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RESUMO: A regeneracdo in vitro de plantas de Passiflora suberosa foi obtida a partir de discos foliares.
Folhas foram retiradas de plantas germinadas em casa de vegetacdo, imersas em solu¢do comercial de
hipoclorito de sédio (3:1), durante 20 minutos. Discos foliares de 0,5 cm de didmetro, com a face adaxial em
contato com o meio de cultura, foram introduzidos em placa de petri. Organogénese foi obtida utilizando-se
meio MS acrescido de 0,5 ou 1,0 mg L™ de BAP (6-benzilaminopurina). Apés 4 a 8 semanas, observou-se
formacé&o de calos nas bordas dos discos foliares. Os calos formados foram transferidos para meio MSM,
acrescido de 1,0 mg L™ de GA, (acido giberélico), sob fotoperiodo de 16 horas. Desenvolvimento de gemas
adventicias foi obtido a partir dos calos, sendo estas alongadas e enraizadas no mesmo meio de cultura, ap6s
periddicas repicagens, e aclimatadas em casa de vegetacéao.
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IN VITRO REGENERATION OF Passiflora suberosa FROM LEAF DISCS

ABSTRACT: In vitro regeneration of plantlets was obtained from Passiflora suberosa leaf discs. Leaves from
plants germinated in the greenhouse were collected and immersed in commercial sodium hypochlorite solution
(3:1), during 20 minutes. Leaf discs (0.5 cm in diameter) were obtained and placed with the adaxial side in
contact with the culture medium in petri dishes. Organogenesis was obtained when MS medium was
supplemented with 0.5 or 1.0 mg L™ BAP (6-benzylaminopurine), after four to eight weeks, callus proliferated
from the edge of the discs. After induction, calli were transferred to modified MS media supplemented with1.0
mg L™ GA,, under 16-hour photoperiod. Development of adventitious shoots was obtained from the callus
tissues and the shoots were elongated and rooted in the same culture medium and acclimatized in the

greenhouse.
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INTRODUCAO

Passiflora suberosa é uma das espécies de maior
variabilidade no género, apresentando variacao intra-espe-
cifica no conjunto cromossdmico dipl6ide, a saber, 2n=12,
24 e 36 cromossomos (Otoni et al., 1996). Interesse por
esta espécie tem sido demonstrado por estudos realizados
nas areas de medicina farmacéutica, fitopatologia e cultura
de tecidos. P. suberosa foi apontada como fonte de resis-
téncia ao virus do endurecimento dos frutos do maracuja-
zeiro (Otoni et al., 1996), além de apresentar resisténcia
ao fungo Fusarium oxysporum f. sp. passiflorae, causador
da seca vascular (Gardner, 1989). Um glicosideo cianogé-
nico ciclopentendide, denominado de passisuberosina, foi
isolado de P. suberosa, (Spencer & Segler, 1987), segundo
Conn (1981) este composto € um precursor do acido ciani-
drico. Cromatografia e espectrometria de extratos de frutos
de P. suberosa mostraram gue estes séo ricos em antocia-
ninas, apresentando oito diferentes tipos (Kidoy et al.,
1997). Pruthi et al. (1961) sugeriram que as antocianinas,
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obtidas da casca dos frutos do maracuja roxo (Passiflora
edulis), podem ser utilizadas como corante natural.

Alguns autores relatam o cultivo in vitro de P.
suberosa, utilizando explantes como folhas, segmentos
nodais e internodais e gemas apicais (Drew, 1991; Scorza
& Janick, 1980). Drew (1991), trabalhando com P.
Suberosa, obteve plantas utilizando como explante gemas
e segmentos nodais, cultivados em meio contendo 150 pM
de 2iP (isopenteniladenina) e 17,1 pyM de IAA (4cido
indolacético). Florescimento in vitro foi obtido por Scorza
& Janick (1980), utilizando intern6 de P. suberosa
cultivados em 0,1 mg L™ de BAP, sob condi¢des de
fotoperiodo. Isolamento de protoplastos a partir de mesofilo
de P. suberosa foi obtido por Otoni et al. (1996). A
influéncia da idade das plantas fornecedoras de explantes
no isolamento dos protoplastos foi avaliada.

O estabelecimento de um sistema de regeneracao
in vitro de plantas de P. suberosa pode ser importante
para aplicacdo em programas de melhoramento genético
do género Passiflora, ou para propagacao do
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maracujazeiro. Através do florescimento e frutificagcdo in
vitro, pode-se isolar dos frutos, corantes, como as
antocianinas. Técnicas de hibridacdo somatica podem ser
utilizadas para obtencdo de plantas resistentes a doengas
com potencialidade para utilizacdo como porta-enxerto.
Este trabalho teve como objetivo a inducdo de gemas
adventicias e posterior regeneracéo de plantas, a partir de
discos de folha de P. suberosa.

MATERIAL E METODOS

Folhas jovens de plantas de Passiflora suberosa
germinadas e cultivadas em vasos, em casa de vegetacao,
foram coletadas para obtencdo de explantes. A assepsia
foi feita com solug&o comercial de hipoclorito de sédio, na
proporcéo de 3:1, durante 20 minutos, seguida de trés
lavagens, com agua esterilizada, em camara asséptica.

Para inducao de organogénese utilizou-se o meio MS
(Murashige & Skoog, 1962), acrescido de 30 g L* de
sacarose, 8 g L™ de agar e concentracdes de BAP (6-
benzilaminopurina), 0,0; 0,5; ou 1,0 mg L™. O pH foi ajustado
a 5,8, 0o meio autoclavado e vertido em placas de petri (100
x 15 mm).

