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Estabelecimento in vitro e micropropagacao de maracuja silvestre
(Passiflora foetida L.)
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RESUMO: Entre as espécies do género Passiflora, a P. foetida L. apresenta a maior variabilidade
genética e tem grande importancia medicinal, pois € usada no tratamento de doengas como
asma, ictericia, e na forma de emplastros, para as erisipelas e doengas de pele com inflamacao.
Portanto, sdo necessarios estudos que visem a micropropagagao e conservagao. As sementes
de P. foetida L. apresentam dorméncia e muitas vezes, levam alguns meses para germinar,
produzindo mudas desuniformes e de baixo vigor. Neste sentido, a cultura de tecidos apresenta-
se como uma forma alternativa a propagacao. Assim, o objetivo do trabalho foi estabelecer e
micropropagar P. foetida L., para formag¢édo de um banco de germoplasma. Para tanto, sementes
foram escarificadas, desinfestadas e inoculadas em meio MS(!%) sem reguladores de crescimento
e cultivados por 66 dias. Explantes de hipocétilos obtidos de plantas germinadas in vitro, foram
cultivados no mesmo meio suplementado com 1,0 mg L' de BAP. Na fase de estabelecimento,
45% dos explantes brotaram e formaram gemas axilares. 88,9% dos explantes de hipocdtilo
induziram brotacéo e 11,1% produziram calos. Plantulas regeneradas com 1,82 cm de altura,
com raizes foram aclimatadas.
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ABSTRACT: In vitro establishment and micropropagation of Passiflora foetida L. Among
the species of the genus Passiflora, P. foetida L. presents highest genetic variability and also
great medicinal importance. This species is used in the treatment of diseases such as asthma,
jaundice, and in the form of poultices for erysipelas and skin diseases with inflammation. Therefore,
studies are needed to preserve them. Its seeds present dormancy and often take several months
to germinate. The tissue culture is a alternative form to propagate species. The objective was to
establish and micropropagation P, foetida L., and create a germplasm bank. Seeds were scarified,
disinfected, and inoculated on MS medium (%) without regulators for 66 days. Hypocotyls explants
obtained of seedlings in vitro germinated were transferred and placed in the same medium
supplemented with BAP (1,0 mg L-"). In the establishment phase of 45% of the explants sprouted
and formed axillary buds. 88,9% of hypocotyl explants induced shoots and 11,1% produced
callus. Seedling measuring 1,82 cm length and rooted were acclimatized.
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INTRODUGCAO

As Passifloraceae sao predominantemente
tropicais e subtropicais, com cerca de 20 géneros e
650 espécies (Killip, 1938; Cervi, 1997; Ulmer &
MacDougal, 2004). Ocorrem nas areas mais quentes
da América com algumas espécies na Asia e
Australia e uma espécie em Madagascar. No Brasil
ocorrem quatro géneros, Mitostemma Mast., Dilkea
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Mast., Ancisthrothyrsus Harms e Passiflora L., com
cerca de 120 espécies, a maioria subordinada ao
género Passiflora (Killip, 1938).

A espécie Passiflora foetida L. pertence a
secao Dysosmia, é possivelmente a que apresenta
maior variedade no género, particularmente a respeito
de folhas, flores e frutos (Uimer & MacDougal, 2004).
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Apresenta ampla distribuigdo geografica, ocorrendo
na América tropical e frequentemente introduzida em
outras regides tropicais. E encontrada em Porto Rico,
Jamaica e Antilhas além de ser amplamente
distribuida por toda a América do Sul, inclusive Brasil
(Bernacci, 2003).

P. foetida L. apresenta grande variabilidade
anatbmica, as ramas se estendem de 1,5a 6 m de
comprimento, o caule € cilindrico, densamente piloso;
as gavinhas surgem na axila foliar do lado sombreado
do caule. As folhas sado lobadas com bracteas e
estipulas pedatissectas com segmento filiforme;
frequentemente pilosas com tricomas glandulares
capitadas nas folhas. O florescimento se da durante
todo ano, onde a abertura das flores inicia-se pela
manha e o fechamento se da antes do meio dia,
juntamente com as bracteas e estipulas, possuem
forte odor bem desagradavel (Wagner et al., 1990).
As sementes sao achatadas, pretas em polpa doce
e aromatica (Swarbrick, 1981).

