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MISTURAS VITAMINICAS NA REGENERAQAO DO MARACUJAZEIRO
AMARELO ( Passiflora edulisf. flavicarpaDeg.)

VITAMINIC MIXTURES ON YELLOW PASSION FRUIT REGENERATION

Alessandra Ferreira Ribas Francine Denié Marguerite Quoirin® Ricardo Antonio Ayub®

RESUMO

Cotilédones obtidos a partr de sementes
germinadas in vitro foram usados como explantes com o objetivo
de avaliar o efeito de doisomplexos vitaminicos e de duas
concentra¢des de 6- benzilaminopurina (BAP) na organogénese
direta do maracuja amarelqPassiflora edulis f. flavicarpa
Deg). Empregou-se o meio Murashige & Skoog (1962)
suplementado com as vitaminas MS o4 @Bitaminas de
GAMBORGet al., 1963 e 1 ou 2 mg’* de BAP. Foram teatlos
quatro tratamentos, sendo cada um d¢idnglo de 60 explantes.

O experimento foi inteiramente casualizado, com dez repeti¢des.
Os dados, analisados pelo teste de Tukey, demonstraramsque
meios de cultura suplementados com o complexo vitamigico B

per explant. The analysis of ploidy level of regenerated plants
showed a number of chromosomes apparently normal and typical
for this specie (2n=18).

Key words: organogenesis, tissue culture, cytolp@assiflora
edulis f. flavicarpa.

INTRODUCAO
O maracujazeiro pertence a familia
Passifloraceae da ordem Passiflorales, a qual

compreende 4 géneros, incluindo 580 espécies, com

induziram gemas em mais de 70% dos explantes, obtendo-se até 8 distribui¢do principalmente nos tropicos, das quais

brotos por explante, com um enraizamento superior a 90%. A
analise de ploidia das plantas regeneradas indicou um ndmero

aparentemente normal de cromossomos tipicos dessa espécie

(2n=18)

Palavras-chave organogénese, cultura de tecidos, citologia,
Passiflora edulis f. flavicarpa Deg.

SUMMARY

Cotyledons were used as explants in order to test the
effect of different vitamin mixtureend BAP concentrations on
yellow passion fruitRassiflora edulis f. flavicarpa Deyin vitro
direct organogenesis. They basal medium was constituted of MS
salts, supplemented with 1 and 2mulg. of BAP (6-
benzilaminopurina). Vitamin mixtures MS and Bvere tested.

Every assay was done with 60 explants. The data were analyzed

by Tukey's test. The medium supplemented wittvitBminic

complex induced an increase of the capacity of cotyledons to
regenerate in the presence of both BAP concentrations, as well
for the number of explants with buds as for the number of buds
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mais de 150 sdo nativas do Brasil (OLIVEIRA,
1987; TEIXEIRA, 1994). Passiflora edulis f.
flavicarpa Deg é a espécie cultivada mais
importante, conhecida como maracujazeiro amarelo
ou azedo, destinada ao abastecimento das industrias
de suco ou a comercializagionatura (SAO JOSE,
1994).

As técnicas de culturan vitro oferecem
uma boa alternativa para o maracujazeiro, pois
podem produzir em grande escala clones
selecionados de variedades com interesse comercial
(FREITAS, 1997).

Em maracujazeiros, apenas a adicdo de
uma citocinina ao meio de cultura, geralmente,
promove a resposta esperada de regeneracdo de
gemas, provavelmente porque a quantidade
enddégena de auxina existente no explante seja
suficiente para estabelecer o equilibrio necessério a
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diferenciacdo (MORAN ROBLES, 1978). A  esterilizados por autoclavagem durante 20 minutos
organogénese direta é faciimente induzida em (1 atm), distribuindo-se 20fde meio por placa de
explantes de maracujazeir®assiflora edulis f. petri esterilizada.

flavicarpa) em meio MS na presencga de 1 a 2mg.

de BAP e os brotos regenerados podem ser Preparo do explante

utilizados em seguida para a micropropagagao Os cotilédones foram cortados em seis
(KANTHARAJAH & DODD, 1990; VESTRIetal., explantes de 0,3 a 0,5cmz, apds a retirada da nervura
1990; DORNELAS E VIEIRA, 1994; KAWAT Aet central. Cada tratamento foi constituido de dez

al., 1995; FARIA & SEGURA, 1997ab). placas com 6 explantes. Os explantes foram
_ Segundo BARWALE et al. (1986),  ¢olocados com a face adaxial em contato com o
citado por GEORGE (1993), o conteudo de tiamina meio de cultura. As placas foram seladas com filme
do meio MS pode nédo ser suficiente para obter pjastico de polietileno.

