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APLICACAO DE TECNICAS DE BIOTECNOLOGIA A
CULTURA E MELHORAMENTO DO MARACUJAZEIRO

APPLICATION OF BIOTECHNOLOGICAL
PROCESSES TO PASSION FRUIT CULTURE

Daniela Macedo de Lima Evelise Rejane Golombieski Ricardo Antonio Ayub®

- REVISAO BIBLIOGRAFICA -

RESUMO

A tecnologia da cultura de protoplastos, células e
tecidos de plantasn vitro constitui-se em uma das areas de
maior éxito na biotecnologia. No génefassiflora poucas
espécies tém sido utdidas com fins biotecnol6gicos nos estudos
de cultura de tecido. Do pouco ja realizado, obteve-se sucesso na
regeneracao de brotos, por via indireta, a partir de calos, ou por
via direta, a partir dos explantes cotiledonares, hipocotiledonares
ou foliares. A regeneracdm vitro é faciimente induzida em
entrends e segmentos de gavinha, com a adigdo de citocinina ao
meio de cultivo. Bcentes avangos na regeneracgao de protoplas-
tos de outras frutiferas permitiram a aplicacdo da hibridizagao
somatica no maracuja. O uso da engenharia genética, aprovei-
tando-se a halbidade de regeneracédo das plantas Bleedulisf.
flavicarpa, torna-se relevante na tentativa de reduzir a devasta-
¢do imposta por certas doengas e pragas, e também na adicdo de
outras caracteristicas de importancia agronémica.

Palavras-chave:Passiflora spp, Passiflora edulisf. flavicarpa,
biotecnologia, micropropagacdo, organogéne-
se, protoplastos, transformacéo.

SUMMARY

The technology of cells, protoplast and tissue culture
of plants is one of the most successful biotechnological areas. In
the genusPassiflora a few species have been used with
biotechnological ends on the studies concerning tissue cultures.
Regeneration of shoots can be indirect, from callus, or direct, by
cotiledonary, hipoctledonary and leaf explants. It is easy to
inducein vitro regeneration of internodes and axillary tendrils if
cytokinin is added to the culture medium. Early advances in the
regeneration of other fruit tree protoplasts have allowed the use
of the somatic hybridization process in the passion fruit. Shce
edulis f. flavicarpa has a natural regeneration ability, the

application of genetic engineering techniques becomes necessary
in order to reduce the infestation by some diseases or insects, and
to add relevant agricultural properties to this species.

Key words: Passiflora spp, Passiflora edulis f. flavicarpa,
biotechnology, micropropagation, organogenesis,
protoplasts, transformation.

INTRODUCAO

O cultivo de células isoladas de plantas
iniciou-se neste século com Haberlandt, apud
TORRES & CALDAS (1990), o qual tentou pela
primeira vez demonstrar o principio da totipotencia-
lidade das mesmas, através do cultivo de células e
tecidos somaticos de varias espécies em solucéo
nutritiva. Stewartet al., apud KERBAUY (1997),
demonstraram pela primeira vez a possibilidade da
obtencdo de embribes de plantas a partir de células
maduras (embriogénese somatica).

A compreensdao dos  complexos
mecanismos reguladores do desenvolvimento
vegetal, como um todo, teve como consequéncia o
desenvolvimento da biotecnologia de plantas,
entendida como a utilizagdo integrativa de processos
tecnolégicos e bioquimicos, empregando-se células,
tecidos e 6rgdos de plantas, visando a geracdo de
produtos e servigos. Paralelamente, os avancos da
biotecnologia vegetal propiciaram  owos
conhecimentos na area de fisiologia, da genética e da
biologia molecular vegetal. A familRassifloraceae
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€ constituida de 12 géneros e acha-se largamentepromover a introgressdo de genes de resisténcia a
distribuida nos tropicos, incluindo mais de 580 doenca e transferir caracteristicas desejaveis a espé-
espécies, das quais a grande maioria pertence aocies cultivadas, foi testada no melhoramento de
géneroPassiflora, sendo predominantemente nativa passiflora (TORRES & MARTIN, 1974). Entre-

do Brasil (Oliveira & Ferreira apud OTON al, tanto, Payan & Martin e Oliveira e Ferreira, apud
1995b). O génerPassifloraabriga espécies que sG80 pDORNELAS & VIEIRA (1993), observaram que

conhecidas com o nome de maracuja, sendo que hipridos interespecificos séo dificeis de produzir e
destas, 50 a 60 espécies produzem frutos s problemas de fertilidade.

