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RESUMO

REIS, Luciano Bueno, D.S., Universidade Federal de Vigosa, maio de 2005.
Morfogénese in vitro e transformacdo genética de maracujazeiros
(Passiflora edulis f. flavicarpa Degener e P. cincinnata Masters).
Orientador: Wagner Campos Otoni. Conselheiros: Raimundo Santos
Barros e Eliemar Campostrini.

O presente trabalho teve por objetivo o estudo de diversos fatores que
influenciam a morfogénese in vitro e 0 estabelecimento e implementacéo de
protocolo de transformacdo genética mediada por Agrobacterium para duas
espécies de maracujazeiro (Passiflora edulis f. flavicarpa e P. cincinnata). O
método de retirada total do tegumento da semente foi efetivo para a
germinacao de P. cincinnata, sendo a maior producdo de plantulas normais
obtida em meio MS na sua forca total. Melhor resultado de regeneracdo em
P. cincinnata foi obtido em meio MS suplementado com 0,5 mg I de BAP e
10% (v/v) de agua de coco, sendo indicado a reducdo da concentracdo de
BAP pela metade aos 15 dias, no primeiro subcultivo. O uso de agar Vetec
para essa espécie é aconselhavel, tendo em vista seu menor custo e maior
rendimento obtido de ramos por explante. Apesar do bom alongamento dos
ramos regenerados, o enraizamento e a manutencao desses ramos quando
individualizados néo foi satisfatéria. Embriogénese somatica foi observada
no tratamento cujo meio de cultura foi suplementado apenas com agua de
coco. Os calos obtidos nesse tratamento foram bastante proliferativos e os
embrides formados, em geral, normais. A germinacdo desses embrides
gerou plantulas morfologicamente normais, as quais puderam ser
aclimatadas. Explantes hipocotiledonares das duas espécies de

maracujazeiro estudadas se mostraram bastante resistentes a Higromicina.
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Em teste realizado com P. cincinnata, a Higromicina foi menos ativa em meio
gelificado com agar Vetec, em comparacdo com aquele gelificado com
Phytagel. Solucdo de Agrobacterium com densidade 6tica (A= 600 nm)
ajustada para 0,25 se mostrou mais eficiente que aquela ajustada para 0,50.
Foram obtidas raizes transformadas por A. rhizogenes de ambas as
espécies. Em raizes transformadas de P. cincinnata mantidas em meio
seletivo, sem reguladores de crescimento, foi observada a formacéo de
gemas e embriogénese somatica. Plantas de P. edulis f. flavicarpa,
transformadas com A. tumefaciens SHOOTER, regeneradas em meio sem
reguladores de crescimento, ndo apresentaram reacao histoquimica positiva
para gus, embora a reacdo e PCR com primers especificos tenha indicado a
presenca desse gene no DNA gendmico das plantas regeneradas. A
combinagcdo de reguladores proposta por DREW (1991) foi eficiente na
inducdo de novo de gemas adventicias em explantes cotiledonares e
hipocotiledonares, sendo o acréscimo de 10 uM de STS importante para o
incremento do numero de ramos, principalmente em explantes
hipocotiledonares, que se mostraram mais sensiveis ao etileno. O
tratamento com enzimas pecto-celuloliticas foi bastante eficiente na inducao
de regeneracdo ao longo do explante, sendo essa uma caracteristica que
podera ser bastante Uutil em protocolos de transformacdo genética mediada

por Agrobacterium.
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ABSTRACT

REIS, Luciano Bueno, D.S., Universidade Federal de Vigosa, May of 2005.
Morfogénese in vitro e genetic transformation of maracujazeiros
(Passiflora edulis f. flavicarpa Degener e P. cincinnata Masters).
Adviser: Wagner Campos Otoni. Committee Members: Raimundo Santos
Barros e Eliemar Campostrini

The present work had for objective study of diverse factors that
influence the in vitro morphogenesis and the genetics Agrobacterium-
mediated transformation for two species of passion fruit (Passiflora edulis f.
flavicarpa e P. cincinnata). The total withdrawal of teguments of seeds
method was effective for the germination of P. cincinnata, being the biggest
production of normal seedlings was obtained in half salts concentration of MS
media. Better resulted of regeneration in P. cincinnata it was gotten in MS
media supplemented with 0,5 mg I* of BAP and 10% (v/v) of coconut water,
being indicated the reduction of the concentration of BAP for the half to 15
days, in the first subculture. The use of Vetec™ agar-agar is advisable,
having in sight its lesser cost and greater income of branches for explant.
Despite the good along of the regenerated branches, the rooting and the
maintenance of these branches when isolated was not satisfactory. Somatic
embryogenesis was observed in the treatment whose media was
supplemented only with coconut water. Callus gotten in this treatment had
been very proliferated and the embryos formed, in general, were normal. The
germination of these embryos generated seedlings morphologically normal,
which could have been acclimatized. Hypocotyls explants of the two studied