Discos foliares de 5 mm de didmetro foram
colocados com a face adaxial em contato com o0 meio de
cultura. Cada tratamento constou de doze repeti¢des, cada
uma sendo constituida de uma placa de petri contendo dez

explantes. O experimento foi instalado seguindo-se o
delineamento experimental inteiramente ao acaso. As
culturas foram mantidas no escuro a 26 + 2 C, durante
quatro semanas. ApOs esse periodo, com o auxilio de
microscopio estereoscopico, os explantes foram avaliados
quanto a formac&o de calo ou gemas adventicias.

Os calos e as bordas dos explantes foram trans-
feridos para meio MSM (Monteiro et al., 1999b) acrescido
de 1,0 mg L™ de GA,, mantidos sob fotoperiodo de 16 horas,
a 27 £ 1C, sendo subcultivados a cada quatro semanas.

As plantulas obtidas e enraizadas in vitro foram
transferidas para copos descartaveis de 500 mL, contendo
substrato irrigado (Plantmax) com solu¢do nutritiva,
cobertos com sacos plasticos transparentes, 0s quais
foram abertos gradativamente.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Avaliacdo dos explantes apds quatro semanas em
meio de indugdo, no escuro, mostrou que no tratamento
testemunha ndo se observou formacdo de calo em
nenhum dos discos (Figura 1a), observando-se apenas
leve oxidacdo nas bordas dos explantes. Nos tratamentos
contendo BAP, observou-se formacéo de calo em 100%
dos explantes. Esta formacdo ocorreu nas bordas dos
discos de folha cultivados em meio contendo 0,5 ou
1,0 mg L™ de BAP (Figura 1b-c). Os calos apresentavam
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Figura 1 - Organogénese a partir de discos foliares de P. suberosa. a) discos cultivados por quatro semanas em meio MS sem regulador
vegetal, sem formagéo de calo; b-c) discos cultivados em meio contendo 0,5 m L* (b) ou 1,0 mg L* (c) de BAP, apresentando
proliferacéo de calos nas bordas (setas), apds quatro semanas; d) gema em fase inicial de desenvolvimento formada em meio
de cultura contendo BAP, cultivada em meio MSM + 1,0 mg L de GA,, sob fotoperiodo; e) plantula enraizada in vitro, mostrando
bom desenvolvimento de parte aérea e raizes; f) planta aclimatada, apos retirada do saco plastico, em casa de vegetagao.
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aspecto organogénico, com coloracdo amarelo-esverdeada
e textura fridvel, sendo semelhante em coloracéo, textura
e quantidade em ambos os tratamentos com BAP.

A formac&o de gemas foi observada a partir dos
calos, apds o cultivo em meio MSM + 1,0 mg L™ de GA,,
sob condicBes de 16 horas de fotoperiodo. Inicialmente,
observou-se a presenca de pontos esverdeados nos calos,
seguido do desenvolvimento de gemas, em ambos os
tratamentos contendo BAP. As gemas regeneradas (Figura
1d) foram isoladas dos calos, transferidas para meio fresco
(MSM + 1,0 mg L™ GA,), sendo subcultivadas a cada 28
dias. Apesar da formacéo de calo ter ocorrido em 100%
dos explantes, a formacéo de gemas foi considerada baixa,
com obtencdo de apenas quatro plantulas, que foram
posteriormente aclimatadas.

A resposta observada nos discos de folha de P,
suberosa difere da organogénese observada em P. edulis
f. flavicarpa a partir do mesmo explante e regulador
vegetal. Nesta espécie, a formacédo das gemas ocorre
direta ou indiretamente, sendo os calos de coloragéo
esbranquicada, de textura compacta (Monteiro et al.,
1999a). As gemas sdo formadas durante as primeiras
semanas, ainda em meio contendo BAP, no escuro. Em
P. suberosa, as gemas ndo sao observadas no meio de
inducéo, sendo formadas posteriormente, em meio MSM
contendo GA,, sob condi¢des de luz. Enraizamento foi
observado ap6s individualizacéo e crescimento das gemas
em meio de alongamento, ndo havendo necessidade do
cultivo das plantulas em meio contendo auxinas,
comumente utilizado para enraizamento in vitro. A
formacdo de raizes em P. edulis f. flavicarpa também
ocorre em meio MSM acrescido de 1,0 mg L™ de GA,
(Monteiro et al., 1999b). Drew (1991), trabalhando com
diferentes espécies de Passiflora, inclusive P. suberosa,
observou a formacdo de gemas adventicias e calos a
partir de segmentos nodais. O enraizamento das
plantulas ocorreu em meio MS contendo 5 uM de 1AA
(0,87 mgL™).

As plantulas obtidas, cerca de quatro meses apds
a inducgéo (Figura 1e), foram aclimatadas em casa de
vegetacao (Figura 1f), sendo periodicamente irrigadas com
solucéo nutritiva.

CONCLUSOES

O método utilizado para regeneracdo de plantas
de Passiflora suberosa a partir de discos de folha mostra-
se eficiente. Os explantes respondem aos tratamentos
contendo BAP (0,5 ou 1,0 mg L™), formando inicialmente
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calo e posteriormente gemas, desenvolvendo-se e
enraizando em meio de cultura contendo 1,0 mg L™ de
GA
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