comestiveis (MARTIN & NAKASONE, 1970) e Dessa forma, a utilizacéo e aplicagdo das

outras tém importante valor ornamental. técnicas da engenharia genética na biotecnologia do
_ O Brasil tem o maracuja amarel®.( maracujazeiro é de suma importancia para a agri-
edulis fv. flavicarpa) como um importante  cyjtura, pois ela pode melhorar a qualidade e produ-

representante desse género, com uma area plantadajyidade das espécies e/ou permitir a producdo de
de aproximadamente 24.000ha, destacando-se, desseompostos secundarios de interesse econdmico.

modo, como principal produtor mundi®assiflora

edulisf. flavicarpa, denominado maracuja amarelo, MICROPROPAGACAO

€ uma das espécies mais importantes do ponto de

vista econémico. E uma planta lenhosa, trepadeira Na micropropagacao de plantas lenhosas
perene, que se fixa a suportes por meio de gavinhas.é mais dificil obter a regeneragdo de plantas de ma-
Seus frutos sdo valiosos por seu sabor e aroma, terial fisiologicamente maduro (BONGA & VON
sendo ricos em vitamina C e &cido nicotinico. ADERKAS, 1992, KAWATA et al, 1995), en-
Létschert & Beese, apud'UTRA VAZ et al. quanto que o tecido jovem é também conveniente
(1993), observaram que as folhas dessa planta Parao isolamento de protoplasto e seu uso em proto-

contém alcalbides, os quais tém efeito redutor da CO'?S, de tﬁansformggao dg plantas. Edssa caracteristi-
pressdo sangiiinea. ca foi igualmente observada no caso do maracujazei-

Apesar do bom desenvolvimento da cultu- rltgézu};l' EVC A\'/I'AAZ tet ?l" 1%%95:;’ grﬁi?ai?fetteglaos
ra do maracujazeiro de norte a sul do Brasil, atual- ' et al, : ’

ment tem observado Vari roblem m jovens sao aproveitaveis somente por um periodo
ente Se em observado varios problemas como a q|atiyamente curto de tempo e/ou em quantidade

bacteriose, viroses e adaptacdes climaticas. Se_gundolimitada (Vaqueroet al. apud KAWATA et al,
MARASCHIN et al. (1997), o problema de maior  1995) MORAN ROBLES (1978) constatou que no
significancia para o sucesso da cultura do maracuja- caso do maracuja poucas espécies foram utilizadas
zeiro (P. eduli§ no estado do Rio Grande do Sul nos estudos de cultura de tecido a partir de materiais
parece ser a inexisténcia deaterial genético que  jovens, os quais se iniciaram com a propagacio
interaja adequadamente com os ambientes do Sul dovegetativa de brotos axilares Beedulis SCORZA
pais, expondo a cultura a ocorréncia de geadas. & JANICK (1980) induziram o florescimentin
KOCH et al. (1998) salientam aetessidade da  vitro em explantes foliares, caulinares e de gavinhas
preservacdo de espécies frutiferas comestiveis e€m P. suberosaA formag&o de brotos de discos
nativas da Famili®@assifloraceae comoPassiflora foliares foi obtida enP. alata por Desai & Mehta,
actinia (maracuja amarelo nativo), da regido de apUudD'UTRA VAZ et al. (1993), e maisecente-
Curitiba, situada no Primeiro Planalto Paranaense, Mente, Kantharajah & Dodd, apDdUTRA VAZ et
visando & valoragdo econémica da biodiversidade. @l (1993), descreveram a técnica de micropropaga-
Desse modo, sabendo-se que a micropropagagao deSao pela cultura direta de explantes nodais de mudas

