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RESUMO

ABSTRACT

Micropropagation of Passiflora setacea DC.
Propagation of Passiflora setacea DC. is extremely difficult, therefore tissue culture techniques become a viable

alternative. The objective of this study was to evaluate the in vitro germination and determine the best culture medium
for micropropagation. This work was carried out in two stages; in the first, seeds were placed in ½ MS culture medium
and 30 g L-1 of sucrose, distributed in tubes and supplemented with different AG3 concentrations. The pH of culture
medium was adjusted for 5.8 before adding 6.0 mg L-1 of agar. After seed inoculation, the cultures were kept in a growth
room under 35 µmol.m-2.s-1, 26±1ºC and photoperiod of 16 hours. Just after germination, the seedlings were transferred
to tubes containing ½ MS, constituting a second experiment, in order to test culture media with different sucrose
concentrations. The experiments were arranged in a complete randomized design, in a 3x3 factorial, with four repetitions
and 15 seeds/plot (first experiment) and a 4x4 factorial, with four repetitions and 3 plants/plot (second experiment). The
best results for micropropagation were obtanied in MSM medium with 28.51 and 28.74 g L-1 of sucrose. The highest
germination speed index was obtained with 20 mg L-1 of AG3 combined with seed tip scarification.

Key words: Passiflora setacea DC., passion fruit, tissue culture.
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Micropropagação do maracujazeiro-do-sono

Em função da dificuldade de propagação de Passiflora setacea DC., técnicas de cultura de tecidos tornam-se
alternativas viáveis. Objetivou-se estudar a germinação in vitro e determinar o melhor meio de cultivo na sua
micropropagação. O presente trabalho constou de duas etapas, na primeira as sementes (sem escarificação, escarificadas
na extremidade ou na parte mediana) na foram colocadas em ½ MS e 30 g L-1 de sacarose, distribuído em tubos de
ensaio e suplementado com zero, 20 ou    40 mg L-1 de GA3. O pH do meio foi ajustado para 5,8 antes da adição de 6,0
mg L-1 de ágar. Após a inoculação das sementes nos meios de cultura, elas foram mantidas em sala de crescimento com
luminosidade de 35 µmol.m-2.s-1, temperatura de 26 ± 1ºC e fotoperíodo de 16 horas. Assim que germinaram, as plântulas
foram transferidas para tubos contendo meio MS, onde constituíram um segundo experimento, a fim de se testarem
meios combinados com concentrações de sacarose. O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado,
em esquema fatorial 3 x 3, quatro repetições e 15 sementes por parcela no primeiro experimento e 4 x 4, com quatro
repetições e 3 plantas por parcela no segundo experimento. Melhores resultados na micropropagação foram obtidos
em meio de cultivo MSM, associado a 28,51 e 28,74 g L-1 de sacarose. Maior índice de velocidade de germinação foi
verificado com uso de 20 mg L-1 de GA3, associado à escarificação na ponta da semente.

Palavras-chave: Passiflora setacea DC., maracujá, cultura de tecidos, in vitro.
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INTRODUÇÃO
O cultivo do maracujazeiro ocupa, no Brasil, 34.000

hectares. Embora presente em todas as regiões, assume
papel de destaque no Nordeste (43,3% da produção bra-
sileira) e Sudeste (41%), sendo a Bahia, o Espírito Santo e
São Paulo os principais produtores (IBGE, 2005). Além
disso, o Brasil é o maior produtor mundial de frutos com
aproximadamente 33 mil hectares plantados e produtivi-
dade média de 9.035 kg ha-1 (Ruggiero, 2000). As espécies
cultivadas comercialmente são a Passiflora edulis Sims
(maracujazeiro-azedo e maracujazeiro-roxo) e a P. alata
Curtis (maracujazeiro-doce) (Bernacci et al., 2005). Inde-
pendentemente da espécie, existem problemas
fitossanitários e de propagação que compromentem o seu
cultivo comercial. As doenças provocadas por patógenos
do solo constituem-se nas mais importantes, em termos
de expressão econômica. Com o objetivo de aproveitar
espécies resistentes nos programas de melhoramento ou
utilizá-las como porta-enxertos em áreas afetadas, a varia-
bilidade entre e dentro de espécies do gênero Passiflora
para resistência a doenças e pragas tem sido estudada e
caracterizada (Ruggiero, 2000).

O maracujazeiro-sururuca ou maracujazeiro-do-sono
(P. setacea DC.), é uma espécie silvestre e pouco estuda-
da com relação à propagação por via sexuada e às condi-
ções de armazenamento das sementes (Meletti et al., 2002).
Vários autores (Junqueira et al., 2005; Braga et al., 2006)
citam que essa espécie silvestre possui tolerância a algu-
mas doenças e pragas, como resistência à morte precoce
e fusariose, constituindo uma alternativa em potencial para
uso como porta-enxertos. Porém, características como
dormência das sementes e dificuldades no enraizamento
das estacas são limitações que podem comprometer seu
uso em plantios comerciais (Sousa & Meletti, 1997; Manica
et al., 2005).

