente a partir dos segmentos internodais, a partir 

do 12º dia de cultura. As raízes eram formadas ao longo de todo o explante, com as finas 

ramificações iniciais apresentando coloração esbranquiçada, tornando-se grossas e amareladas 

ao longo do período de cultivo. Apesar de o mesmo padrão de regeneração ter sido observado 

nos dois sistemas de cultura(Figura 4), o maior acúmulo de biomassaseca foi obtido quando 

segmentos internodais foram cultivados em meio solidificado (Tabela 2).  

Nas culturas de segmentos nodais foram observadas baixas taxas de rizogênese, com 

exceção dos sistemas de meio sólido suplementado com ANA a 0,54 µM e de pontes de papel 

de filtro sobre meio líquido suplementado com ANA a 2,7 µM, mantidos na ausência de luz 

(90% e 80% de formação de raízes, respectivamente) (Tabela 1, Figura 5). Entretanto, esses 

sistemas também apresentaram intensa formação de calos (100%) e, por essa razão, não foram 

utilizados nos experimentos posteriores. O início de raízes foi observado a partir do 7º dia de 

cultura, ocorrendo apenas na parte superior do explante, com as mesmas características das 

raízes obtidas com segmentos internodais. Todos os explantes cultivados em meio MSM 
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suplementado com AIA e AIB desenvolveram apenas calos, em todos os sistemas de cultura 

testados (dados não mostrados). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Tabela 1 -Morfogênese in vitro a partir de segmentos caulinares de P. pohlii cultivados 

em meio MSM suplementado com ANA, por 60 dias. 
 

ANA Sistema 

Segmentos Internodais Segmentos Nodais 

Claro Escuro Claro Escuro 

Raízes 
(%) 

Calos 
(%) 

Raízes  
(%) 

Calos 
(%) 

Raízes 
(%) 

Calos 
(%) 

Raízes 
 (%) 

Calos 
(%) 

0,54 µM 

Ponte 4 - 28 25 20 - 64 20 

Agitação 28 - 40 40 12 - 24 20 

Estacionário - - 28 - 4 - 24 20 

Sólido 10 100 95 20 - 100 90 100 

2,7 µM 

Ponte 28 100 100 20 20 80 80 100 

Agitação 80 40 60 20 12 - 36 20 

Estacionário - - - - - - - - 

Sólido - - 100 20 - - 75 100 

5,4 µM 

Ponte 12 80 20 100 12 80 4 100 

Agitação - - - 100 - - - 100 

Estacionário - - - - - - - - 

Sólido - - 90 100 - - 60 75 

Legenda: (A) Raízes adventícias induzidas em meio sólido; (B) Raízes adventícias induzidas em 
pontes de papel de filtro sobre meio líquido. Barra = 1 cm. 

A B 

Figura 4 -. Raízes adventícias de P. pohlii induzidas a partir de segmentos internodais 
cultivados em meio MSM suplementado com ANA a 2,7 µM, por 60 dias, na 
ausência de luz.  
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Tabela 2 - Biomassa seca (g) de raízes adventícias induzidas a partir de segmentos caulinares 
de P. pohlii cultivados em meio MSM suplementado com ANA em diferentes 
sistemas de cultura, por 60 dias, na ausência de luz. 

 

ANA Sistemas 
Segmentos Internodais Segmentos nodais 

Claro Escuro Claro Escuro 

0,54 µM 

Ponte - 0,014 ± 0,003b - 0,015 ± 0,005b 

Agitação - - - - 

Estacionário - 0,012 ± 0,001b - 0,052 ± 0,01a 

Sólido - 0,046 ± 0,007a - 0,053 ± 0,01a 

2,70µM 

Ponte - 0,014± 0,001b - 0,017 ± 0,002b 

Agitação 0,096 ± 0,02a - - - 

Estacionário - - - - 

Sólido - 0,099 ± 0,01a - 0,068 ± 0,02a 

5,40 µM 

Ponte - - - - 

Agitação - - - - 

Estacionário - - - - 

Sólido - 0,082 ± 0,02a - 0,090 ± 0,03a 
Os resultados expressam média ± erro padrão. Médias em cada coluna seguidas pela mesma letra não apresentam 
diferenças estatísticas pelo teste de Tukey-Kramer (p<0.05). 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: (A) Raízes adventícias induzidas em meio sólido suplementado com ANA a 0,54 µM; 
(B) Raízes adventícias induzidas em meio líquido sob pontes de papel filtro 
suplementado com ANA a 2,7 µM. Setas indicam a presença de calos. Barra = 1 cm. 

Figura 5. Raízes adventícias de P. pohlii induzidas a partir de segmentos nodais 
cultivados em meio MSM suplementado com ANA, por 60 dias, na 
ausência de luz.  

  

B A 
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A multiplicação das raízes adventícias induzidas a partir de segmentos internodais 

cultivados em meio MSM sólido suplementado com ANA a 2,7 µM foi avaliada em meio 

líquido com agitação, sob pontes de papel de filtro ou no sistema de dupla-fase, nas mesmas 

condições da indução. As raízes cultivadas em meio MSM líquido sob agitação não 

apresentaram aumento da biomassa. Por outro lado, a multiplicação das raízes ocorreu nos 

dois outros sistemas de cultura testados (Figuras6 e7). As raízes adventícias multiplicadas no 

sistema de dupla-fase apresentaram maior valor de massa seca (0,334 g) quando comparadas 

com as raízes obtidas no sistema de ponte de papel filtro sobre meio líquido (0,112 g) (Figura 

6).As raízes multiplicadas em ambos os sistemas (Figuras7A, B) eram morfologicamente 

semelhantes às raízes induzidas a partir dos explantes caulinares, sendo as raízes recém-

formadas finas e esbranquiçadas, tornando-se mais espessas e amareladas durante a cultura. A 

multiplicação teve início após sete dias de cultura, no escuro, e continuou ao longo dos 60 

dias, até preencher totalmente a superfície do meio de cultura.  

 
 
 
 
 
 

 

 
Legenda: Médias nas colunas da mesma cor e seguidas pela mesma letra não 

apresentam diferenças estatísticas pelo teste T-Student (p< 0.05). 
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Figura 6. Biomassa (g) de raízes adventícias de P. pohlii obtidas a 
partir de segmentos internodais e posteriormente cultivadas 
meio MSM. suplementado com ANA a 2,7 µM, em 
diferentes sistemas, por 60 dias. 
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5.2. Multiplicação de Raízes a partir de Segmentos Radiculares 
 

 

Segmentos radiculares excisados de plantas in vitro de P. pohlii e cultivados em meio 

MSM sólido, líquido sob pontes de papel de filtro ou em dupla-fase apresentaram baixas taxas 

de multiplicação, independente do tipo e da concentração do regulador de crescimento testado 

(dados não mostrados). Por outro lado, quando os explantes radiculares foram cultivados em 

meio MSM líquido sob agitação, na ausência de luz por 60 dias,foi observado aumento de 

biomassa em resposta a todas as concentrações de AIA, AIB ou ANA testadas (Figura 8).     