P. actiniaé viavel para a produgdo clonal de mudas, deP. edulis

retende-se produzi-las e domesticar a espécie, na A microenxertia de maracuja realizada
P . procu ) ~ P ' “vitro parece ser um método viavel para a regenera-
tentativa de viabilizar a instalacdo de pomares, os

: - e A ¢do de plantas a partir de meristemas, podendo ainda
quais oferecerdo aos produtores condicdes e cu  ser aperfeicoada pela reducéo da formagéo de calos

var um material adaptado ao clima local. _ sobre o ponto de enxertia (BIRICOLTI & CHIARI,
Nesse contexto, existem pesquisas reali- 1994).

zadas em espécies do génPussiflora (tabela 1),

empregando-se diversas técnicas e meios na biotec-ORGANOGENESE

nologia desses maracujazeiros, com a finalidade de

regenerar plantaig vitro e de obter novas varieda- A regeneracdo de brotos deassiflora

des de interesse agronémico. pode ser indireta, a partir de calos (NAKAYAMA,
A hibridizagdo sexual interespecifica, 1966; MORAN ROBLES, 1979; VESTRét al,

usando germoplasma de espécies selvagens, paral990), ou pode ocorrer diretamente dos explantes

Ciéncia Rural, v. 30, n. 2, 2000.
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Tabela 1 - Técnicas de biotecnologia empregadas nas principais espécies de mara@gazg#looaspp).

ESPECIES

TECNICA

EXPLANTES MEIOS AUTORES

P. edulisSims.

P. edulisf. flavicarpa.

P. actinia

P. edulisf. edulis.

P.  cincinnata
amethystina e
edulis.

oo

P. edulis f. flavicarpa
Deg.;P. mollissima P.
giberti; P. maliformis
P. amethystina

P. edulisf. flavicarpa

P.incarnatae P. edulis
f. flavicarpa.

P. edulis f. flavicarpa
Degener.

P. coccineaAubl.

P. edulis f. flavicarpa
Degener.

Micropropagacgéao

Micropropagacéo

Micropropagacéo

Cultura de

meristema

Organogénese

Organogénese

Organogénese

Hibridizacéo
somatica

Protoplastos

Regeneracéo de
protoplastos

Transformagéo

-Segmentos foliares. -MS com 0,22mgdeLBAP e 0,24mg L de KAWATA et al,
AlIB (1995).
-Brotos primordiais: subcultivados em MS com
2,25mg ! de BAP e transferidos para MS
contendo BAP e AIB, com pH 5,7 ou 5,8
-Brotos regenerados: MS fresco

-Secgbes da parte central dMS com omissdo de aménia ou nitrato, COmFARIA & SEGURA,
hipocétilo. adicéo de tiosulfato de prata. (1997).
-Seccdes foliares obtidas das
quatro Ultimas folhas formadas,
desprovidas de bordos, zona
distal e proximal do limbo.

-Foliares -Plantulas: MS suplementado com 1,Gnuig LKOCH, et al,
BAP, 0,01mg [! de AIB e ambos reguladore$1998).
(auxina e citocinina).

-Meristema com n&o mais que -MS contendo 1,0mgtde BAP, 0,5mg t de BIRICOLTI &
quatro folhas primordiais (0,2 -AlB e 0,25mg L’de GA; (&cido giberélico). CHIARI (1994).
0,4 mm comp.). -Microenxertos: sementes germinadas foram
transplantadas para meio MS 1/2. As mudas
microenxertadas foram transferidas para MS 1/2.

-Cotiledonares (folhas-Regeneracgdo: meio MS (Murashige & Skoo§ORNELAS &
rudimentares). contendo 1,5% de sacarose, 0,8% de agar e 2,0ftgRA (1993).
L* BAP de BAP (6-benzilaminopurina)
-Enraizamento: MS 1/2

-Foliares - discos de “leafletsMS contendo 1,0mg 'L de ANA (4cido DORNELAS &
do segundo e terceiro par deaftalenoacético) VIEIRA (1994).
folhas em duas metades, -Apices caulinares: MS 1/2
mantendo a nervura central.

