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EFEITO DA SACAROSE E SORBITOL NA CONSERVACAO IN VITRO DE Passiflora
giberti N. E. Brown?
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RESUMO - Este trabalho teve como objetivo estudar o efeito da sacarose e do sorbitol na conservagdo in vitro de um acesso de Passiflora
giberti N. E. Brown. Paraisso, foi instalado um experimento no delineamento inteiramente casualizado, em que foi comparado o tratamento-
testemunha (MS padr&o) com o meio MS suplementado com trés concentractes de sacarose (0; 15 e 30 g L) em combinagcdo com trés
concentragdes de sorbitol (10; 20e40gL*). AsavaliagBesforam realizadas aos 30; 60; 90 e 120 dias de incubac&o, observando-se 0 comprimento
das brotagBes (cm), nimero de raizes, nimero e coloragdo das folhas. Os resultados mostram ser possivel conservar sob crescimento lento, por
quatro meses, microplantas de maracujazeiro em meio de cultura M S suplementado com 10 ou 20 g L de sorbitol, na auséncia de sacarose, e
mantidas sob condicGes de fotoperiodo de 16 h (22 UE m2s?) e temperatura de 27 + 1 °C. A sacarose promoveu maior desenvolvimento de
microplantas. A rizogénese é afetada pelo sorbitol na concentracdo de 40 g L e pela auséncia de sacarose no meio de cultura.

Termos paraindexacao: crescimento reduzido, fontes de carbono, passifloraceae.

SUCROSE AND SORBITOL EFFECT IN THE IN VITRO CONSERVATION OF Passiflora giberti N. E. Brown

ABSTRACT - This work objectified the study of sucrose and sorbitol effect in the in vitro conservation for Passiflora giberti N. E. Brown,
access. Therefore, an experiment was conducted in acompl etely randomized design to compare control treatment (standard MS) to MS medium
supplemented with three sucrose concentrations (0, 15 and 30 g L) combined with three sorbitol concentrations (10, 20and 40 g L), in atota
of 10 treatmentswith 20 replicas. The experiment eval uation was carried out at 30, 60, 90 and 120 days of incubation, whereasthe height of shoots
(cm), number of roots, number and color of leaves were observed. The results showed the possibility to maintain passion-fruit microplants for
afour months period under slow growth in MS medium supplemented with 10 or 20 g L* of sorbitol, without sucrose, and kept under 16 hours
photoperiod (22 u E m2s?) and temperature of 27 + 1° C. Sucrose sustained the longest development of the microplants. Root formation was

affected by the sorbitol in the concentration of 40 g L-* and by the absence of sucrose in the culture medium.

Index terms: reduced growth, carbon sources, passifloraceae.
INTRODUCAO

Astécnicas de conservagdo in vitro constituem-se no cultivo
das colecdes em laboratdrio, pela cultura de tecidos (Nass, 2001).
Esta estratégia possibilita a manutencdo de um grande nimero de
acessos hum pequeno espaco fisico e livre das intempéries e riscos
gue existem no campo, reduz os custos, garante a manutencéo da
fidelidade genética, facilita a disponibilidade de material para o
mel horamento genético e o intercAmbio de germoplasma.

O crescimento lento tem sido utilizado com sucesso,
principalmente para a conservagdo de meristemas e/ou apices
meri steméti cos de muitas espécies, e consiste em reduzir drasticamente
0 metabolismo da planta, sem afetar sua viabilidade, pelainducdo de
estresse osmético, reducdo da intensidade de luz ou temperatura,
acréscimo de retardantes de crescimento e/ou diminuindo a
concentragdo dos componentes salinos e organicos do meio de
cultura (Withers & Williams, 1998). Os agentes osméticos, tais como
manitol, sorbitol, sacarose, dentre outros, a0 serem adicionados ao
meio de cultura, atuam externamente, removendo 0 excesso da agua
intracelular, por gradiente osmético, fazendo com que o crescimento
daculturaocorradeformamais|enta(Dumet et a., 1993).

Estetrabal ho teve como objetivo estudar o efeito dasacarose
e do sorhitol na conservacdo in vitro de Passiflora giberti N. E.
Brown.

MATERIAL E METODOS
Foram utilizadas como material vegetal gemas laterais de

plantas de Passiflora giberti N. E. Brown, de um acesso do Banco
Ativo de Germoplasmada EmbrapaMandiocae Fruticultura Tropical

cultivadas in vitro, no meio de cultura MS (Murashige & Skoog,
1962), suplementado com 30 g L* de sacarose (M S padréo).