A maior taxa de multiplicação foi obtida nos explantes cultivados em meio MSM 

suplementado com AIA a 2,85 µM (0,203 g de massa seca), apesar de não ter sido observada 

diferença estatística entre os outros tipos e concentrações de reguladores de crescimento 

testados (Figura 8). As raízes multiplicadas na presença de AIA e AIB eram 

morfologicamente semelhantes às raízes das plantas in vitro, com espessura fina, altamente 

ramificadas e com coloração amarelada (Figuras9A, B).Por outro lado, as raízes multiplicadas 

em meio suplementado com ANA eram mais curtas e espessas, semelhantes às obtidas a partir 

de segmentos caulinares(Figura 9 C). 

 

Legenda: (A) Raízes multiplicadas em sistema de dupla-fase; (B) Raízes multiplicadas em pontes de 
papel de filtro sobre meio líquido.Barra = 1 cm. 

A B 

Figura 7. Raízes adventícias de P. pohlii multiplicadas em meio MSM 
suplementado com ANA a 2,7 µM, por 60 dias, na ausência de luz, 
utilizando diferentes sistemas de cultura. 
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Figura 8 - Biomassa (g) de raízes adventícias de P. pohlii 
multiplicadas a partir de segmentos radiculares excisados de 
plantas in vitro e cultivados em meio MSM líquido sob 
agitação suplementado com diferentes concentrações de 
auxinas, na ausência de luz, por 60 dias.  

Legenda: Meio MSM suplementado com (A)AIA,(B) AIB e (C) ANA. Médias 
em cada coluna seguidas pela mesma letra não apresentam diferenças 
estatísticas peloteste T-Student (p< 0.05). 

 

A 

A 

a 

a 

a 

a A a 

A 
A 

a 

a a a A A A 

 

  0,57µM          2,85µM            5,7µM 

A 

B 

C 

0,54µM              2,7µM                     5,4µM 

0,49 µM  2,45 µM  4,9 µM   

A 
a 

A 

a 

a 

A 

a 
A 

a 
a 

A 
A 

a A A 
A 

a 
a 



48 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: (A) AIA a 2,85 µM, (B) AIB a 4,9 µM e (C) ANA a 
5,4 µM, na ausência de luz, por 60 dias. Barra = 1 
cm. 

A 

B 

C

Figura 9 - Raízes adventícias de P. pohlii multiplicadas a 
partir de segmentos radiculares excisados de 
plantas in vitro e cultivados em meio MSM 
líquido sob agitação (110 rpm) suplementado 
com diferentes concentrações de auxinas. 
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4.3. Análise Fitoquímica  

 
5.3.1. Cromatografia em Camada Delgada 

 
5.3.1.1.Análise de flavonoides 

 
 
Os perfis cromatográficos de possíveis flavonoides presentes nos extratos obtidos a 

partir de folhas de P. pohlii encontram-se representados nasfiguras10 e 11.Não foram 

observadas bandas indicativas de flavonoides nos extratos obtidos a partir de raízes, 

independente do revelador utilizado. 

Quando NP/PEG foi utilizado como solução reveladora, extratos obtidos a partir de 

folhas de plantas mantidas in vivo ou obtidas in vitro apresentaram bandas com fluorescência 

amarela (RF= 0,35),indicativas de flavonoides, após visualização sob UV365nm. Contudo, essas 

bandas diferiram daquelas apresentadas pelos padrões de flavonoides utilizados, sugerindo a 

presença de outro flavonoide nestes extratos (Figura 10).  

 

 

 

 

 

Legenda: (1) isoorientina (RF = 0,6), (2) orientina (RF = 0,7), (3) isovitexina (RF = 0,65), (4) vitexina (RF = 0,76), 
(5) rutina (RF = 0,53), (6) raízes secundárias de plantas mantidas in vivo, (7) Raízes primárias de 
plantas mantidas in vivo, (8) raízes de plantas mantidas in vitro, (9) folhas de plantas mantidas in 

vivo (RF = 0,35), (10) folhas de plantas mantidas in vitro (RF = 0,35). Fase móvel: acetato de 
etila:ácido fórmico:ácido acético glacial:água (100:11:11:26 v/v). Revelação: NP/PEG 4000, e 
visualização sob UV365nm. 

Figura 10 - Perfil cromatográfico para identificação de flavonoides em diferentes 
materiais vegetais de P. pohlii.  

    1                 2               3               4                5                  6            7          8         9          10 
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A utilização de vanilina sulfúrica como revelador mostrou um perfil cromatográfico 

diferente, com o surgimento de bandas não detectadas com NP/PEG. Entretanto, as bandas de 

coloração amarelada (RF=0,50), características de flavonoides, foram observadas somente nos 

extratos de folhas de plantas mantidas in vivoou obtidasin vitro, assim como observado com 

NP/PEG,e não puderam ser relacionadas às apresentadas pelos padrões de flavonoides 

utilizados (Figura 11).  

 

 

  Legenda:  (1) isoorientina (RF = 0,7), (2) orientina (RF = 0,76), (3) isovitexina (RF = 0,75), (4) vitexina (RF = 0,84), 
(5) rutina (RF = 0,61), (6) raízes secundárias de plantas mantidas in vivo, (7) raízes primárias de 
plantas mantidas in vivo, (8) raízes de plantas mantidas in vitro, (9) folhas de plantas mantidas in 

vivo(RF = 0,50), (10) folhas de plantas mantidas in vitro(RF = 0,50). Fase móvel: acetato de etila:ácido 
fórmico:ácido acético glacial:água (100:11:11:26 v/v). Revelação: vanilina sulfúrica. 

 

 

 

5.3.1.2. Análise de saponinas 

 
 

Para a avaliação da presença de possíveis saponinas nos extratos obtidos a partir dos 

diferentes materiais analisados, uma mistura de clorofórmio:ácido acético:metanol:água 

(60:32:12:8 v/v) foi utilizada como fase móvel, e anisaldeído-sulfúrico como revelador. 

Foram obtidas bandas indicativas de saponinas em todos os extratos avaliados, com exceção 

do extrato obtido de raízes adventícias produzidas a partir de segmentos internodais 

cultivados em meio MSM sólido suplementado com ANA a 2,7 µM (Figura 12).  

Extratos dos sete diferentes materiais apresentaram bandas semelhantes (RF = 0,58), de 

coloração alaranjada, com maior intensidade detectada no extrato de folhas de plantas 

Figura 11 - Perfil cromatográfico para identificação de flavonoides em diferentes 
materiais vegetais de P. pohlii. 

R
F = 
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mantidas in vitro e menor intensidade no extrato de raízes de plantas mantidas in vitro (Figura 

12). Os extratos de raízes apresentaram ainda outras regiões indicativas de saponinas, com 

coloração verde escuro (RF = 0,27 a 0,36). Os extratos de raízes primárias e secundárias de 

plantas mantidas in vivo apresentaram duas bandas castanhas semelhantes (RF = 0,44 e 048), 

também indicativas de saponinas. O extrato de folhas de plantas mantidas in vivo apresentou 

uma banda verde escuro, com RF=0,27 e duas bandas com coloração castanha (RF=0,34 e 

0,44).  

