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Micropropagacéo do mar acujazeir o-do-sono

Flavia Carvalho Santos!, José Darlan Ramos?, Moacir Pasqual®, Juliana Costa de Rezende®,
Fabiola Carvalho Santos*, Fabiola Villa®

RESUMO

Em funcdo da dificuldade de propagacdo de Passiflora setacea DC., técnicas de cultura de tecidos tornam-se
alternativas viaveis. Objetivou-se estudar a germinacdo in vitro e determinar o melhor meio de cultivo na sua
micropropagacao. O presentetrabal ho constou de duas etapas, naprimeiraas sementes (sem escarificacéo, escarificadas
na extremidade ou na parte mediana) na foram colocadas em %2 MS e 30 g L* de sacarose, distribuido em tubos de
ensaio e suplementado com zero, 20ou 40 mg L™ de GA . O pH do meio foi gjustado para 5,8 antes da adigéo de 6,0
mg L-* de &gar. Apds ainocul agdo das sementes nos meios de cultura, elas foram mantidas em salade crescimento com
luminosidade de 35 umol.n2.s?, temperaturade 26 + 1°C efotoperiodo de 16 horas. Assim que germinaram, as plantulas
foram transferidas para tubos contendo meio M S, onde constituiram um segundo experimento, afim de se testarem
mei os combinados com concentragdes de sacarose. O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado,
em esquemafatorial 3 x 3, quatro repeticdes e 15 sementes por parcela no primeiro experimento e 4 x 4, com quatro
repeticdes e 3 plantas por parcela no segundo experimento. Melhores resultados na micropropagacéo foram obtidos
em meio de cultivo MSM, associado a 28,51 e 28,74 g L* de sacarose. Maior indice de vel ocidade de germinagao foi
verificado com uso de 20 mg L™ de GA ,, associado a escarificagéo na ponta da semente.

Palavr as-chave: Passiflora setacea DC., maracuja, culturadetecidos, invitro.

ABSTRACT

Micropropagation of Passiflora setacea DC.

Propagation of Passiflora setacea DC. is extremely difficult, therefore tissue culture techniques become aviable
aternative. The objective of thisstudy wasto evaluate thein vitro germination and determine the best culture medium
for micropropagation. Thiswork was carried out in two stages; in thefirst, seedswere placed in %2 M S culture medium
and 30 g L™ of sucrose, distributed in tubes and supplemented with different AG, concentrations. The pH of culture
medium was adjusted for 5.8 before adding 6.0 mg L * of agar. After seed inoculation, the cultureswere kept in agrowth
room under 35 pumol.m2.s?, 26:1°C and photoperiod of 16 hours. Just after germination, the seedlingswere transferred
to tubes containing ¥2 MS, constituting a second experiment, in order to test culture media with different sucrose
concentrations. The experimentswere arranged in acomplete randomized design, in a3x3 factorial, with four repetitions
and 15 seedg/plot (first experiment) and a4x4 factorial, with four repetitions and 3 plants/pl ot (second experiment). The
best results for micropropagation were obtanied in MSM medium with 28.51 and 28.74 g L of sucrose. The highest
germination speed index was obtained with 20 mg L * of AG, combined with seed tip scarification.

Key wor ds: Passiflora setacea DC., passion fruit, tissue culture.
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INTRODUCAO

O cultivo do maracujazeiro ocupa, no Brasil, 34.000
hectares. Embora presente em todas as regifes, assume
papel de destague no Nordeste (43,3% da producéo bra-
sileira) e Sudeste (41%), sendo aBahia, 0 Espirito Santo e
S&o Paulo os principais produtores (IBGE, 2005). Além
disso, o Brasil € o maior produtor mundial de frutos com
aproximadamente 33 mil hectares plantados e produtivi-
dade médiade 9.035 kg ha* (Ruggiero, 2000). As espécies
cultivadas comercialmente sfo a Passiflora edulis Sims
(maracujazeiro-azedo e maracujazeiro-roxo) e aP. alata
Curtis (maracujazeiro-doce) (Bernacci et al., 2005). Inde-
pendentemente da espécie, existem problemas
fitossanitarios e de propagagéo que compromentem o seu
cultivo comercial. As doencas provocadas por patdgenos
do solo constituem-se nas mais importantes, em termos
de expressao econdmica. Com o objetivo de aproveitar
espécies resistentes nos programas de melhoramento ou
utilizé-las como porta-enxertos em areas af etadas, avaria-
bilidade entre e dentro de espécies do género Passiflora
para resisténcia a doencas e pragas tem sido estudada e
caracterizada (Ruggiero, 2000).