Os medicamentos fitoterapicos a base de
maracuja devem ser elaborados a partir das espécies
P. alata e P. incarnata, espécies oficiais da
Farmacopéia Brasileira e Européia, respectivamente.
Ao investigar o perfil de utilizagao de fitoterapicos pela
populacao brasileira, alguns autores evidenciaram que
Passiflora esta entre os mais utilizados (Marliére et
al., 2008; Silva et al., 2006; Ribeiro et al., 2005), e
entre elas encontra-se a P. foetida L. sendo proposta
pela etnobotéanica a utilizagao de folhas e frutos no
tratamento da asma, ictericia, bem como na forma
de emplastros para as erisipelas e doencas de pele
com inflamagao (Chopra et al., 1944). Dentre os
principais fitoconstituintes desta planta, encontram-
se alcalodides, fendis, flavondides e compostos
glicosidicos cianogénicos (Dhawan et al., 2004), o
que justifica a conservacao, porém as sementes
apresentam dorméncia e muitas vezes, levam alguns
meses para germinar (Vanderplank, 2001).

Uma estratégia alternativa ao problema da
germinagao das sementes de P. foetida L., é a
propagacao in vitro, a qual permite regenerar plantas
inteiras derivadas de sementes ou qualquer outra parte
da planta. Mohamed et al. (1996) conseguiram
germinar sementes de varias espécies de Passiflora
in vitro, inclusive, de P. foetida L.

Algumas espécies tém sido mantidas in
vitro, mediante técnicas de cultura de tecidos. Ha
equipes integradas por profissionais especializados
em desenvolver as técnicas necessarias ao
estabelecimento de cada espécie, com aplicacao
imediata, reducao de custo e necessidade minima
de espacgo, o que tem feito com que essa técnica
venha ganhando forca e adeptos entre os
mantenedores dos BAGs nacionais (Otoni et al.,
1995).

Apesar de grande potencial morfogenético
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das espécies de Passiflora, até o momento,
resultados concretos em termos de eficiéncia de
protocolos de estabelecimento, desenvolvimento,
regeneracgao e conservagao in vitro nao foram obtidos
para a maioria das espécies. Alguns fatores tém
contribuido para isso, dentre eles a variagdo da
resposta entre gendtipos, principalmente quando sao
utilizadas espécies selvagens, nao cultivadas, que
possuem grande variabilidade genética.

Uma vez que as diversas espécies de
maracujazeiro respondem diferentemente a estimulos
visando a indugao da morfogénese, para o planejamento
de experimentos que visem a conservacao in vitro de
germoplasma, o estabelecimento de um protocolo para
a regeneracao in vitro e a micropropagacao de P.
foetida L. é de grande importancia na conservagao e
multiplicacdo desse importante germoplasma por
apresentar ampla concentracdo de componentes
quimicos interessantes para a industria farmacéutica
e outras potencialidades, quase todas, ainda
inexploradas, possibilitando a utilizagdo em
programas de melhoramento genético visando
aumentar a produc¢ao dos principios ativos dessa
planta com grande potencial medicinal. Dentro deste
contexto, o objetivo desse trabalho foi aprimorar o
protocolo pré-estabelecido por Mohamed et al. (1996),
usando como explante segmentos de hipocétilo
derivados de sementes germinadas in vitro.

MATERIAL E METODO

Foram coletados frutos maduros de
Passiflora foetida L., acesso BGCCA-015, na casa
de vegetacao do Laboratério de Biotecnologia Vegetal
do Centro de Ciéncias Agrarias da Universidade
Federal da Paraiba (CCA/ UFPB). As sementes foram
retiradas e submetidas ao processo de escarificacao
com lixa de madeira numero 125. A desinfestacgao foi
realizada com solugéo comercial de hipoclorito de
sodio na proporgao de 1:1(v/v) durante 20 minutos,
seguido de trés enxagies, com agua destilada,
deionizada e autoclavada. Todo o processo foi
conduzido em camara de fluxo laminar.