species of yellow passion fruit showed sufficiently resistant to the



Hygromycin. In test carried through with P. cincinnata, the Hygromycin was
less active in media gelling with Vetec™ agar-agar in comparison with the
one with Phytagel™. Solution of Agrobacterium with optical density (A= 600
nm) adjusted for 0.25 showed more efficient that that one adjusted for 0.50.
They had been gotten roots transformed for A. rhizogenes of both the
species. In roots transformed of P. cincinnata kept in selective media, without
growth regulators, it was observed the formation of buds and somatic
embryogenesis. Plants of P. edulis f. flavicarpa, transformed with A.
tumefaciens SHOOTER, regenerated in way without growth regulators not
they had presented positive histochemical reaction for gus, even so reaction
e PCR with primers specific it has indicated the presence of this gene in the
DNA genomic of the regenerated plants. The plant growth regulators
combination of proposal for DREW (1991) it was efficient in the induction de
novo of adventitious buds in cotyledon and hypocotyl explants, being the
addition of 10 uM of STS was important for the increment of the number of
branches, mainly in hypocotyl explants, that they had revealed more sensible
to the ethylene. The treatment with pecto-cellulolytics enzymes were efficient
in the induction of regeneration to long of the explant, being this one
characteristic that it could be very useful in protocols of Agrobacterium-

mediated genetic transformation.



INTRODUCAO GERAL

O Brasil é o principal produtor mundial de maracuja, posicao
conquistada desde o final da década de 70 (SAO JOSE, 1991; PIZA
JUNIOR, 1998). Segundo dados da Producdo Agricola Municipal (IBGE,
2003), a producédo nacional foi de 485.342 toneladas. As regides Nordeste e
Sudeste sdo responsaveis por 84,8% desse total. Bahia, Espirito Santo e
Sdo Paulo sdo os trés principais estados produtores, responsaveis por
47,52% da produgdo nacional. O estado de Minas Gerais figura na oitava
colocacao nacional, com producéo de 28.606 toneladas (IBGE, 2003).

Na maioria das vezes, essa fruteira é cultivada em pequenas
propriedades, tendo um periodo de colheita bastante estendido, variando de
8 meses na regidao Sudeste e 10 meses na regido Nordeste, existindo a
necessidade de renovacdo do pomar a cada 2 anos, devido a queda de
producdo causada por doencas (SOUZA et al.,, 2002). Esses fatores
contribuem um fluxo de renda mensal equilibrado e para o emprego da méo-
de-obra familiar, possibilitando a fixacdo do agricultor no campo (SOUZA et
al., 2002).

O género Passiflora € um dentre os 12 géneros que compdem a familia
Passifloraceae, ordem Violales, subclasse Dilleniidae da classe Magnoliopsida
(CRONQUIST, 1988). E constituido por plantas herbaceas ou lenhosas, de
habito trepador, apresentando-se como ervas ou arbustos de hastes cilindricas
ou guadrangulares, angulosas, suberificadas, glabas ou pilosas. As espécies
desse género diferem-se das dos demais géneros da familia pela presenca de
cinco estames, cinco pétalas e cinco sépalas, pelo ginandréforo ereto com
estames de extremidades livres e com trés estigmas (TEIXEIRA, 1994). A regido

tropical da América do Sul é o provavel local de origem, sendo a Regido Centro-



Norte do Brasil seu principal centro de distribuicdo geogréafica (KILLIP, 1938,
citado por TEIXEIRA, 1994). Ndo h& consenso quanto ao numero de espécies
gue compdem esse género, podendo o numero variar de cerca de 347 a mais de
600 espécies, conforme o autor (MANICA, 1997). Dessas espécies, cerca de 150
séo nativas do Brasil (HOEME, 1947, citado por TEIXEIRA, 1994).

De todas as espécies do género Passiflora, cerca de 50 a 60 sdo
édulas, podendo ser aproveitadas na alimentagdo humana. Entretanto,
poucas sdo as espécies cultivadas ou com importancia econémica, quer pela
qualidade alimenticia dos frutos, quer pela adaptabilidade como trepadeiras
ornamentais ou propriedades medicinais. Dentre as espécies de maracuja
cultivadas destacam-se P. edulis, P. edulis f. flavicarpa, P. ligularis, P
mollissima e P. quadrangularis (MARTIN e NAKASONE, 1970; TEIXEIRA,
1994).