De acordo com Passos & Bernacci (2005), o estabele-
cimento in vitro de plantas de diversas espécies de mara-
cujazeiro é essencial quando se deseja fazer a manuten-
ção de germoplasma de Passiflora usando procedimen-
tos biotecnológicos. Para tanto, devem estar disponíveis,
na literatura, protocolos de assepsia para explantes obti-
dos de sementes, folhas, gemas e segmentos nodais, bem
como protocolos para germinação de sementes. Em razão
da desuniformidade e dificuldade de germinação de P.
setacea DC., as técnicas de cultura de tecidos são alterna-
tivas para a sua propagação.

Os meios de cultura, por consistirem parte essencial
desta técnica, necessitam de constante aprimoramento,
buscando-se sempre o que proporcione maior germina-
ção e propagação in vitro, gerando maior número de mu-
das frutíferas de qualidade e com menor custo (Pasqual,
2001). Podem-se encontrar vários meios para tal finalida-

de, como MS (Murashige & Skoog, 1962), WPM [(Wood
Plant Medium) Lloyd & McCown (1980)], MSM (meio MS
modificado por Monteiro-Hara, 2000), BDS(Dunstan &
Short, 1977) e o meio DSD1 (Silva & Doazan, 1995).

Objetivou-se estudar a superação de dormência na
germinação in vitro e determinar o meio de cultivo que
proporcione melhor micropropagação do maracujazeiro-
do-sono (Passiflora setacea DC.).

MATERIAL E MÉTODOS
1ª Etapa

O experimento foi conduzido no Laboratório de Cultu-
ra de Tecidos Vegetais da Universidade Federal de Lavras
(UFLA). Foram usadas sementes de maracujá-do-sono
(Passiflora setacea, código CPAC MJ-12-01), provenien-
tes de frutos do banco de germoplasma de Passiflora
spp., da EMBRAPA Cerrados.

As sementes foram colocadas em béquer contendo 50
mL de água com duas gotas de detergente para a primeira
lavagem. A seguir, elas foram enxaguadas em água cor-
rente, utilizando-se peneira plástica, sendo posteriormen-
te mergulhadas em álcool 70% por 40 segundos. Para a
retirada do arilo remanescente, utilizou-se o tecido Perfex®.
As sementes foram imersas em solução de hipoclorito de
sódio (2%) durante 20 minutos e submetidas a três lava-
gens em água destilada autoclavada.

O meio de cultura utilizado foi ½ MS, acrescido de 30
g L-1 de sacarose, 100 mg L-1) de mioinositol e concentra-
ções de ácido giberélico (GA3). O pH do meio foi ajustado
para 5,8 antes da colocação de 6,0 mg L-1 de ágar (Merck®).
Os meios foram distribuídos em tubos de ensaio (15 mL/
tubo), sendo esses vedados com tampas plásticas e leva-
dos para autoclavagem à temperatura de 121 ºC, por 20
minutos.

Os tratamentos constituíram-se de quatro concentra-
ções de GA3 (0, 20, 30 e 40 mg L-1 no meio de cultura
adicionadas ao meio de cultivo ½ MS, combinadas com
ausência de escarificação, escarificação na ponta da se-
mente (próxima do embrião) e escarificação no meio da
semente. A escarificação foi realizada fazendo-se cortes
com bisturi.

O ensaio foi instalado, em condições assépticas, em
câmara de fluxo laminar horizontal desinfestadas com ál-
cool 70%. Os instrumentos (pinças, bisturis e placas de
Petri®) foram autoclavados e flambados. Após a introdu-
ção das sementes, o material foi colocado em sala de cres-
cimento com luminosidade em torno de 35 µmol.m-2.s-1,
temperatura de 26 ± 1ºC e fotoperíodo de 16 horas. Assim
que germinaram, as plântulas foram transferidas para tu-
bos de ensaio contendo meio de cultura MS (completo).

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente
casualizado, em esquema fatorial 3 x 4 (três tipos de
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escarificação x quatro concentrações de GA3), quatro re-
petições e 15 sementes por parcela na primeira etapa. Após
60 dias, foram avaliados a percentagem de germinação e o
índice de velocidade de germinação (Larré et al., 2007) e
comparados quantitativamente por meio de regressão
polinomial (Programa Sisvar - Ferreira, 2000). As avalia-
ções do IVG foram realizadas diariamente até a estabiliza-
ção da germinação (Silva & Nakagawa, 1995).