Apos a desinfestagdo passando para o
estabelecimento in vitro (experimento I) no qual, as
sementes foram inoculadas em meio MS (Murashige
& Skoog, 1962) com metade da concentracao de sais
(MS %2) e sem reguladores de crescimento. As
culturas foram mantidas no escuro a 25 + 1°C, durante
duas semanas, posteriormente, foram submetidas ao
fotoperiodo de 16 h/8h (luz/escuro) a temperatura de
25 + 1°C por 66 dias. Apds esse periodo com auxilio
de microscoépio estereoscopico, as plantulas foram
avaliadas quanto ao numero de brotacdes,
comprimento e didmetro das plantulas, numero de
calos friaveis e numero médio de gémulas axilares.

Em experimento prévio, foram avaliadas
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diferentes concentragdes de BAP (0; 0,25; 0,5; 0,75;
e 1,0 mg L"). E a melhor resposta foi obtida com 1,0
mg L. Seguindo este resultado prévio, para a
micropropagacao (experimento Il), os explantes de
hipocétilo foram transferidos para novo meio MS com
todos os sais acrescido de 1,0 mg L' de BAP (6-
Benzilaminopurina), mantidos sob um fotoperiodo de
16h/8h (luz/escuro) a temperatura de 25 + 1°C, sendo
subcultivadas a cada 30 dias. Apés um periodo de
180 dias, foram avaliadas presenca de raiz, formacao
de gemas axilares, calos friaveis, numero de brotagdes
e comprimento e didmetro da plantula. Os dados
foram transformados por Vx + 0,5 para estatistica
descritiva.

RESULTADO E DISCUSSAO

Os coeficientes de variacdo (CV%) do
experimento | variaram de 10,38 a 18,42% e para o
experimento Il de 4,16 a 61,53%, segundo Pimentel-
Gomes & Garcia (2002) valores de CV baixo sao
indicativos de precisao experimental (Tabelas 1 e 2).

Na fase de estabelecimento in vitro
(experimento 1) obteve-se 45% de brotagdes
percentagem superior a obtida por Lombardi (2003),
com 43,5% na formagao de brotagées e gemas
axilares com o diferencial que o0 mesmo utilizou 0,5
mg L' de BAP (6-Benzilaminopurina), ja na formacgao
de gemas axilares o presente trabalho obteve 45%

com média de 0,76 brotos/explante e 0,77 gemas/
explante (Tabela 1; Figura 1), Falcao et al. (2009),
em experimento também com P. foetida L.,
obtiveram entre 1,3 a 3,2 brotos/explante o qual o
meio MS foi suplementado com BAP a 4,4 uM,
sendo estas superiores as encontradas no
presente trabalho, com o diferencial que nesta
primeira fase ndo houve a adicdo de nenhum
horménio ao meio nutritivo. 50% dos explantes
apresentaram formagao de calos, o que nao é
desejavel quando de pretende conservar
germoplasma ou propagagao em larga-escala, pois
a estabilidade genética pode nao ser mantida,
devido variagdes somaclonais (Faria et al., 2007).

No experimento realizado por Zonta et al.
(2005), para a germinacao in vitro de sementes de
Passiflora alata Dryand., foi necessario que as
mesmas permanecessem embebidas em solugao
de GA3, o que proporcionou maior indice de
velocidade na germinagao, sendo um resultado
interessante para quebra de dorméncia como na
P. foetida L. uma vez que o estimulo pela
giberelina, da sintese de enzimas como o e f3-
amilase que digerem as reservas armazenadas no
endosperma, formando agucares, aminoacidos e
acidos nucléicos, que sao absorvidos e
transportados para as regides de crescimento do
embrido, estimulando o alongamento celular,
fazendo com que a raiz rompa o tegumento da

TABELA 1. Analise descritiva do estabelecimento in vitro de Passiflora foetida L. AREIA, UFPB, 2011.