A despeito da grande diversidade de espécies nativas do Brasil, cerca
de 95% dos cultivos no pais sdo formados por P. edulis f. flavicarpa Degener,
conhecido como maracuja-amarelo ou maracuja-azedo. Este é preferido entre
os produtores devido a varias caracteristicas como qualidade dos frutos, vigor,
produtividade e rendimento de suco (MELETTI e MAIA, 1999). P. alata Dryand
ou maracuja-doce, embora menos conhecida, vem sendo explorada
comercialmente nos estados de Sdo Paulo e Minas Gerais (PIZA JUNIOR,
1998), destinando-se sua producéo basicamente ao consumo in natura.

Apesar de o Brasil ser o principal produtor mundial de maracuja,
trabalhos envolvendo o melhoramento dessa fruteira em nosso pais ainda sao
escassos (BRUCKNER, 1997). Materiais denominados Maguary e Sul-Brasil,
0S quais apresentam caracteristicas interessantes, ja sao cultivados ha alguns
anos na regido sudeste. Mais recentemente, o Instituto Agronémico de
Campinas (IAC) iniciou um programa de melhoramento genético para o
maracuja-amarelo, com o objetivo de desenvolver um cultivar mais
homogéneo quanto a qualidade dos frutos, com maior produtividade e melhor
aceitacao para o mercado de frutas frescas (MELETTI e MAIA, 1999).

Além da falta de cultivares com caracteristicas definidas e garantia de
origem disponiveis no mercado, a multiplicacdo das plantas em escala
comercial é feita, predominantemente, por via sexuada (MELETTI e MAIA,

1999). Essa pratica leva a obtencdo de plantas com alta variabilidade



genética e desuniformes para inOmeros caracteres agrondémicos. Tal
variabilidade é consequéncia das caracteristicas florais, que propiciam a
alogamia, além da marcante auto-incompatibilidade.

A cultura do maracuja apresentou uma rapida expansao nos ultimos
anos sem gque cuidados de ordem fitossanitaria fossem tomados, o que
gerou diversos problemas, muitas vezes tornando o ciclo econémico da
cultura mais curto, ou mesmo inviabilizando o cultivo em diversas areas,
impondo um carater migratério a cultura (SANTOS FILHO e JUNQUEIRA,
2003; PONTE, 1993).

Dentre as doencas causadas por fungos, destacam-se o “tombamento
de mudinhas” e as murchas causadas por Fusarium oxysporum f. sp.
passiflorae, F. solani e fungos do género Phytophthora. (SANTOS FILHO e
SANTOS, 2003). Tais doencas sédo de dificil controle, pois os agentes
causais se encontram no solo. Para esses casos, a utilizacdo de mudas
obtidas por enxertia em porta-enxertos resistentes é aconselhada. Na maior
parte do sudeste da Florida, Estados Unidos, é impossivel plantar o
maracuja-roxo sem este estar enxertado em maracujazeiro-amarelo ou em
outra espécie resistente (KNIGHT JR e SAULS, 1994)

Dessa forma, ainda sdo necessarios trabalhos que visem a obtencao
de plantas com alto vigor, resisténcia ou tolerancia a pragas (lagartas,
percevejos e mosca das frutas) e a doencas (murcha prematura da planta
devido a fungos, Fusarium e Phytophthora, principalmente), adaptacéo
ampla, frutos grandes, alto teor de suco, coloragdo amarela dourada do
suco, alto teor de solidos sollveis e de acidez e resisténcia ao transporte e
ao armazenamento (OLIVEIRA e FERREIRA, 1991).

Nesse sentido, estudos com diversas espécies selvagens de
Passiflora tém sido realizados tendo em vista a avaliagdo desses materiais
quanto a resisténcia a pragas e doencas e compatibilidade como porta-
enxerto, dentre elas: P. alata, P. caerulea, P. cincinnata, P. edulis, P. edulis
f. flavicarpa, P. foetida, P. giberti, P. nitida e Passiflora sp. (KLEIN et al.,
1984; STENZEL e CARVALHOS, 1992; MENEZES et al., 1994; LIMA et al.,
1999).

Dentre essas espécies, P. cincinnata Mast. tem recebido a atencao de

pesquisadores devido a resisténcia a bactéria Xanthomonas campestris f.



sp. passiflorae (SAO JOSE, 1994). Ao comparar o desempenho dos diversos
porta-enxertos, verificou-se que as maiores percentagens de pegamento
foram obtidas em P. cincinnata e P. caerulea (LIMA et al., 1999).