otimos resultados em algumas culturas. Além disso,

segundo OHIRAet al. (1976), para cultura de |ncubacéo

células, as espécies podem ser divididas em dois As culturas foram mantidas & temperatura
grupos de acordo com seu requerimento em tiamina. de 252°C no escuro durante uma semana, sendo
Um grupo inclui soja, fumo e arroz, que requer pogteriormente transferidas para luz (QUT6Y.
tiamina, e outro, incluRutae amendoim, que pode 2 g% com fotoperiodo de 16h. Durante dois meses,
crescer em meios de cultura desprovidos desta s explantes foram subcultivados a cada 15 dias,

vitamina. GAMBORGet al. (1968) compararam 0  galternando meios suplementados ou n&o com BAP.
complexo vitaminico Be o uso de tiamina sozinha

no cultivo de células de soja e verificaram que Analise estatistica

somente a tiamina era necessaria para o crescimento Foram calculadas as porcentagens de

das células. explantes com brotos e o niUmero médio de brotos
Este trabalho teve por objetivo testar os por explante. O delineamento experimental foi

complexos vitaminicos MS e B5 em combinagdo inteiramente casualizado, com dez repeticbes. A

com duas doses de BAP na organogériesétro de andlise de variancia foi realizada em esquema

maracujazeiro amarelo Péssiflora edulis f. bifatorial (2x2). As médias foram comparagsso

flavicarpa Deg, como forma de otimizar o método  teste de Tukey, a 5% de probabilidade de erro.

de transferéncia génica.

Enraizamento
MATERIAL E METODOS Ap6s 2 meses de cultura, os brotos
regenerados foram transferidos para os meios MS e
Material vegetal MS com vitaminas B em que as concentracfes de

O material vegetal foi obtido a partir de  sais, vitaminas e sacarose foram diluidasla
sementes germinadasvitro, das quais se retiraram  metade. Como o0s brotos desenvolveram-se
cotilédones que foram utilizados como fonte de assincronicamente, foram selecionados 20 dos mais

explantes para os ensaios de regeneracao. desenvolvidos, em cada meio, os quais foram
transferidos para caixas de tipo Magéhtigma, (5
Meios de cultura brotos em cada caixa), para analise do enraizamento

Quatro tratamentos resultantes da @pds 30 dias de cultivo.
combinacdo de duas concentracbes de BAP e _
vitaminas foram testados para regeneracdo: dois Aclimatacéo S _
tratamentos testando o complexo vitaminico MS _ Plantas enraizadas vitro foram retiradas
com 1 e 2mg:* de BAP (DORNELAS & VIEIRA, do meio de cultura e tiveram suas raizes Iavadfas: Em
1994) e outros dois testando o complexo vitaminico seguida, foram transplantgdas para potes plasticos,
B com 1 e 2mg? de BAP (SILVA, 1998). No contendo substrato esterilizado por autoclavagem

. - o : (latm por 20min) na propor¢do de 1 solo: 1
meio de cultura basico, foram utilizados os sais MS vermiculita (v/v).

(Murashige & Skoog, _1962) acresci_dq; de 8bg. Os potes permaneceram em uma mini-

de sacarose. Os meios foram solidificados com estufa coberta com plastico polietileno, saturada com
2,6/ de Phytagel (Sigma Chemical Company,  &gua para manter a umidade, por 15 dias. O plastico
USA). O pH foi ajustado para 5,8 com NaOH 0,1N foi removido gradualmente a partir de 7 dias, e as
antes da adicdo do PhytaggDs meios foram plantas, transferidas para casa de vegetacgéo.
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Citologia Os meios de cultura suplementados com o

Apices radiculares foramexcisados no complexo vitaminico B induziram  maior
momento do transplantio para fase de aclimatagéo, porcentagem de explantes com brotos (acima de
um més apés essa fase, estando as plantas ja no/1%) em ambas as concentragbes de BAP. A
substrato. Os mesmos foram pré - tratados com porcentagem e o numero médio de brotos por
0,03% de 8-hidroxiquinolina ¢E;NO) por 4 horas explante foram superiores em ambos 0s meios
e fixados em 1:3 4cido acético e &lcool etilico suplementados com 2mg. de BAP. O numero
absoluto, por 24 horas, transferidos para alcool 70% médio de brotos por explante observado no meio
e conservados em geladeira. contendo as vitaminas;B 2mg¢™ de BAP (78,4%)

A coloragdo foi feita pelo método de foi superior ao nimero obtido com os outros
Feulgen (MELLO & VIDAL, 1978). As laminas tratamentos (Tabela 1). Meios suplementados com
foram observadas em microscopio 6tico. Foram complexo vitaminico MS mostraram resultados
analisadas 12 plantas regeneradas. Apices inferiores (51,7 e 43,4%) ao encontrado por
radiculares de plantas originadas de sementes foramDORNELAS & VIEIRA (1994), que obtiveram

usadas como controle. 66,7% de gemas no meio de cultura contendo sais e
vitaminas MS, suplementado com 1igde BAP.