2ª Etapa
Para a realização do experimento foram utilizados seg-

mentos nodais uniformes, com cerca de 2 cm, contendo
duas gemas, oriundos das sementes germinadas in vitro
da primeira etapa.

Os meios testados foram MS (Murashige & Skoog,
1962), MSM (Monteiro-Hara, 2000), BDS (Dunstan &
Short, 1977), DSD1 (Silva & Doazan, 1995) e WPM (Lloyd
& McCown, 1980), cada um adicionado de 100 mg L-1 de
mio-inositol, quatro concentrações de sacarose (0, 15, 30
e 45 g.L-1) e sem adição de reguladores de crescimento.
As vitaminas e os aminoácidos foram adicionados de acor-
do com cada meio de cultura utilizado.

O pH de cada meio foi ajustado para 5,8 antes da adi-
ção de 6,0 mg L-1 (0,6%) de ágar. Após o preparo, 15 mL do
meio de cultura foram distribuídos em tubos de ensaio, os
quais foram vedados com tampas de polipropileno, iden-
tificados e autoclavados a 121 ºC, por 20 minutos.

Os ensaios foram instalados em condições assépticas
em câmaras de fluxo laminar horizontal, que foram
desinfestadas com álcool 70%. Os instrumentos (pinças,
bisturis e placas de Petri®) foram autoclavados e flambados.
Os segmentos nodais foram obtidos uniformemente a partir
de plâtulas pré-estabelecidas. Após a inoculação, os
explantes foram mantidos por 60 dias em sala de cresci-
mento, com luminosidade em torno de 35 µmol.m-2.s-1, tem-
peratura 26 ± 1 ºC e fotoperíodo de 16 horas. As variáveis
avaliadas foram comprimento da parte aérea (cm), número
de gemas, biomassa seca das plântulas (g) e número de
raízes e de brotações laterais.

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramen-
te casualizado, em esquema fatorial 5 x 4 (cinco meios de
cultivo x quatro concentrações de sacarose), com quatro
repetições e três plantas por parcela.

Os dados foram submetidos à análise de variância, e
os fatores quantitativos foram comparados por meio de
regressão polinomial (Programa Sisvar - Ferreira, 2000) e
os qualitativos pelo teste de Scott-Knott.

RESULTADOS E DISCUSSÃO
1ª Etapa

Para todas as variáveis analisadas houve interação
significativa entre modo de escarificação e concentração
de GA3.

Para a variável percentagem de germinação, obteve-
se melhor resultado (46,8%) utilizando-se 19,84 mg L-1 de
GA3 e realizando a escarificação na ponta da semente (Fi-
gura 1). Com o aumento nas concentrações de GA3, veri-
ficaram-se respostas crescentes quadráticas até o ponto
de máximo, obtido com 19,84 mg L-1, seguidas com redu-
ção na porcentagem de germinação em concentrações
superiores. A baixa germinação às vezes é obtida em expe-
rimentos com espécies dormentes (Tedesco et al., 2001),
sendo necessário desenvolver técnicas que permitam
melhorar a germinação.

A embebição das sementes de Passifloráceas pode
ser eficiente para promover a sua germinação, segundo
alguns autores. Ferreira (1998) verificou que a imersão de
sementes de Passiflora alata em 100 mg L-1 de GA3 favo-
receu a germinação. Em sementes sem arilo embebidas em
150 e 300 mg L-1 de ácido giberélico observou-se maior
percentagem de germinação (Rossetto et al., 2000).

Verificou-se nas sementes que não foram escarificadas
ausência de germinação, mesmo com a presença do GA3

no meio. Com isso, pode-se supor que a espécie possui
algum tipo de dormência física. Morley-Bunker (1980) e
Wagner Júnior et al. (2007) mencionaram que algumas
espécies de Passiflora spp. apresentam dormência em
suas sementes, ocasionada pelo mecanismo de controle
da entrada de água, devido à dureza do tegumento, ne-
cessitando-se de tratamentos para a superação da
dormência física.

O maior índice de velocidade de germinação (IVG)
foi obtido com a utilização de 23,24 mg L-1 GA3 e
escarificação da ponta da semente (1,68) (Figura 2). As-
sim, verificou-se que tanto a percentagem de germina-
ção quanto o IVG foram maiores nas concentrações de
GA3 em torno de 20 mg L-1. Segundo Taiz & Zeiger
(2004), as giberelinas estão envolvidas na quebra de

Figura 1. Percentagem de sementes de maracujazeiro-do-sono
(Passiflora setacea DC.) germinadas em meio de cultivo MS acrescido
de 0, 20, 30 e 40 mg.L-1 de GA3; combinados com a ausência de
escarificação e escarificação na ponta e no meio da semente.
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dormência de sementes de diferentes espécies, provo-
cando a diminuição no tempo médio de germinação e
aumentando o índice de velocidade de germinação,
conforme verificado neste trabalho.