 

 

 

 

 

  

Figura 12 - Perfil cromatográfico para identificação de saponinas em extratos de diferentes 
materiais vegetais de P. pohlii. 

Legenda: (1) Raízes secundárias de plantas mantidas in vivo,(2) Raízes primárias de plantas mantidas in vivo, (3) 
Raízes de plantasmantidas in vitro, (4) Folha de plantas mantidas in vivo, (5) Folhas de plantas 
mantidas in vitro, (6) Raízes in vitro obtidas a partir de segmentos internodais cultivados em meio 
suplementado com ANA a 2,7µM, (7) Raízes in vitro obtidas a partir de segmentos radiculares 
cultivados em meio suplementado com AIA a 2,85µM. Fase móvel: clorofórmio:ácido 
acético:metanol:água (60:32:12:8 v/v). Revelação com anisaldéido sulfúrico.  
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5.3.2. Cromatografia Líquida de Alta Eficiência 

 

5.3.2.1. Análise de extratos de folhas 

 

A análise cromatográfica do extrato de folhas de plantas mantidas in vivo indicou a 

presença de três substâncias, com picos de absorção em 340 nm e tempos de retenção (tR) de 

25,5, 28,5 e 29,8 minutos, respectivamente (Figura 13).O mesmo pico majoritário (tR = 

29,043) foi observado no extrato de folhas de plantas mantidas in vitro(Figura 14), sugerindo 

ser a mesmasubstância detectada no extratos de folhas de plantas mantidas in vivo. 

As análises dos espectros de absorbância dos picos detectados em ambas as amostras 

sugerem se tratar de flavonoides, pois apresentaram padrões característicos de absorção, com 

dois a três picos de absorbância, entre 230 e 340 nm (Figuras 13 e 14). 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 13 - Perfil cromatográfico obtido por CLAE de extrato de folhas de plantas de P. 

pohlii mantidas in vivo, com detecção em UV340nm. 
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Visando à identificação dessas substâncias, foram realizadas coinjeções dos extratos 

de folhas de plantas mantidas in vivo com padrões dos flavonoides C-glicosídeos vitexina, 

isovitexina, rutina, orientina e isoorientina (Figuras 15 e 16), nas mesmas condições 

cromatográficas. Foram observados novos picos, em diferentes tempos de retenção, indicando 

que as substâncias presentes nos extratos de folhas de plantas mantidas in vivo não 

correspondem aos flavonoides analisados.  
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Figura 14 - Perfil cromatográfico obtido por CLAE de extrato de folhas de plantas de P. 

pohlii mantidas in vitro, com detecção em UV340nm. 
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Figura 15 - Cromatogramas de coinjeções de padrões de flavonoides 
em extrato de folhas de plantas de P. pohlii mantidas in 

vivo, com detecção em UV340nm.  
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Figura 16 - Cromatogramas de coinjeções de padrões de flavonoides em 
extrato de folhas de plantas de P. pohlii mantidas in vivo, com 
detecção em UV340nm. 

orientina 

isoorientina 



56 

 

5.3.2.2. Análise de extratos de raízes 

 

As análises cromatográficas dos extratos de raízes primárias e secundárias de plantas 

mantidas in vivo permitiram a detecção de dois picos em cada amostra, com tempos de 

retenção de 15,8 e 16,2 minutos, e 15,7 e 15,9 minutos, respectivamente, quando analisados a 

300 nm (Figura 17). As semelhanças dos picos sugerem se tratar das mesmas substâncias, nos 

dois extratos. Não foram detectados picos de absorção nos outros comprimentos de onda 

analisados (dados não mostrados). 
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Figura 17 - Cromatogramas por CLAE de extratos de raízes de 
plantas de P. pohlii mantidas in vivo. 

Legenda:(A) Raízes primárias (B) Raízes secundárias. Leitura em UV300nm. 
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Os cromatogramas dos extratos de raízes de plantas in vitro e de raízes adventícias 

formadas a partir segmentos internodais na presença de ANA estão representados na Figura 

18. Foram observados perfis cromatográficos semelhantes, com o aparecimento de um único 

picode absorção em 254 nm e tempos de retenção de 15,7 minutos, respectivamente (Figura 

18- A, B). Por outro lado, não foi observada a formação de picos quando as mesmas amostras 

foram analisadas nos outros comprimentos de onda (dados não mostrados). Esses resultados 

sugerem que os picos observados não são característicos de flavonoides, uma vez que sua 

absorção ocorreu somente a 254 nm.  

Não foi observada a formação de picos nas análises dos extratos de raízes adventícias 

obtidas a partir de segmentos radiculares em resposta a AIA. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: (A) 254 nm (B) 340 nm. 

Figura 18 - Cromatogramas por CLAE de extratos de raízes de P. pohlii obtidas in 

vitro. 

Legenda: (A) Raízes de plantas mantidas in vitro(B) Raízes adventícias formadas a partir 
segmentos internodais cultivados em meio MSM suplementado com 2,7 µM de 
ANA. Leitura em UV254nm. 
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Figura 19 - Cromatogramas de íons totais (CITs) dos extratos de 
folhas excisadas de plantas de P. pohlii mantidas in 

vivo, obtido por CLAE-UV-ESI-EM. 

5.3.3. Cromatografia Líquida Acoplada a Espectrometria de Massas 

 

 

A fim de identificar a estrutura da substânciadetectadapor CLAE-UV-DAD nos 

extratos de folhas de plantas de P. pohlii mantidas in vivo e obtidas in vitro, foram realizadas 

análises por CLAE-UV-IES-EM.   

Após a detecção por UV, as amostras foram direcionadas para análise em 

espectrômetro de massas. Os cromatogramas de íons totais (CIT) obtidos dos extratosde 

folhas de plantas mantidas in vivo e obtidas in vitro indicaram a presença de dois picos em 

cada amostra, com tempos de retenção semelhantes (54,0 e 54,6 minutos, e 54,0 e 54,4 

minutos, respectivamente) (Figuras19 e 20), os quais foram relacionados às substâncias 

detectadas por CLAE-UV-DAD.Além disso, foram detectados dois outros picos no extrato de 

plantas mantidas in vivo, com tempos de retenção de 2,03 e 51,9 minutos (Figura 19), 

respectivamente, os quaisnão foram detectados no extrato de folhas de plantas obtidasin vitro 

(Figura 20). 
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A fragmentação dos dois picos detectados em cada extratorevelou a mesma massa molecular 

indicada pelo pico base (aproximadamente 607,2) (Figuras21 e 22).Além disso, os espectros 

de massas das duas substâncias detectadas em ambos os extratos foram semelhantes, 

apresentando os mesmos picos de íon molecular [M-H]- em m/z 607,2 e o mesmo padrão de 

fragmentação.Os fragmentos mais abundantes obtidos a partir do extrato de folhas de plantas 

mantidas in vivoforam [M-H-320]- com m/z 287, [M-H-324]- com m/z 283, [M-H-352] - com 

m/z 255 e [M-H-450] - com m/z 157. Destes, apenas o fragmento [M-H-320]- com m/z 287 não 

foi obtido no extrato de folhas de plantas obtidas in vitro(Tabela 3). 