O maracujazeiro-sururuca ou maracujazeiro-do-sono
(P. setacea DC.), é umaespécie silvestre e pouco estuda-
dacom relagéo a propagacdo por via sexuada e as condi-
¢Oes de armazenamento das sementes (Meletti et al ., 2002).
Variosautores (Junqueiraet al., 2005; Bragaet al., 2006)
citam que essa espécie silvestre possui toleranciaaalgu-
mas doencas e pragas, como resisténcia a morte precoce
efusariose, constituindo umaalternativaem potencial para
uso como porta-enxertos. Porém, caracteristicas como
dorméncia das sementes e dificuldades no enraizamento
das estacas sdo limitacBes que podem comprometer seu
uso em plantioscomerciais (Sousa& Meletti, 1997; Manica
etal., 2005).

Deacordo 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-
¢&o de germoplasma de Passiflora usando procedimen-
tos biotecnol dgicos. Paratanto, devem estar disponiveis,
na literatura, protocol os de assepsia para explantes obti-
dos de sementes, folhas, gemas e segmentos nodais, bem
como protocol os paragerminagdo de sementes. Em razéo
da desuniformidade e dificuldade de germinacéo de P.
setacea DC., astécnicas de culturadetecidos sdo alterna-
tivas para a sua propagacéo.

Os meios de cultura, por consistirem parte essencial
desta técnica, necessitam de constante aprimoramento,
buscando-se sempre o que proporcione maior germina-
¢80 e propagagdo in vitro, gerando maior nimero de mu-
das frutiferas de qualidade e com menor custo (Pasqual,
2001). Podem-se encontrar varios meios paratal finalida-

de, comoM S (Murashige & Skoog, 1962), WPM [(Wood
Pant Medium) LIoyd & McCown (1980)], MSM (meioM S
modificado por Monteiro-Hara, 2000), BDS(Dunstan &
Short, 1977) eomeio DSD1 (Silva& Doazan, 1995).

Objetivou-se estudar a superacdo de dorméncia na
germinagdo in vitro e determinar o meio de cultivo que
proporcione mel hor micropropagacéo do maracujazeiro-
do-sono (Passiflora setacea DC.).

MATERIAL EMETODOS
12 Etapa

O experimento foi conduzido no L aboratério de Cultu-
rade Tecidos VegetaisdaUniversidade Federal deLavras
(UFLA). Foram usadas sementes de maracuja-do-sono
(Passiflora setacea, cédigo CPAC M J-12-01), provenien-
tes de frutos do banco de germoplasma de Passiflora
spp., daEMBRAPA Cerrados.

Assementes foram colocadas em béquer contendo 50
mL de d&gua com duas gotas de detergente paraaprimeira
lavagem. A seguir, elas foram enxaguadas em agua cor-
rente, utilizando-se peneiraplastica, sendo posteriormen-
te mergulhadas em dcool 70% por 40 segundos. Para a
retiradado arilo remanescente, utilizou-se o tecido Perfex®.
As sementes foram imersas em soluc&o de hipoclorito de
sbdio (2%) durante 20 minutos e submetidas atrés lava-
gens em &gua destilada autoclavada.

O meiodeculturautilizado foi ¥2M S, acrescido de 30
g L*desacarose, 100 mg L) de mioinositol e concentra-
¢Oes de acido giberélico (GA,). O pH do meio foi gjustado
para5,8 antesdacolocacéo de 6,0 mg L de &gar (Merck®).
Os meios foram distribuidos em tubos de ensaio (15 mL/
tubo), sendo esses vedados com tampas plésticas e leva-
dos para autoclavagem a temperatura de 121 °C, por 20
minutos.

Os tratamentos constituiram-se de quatro concentra-
coes de GA, (0, 20, 30 e 40 mg L™ no meio de cultura
adicionadas ao meio de cultivo ¥2 M S, combinadas com
auséncia de escarificagdo, escarificagdo na ponta da se-
mente (proxima do embri&o) e escarificagdo no meio da
semente. A escarificag8o foi realizada fazendo-se cortes
com bisturi.