2ª Etapa
Observa-se que houve efeito significativo para a

interação meio de cultura x concentrações de sacarose
nas características comprimento da parte aérea, número
de gemas e peso da matéria seca das plântulas.

De acordo com a análise de regressão, melhores resul-
tados para o comprimento da parte aérea (5,44 cm) e nú-
mero de gemas (11,47 cm) foram obtidos com a utilização
do meio de cultura MSM associado com 29,96 e 28,74 g.L-

1 de sacarose, respectivamente (Figuras 3 e 4).
Diferentes respostas foram observadas para o com-

primento da parte aérea e número de gemas nos meios
de cultivo utilizados. Tanto o crescimento quanto a
morfogênese em culturas in vitro são sensivelmente
influenciados pela disponibilidade de N (nitrogênio) e
a forma em que ele é fornecido. O MSM possui concen-
tração de sais (macro e micronutrientes) considerada
baixa, porém benéfica na micropropagação de fruteiras
(Pasqual, 2001).

O aumento das concentrações de sacarose proporcio-
nou incremento de forma quadrática no comprimento da
parte aérea dos explantes até 30 g L-1, verificando-se de-
créscimos dessa variável em maiores concentrações, in-
dependentemente do meio de cultivo utilizado. Provavel-
mente, isso ocorreu devido ao aumento excessivo do po-
tencial osmótico do meio de cultura, que dificultou o de-
senvolvimento das brotações (Figura 3).

Na Figura 4 verificaram-se diferenças significativas
entre os meios de cultura empregados, associados às con-
centrações de sacarose, em relação ao número de gemas

das plântulas. Essas diferentes respostas podem ser rela-
cionadas ao teor de sais do meio de multiplicação, pois
uma concentração maior ou menor de sais, ou outros com-
postos osmoticamente ativos, de acordo com a espécie e
com o potencial osmótico de suas sementes, poderá ser o
fator responsável pela sua adequada hidratação,
viabilizando ou não a ocorrência de gemas (Dodd &
Donovan, 1999).

Para muitas espécies, a sacarose é empregada nos
meios de cultura em concentrações variando entre 2 e 4%.
Segundo Grattapaglia & Machado (1998), abaixo desta
faixa pode ocorrer o aparecimento de clorose generaliza-
da da cultura e acima, problemas de excessivo potencial
osmótico do meio, o que leva a deterioração das plântulas.
Porém, acima de 45 g L-1 de sacarose adicionada aos meios
de cultivo observou-se maior massa da matéria seca das
plântulas (Figura 5).

Figura 2. Índice de velocidade de germinação de sementes de
maracujazeiro-do-sono (Passiflora setacea DC.) em meio de cultivo
MS acrescido de 0, 20, 30 e 40 mg L-1 de GA3, combinados com a
ausência de escarificação e escarificação na ponta e no meio da
semente.

Figura 4. Número de gemas por plântula de maracujazeiro-do-sono
(Passiflora setacea DC.) em diferentes meios de cultivo acrescidos
de diferentes concentrações de sacarose.

Figura 3. Comprimento da parte aérea de plântulas de
maracujazeiro-do-sono (Passiflora setacea DC.) em diferentes meios
de cultivo acrescidos de diferentes concentrações de sacarose.
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Não se verificou a presença de raízes e de brotações
laterais em todos os tratamentos do ensaio. Supõe-se que
as concentrações de sacarose adicionadas aos diversos
meios de cultura possam ter influenciado negativamente
na formação do sistema radicular das plântulas de
Passiflora setacea.

Junghans et al. (2002) observaram que microplantas
de P. edulis f. flavicarpa O. Deg. atingiram o máximo de
enraizamento quando se reduziu a concentração do meio
de cultura. Os mesmos autores relataram a ação benéfica
de maiores concentrações de sacarose no enraizamento
do maracujazeiro.

A sacarose como fonte de carboidratos visa suprir às
necessidades metabólicas dos explantes, atuando como
fonte de esqueletos carbônicos na diferenciação celular e
no crescimento (De Riek et al., 1997). Talvez a quantidade
de açúcar endógena das plântulas fosse suficiente para a
formação de raízes e brotações, satisfazendo suas neces-
sidades metabólicas.

CONCLUSÕES
O método de escarificação na ponta da semente, jun-

tamente com a utilização de 19,84 mg L-1 de GA3 no meio
de cultura, mostra-se efetivo para quebra parcial da
dormência das sementes do maracujazeiro-do-sono.

Segmentos nodais do maracujazeiro-do-sono em meio
MSM com 29,96 g L-1 de sacarose permitem maior cresci-
mento das brotações.
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