Esses explantes foram inoculados em frascos tipo magenta®
contendo 20 mL do meio de cultura MS padrdo e em meio MS
suplementado com a combinacéo de trés concentracfes de sorbitol
(10; 20e40g L) etrésconcentragdes de sacarose (0; 15e30gL™?). Os
meiosforam solidificados com phytagel ® (0,2g L) epH gustado a’5,8.
As culturas foram incubadas sob fotoperiodo de 16 h (22 uE m?s?) e
temperaturade27+1°C.

O delineamento experimental foi ointeiramente casualizado,
com 20 repeticdes, em esquemafatorial 3 x 3 + 1: trés concentragdes
de sacarose, trés concentragbes de sorbitol, mais uma testemunha
(MS padréo), totalizando 10 tratamentos: T1 = Testemunha (MS
padréo); T2=0gL*desacarose+ 10g L desorbitol; T3=0gL*de
sacarose + 20 g L de sorbitol; T4=0g L' desacarose +40g L1 de
sorbitol; T5=15g L desacarose + 10 g L de sorbitol; T6 =15gL"
!desacarose+20gL*desorbitol; T7=15gL*desacarose+40gL"
1 de sorhitol; T8 =30 g L™ de sacarose + 10 g L de sorbitol; T9 =30
gL*desacarose + 20 g L de sorbitol, e T10 = 30 g L™ de sacarose +
40 g L de sorbitol. A parcela experimental foi representada por um
frasco, contendo um explante.

Asavaliacdes do experimento foram realizadas aos 30; 60; 90
e 120 dias deincubacdo, observando-se o comprimento das brotagdes
(cm); nimero de folhas, nimero de raizes, e coloracdo das folhas.
Para esta Ultima varivel, foi atribuida a seguinte escala de notas: 1-
folhastotalmente verdes, 2- folhasverde-claras, e 3- folhasamarel adas
(inicio do secamento). A varidvel comprimento das brotactes foi
transformada paraln (x + 10) e, para as variaveis nimero de raizes e

coloracdo dasfolhasfoi utilizadaatransformagéo de dados /x+ 0,5,
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TABELA 1 - Contrastes entre a média dos tratamentos e a testemunha para as variaveis comprimento das brotagdes (CB), em cm, nimero de
folhas (NF), nimero de raizes (NR) e coloragdo dasfolhas (CF).

Contraste CB NF NR CF
T2 -T1 -3,6938* -1,8250%* -1,7000* -0,3208
T3 -Tl -3,7916* -2,0731* -1,6545% 0,1408
T4 -T1 -3,7275% -2,3125% -1,7000%* -0,0708
T5-T1 -0,7225%* -0,2375 -1,1375* -0,3003*
T6 - Tl -2,3038* -0,5750 -1,0125%* -0,3208*
T7 -Tl -3,5857* -0,8592* -1,7000%* 0,0382
T8 —-T1 -1,8225% -0,2000 -1,2250%* -0,1988
T9 -T1 -2,1150* 0,1875 -0,7750* -0,0377
T10-T1 -3,6575%* -1,3375* -1,6750* 0,3221

* significativo a5 % de probabilidade, pelo teste de Dunnett. T1 = Testemunha (MS padréo); T2 =0 g L™ de sacarose + 10 g L de sorbitol; T3=0gL*de
sacarose + 20 g L de sorbitol; T4 =0g L™ de sacarose + 40 g L de sorbitol; T5 = 15 g L de sacarose + 10 g L* de sorbitol; T6 = 15 g L™ de sacarose + 20
gL*desorbitol; T7=15gL* desacarose + 40 g L* de sorbitol; T8 =30 g L™ de sacarose + 10 g L* de sorbitol; T9 =30 g L* de sacarose + 20 g L* de sorbitol,
eT10=309gL*desacarose + 40 g L de sorbitol.

visando ao atendimento das pressuposi¢fes da andise de variancia Tabela 1, que todos os tratamentos apresentaram comprimento das
Foi aplicado o teste de Dunnet, a 5% de probabilidade, para a brotagdes e nimero das raizes menor que atestemunha (P<0,05). Nos
comparagdo da média dos tratamentos em relagcéo a média da tratamentos com 0 g L ! de sacarose combinado com 20 g L de sorhitol
testemunha. Para a comparagéo das médias, foi aplicado o teste de e 0 g L de sacarose comhinado com 40 g L de sorbitol, as
Tukey, a5% de probabilidade. As andlises estatisticasforam realizadas microplantas apresentaram menor comprimento, nimero de folhas e
utilizando o programa estatistico SAS - Statistical Analysis System nimero deraizes. O tratamento com 30 g L desacarosee20g L' de
(SASInstitute, 2000). sorbitol promoveu a formagdo de maior nimero de folhas do que a
testemunha, emboraessa diferencanéo tenhasido significativa (P°0,5).
Os tratamentos com 20 g L de sorbitol, na presenca de sacarose,
foram os queinduziram maior nimero deraizes. Ostratamentos15g L-