O ensaio foi instalado, em condigdes assépticas, em
camarade fluxo laminar horizontal desinfestadas com &l-
cool 70%. Os instrumentos (pingas, bisturis e placas de
Petri®) foram autoclavados e flambados. Apds aintrodu-
¢80 das sementes, o material foi colocado em salade cres-
cimento com luminosidade em torno de 35 pumol.m2.s?,
temperaturade 26 + 1°C efotoperiodo de 16 horas. Assim
que germinaram, as plantulas foram transferidas paratu-
bos de ensaio contendo meio de cultura M S (completo).

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente
casualizado, em esquema fatorial 3 x 4 (trés tipos de
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escarificagdo x quatro concentragdes de GA ), quatro re-
peticdes e 15 sementes por parcelanaprimeiraetapa. Apos
60 dias, foram avaliados a percentagem de germinacéo e o
indice de velocidade de germinacado (Larréet al., 2007) e
comparados quantitativamente por meio de regressdo
polinomial (ProgramaSisvar - Ferreira, 2000). Asavalia-
¢Besdo IV G foram realizadas diariamente até aestabiliza-
¢8o dagerminacdo (Silva& Nakagawa, 1995).

22 Etapa

Paraarealizagéo do experimento foram utilizados seg-
mentos nodais uniformes, com cerca de 2 cm, contendo
duas gemas, oriundos das sementes germinadas in vitro
daprimeiraetapa.

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), cadaum adicionado de 100 mg L de
mio-inositol, quatro concentragdes de sacarose (0, 15, 30
e 45 g.L 1) e sem adicdo de reguladores de crescimento.
Asvitaminas e os aminoécidosforam adicionados de acor-
do com cadameio de cultura utilizado.

O pH de cadameio foi ajustado para 5,8 antes da adi-
¢80 de6,0mg L1 (0,6%) de &gar. Aposo preparo, 15 mL do
meio de culturaforam distribuidos em tubos de ensaio, os
quais foram vedados com tampas de polipropileno, iden-
tificados e autoclavados a 121 °C, por 20 minutos.

Os ensaios foram instalados em condic¢des assépticas
em camaras de fluxo laminar horizontal, que foram
desinfestadas com dlcool 70%. Os instrumentos (pingas,
bisturis e placas de Petri®) foram autoclavados e flambados.
Os segmentos nodai sforam abtidos uniformemente apartir
de plétulas pré-estabelecidas. Apos a inoculagdo, os
explantes foram mantidos por 60 dias em sala de cresci-
mento, com luminosidade em torno de 35 umol.m2.s?, tem-
peratura 26 + 1 °C efotoperiodo de 16 horas. Asvariaveis
avaliadasforam comprimento daparte aérea (cm), nimero
de gemas, biomassa seca das plantulas (g) e nimero de
raizes e de brotagoes laterais.

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramen-
te casualizado, em esquemafatorial 5 x 4 (cinco meiosde
cultivo x quatro concentrages de sacarose), com quatro
repeticdes e trés plantas por parcela.

Os dados foram submetidos a andlise de variancia, e
os fatores quantitativos foram comparados por meio de
regressdo polinomial (ProgramaSisvar - Ferreira, 2000) e
os qualitativos pelo teste de Scott-Knott.

RESULTADOSE DISCUSSAO

12 Etapa
Para todas as varidveis analisadas houve interacao

significativaentre modo de escarificacdo e concentracéo
deGA,.
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Para a variavel percentagem de germinacéo, obteve-
semelhor resultado (46,8%) utilizando-se 19,84 mg L1 de
GA, erealizando aescarificagdo napontada semente (Fi-
gural). Com o aumento nas concentragoes de GA ,, veri-
ficaram-se respostas crescentes quadréticas até o ponto
de méximo, obtido com 19,84 mg L, seguidas com redu-
¢80 na porcentagem de germinacdo em concentracfes
superiores. A baixagerminagao asvezes é obtidaem expe-
rimentos com espécies dormentes (Tedesco et al., 2001),
sendo necessario desenvolver técnicas que permitam
mel horar agerminagao.