-Apices caulinares.
-Cotiledonares e
hipocotiledonares.

-Porgdes apicais de plantulabS contendo 1,0mgtde BAP BIASI (1997 -
(entre 2e o 3 no). Informe verbal).

-Folhas novas recém- -lsolamento de protoplastos: MS contendo 2,53 ONI et al, (1995
expandidas, obtidas de plantulas™® de ANA e 0,25mg 1 de BAP. a).
(com 14 a 60 dias), previamente -Regeneracéo de brotos: calos cultivados em MS
a emisséo de gavinhas. com 1,0mg [ de zeatina alternado com MS
contendo ANA (0,01mg ) e BAP (1,0mg 0Y).
Os brotos regenerados foram subcultivados
alternando entre o MS solidificado com agar e com
1,0mg ! de zeatina e meio MS. Enraizaram em
MS 1/2 com 1,0mg £ de ANA, e apés
transferidos para meio MS.

-Folhas novas obtidas de-MS suplementado com 5,0mg' lde ANA e D'UTRA VAZ., et

plantulas (com 30 a 60 dias)p,25mg L' de BAP. al., (1993).
previamente a emissdo de
gavinhas.

-Folhas novas recém- - Regenerantes obtidos pelo cultivo de calos @0ONI et al, (1995
expandidas, obtidas de plantulaslternancia entre os meios MS com 0,001rigle b).
(com 45 a 60 dias), previamentéNA e 1,0mg L* de BAP, e MS com 1,0mgide
aemisséo de gavinhas. zeatina, ambos com sacarose 3% e agar 0,7%.
-Enraizamento: MS 1/2, com sacarose a 2% e
1,0mg L' de AIB.

-Foliares e caulinares. -MS contendo 0,99ndg BAP MANDERS et al,
-Enraizamento: MS com 3,54mg'Lde AIB (1994).
(4cido indolilbutirico) e 0,48mgtde ANA

Ciéncia Rural, v. 30, n. 2, 2000.
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cotiledonares,  hipocotiledonares ou  foliares aplicagdo da hibridizagdo somatica e a transferéncia

(DORNELAS & VIEIRA, 1994; KAWATA et al, direta de genes para protoplastos das mesmas, como
1995). BIASI (1997 — Informe verbal) afirma que a OTONI et al. (1995a) demonstraram paPa edulis
organogénese pode ocorrer dos dois modos. f. flavicarpa.

A regeneracdo é facilmente induzida em OTONI et al. (1995b) observaram baixa
entrenés e segmentos de gavifhaedulisf. flavi- frequéncia de organogénese em calos derivados de