RESULTADOS E DISCUSSAO

N&o houve efeito significativo da interag8o sacarose x ! de sacarose, combinado com 10 e 20 g L de sorbitol, foram os que
sorbitol e da interacdo tripla entre os fatores estudados para as alcancaram os menores valores para coloragdo das folhas, indicando
variaveis nimero de raizes e nimero de folhas (P=0,05), sendo que, maior nimero de folhas verdes.

paraestalltimavariavel, ainteracdo sorbitol x avaliago também ndo Na Tabela 2, observa-se que, para a variavel comprimento
foi significativa (P>0,05). Para a coloragdo das folhas, s6 houve das brotactes, os menores val ores foram obtidos com a utilizag&o de
significanciaparasorbitol eainteracdo sacarose x avaliagéo (P<0,05). 10 ou 20 g L de sorbitol na auséncia de sacarose. Dentre as

O crescimento e o desenvolvimento das microplantas foram microplantas cultivadas nos tratamentos com utilizagdo simulténea
influenciados significativamente pelos aglicares. Observa-se, pela de sorbitol e sacarose, as supridas com 40 g L de sorbitol

TABELA 2 - Valores médios para comprimento das brotagdes (cm), nimero de folhas, nimero de raizes, coloracdo das folhas em funcéo das
concentragdes de sacarose e sorbitol (g L?).

Sorbitol o
Sacarose 0 20 20 Média
Comprimento das brotagdes

0 1,2213 Ab 1,1234 Ab 1,1875Aa 1,1813 b

15 4,1925Aa 2,6113Ba 1,3293 B a 2,7404 a

30 3,0925 A a 2,8000 A a 1,2575B a 2,3833 a
Média 2,8354 A 2,2536 B 1,2566 C 2,1182
Testemunha 49150

Numero de folhas

0 0,6875Ab 0,4394Ab 0,2000 A b 0,4425b

15 2,2750 A a 1,9375Aa 1,6533 Aa 1,9617 a

30 2,3125ABa 2,7000 A a 1,1750 B ab 2,0625 a
Média 1,7583 A 1,7699 A 0,9957 B 1,6095
Testemunha 2,5125

Numero de raizes

0 0,0000 A a 0,0455Ab 0,0000 A a 0,0133b

15 0,5625 AB a 0,6875Aa 0,0000 B a 0,4255a

30 0,4750 AB a 0,9250 A a 0,0250 B a 0,4750 a
Média 0,3458 AB 0,5841 A 0,0085 B 0,4520
Testemunha 1,7000

Colorac¢ao das folhas

0 1,0000 A a 1,4615Aa 1,2500 A a 1,2188 a

15 1,0204 B a 1,0000 B b 1,3590 A a 1,1163 a

30 1,1220B a 1,2830 B ab 1,6429 A a 1,3115a
Média 1,0571 B 1,1963 B 1,4648 A 1,2292
Testemunha 1,3208

Médias seguidas pela mesma letra minlscula nas colunas e mailsculas nas linhas ndo diferem estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey, a 5% de

probabilidade.
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apresentaram os menores comprimentos. Os meios de cultura
suplementadoscom 15 e 30 g L de sacarose, combinadoscom 10 e 20
g L de sorbitol, proporcionaram maiores comprimentos das
brotacBes. Estes dados indicam que a presenca da sacarose no meio
decultivofoi fundamental paramanter o desenvolvimento das plantas.

Para a cultura de Prunus cerasus L., 0s agUcares sacarose,
glicose, frutose e sorbitol favoreceram o crescimento quando as suas
concentragBesestavamentre20g L1 e30gL* (Borkowska& Szczerba,
1991). Contudo, de acordo com George (1993), o sorbitol usualmente
ndo € metabolizado pelas plantas, e sua atuagdo freqlientemente esta
relacionadaem modificar o potencial osmético do meio de cultura. De
acordo com Mello et al. (2001), o sorbitol foi ineficiente para o
crescimento in vitro de Bauhinia forficata L., Curcuma zedoaria e
Phaseolus vulgaris L.

Comrelagéo ao nimero defolhasemitidas, independentemente
daconcentracdo de sorbitol utilizada, os maiores val oresforam obtidos
guando se utilizou sacarose no mei 0. A maior concentracdo de sacarose,
combinada com a adi¢do de 40 g L * de sorbitol, promoveu aformagéo
de um menor nimero defolhas (Tabela 2).