RESULTADOS E DISCUSSAO Talvez este fato se deva a diferencas de idade dos
explantes, condi¢Bes de germinagdo da semente e

Regeneracéo de brotos gendtipo utilizado. Por outro lado, os resultados

A inducdo de brotos ocorreu via obtidos nos meios suplementados com o complexo
organogénese direta (brotacdo adventicia). A vitaminico B foram superiores (71 e 78%) aos
resposta morfogenética pdde ser observada apdsobtidos por DORNELAS & VIEIRA (1994), tanto
10 dias de cultivo. A andlise de varidncia mostrou para 1 quanto para 2mg. de BAP
gue ndo houve interagdo significativa entre os (respectivamente), e similares aos de SILVA (1998)
fatores vitaminas x concentracdo de BAP (dados ndo embora o mesmo tenha utilizado explantes foliares.
apresentados). Aos 30 dias, avaliou-se o nimero de O uso de complexo vitaminico sBtambém foi
explantes que formaram brotos (Tabela 1). responsavel pelo aumento no ndmero de brotos por
Ocorreram diferencas significativas na porcentagem explante. Este resultado pode ser justificado devido
de explantes com brotos, tanto em funcdo do a concentracgéo de tiamina das vitaminasd@ 100
complexo vitaminico quanto das doses de BAP Vvezes maior e a do acido nicotinico e da piridoxina 2
(Tabela 1). vezes maiores do que as do meio MS.

H& um estreito relacionamento entre o
grau de desdiferenciacéo das células cultivadas e o
T oS o s S Somes e e requerimento em_ faming: guanto mais alto o
g)r(r?arelo Passiflora egulisf. flavicarpa Deg) cultivados eJm @rau, maior o requerimento (OHIRg al, 19.76)'.
meio MS com diferentes misturas de vitaminas. Os resultados sugerem que, para 0 maracujazeiro, 0
aumento na concentracdo de vitaminas no meio de
cultura, intensifica a formacao de gemas.

GEORGE (1993) sugere que ha uma
VITAMINAS 1 2 Média interacdo sinergistica entre tiamina e reguladores
de crescimento da classe das citocininas. DIGBY &
SKOOG  (1966) verificaram que  altas

CONCENTRACAO DE BAP (mg)

Porcentagem de explantes com brotos

,\BASS Z;Z 72‘147 75435% 5 concentragdes de cinetina ativam a biosintese dessa
Média 5755b 65 05a ‘ vitamina pelos tecidos de plantas de fumo; o
CV(%) 417 mesmo acontece com 2iP e BAP, as quais foram

; - ativas da mesma maneira que a cinetina.
Ndmero médio de explantes com brotos

,\B,fs i'gi 2’2% g’giAB Crescimento e Enraizamento
Média 556 b 6.89 b ' Apds 2 meses de subcultivo (a cada 15
CV(%) 17,08 dias), os brotos permaneceram por mais 30 dias em

meios sem reguladores de crescimento para
;Dados wransformados em arc {X° permitir os seus crescimentos. As citocininas
Médias nédo seguidas pelas mesmas letras minGscula na horizontal @OSSl%em efe|t_o, r_e5|dual, faz_endo'se necessar_'a _uma
maidscula na vertical diferem significativamente entre si pelo teste defase intermediaria de crescimento com o objetivo
Tukey a 5% de probabilidade de erro. de eliminar o efeito desse grupo de substancias nas
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culturas antes do enraizamento (RUGINI & CONCLUSOES

VERMA, 1982). ApGs 15 dias de cultivo nos meios

diluidos MS/2 e MSB?2, iniciou-se a formacéo de A combinacdo da vitamina sBcom
raizes. O enraizamento dos brotos ocorreu em torno 2mg/?* de BAP resultou num maior nimero de
de 80-93%, nestes meios (respectivamente). O brotos por explante, que se desenvolveram
cultivo em sistema de alternancia entre meios normalmente, apresentando o nUmero de
suplementados e ndo suplementados com cromossomos tipicos da espécie. A aclimatagdo é
reguladores de crescimento parece ter sido decisivo muito facil, ndo necessitando que os brotos ja
para o enraizamento vitro. A adicdo de auxinando  estejam enraizados.

foi necessaria para promover o enraizamento das A otimizacdo das técnicas de regeneracido
plantas regeneradas, como anteriormente observadoin vitro permitira a obteng&o de clones selecionados
para espécies dPassiflora (MORAN ROBLES, de maracuja amarelo em grande escala, e

1978; DORNELAS E VIEIRA, 1994; FREITAS,  possibilitara ensaios de melhoramento desta cultura,

1997; FARIA & SEGURA, 1997a). No trabalho de  por técnicas de transformacédo genética.

KAWATA etal. (1995), a presenca de auxinas no

meio de regeneragdo, como acido indolbutilico AGRADECIMENTOS

(AIB), acido naftaleno acétictANA) e &cido 2,4-

diclorofenoxiacético  (2,4D) ndo  promoveu A pesquisadora Neusa Maria Colauto Stenzel do

enraizamento nem desenvolvimento de brofas Instituto Agrondémico do Parana, pelo fornecimento das sementes

contrario, as auxinas produziram calos na base dos ¢ Maracuja Amarelo. Ao fotografo Jeferson (UEPG), Ao CNPq
, pelo suporte financeiro.

brotos transplantados, o que esta de acordo com as
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