carpa em meio MS (MURASHIGE & SKOOG, protoplastos, originados de folhas novas recém-
1962), na presencga de 6 - benzilaminopurina (BAP), expandidas dP. coccineaAubl., obtidas a partir da
e gemas assim obtidas podem ser utilizadas em se-germinagdo de sementes, o que implicou a necessi-
guida para multiplicagdo de plantas (Grattapagia  dade de mais estudos visando a otimizacdo da fase
al., apud TORRES & CALDAS, 1990). MORAN de regeneracéo de plantas para essa espécie.
ROBLES (1979), demonstrou que a organogénese Para DORNELAS & VIEIRA (1993), a
em segmentos internodais Bassiflora edulisfoi tecnologia de cultura de protoplastos permite a hi-
precedida pela formacéo de calo, diferenciacdo de bridizagdo somética entre espécies selvagens e culti-
tecidos vasculares e de zonas de diferenciagdo, comvadas como um método adicional para obtencéo de
um centro meristemético, caracterizado pelo acu- fluxo génico entre as espécies Plassiflora Esses
mulo de amido. autores demonstraram que é possivel regenerar
Alguns experimentos tém sido realizados plantas a partir de culturas de protoplastos destas
para promover um aumento na freqiiéncia de orga- espécies dePassiflora, jA que obtiveram alta fre-
nogénese. Nesse contexto, FARIA (1997 — Informe qléncia de organogénese em protoplastos isolados
verbal) relata que a adicdo de tiosulfato de prata ao de cotilédones deP. edulis f. flavicarpa, P.
meio de cultivo incrementa a capacidade proliferati- amethystinae P. cincinnata o que pode ser valioso
va dos explantes hipocotiledonares e foliarePde nos programas de melhoramento de novas varieda-
edulisf. flavicarpa. des e/ou porta-enxerto do maracuja amarelo.
Conforme BIASI (1997 — Informe verbal)
a organogénese pode ser induzida em explantes deTRANSFORMACAO GENETICA
porcOes apicais de mudas, obtidas entre o primeiro e
o terceiro nds, com a adicéo de 1,0ngde BAP ao A transformacgdo genética de células so-
meio de cultura inicial (MS), assim como MORAN méticas é uma via de acesso para a introducéo de
ROBLES (1979). Segundo esses autores, a diferen- genes agronomicamente importantes. D'UTRA VAZ
ciacdo da parte aérea e radicular é controlada pelo et al. (1993) sugeriram gque essxente estratégia de
balanco entre citocinina e auxina. Para manipulacéo genética pode ser realizada seguindo a
NAKAYAMA (1966), o maior teor de citocinina é regeneracao a partir de protoplastos de plant®s de
favoravel a proliferacdo de gemas, enquanto o de edulis pois a transformacédo de uma ou ambas espé-
auxina induz a formacé&o de raizes. No maracujazei- cies parentais, anteriormente ao isolamento e fusdo
ro, a adicdo apenas de citocinina ao meio de cultura de protoplastos, pode facilitar o desenvolvimento de
(MS) promove a resposta esperada de regeneragéosistemas de selegdo para recuperar tecidos hibridos.
de gemas, provavelmente pela quantidade enddgena Em revisdo bibliografica, MANDERSt
de auxina ja ser suficiente para estabelecer di-equ al. (1994) citam muitos exemplos do uso de
brio necessario a diferenciacdo (MORAN ROBLES, Agrobacterium na transformagdo genética de
1979). O crescimento e enraizamento das brota¢Besdicotiledéneas herbaceas, porém, para plantas
adventicias foram também obtidos pela transferéncia lenhosas sé@o poucos os exemplos. Como principais
dos explantes para um novo meio de cultura sem exemplos esses autores deram énfase para choupo
reguladores de crescimento, cuja concentracéo de (Fillatti et al; Pythoud et al), noz persa
sais foi reduzida pela metade, proporcionando a (McGranaharet al), maca (Jamest al; Lambert &
formacdo de calos em 96,2% dos explantes. Isso Tepfer), uva (Mullinset al), Citrus sp (Hidakaet
comprova a existéncia do balango enddgeno de hor- al.), péssego (Smigocki & Hammerschlag), ameixa
monios, suficiente para induzir calogénese (BIASI, (Mante et al), mamao (Fitschet al) e Kiwi

1997 — Informe verbal). (Uematsuet al,; Ruginiet al). Eles ainda relataram
pela primeira vez a transformacéo e regeneracéo do
CULTURA DE PROTOPLASTOS maracujazeiro amarelo  via Agrobacterium

tumefaciens Os resultados demonstraram a

Para D'UTRA VAZ et al. (1993), os re- habilidade de transformar essa frutifera

centes avancos na regeneracdo de protoplastos decomercialmente importante. Isso foi atribuido a
varias espécies de &rvores frutiferas permitirdo a viabilidade de um sistema de regeneracgao de explan-

Ciéncia Rural, v. 30, n. 2, 2000.
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tes dePassiflora edulisfv. Flavicarpa e ao fato de

gue os explantes foram suscetiveis a infecgdo por

uma cepa desarmadade

tumefaciens

Agrobacterium

CONCLUSAO

As condicbes hoje estabelecidas para o
cultivo in vitro e a transformacéo genética do mara-
cujazeiro podem ser utilizadas no desenvolvimento
de novos cltivares com genes de interesse agrono-
mico, beneficiando a expansao da cultura no Pais.
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