Ostratamentos com sacarose no meio de cultivo favoreceram
0 desenvolvimento de raizes, com excegdo daguel es combinados com
40 g L de sorbitol (Tabela 2). Santana (2003), estudando os fatores
gue afetam o enraizamento in vitro em brotacdes e estacas de Annona
glabra L., verificou que os maiores percentuais de enraizamento
ocorreram em meio de culturasuplementado com 20 g L * de sacarose.
Faria & Segura (1997) obtiveram altas taxas de enraizamento para
espécie Passiflora edulis f. flavicarpa em meio MS suplementado
com 30 g L de sacarose. Veierskov et al. (1982) relatam que atas
concentragdes de carboidrato no meio de cultura tém um efeito
negativo sobre o enraizamento, devido ao acimulo de aglicar acima
dos niveis fisioldgicos nos tecidos.

Com relagdo a qualidade da microplanta, medida pela
coloracdo das folhas, verificou-se que, na auséncia de sacarose, ndo
houve efeito das diferentes concentragdes de sorbitol. Contudo, nas
concentracBes de 15 e 30 g L de sacarose, as microplantas
apresentaram o melhor vigor quando supridas com 10 e 20 g L de
sorbitol.

Santana (2003), utilizando como fonte de carbono sacarose,
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FIGURA 1 - Comprimento das brotac8es, em cm, em funcg&o das concentragdes de sacarose (A) e de sorbitol (B); nimero deraizesem fungéo das

concentragdes de sacarose (C) e de sorbitol (D); nimero de folhas (E), e colorago das folhas (F) em funcéo das concentractes de
sacarose, a0 longo dos periodos de avaliacéo, em dias.
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glicose, frutose, galactose, maltose e sorbitol no cultivo in vitro de
Anonaceas, evidenciou que as menores taxas de desenvolvimento
das microplantas ocorreu no tratamento com sorbitol. Al-Kharyri &
Al-Bahirani (2002) rel ataram baixastaxas de desenvolvimento de cal os
de arroz na presenca de 30 g L* de sorbitol. Lemos & Baker (1998)
verificaram que a maltose, sorbitol, frutose e polietileno glicol,
adicionados a0 meio de cultura, ndo favoreceram o desenvolvimento
das brotac6es de gravioleira, enquanto a sacarose, galactose e glicose
induziram a formagéo de brotacdes adventicias nos explantes.
Segundo Grattapaglia & Machado (1998), a sacarose é a fonte de
carbono mais utilizada nos protocolos de cultivo in vitro, sendo
considerada a melhor fonte para a diferenciacdo celular e o
desenvolvimento das microplantas. Em geral, aconcentragdo de 30 g
L* sustenta o desenvolvimento de brotagdes para a grande maioria
das espécies ja estabelecidas in vitro.

O tratamento-testemunha apresentou as maiores taxas de
crescimento e desenvolvimento radicular com valores superiores aos
demais tratamentos, ao longo dos 120 dias de avaliagdo (Figural). A
utilizacdo dos tratamentos com 0 g L de sacarose e de 40 g L* de
sorbitol promoveu as menores taxas de crescimento das brotagoes
(FiguralA e 1B) easmenorestaxas de emissdo deraizes (FiguralCe
1D) efolhas (Figuras 1E).

Asbrotactes oriundas do tratamento com 15 g L * de sacarose
praticamente mantiveram uniformidade na colorag&o das folhas, com
a predominancia de folhas verdes, enquanto no meio suplementado
com 30 g L* de sacarose, aos 90 dias, predominaram folhas verde-
claras e, a partir de entdo, houve predominancia de folhas com
coloragéo totalmente verde. Possivelmente, este fato tenha ocorrido
devido a expansdo de novas folhas. Comportamento contrério foi
verificado na auséncia de sacarose ho meio (Figura 1F).

Os resultados obtidos neste trabalho mostraram ser viavel a
manutencdo de crescimento lento do maracujazeiro por um periodo
de quatro meses.

CONCLUSDES

1) E possivel conservar sob crescimento lento, por quatro
meses, microplantas de maracujazeiro em meio de cultura MS
suplementado com 10 ou 20 g L * de sorbitol, naauséncia de sacarose.

2) E possivel conservar sob crescimento reduzido com bom
desenvolvimento radicular eniimero defolhasem meio deculturaM S
suplementado com 15 g L de sacarose e 20 g L™ de sorhitol.

3) A sacarose promoveu maior desenvolvimento de
microplantas.

4) A rizogénese é afetada pelo dcool agucar sorbitol na
concentracdo de 40 g L e pela auséncia de sacarose no meio de
cultura.
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