A embebicdo das sementes de Passifloraceas pode
ser eficiente para promover a sua germinagéo, segundo
algunsautores. Ferreira (1998) verificou queaimersio de
sementes de Passiflora alataem 100mg L * de GA  favo-
receu agerminacdo. Em sementes sem arilo embebidasem
150 e 300 mg L de &cido giberélico observou-se maior
percentagem de germinacdo (Rossetto et al., 2000).

Verificou-se nas sementes que ndo foram escarificadas
auséncia de germinagdo, mesmo com a presencado GA,
no meio. Com isso, pode-se supor que a especie possui
algum tipo de dorménciafisica. Morley-Bunker (1980) e
Wagner Janior et al. (2007) mencionaram que algumas
espécies de Passiflora spp. apresentam dorméncia em
suas sementes, ocasionada pelo mecanismo de controle
da entrada de agua, devido a dureza do tegumento, ne-
cessitando-se de tratamentos para a superacdo da
dorménciafisica

O maior indice de velocidade de germinagao (1V G)
foi obtido com a utilizagdo de 23,24 mg L™* GA, e
escarificacdo dapontadasemente (1,68) (Figura?2). As-
sim, verificou-se que tanto a percentagem de germina-
¢8o quanto o 1V G foram maiores nas concentragdes de
GA, em torno de 20 mg L. Segundo Taiz & Zeiger
(2004), as giberelinas estdo envolvidas na quebra de

50 - .
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k- - __ a—— — —— —_————
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% Germinagio

10 4

0 10 20 30 40

.l
Concentragio de GA 3(mg.L")

= = = 'Ponta — — Metade Auséneia

Ypon = 33,02 + 1,3886x — 0.035x° R =0,90
Y terne = 31,179 — 0,1912x + 0,005x° R* = 0,62
Y auséncia = 0 Re= 1,00

Figura 1. Percentagem de sementes de maracujazeiro-do-sono
(Passiflora setacea DC.) germinadas em meio de cultivo M S acrescido
de 0, 20, 30 e 40 mg.L™* de GA, combinados com a auséncia de
escarificagdo e escarificagdo na ponta e no meio da semente.
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Figura 2. indice de velocidade de germinagéo de sementes de
maracujazeiro-do-sono (Passiflora setacea DC.) em meio de cultivo
MS acrescido de 0, 20, 30 e 40 mg L™ de GA,, combinados com a
auséncia de escarificacéo e escarificacdo na ponta e no meio da
semente.

dorméncia de sementes de diferentes espécies, provo-
cando a diminuicdo no tempo médio de germinacédo e
aumentando o indice de velocidade de germinagéo,
conforme verificado neste trabal ho.

22 Etapa

Observa-se que houve efeito significativo para a
interacdo meio de cultura x concentracBes de sacarose
nas caracteristicas comprimento da parte aérea, nimero
de gemas e peso da matéria seca das plantulas.

Deacordo com aandlise de regressdo, melhoresresul -
tados para o comprimento da parte aérea (5,44 cm) e nU-
mero degemas (11,47 cm) foram obtidos com autilizacgo
domeiodeculturaM SM associado com 29,96 e28,74 g.L-
1 de sacarose, respectivamente (Figuras 3 e 4).

Diferentes respostas foram observadas para o com-
primento da parte aérea e nimero de gemas nos meios
de cultivo utilizados. Tanto o crescimento quanto a
morfogénese em culturas in vitro sdo sensivelmente
influenciados pela disponibilidade de N (nitrogénio) e
aformaem que ele éfornecido. O MSM possui concen-
tragdo de sais (macro e micronutrientes) considerada
baixa, porém benéficanamicropropagacéo defruteiras
(Pasqual, 2001).

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

Na Figura 4 verificaram-se diferencas significativas
entre os mei os de culturaempregados, associados as con-
centracOes de sacarose, em relagdo ao nimero de gemas

das pléantulas. Essas diferentes respostas podem ser rela-
cionadas ao teor de sais do meio de multiplicac&o, pois
umaconcentragdo maior ou menor de sais, ou outros com-
postos osmoticamente ativos, de acordo com a espécie e
com o potencial osmético de suas sementes, podera ser o
fator responsavel pela sua adequada hidratacao,
viabilizando ou ndo a ocorréncia de gemas (Dodd &
Donovan, 1999).