Experimentol Numero médio de Comprimento médio Didmetro médioda Numeromédio Numero médio de

brotos/explante

dasplantula (cm) plantula (cm)

decalos fridveis gémulas axilares

Médias 0,76 0,76 0,56 0,17 0,77
C.V.(%) 10,52 15,78 18,42 11,68 10,38
B
A M Ccalos
50%

§ M Brotos

= —_ 88,90%

S X > M G. axiais

S o o

k] . = 66,67% Raiz

c B Brotos G. axiais S 52 78%

£ 45% 45% = >

o S

< O

3 S Calos

© ©

B o 11,10%

11} =

o

FIGURA 1. A) Porcentagem de brotos, gemas axiais e calos induzidos no estabelecimento in vitro de Passiflora
foetida L. B) Porcentagem de brotos, gemas axiais, calos e raiz na propagacao in vitro de Passiflora foetida L.

AREIA, UFPB, 2011.
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TABELA 2. Analise descritiva da micropropagacao in vitro de Passiflora edulis L. AREIA, UFPB, 2011.

. Comprimento Comprimento Diametro Numero Numero médio Numero
Experimento da raiz médio da médio da médio de de gémulas médio de

I (cm) plantula (cm) calos friaveis axilares brotos
Médias 0,97 1,82 0,99 1,44 1,69
C.V. (%) 38,14 45,05 18,18 4,16 61,53
semente, acelerando a germinagdo com maior REFERENCIA

uniformidade (Morley-Bunker, 1974).

Na fase de propagacédo (experimento II)
88,9% dos explantes de hipocétilo apresentaram
brotacdes, estas foram superiores quando
comparadas com Pinto et al. (2010) que obtiveram
apenas 37% de brotacdes em segmentos de
hipocétilo de Passiflora alata, onde o mesmo
suplementou o meio MS com 1,0 mg L' de BAP,
0,5mgL'de TDZ e 4,0 mg L' de AgNO3. Houve a
formagdo de gemas axilares em 66,67% dos
explantes com média de 1,44 gemas/explante
(Tabela 2). As plantulas atingiram cerca de 1,82
cm, resultados semelhantes foram obtidos por
Faria et al. (2007), que cultivou em meio MS
trés espécies de Passiflora, conseguiram médias
de 1,79 cm para P. edulis, 1,65 cm para P. giberti,
e 1,36 cm para P. laurifélia.

Na Figura 1, pode-se observar a
porcentagem de indug&o de calos, cerca de 11,1%.
Figueiredo et al. (2007) também notaram significativa
formacao de calos em explantes foliares de
Passiflora gibertti e Passiflora edulis Sims.,
cultivados em meio MS suplementado com 4,4 mg
L' de BAP e 5% de agua de coco, em P. gibertti
obteve-se em torno de 41,4% de formagao de calos
e em Passiflora edulis Sims., obteve-se média de
0,66%, evidenciando a variabilidade existente em
genotipos silvestres.

Obteve-se 52,78% de emisséo de raizes
nos explantes, com comprimento médio de 0,97
cm, esta caracteristica é importante para o
desenvolvimento da planta principalmente na fase
de aclimatacgéo.

O meio MS é utilizado com sucesso na
regeneracao de microplantas para a maioria das
espécies. Kantharajah & Dodd (1990) e Kawata et
al. (1995) obtiveram melhores respostas para
desenvolvimento e multiplicagcdo de gemas
caulinares da espécie P. edulis Sims f. edulis em
meio MS suplementado com 0,23 mg L' de BAP
e 0,20 mg L' deAlB.

Nas condicdbes em que o trabalho foi
executado, o protocolo para estabelecimento in
vitro e micropropagacao de Passiflora foetida L.,
mostrou-se eficiente e deve ser utilizado para a
conservagao e propagacao vegetativa da espécie.
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