 

Figura 20 - Cromatogramas de íons totais (CITs) dos extratos de 
folhas excisadas de plantas de P. pohlii obtidas in 

vitro, obtido por CLAE-UV-ESI-EM. 
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Figura 21 - Espectros de massa dos extratos obtidos a partir 
de folhas de plantas de P. pohlii mantidas in vivo, 
pela análise de CLAE-UV-ESI-EM. 

Figura 22 - Espectros de massa dos extratos obtidos a partir de 
folhas de plantas de P. pohlii mantidas in vitro, pela 
análise de CLAE-UV-ESI-EM. 
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Legenda: tR = tempo de retenção  

 

 

5.4. Avaliação da Atividade Antioxidante 

 

5.4.1. Ensaio DPPH 

 

 

A avaliação da atividade antioxidante dos extratos de diferentes materiais de P. pohlii 

revelou a existência de substâncias com potencial antioxidante, evidenciada pela redução do 

radical DPPH, em todas as amostras testadas (Figura 23). 

Os valores de CE50variaram de 0,18 a 446,70 gL-1 (Tabela 4). Os maiores potenciais 

antioxidantes foram observados em extratos de raízes primárias e secundárias de plantas 

mantidas in vivo, com valores de CE50 de 0,18 e 3,05 gL-1, respectivamente (Tabela 4). Por 

outro lado, a menor ação antioxidante foi observada no extrato de raízesobtidas a partir de 

segmentos internodais cultivados em meio MSM suplementado com ANA a 2,7µM (CE50 

=446,7gL1).  

 

 

 

 

 

  tR 
(min) 

[M-H]- 
m/z 

HPLC-ESI-MS 

m/z 

Folhas in vivo 
Substância #1 54,0 607,1738 157; 255; 283; 287; 607 
Substância #2 54,6 607,1749 157; 255; 283; 287; 607 

Folhas in vitro 
Substância #1 54,0 607,2 157; 255; 283; 607 
Substância #2 54,4 607,2 157; 255; 283; 607 

Tabela 3 – Padrão de fragmentação das substâncias detectadas por CLAE-UV-ESI-EM, 
em extratos de folhas de plantas de P. pohlii mantidas in vivo e obtidas in vitro.  
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Legenda: (A) Folhas de plantas mantidas in vivo e in vitro. (B) Extratos de raízes primárias e 
secundárias de plantas mantidas in vivo, raízes de plantas mantidas in vitro, raízes obtidas 
a partir de segmentos radiculares cultivados em meio MSM suplementado com AIA a 
2,85 µM e raízes obtidas a partir de segmentos caulinares cultivados em meio MSM 
suplementado com ANA a 2,7 µM. 

 

A 

B 

Figura 23 - Porcentagem de captura do radical DPPH por extratos de folhas e raízes 
de plantas de P. pohlii mantidas in vivo e in vitro. 
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Amostras 
Concentração 

(gL-1) 
Captura 

(%) 
CE50 

(gL-1) 

Folhas obtidas in vivo 1-50 3-64 36,35 

Folhas obtidas in vitro 1-50 2-34 72,49 

Raízes primárias obtidas in vivo 1-35 14-91 0,18 

Raízes secundárias obtidas in vivo 1-35 21-91 3,07 

Raízes obtidas in vitro 1-35 2-17 106,41 

Raízes adventícias derivadas de 
segmentos caulinares 

1-35 11-13 446,70 

Raízes adventícias derivadas de 
segmentos radiculares 

1-35 3-61 26,23 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabela 4 - Potencial antioxidante de diferentes materiais vegetais de P. pohlii obtidos 
in vivoou produzidos in vitro. 



 

5.4.2. Análise qualitativa por 

 

 
Para a análise qualitativa do potencial antioxidante dos extratos de diferentes materiais 

de P. pohlii, foram realizadas análises utilizando a metodologia de CCD

separação dos compostos em placas de CCD utilizando fases móveis específicas para

flavonoides e saponinas, a capacidade de captura do radical DPPH foi determinada 

Na análise para flavonoides f

tenham apresentado ação antioxidante, evidenciada p

arroxeado, o mesmo não foi observado n

folhas de plantas mantidas in vivo
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Legenda:    (1) isoorientina (RF = 

0,77), (5) rutina (R
primárias de plantas mantidas 
plantas mantidas in vivo 

etila:ácido fórmico:ácido acético g

Figura 24 - Perfil cromatográfico para a avaliação da atividade antioxidante de 
flavonoides em diferentes materiais vegetais de 

Análise qualitativa por CCD-DPPH 

Para a análise qualitativa do potencial antioxidante dos extratos de diferentes materiais 

ram realizadas análises utilizando a metodologia de CCD

separação dos compostos em placas de CCD utilizando fases móveis específicas para

flavonoides e saponinas, a capacidade de captura do radical DPPH foi determinada 

Na análise para flavonoides foi possível observar que, embora os padrões utilizados 

tenham apresentado ação antioxidante, evidenciada por bandas amarelas sobre o fun

não foi observado nas substâncias previamente detectadas 

in vivo e obtidasin vitro (Figura 24). 

1                 2            3               4            5            6          7         8        9   10 

= 0,65), (2) orientina (RF = 0,7), (3) isovitexina (RF = 0,68), (4) vitexina (R
0,77), (5) rutina (RF = 0,55), (6) raízes secundárias de plantas mantidas 
primárias de plantas mantidas in vivo, (8) raízes de plantas mantidas in vitro

in vivo (10) folhas de plantas mantidas in vitro. Fase móvel: acetato de 
etila:ácido fórmico:ácido acético glacial:água (100:11:11:26 v/v). Revelação com 0,2% DPPH.

Perfil cromatográfico para a avaliação da atividade antioxidante de 
flavonoides em diferentes materiais vegetais de P. pohlii. 
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Para a análise qualitativa do potencial antioxidante dos extratos de diferentes materiais 

ram realizadas análises utilizando a metodologia de CCD-DPPH. Após a 

separação dos compostos em placas de CCD utilizando fases móveis específicas para 

flavonoides e saponinas, a capacidade de captura do radical DPPH foi determinada in situ. 

oi possível observar que, embora os padrões utilizados 

or bandas amarelas sobre o fundo 

as substâncias previamente detectadas nos extratos de 

 

0,68), (4) vitexina (RF = 

0,55), (6) raízes secundárias de plantas mantidas in vivo, (7) raízes 
in vitro, (9) folhas de 

. Fase móvel: acetato de 
Revelação com 0,2% DPPH. 

Perfil cromatográfico para a avaliação da atividade antioxidante de 
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Na análise para saponinas, os extratos de raízes primárias e secundárias mantidas in vivo 

apresentaram elevada atividade antioxidante(Figura 25), corroborando os resultados já 

observados no ensaio de DPPH.Foram visualizadas duas manchas amarelas com alta 

intensidade em ambas as amostras, uma na base da placa e outra com RF = 0,2, indicando que 

a capacidade antioxidante apresentada por esses extratos está associada à presença dessas 

substâncias altamente polares. Foram observadas ainda pequenas manchas amarelas, também 

na base da placa, nos extratos de folhas de plantas mantidas in vivo e obtidasin vitro. Por outro 

lado, não foram visualizadas bandas amarelas no extrato de raízes de plantas mantidas in 

vitro,raízes obtidas de segmentos internodais cultivados em meio MSM sólido suplementado 

com ANA a 2,7µM e raízes obtidas de segmentos radiculares cultivados em meio MSM 

líquido suplementado com AIA a 2,85µM (dados não mostrados). 