Para muitas espécies, a sacarose € empregada nos
meios de culturaem concentragdes variando entre 2 e 4%.
Segundo Grattapaglia & Machado (1998), abaixo desta
faixa pode ocorrer 0 aparecimento de clorose generaliza-
dadacultura e acima, problemas de excessivo potencial
osmoético do meio, o quelevaadeterioracdo das plantulas.
Porém, acimade 45 g L 1 de sacarose adicionadaaos meios
de cultivo observou-se maior massa da matéria seca das
plantulas (Figurab).
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Concentragdo de sacarose (g.L'")
|— - -WPM - - - - DSDI — — BD§ —— MS§ —— MSM

Ywpn= 2.0035 + 0,062x - 0,0016x° R’ =0,7799
Yosm= 1,558 +0,1156x - U.!J(}ESx" R =0999
Yousu= 1,6858 +0,1618x - IJ,[HD?)E' R = 00,9566
Yys= 17558 + 0,2071x - 0,0035x R’ = 0,8596

Yaps= 1.3714 +0,2851x - 0,005x° R?=0,8788

Figura 3. Comprimento da parte aérea de plantulas de
maracujazeiro-do-sono (Passiflora setacea DC.) em diferentes meios
de cultivo acrescidos de diferentes concentraces de sacarose.

Numero de gemas

Concentragoes de sacarose (g.L'])

— - -WPM - - - -DSD| — — BDS =——=MS5M
Y e = 6,3153 + 0,001x - 0,0015%° R® =0,9255
Yopsp = 0,281 +0,4618x - 0,008?;&3 R?=0,9292
Yaps = 0,4958 +0,5109x - 0.0084){3 R*=0,8733
Yoem =-04186 + 0,8276x - 0,[!144:{3 R™=09572

Figura 4. Nimero de gemas por plantula de maracujazeiro-do-sono
(Passiflora setacea DC.) em diferentes meios de cultivo acrescidos
de diferentes concentracBes de sacarose.
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Concentracoes de sacarose {g.L")

— — BDS = = = +DSDI —— MS —— MSM = = = WPM
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Y yeor= 0,002 + 0,001 - 0,00005x2 R?=0,9811
Y,s= 0,0036 + 0,0005x-0,000001x2 R? = 0,9566
Y e = 0,0018+ 0,0013x - 0,000014x2 R? = 0,9467
Y ey = 0,0034+ 0,001x -0,000013x? R? = 0,9993

Figura 5. Massa de peso seco de plantulas de maracujazeiro-do-
sono (Passiflora setacea DC.) em diferentes meios de cultivo
acrescidos de diferentes concentragdes de sacarose.

N&o se verificou a presenca de raizes e de brotactes
|aterais em todos os tratamentos do ensaio. Supde-se que
as concentragOes de sacarose adicionadas aos diversos
meios de cultura possam ter influenciado negativamente
na formacdo do sistema radicular das plantulas de
Passiflora setacea.

Junghans et al. (2002) observaram que microplantas
deP. edulisf. flavicarpa O. Deg. atingiram o méximo de
enraizamento quando se reduziu a concentracéo do meio
de cultura. Os mesmos autores relataram a agéo benéfica
de maiores concentragdes de sacarose no enraizamento
do maracujazeiro.

A sacarose como fonte de carboidratos visa suprir as
necessidades metabdlicas dos explantes, atuando como
fonte de esquel etos carbonicos na diferenciacdo celular e
no crescimento (DeRiek et al., 1997). Talvez aquantidade
de aglicar enddgena das plantulas fosse suficiente paraa
formacao de raizes e brotacdes, satisfazendo suas neces-
sidades metabdlicas.

CONCLUSOES

O método de escarificagdo na ponta da semente, jun-
tamente com autilizagéo de 19,84 mg L * de GA ,no meio
de cultura, mostra-se efetivo para quebra parcial da
dorménciadas sementes do maracujazeiro-do-sono.

Segmentos nodai s do maracujazeiro-do-sono emmeio
MSM com 29,96 g L ! de sacarose permitem maior cresci-
mento das brotaces.
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