 

 
 

  

1                2                  3             4              5 

Legenda:     (1) Raízes secundárias de plantas mantidas in vivo,(2) 
Raízes primárias de plantas mantidas in vivo, (3) 
Raízes de plantasmantidas in vitro, (4) Folha de plantas 
mantidas in vivo, (5) Folhas de plantas mantidas in 

vitro. Fase móvel: clorofórmio:ácido 
acético:metanol:água (60:32:12:8 v/v). Revelação com 
0,2% DPPH.  
 

Figura 25 - Perfil cromatográfico para avaliação da atividade 
antioxidante de possíveis saponinas em extratos de 
diferentes materiais vegetais de P. pohlii. 
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6. DISCUSSÃO 
 
 

Técnicas de biotecnologia vegetal baseadas na cultura de células, tecidos e órgãos 

vegetais constituem ferramentas importantes para a produção de metabólitos secundários de 

interesse (BAQUE et al., 2012).Entre essas técnicas, as culturas de raízes adventícias são 

bastante utilizadas, uma vez que esses órgãos são fontes potenciais de uma grande diversidade 

de moléculas bioativas (BAIS et al., 2001; FLORES; VIVANCO; LOYOLA-VARGAS, 

1999), constituindouma via segura para a sua produção. Além disso, quando comparadas às 

culturas desorganizadas, como as suspensões celulares, as raízes adventícias são consideradas 

mais estáveis nas condições de desenvolvimento, além de acumular maior quantidade de 

metabólitos secundários nos espaços intercelulares, o que torna mais fácil seu 

isolamento(SIVAKUMAR, 2006). 

As culturas de raízes adventícias podem ser realizadas através do processo de 

transformação ou pela indução de raízes adventícias,por meio da manipulação das condições 

de cultura. De uma forma geral, os sistemas de indução de raízes não transformadas são mais 

vantajosos, devido à facilidade de manipulação, sem a necessidade de alterações no genoma 

da planta(MARTIN et al., 2008).Neste trabalho, foram desenvolvidos protocolos eficientes 

para a indução de raízes adventícias a partir de segmentos internodais e radiculares de P. 

pohlii, em resposta a ANA e AIA, respectivamente, utilizando diferentes sistemas de cultura. 

Embora muitas culturas de raízes adventíciassejam rotineiramente utilizadas para 

diversas espécies cultivadas in vitro ein vivo, por meio da utilização de estacas, os 

mecanismos que controlam a indução de rizogênese são ainda pouco compreendidos 

(VERSTRAETEN; BEECKMAN; GEELEN, 2013).De um modo geral, o desenvolvimento 

dessas raízes é um processo complexo, controlado por sinais hormonais, especialmente por 

auxinas, e fatores ambientais,envolvendo a rediferenciação celular, na qual células pré-

determinadas mudam a rota morfogenética para agir como células-mãe para o primórdio 

radicular.  

Em condições naturais, a formação de raízes adventícias é geralmente precedida por um 

rápido aumento na concentração de etileno, causado principalmente pela retenção física desse 

hormônio na raiz submersa,aumentando a sensibilidade do tecido às auxinas endógenas 

(ZOLMAN; YODER; BARTEL, 2000; GEORGE; HALL; DE KLERK, 2008; HASAN; 

HUSSEIN, 2013). Nas condições in vitro, entretanto, a liberação de etileno está relacionada às 
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injúrias mecânicascausadas pela excisão de explantes, fornecendo então oestímulo necessário 

paraa captação das auxinas endógenas e exógenas para a formação de tecidos desorganizados 

ou de raízes e brotos adventícios(GEORGE; HALL; DE KLERK, 2008). 

 Além da formação de raízes laterais, as auxinas estão associadas a vários aspectos do 

crescimento e desenvolvimento das plantas, incluindo o desenvolvimento vascular, 

dominância apical, fototropismo e gravitropismo. Aauxina endógena mais abundante é o AIA, 

e seu papel in vivojá foi exaustivamente estudado. Mais recentemente, foi observado que o 

AIB também ocorre naturalmente em algumas espécies(ZOLMAN, YODER, BARTEL; 

2000). Essas auxinas, juntamente com ANA, são as mais amplamente utilizadas para a 

indução de raízes adventícias a partir de diferentes tipos de explantes, tanto em ensaios in 

vitro como in vivo(POP; PAMFIL; BELLINI, 2011). 

Embora grande parte dos trabalhos aponte a auxina AIB como a mais eficiente para 

indução de rizogênese, independente do tipo de explante utilizado(LUDWIG-MÜLLER; 

VERTOCNIK; TOWN, 2005; ROUT, 2006; LING et al., 2009; HASAN; HUSSEIN, 2013; 

PAZ et al., 2013; MARTÍNEZ-BONFIL et al., 2014),no presente estudo,as maiores taxas de 

formação de raízes adventícias a partir de explantes caulinares eradiculares foram observadas 

em resposta a ANA e AIA, respectivamente, em diferentes concentrações e sistemas de 

cultura. No entanto, as raízes adventícias obtidas a partir de ambos explantes em meio de 

cultura suplementado com ANA eram morfologicamente diferentes daquelas obtidas em 

resposta a AIA ou AIB, sendo mais grossas e curtas, com ocasional formação de calos. Estes 

mesmos aspectosforam observados em culturas de raízes adventícias deDecalepsis 

arayalpathra (SUDHA; SEENI, 2001) e Cichorium intybus L. (NANDAGOPAL; KUMARI, 

2007).  

O aumento da eficiência de indução de rizogênese pela ausência de luz foi outro aspecto 

importante observado neste trabalho, com exceção dos segmentos internodais cultivados em 

meio líquido sob agitação suplementado com ANA a 2,7µM. Este resultado está de acordo 

com o observado em Decalepsis arayalpathra(SUDHA; SEENI, 2001), Eleutherococcus 

sessiliflorus(JIN-WOOK; CHA-GYUN; YONG-EUI, 2003) e Cichorium intybus L. 

(NANDAGOPAL; KUMARI 2007), e pode estar associado ao efeito inibidor da luz na 

modificação da peroxidase e atividade de compostos fenólicos endógenos necessários para o 

metabolismo das auxinas e indução da rizogênese (DRUART et al., 1982). 

No presente trabalho, foram também testados diferentes sistemas para o cultivo in vitro 

de raízes,nos quais as respostas obtidas variaram de acordo com o tipo de explante utilizado. 
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Segmentos internodais apresentaram a melhor taxa de indução de rizogênese em meio 

solidificado com ágar, enquanto que segmentos radiculares tiveram maior taxa de proliferação 

em meio líquido sob agitação. 

Culturas desenvolvidas em meio sólido são mantidas estáticas, e por essa razão apenas a 

região inferior dos explantes fica em contato com o meio de cultura. Contudo, a adição de 

agentes gelificantes ao meio restringe, de modo geral, o acesso a nutrientes e fitorreguladores, 

uma vez que os minerais e compostos orgânicos ficam retidos nas malhas formadas por essas 

substâncias. Além disso, dependendo do tempo de cultura, pode haver ainda a formação de 

um gradiente de concentração de nutrientes e fatores de crescimento, além do acúmulo de 

produtos do metabolismo das células, entre o explante e o meio. Dessa forma, a 

indisponibilidade de nutrientes nas regiões do meio próximas aos explantes pode ser um fator 

importante para estimular o desenvolvimento de raízes nas plantas e/ou explantes cultivados 

in vitro (BLIDAR; ARDELEAN; TURCUS, 2001; GEORGE; HALL; DE KLERK, 2008) e 

pode estar relacionada às altas taxas de rizogênese observadas neste trabalho a partir de 

segmentos internodais de P. pohlii cultivados em meio solidificado com ágar.  

Contudo, para a multiplicação das raízes adventícias obtidas a partir dos segmentos 

internodais em meio sólido, e também para a proliferação dos segmentos radiculares 

excisados de plantas in vitro de P. pohlii, os sistemas líquidos de cultura mostraram-se mais 

adequados.O sucesso na utilização de sistemas líquidos de cultura tem sido relatado por 

diversos autores (VINOCUR et al., 2000; SUDHA; SEENI, 2001; BETSUI; TANAKA-

NISHIKAWA; SHIMOMURA, 2004; NANDAGOPAL; KUMARI, 2007; GOEL; 

KUKREJA; BISHT, 2009; CUI et al., 2010; HUANG et al., 2010; CUI et al., 2011), e pode 

ser atribuído à melhor disponibilidade de água e nutrientes para os explantes (ADELBERG; 

TOLER, 2004). 

Embora a maior capacidade de proliferação de segmentos radiculares tenha sido obtida 

em meio líquido mantido sob agitação, possivelmente devido à maior aeração, à reduçãodos 

efeitos da polaridade dos explantes na morfogênese e àdiluição dos exsudatos tóxicos dos 

explantes (GEORGE; HALL; DE KLERK, 2008), as raízes adventícias obtidas a partir de 

segmentos internodais apresentaram as melhores taxas de multiplicação em meio dupla-fase. 

Este comportamento pode estar relacionado com a necessidade de um suporte físico, 

oferecido pela camada basal de meio sólido, o que permite que os explantes não fiquem 

totalmente submersos no meio, facilitando ainda as trocas gasosas entre os tecidos e o 

ambiente de cultura(GEORGE; HALL; DE KLERK, 2008). 
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Outra vantagem do sistema dupla-fase é a redução da manipulação durante o cultivo in 

vitro, uma vez que é possível adicionar apenas meio líquido fresco, eliminando a necessidade 

de realização de subculturas periódicas (SCHERWINSKI-PEREIRA et al., 2012). A 

utilização de sistemas de dupla-fase já foi relatada com sucesso para a micropropagação de 

pêra japonesa (KADOTA; IMIZU; HIRANO, 2001), porta-enxertos de macieira 

(MACHADO; CARVALHO; BIASI, 2004) e abacaxi (SCHERWINSKI-PEREIRA et al., 

2012). 

O sistema de pontes de papel filtro sobre meio líquido também atua como um suporte 

físico, permitindo que os explantes fiquem parcialmente em contato com o meio de cultura 

líquido, realizando trocas gasosas em taxas adequadas. Entretanto, neste trabalho, o sistema 

de pontes de papel filtro não se mostrou tão eficaz quando comparado à utilização do meio 

dupla-fase, provavelmente devido ao papel filtro funcionar como uma barreira física, 

dificultando a captação de nutrientes e reguladores de crescimento do meio de cultura (DE LA 

VIÑA; BARCELÓ-MUÑOZ; PLIEGO-ALFARO, 2001). Resultados similares foram 

descritos por Savio, Astarita e Santarém (2012) para a micropropagação de Hypericum 

perforatum L., onde os explantes cultivados em meio sob pontes de papel de filtro 

apresentaram baixas taxas de desenvolvimento e multiplicação, ocorrendo necrose do tecido.  

O material botânico produzido in vitro neste trabalho, incluindo plantas completas e 

raízes adventícias obtidas a partir de segmentos internodais e radiculares, assim como plantas 

obtidas in vivo, foi utilizado para a produção de extratos etanólicos para a avaliação do perfil 

fitoquímico e da atividade antioxidante de P. pohlii. 

Diversos compostos bioativos já foram descritos em espécies da família 

Passifloraceae, incluindo alcaloides, saponinas e polifenóis, sendo predominantes os 

flavonoides C-glicosídeos (OGA  et al., 1984; MORAES; VILEGAS; LANÇAS, 1997; 

PETRY  et al., 2001). Flavonoides e saponinas são consideradas substâncias adequadas para 

serem utilizadas como marcadores químicosno gênero devido a sua grande diversidade 

estrutural e estabilidade química, possibilitandoa diferenciação entre espécies semelhantes e a 

autenticação de amostras através da detecção de adulterações (GOSMANN et al., 2011). A 

detecção e identificação dessas substâncias têm sidorealizadas principalmente por meio de 

análises cromatográficas, incluindo CCD, CLAE e CLAE-EM. 

Neste trabalho, a CCD foi utilizada como técnica preliminar para a detecção de 

flavonoides e saponinas em extratos de diferentes materiais vegetais de P. pohlii por ser 

considerada uma técnica rápida, de baixo custo e fácil execução e interpretação, permitindo 



70 

 

 

 

ainda a análise simultânea de várias amostras (BIRK; PROVENSI; GOSMANN, 2005).A 

resolução da corrida foi otimizada utilizando diferentes sistemas de solventes visando à 

melhor caracterização do perfil cromatográfico dos extratos. Além disso, para a análise de 

possíveis flavonoides, foram utilizados ainda dois reveladores distintos: vanilina-ácido 

sulfúrico e NP/PEG.  

A utilização de vanilina-ácido sulfúrico revelou um perfil cromatográficodiferente do 

obtido com a revelação por NP/PEG, com o surgimento de bandas não reveladas 

anteriormente. Embora ambos reveladores sejam utilizados rotineiramente para a análise de 

flavonoides, a solução de vanilina-ácido sulfúricoé capaz de revelar uma gama maior de 

constituintes, permitindo também a detecção de terpenoides e fenilpropanoides (WAGNER; 

BLADT, 2001).Entretanto, as bandas indicativas de flavonoides detectadas nos extratos de 

folhas de plantas de P. pohliimantidasin vivo e daquelas produzidas in vitro, caracterizadas 

pela coloração amarela, não puderam ser relacionadas aos padrões de flavonoides utilizados, 

independente do tipo de revelador.  

Arevelação com NP/PEG em UV365nmpermite a visualização de bandas de diferentes 

colorações, dependendo do flavonoide detectado. De um modo geral, os derivados de 

luteolina, como a orientina e a isoorientina, apresentam fluorescência laranja, enquanto que os 

derivados de apigenina (isovitexina e vitexina) apresentam coloração amarelo esverdeada, e a 

quercetina e seus derivados, como a rutina, são laranja-amarelados (MARSTON; 

HOSTETTMANN, 2006). Dessa forma, embora não tenha sido possível associar o flavonoide 

encontrado nos extratos de folhas de plantas de P. pohlii aos padrões analisados, o mesmo 

pôde ser considerado um derivado de apigenina, pois apresentou coloração semelhante a dos 

padrõesde vitexina e isovitexina. Esses resultados estão de acordo com trabalhos anteriores 

com outras espécies de Passiflora, que descrevem a grande ocorrência de derivados 

glicosilados de apigenina e luteolina no gênero(PEREIRA; VILEGAS, 2000). 

Os métodos de CLAE oferecem vantagens em relação à CCD por serem mais 

específicos e, portanto mais precisos.Diversos trabalhos com espécies de Passiflora 

descrevem com sucesso a utilização da CLAE como método quantitativo para a avaliação de 

compostos bioativos (GOSMANN et al., 2011).  

A análise cromatográfica por CLAE dos extratos de folhas de plantas de P. pohlii 

obtidas in vivo e produzidas in vitro indicou a presença de duas substâncias caracterizadas 

como flavonoides, por apresentarem padrões característicos de absorção em UV. Visando 

então à identificação dessas substâncias, foram realizadas coinjeções com padrões de 
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flavonoides já descritos no gênero. Entretanto, assim como o ocorrido anteriormente na 

análise por CCD, não foi possível associar as substâncias presentes nos extratos de folhas aos 

padrões testados. 

Os cromatogramas dos extratos de raízes primárias e secundárias excisadas de plantas 

mantidas in vivo de P. pohlii apresentaram picos de absorção significativos, com tempos de 

retenção semelhantes, indicando serem as mesmas substâncias. No entanto, como não 

apresentaram absorbância a UV340nm, as mesmas não foram caracterizadas como flavonoides. 

Esses resultados, associados aos observados anteriormente nas análises cromatográficas por 

CCD, sugerem que essas substâncias pertencem, provavelmente, ao grupo das saponinas. 

Embora a utilização de padrões seja uma estratégia eficiente e bastante utilizada para a 

identificação de flavonoides em Passiflora (CHABARIBERI et al., 2009), as análises 

quantitativas de saponinas em espécies do gênero foram apenas realizadas por Reginatto et al. 

(2004), que determinaram a quantidade da saponina quadrangulosídeo em extratos aquosos de 

folhas de P. alata. 

Para a investigação da estrutura dos flavonoides detectados por CLAE-UV/DAD nos 

extratos de folhas excisadas de plantas de P. pohlii obtidas in vivo e produzidas in vitro, foram 

realizadas análises por CLAE-EM. Esta técnica é considerada uma ferramenta bastante útil 

para a análise de produtos naturais, já que pode fornecer informações significativas sobre a 

estrutura dos compostos, por meio da massa molecular dos diferentes constituintes de 

misturas complexas. Além disso, a CLAE-EM pode ser utilizada ainda para determinar a 

ocorrência de compostos anteriormente identificados, reduzindo os esforçosnecessários para 

seu isolamento (CUYCKENS; CLAEYS, 2004). 

Apesar de possuir um detector menos seletivo que a CLAE, a técnica de CLAE-EM 

tem se mostrado bastante eficiente para a análise de flavonoides em plantas, pois além de 

determinar a massa molecular, pode fornecer ainda outras informações, como a estrutura da 

aglicona e os tipos de carboidratos presentes na molécula (mono, di, tri ou oligossacarídeos, e 

hexoses, deoxihexoses ou pentoses), além de detectar a presença de outros substituintes, 

ligações interglicosídicas eos pontos de ligação dos substituintes na aglicona (CUYCKENS; 

CLAEYS, 2004). No gênero Passiflora, atécnica de CLAE-EM e suas variações já foram 

amplamente utilizadas para a descrição e identificação de diversos flavonoides (PEREIRA; 

YARIWAKE; MCCULLAGH, 2005; ICHMURA et al., 2006; WOHLMUTH et al., 2010; 

ZUCOLOTTO et al., 2011; SAKALEM; NEGRI; TABACH, 2012; SIMIGIOTIS et al., 

2013). 
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Neste trabalho, a análise por CLAE-UV-ESI-EM indicou a presença de duas 

substâncias, possivelmente flavonoides, como observado na análise por CLAE-UV-DAD, 

tanto no extrato de folhas de P. pohlii mantidas in vivo e quanto no extrato de folhas obtidas 

in vitro. Estas duas substâncias,além de possuírem a mesma massa molecular, apresentaram 

ainda padrões de fragmentação semelhantes, podendo ser considerados isômeros.Os 

fragmentos significativos obtidos em ambos os extratos são também comumente encontrados 

nos padrões de fragmentação de outros flavonoides, como os fragmentos de m/z 255 e 283, 

este último observado também em vitexina e isovitexina (CUYCKENS; CLAEYS, 2004; 

HARBAUM et al., 2007; YE et al., 2011; ZUCOLOTTO et al., 2011; LI; GAO; LI, 2011).De 

acordo com Pereira e Vilegas (2000), a presença de isômeros de flavonoides C-glicosilados é 

bastante comum no gêneroPassiflora.  

Apesar da grande sensibilidade e precisão, os métodos de EM disponíveis atualmente 

raramente permitem a elucidação estrutural completa das amostras analisadas. Assim, a 

combinação da EM com outras técnicas, como CLAE-UV e a Ressonância Magnética Nuclear 

(RMN), constituem métodosalternativos para a identificação de substâncias polifenólicas 

complexas (CUYCKENS; CLAEYS, 2004).  

A análise da capacidade antioxidante de diferentes materiais de P. pohlii foi um outro 

aspecto estudado, pela primeira vez, neste trabalho. O potencial antioxidante de extratos de 

outras espécies dePassiflora já foi confirmado em ensaios in vitro(ALI et al., 2010; 

RUDNICKI et al., 2007a) e in vivo(RUDNIKCI et al., 2007b; RASOOL et al., 2011; SILVA 

et al., 2013) e associado à presença dos flavonoides C-glicosídeos. Esses antioxidantes 

naturais, que podem apresentar grande diversidade estrutural, vêm sendo muito utilizados nos 

últimos anos devido aos seus efeitos biológicos benéficos, principalmente a prevenção de 

doenças cardiovasculares e neurodegenerativas (KRIS-ETHERTON et al., 2002; NILSSON et 

al., 2005). Além disso, são também explorados pela indústria de cosméticos (GESZTESI; 

LUZ, 2007). 

Para a determinação do potencial antioxidante de extratos vegetais in vitro, diversas 

técnicas tem sido utilizadas, sendo o ensaio de determinação da capacidade de captação do 

radical livre DPPH amais comum. Este ensaiobaseia-se na capacidade de redução do DPPH, o 

que gera o composto 2-(4-hidroxifenil)-2-fenil-1picrilhidrazina, pela ação de antioxidantes 

presentes no extrato. Como o DPPH muda a sua coloração de roxa para amarela durante o 

processo de redução, é possível quantificá-lo pela medida da absorbância da solução em 515 
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nm. Dessa forma, é possível também correlacionar a intensidade da cor à concentração de 

substâncias com potencial antioxidante presentes na amostra. 

Em Passiflora, o ensaio DPPH já foi utilizado para determinar a capacidade 

antioxidante de extratos de folhas (FERRERES et al., 2007; SUNITHA & DEVAKI, 2009; 

SASIKALA; SARAVANAN; PARIMELAZHAGAN, 2011; SAPTARINI; WARDATI; 

JULIAWATI, 2013; COLOMEU et al., 2014; LUGATO et al., 2014; RAMAIYA; BUJANG; 

ZAKARIA, 2014), frutos (ALI et al., 2010; SASIKALA; SARAVANAN; 

PARIMELAZHAGAN, 2011; ZERAIK et al., 2012; LÓPEZ-VARGAS et al., 2013; 

SIMIRGIOTIS et al., 2013; ROTILI et al., 2013; WONG et al., 2014, GIL et al., 2014) e 

sementes (MALACRIDA; JORGE, 2012), além de materiais obtidos in vitro (ANTOGNONI 

et al. 2007; LUGATO et al., 2014). Entretanto, existem poucos relatos da avaliação do 

potencial antioxidante de raízes de espécies do gênero. Sasikala, Saravanan e Parimelazhagan, 

(2011) utilizaram o ensaio DPPH para avaliar o potencial antioxidante de extratos de raízes de 

P. foetida obtidos com diferentes tipos de solventes, sendo a maior porcentagem de inibição 

do radical observada com o extrato em éter de petróleo (13,97 %), seguido dos extratos 

obtidos em etanol (11,52 %) e em água quente (11,20 %).Neste trabalho, a maior atividade 

antioxidante foi observada nos extratos etanólicos de raízes primárias e secundárias de plantas 

mantidas in vivo, que apresentaram os maiores valores de captura do radical DPPH (91% 

emambos os extratos) e, consequentemente, os menores valores de EC50 (0,18 e 3,07g L-1 

respectivamente).  

Uma das principais desvantagens da utilização do método espectrofotométrico para a 

avaliação da capacidade sequestradora de radicais livres está associada à impossibilidade de 

determinar quais as substâncias presentes no extrato são responsáveis pela atividade 

antioxidante(CIESLA et al., 2012). Dessa forma, o ensaio de DPPH em placas de CCD pode 

ser utilizado como uma alternativa adequada para a análise qualitativa, pois permite a 

localização e a identificação de substâncias com potencial capacidade antioxidante 

(MASOKO; ELOFF, 2007). 

A maioria dos ensaios de CCD-DPPH relatados na literatura indica que a atividade 

antioxidante de extratos vegetais está associada à presença de compostos polifenólicos, 

principalmente flavonoides e ácidos fenólicos. Estes compostos são frequentemente 

associados à atividade antioxidante por atuarem como sequestradores de radicais livres, 

devido à sua capacidade de doação de hidrogênio ou elétrons (CIESLA et al., 2012). Contudo, 

a eficiência dos compostos fenólicos como antirradicais e antioxidantes é diversa e depende 
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de muitos fatores, tais como o número de grupos hidroxilas, o sítio de ligação e o 

posicionamento destas no anel aromático (SROKA; CISOWSKI, 2003).Neste trabalho, a 

baixa capacidade antioxidante observada nos extratos de folhas de P. pohlii no ensaio de 

DPPH foi corroborada pela análise qualitativa por CCD-DPPH, uma vez que não foram 

observadasbandas indicativas de atividade antioxidante nas regiões referentes aos 

flavonoidesdetectados anteriormente nestes extratos. Esses resultadospodem estar associados 

à dificuldade dos flavonoides presentes nesses materiais em doar átomos de hidrogênio ao 

radical, devido ao baixo número de hidroxilas, ou ao fato destas se encontrarem protegidas. 

Por outro lado, o menor valor de EC50 e, consequentemente, a maior atividade 

antioxidante foi observada nos extratos de raízes primárias e secundárias excisadas de plantas 

obtidasin vivo. Esses fatos foram corroborados pela alta intensidade das bandas detectadas 

nessas mesmas amostras por CCD-DPPH, nas condições específicas para análisede saponinas. 

Com base nesses resultados, é possível sugerir que a capacidade de sequestrar radicais livres 

observada nos extratos de raízes de plantas mantidas in vivo de P. pohlii está, provavelmente, 

relacionada à presença de substâncias do grupo das saponinas, cuja atividade antioxidante já 

foi demonstrada em diversos trabalhos (SUR et al., 2001; FRANCIS et al., 2002; 

RODRIGUES et al., 2005; ASHRAF et al., 2013; CHEN et al., 2014). Além disso, outras 

atividades biológicas já foram associadas a essas substâncias, incluindo anti-inflamatória, 

antimicrobiana, antidiabética e antitumoral (CHEN et al., 2014). 

As estratégias de cultura de raízes in vitro descritas neste trabalho foram aplicadas com 

sucesso para P. pohlii, tendo sido alcançados resultados inéditos para a espécie. Além disso, 

foram determinadas condições eficientes para análises cromatográficas, por meio de CCD, 

CLAE e CLAE-EM, do material obtido in vitro, assim como de folhas e raízes excisadas de 

plantas mantidas in vivo. Foi detectada a presença de dois flavonoides nos extratos de folhas 

obtidas de plantas in vivo e in vitro, possivelmente isômeros, cuja identificação e elucidação 

estrutural encontram-se em andamento. Adicionalmente, as análises do potencial antioxidante 

dos diferentes materiais constataram uma relação positiva apenas com a presença de 

saponinas nos extratos de raízes. Esses resultados são bastante promissores, uma vez que 

demonstram, pela primeira vez, o potencial farmacológico da espécie. 
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CONCLUSÕES 

 

 

• A indução de raízes adventícias a partir de segmentos internodais foi mais eficiente em 

meio sólido suplementado com ANA a 2,7 µM, após 60 dias de cultura, na ausência de luz. 

Entretanto, a maior taxa de multiplicação dessas raízes foi observada no sistema de dupla-

fase, nas mesmas condições da indução;  

• A maior capacidade de proliferação de raízes adventícias a partir de segmentos 

radiculares foi observada em meio MSM líquido suplementado com AIA a 2,85 µM, na 

ausência de luz; 

• As análises cromatográficas realizadas neste trabalho indicaram a presença de 

flavonoides e saponinas nos extratos de folhas e raízes, respectivamente, de plantas de P. 

pohlii mantidas in vivo e obtidas in vitro. A análise por CLAE-UV-ESI-EM indicou ainda a 

presença de dois flavonoides, possivelmente isômeros, nos extratos de folhas; 

• Os extratos das raízes primárias e secundárias excisadas de plantas obtidas in vivo 

apresentaram significativa ação antioxidante, evidenciada pelos ensaios de DPPH e CCD-

DPPH. 
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