A utilizacdo de enxertia pode ser uma estratégia interessante nao
apenas para contornar problemas decorrentes de patdogenos encontrados no
solo, mas também como estratégia para obtengcdo de pomares com plantas
mais homogéneas, derivadas de genoétipos agronomicamente superiores.
Entretanto, problemas como a baixa taxa de germinacdo de sementes de
espécies selvagens utilizadas como porta enxerto, o custo de producéo e a
qualidade fitossanitaria das mudas, demonstram a necessidade de maiores
pesquisas relacionadas a influencia do porta-enxerto sobre o
desenvolvimento e producao do enxerto.

A cultura de tecidos pode ser uma ferramenta de grande valia tanto para
programas de melhoramento quanto para a propagacdo de gendtipos
agronomicamente superiores, bem como para a producdo de mudas francas,
porta-enxertos e mudas enxertadas com alta qualidade fitossanitaria. Sabe-se,
todavia, que a técnica de cultura de tecidos in vitro depende de um controle
externo da morfogénese feito por meio de fatores quimicos, particularmente
reguladores de crescimento adicionados ao meio de cultura (BIONDI et al.,
1998; KUMAR et al., 1998).

A principal via de regeneracdo para diversas espécies de Passiflora
tem sido relatada como a organogénese, dentre elas P. edulis, P. edulis f.
flavicarpa, P. molissima, P. giberti, P. amethystina e P. caerulea (MORAN
ROBLES, 1978, 1979; DORNELAS e VIEIRA, 1994; APPEZATO-DA-
GLORIA et al., 1999; BIASI et al., 2000; HALL et al., 2000; MONTEIRO et
al., 2000; OTAHOLA, 2000; REIS, 2001; REIS et al. 2003; BECERRA et al.,
2004; MONTEIRO, 2005). A organogénese adventicia em maracuja €, via de
regra, direta e ocorre na superficie dos explantes. Todavia, a embriogénese
somatica para maracujazeiro foi relatada apenas por via de culturas de
células em suspensao e de protoplastos derivados de suspensdes celulares
de P. giberti (OTONI 1995; ANTHONY et al., 1999).

A cauligénese, em geral, é obtida em presenca de citocininas, as vezes
combinadas a uma auxina. A rizogénese € promovida por auxinas isoladamente.

E por sua vez, a introducéo in vitro de apices caulinares provenientes de material



juvenil dispensa a adicdo de reguladores de crescimento (SCORZA e JANICK,
1976; MORAN ROBLES, 1978, 1979; SCORZA e JANICK, 1980; DREW, 1991;
DORNELAS e VIEIRA, 1994; FARIA e SEGURA, 1997a; BARBOSA,1999;
APEZZATO-DA-GLORIA et al., 1999; PASSOS, 1999; HALL et al., 2000;
MONTEIRO et al., 2000; BIASI et al., 2000; REIS, 2001).

Apesar de ser uma espécie que apresenta elevado potencial de resposta
morfogénica in vitro, varios problemas tém sido detectados desde a dificuldade
de germinacdao in vitro de sementes (PASSOS, 1999; HALL et al., 2000) até a
desuniformidade de respostas em termos de regeneracdo. Essa Ultima
caracteristica €, possivelmente, decorrente do modo de reproducao da espécie,
gue privilegia a alogamia.

Contudo, até o presente, ndo se tem noticia de protocolos de
propagacao in vitro economicamente viaveis, embora tenham sido realizados
estudos com esse objetivo (KANTHARAJAH e DODD, 1990; KAWATA et al.,
1995; FARIA e SEGURA, 1997b). Isso torna as investigagdes acerca das
condi¢Bes de cultivo in vitro ainda necessarias, pois os resultados obtidos
até o momento ainda estdo aquém dos esperados para um sistema de
micropropagacao economicamente viavel ou de transformacdo genética
eficiente. Além disso, as investigacdes tém se concentrado quase que
exclusivamente em P. edulis f. flavicarpa e em Passiflora edulis.

Além de ser uma cultura economicamente importante no mundo, a
ocorréncia de atividade sedativa e anciolitica ou a caracterizacdo de
flavondides também vem sendo relatada em varios trabalhos envolvendo
espécies desse género, como, por exemplo, em P. incarnata (RAFFAELLI, et
al., 1997; SOULIMANI et al., 1997; ZANONI et al., 2000), o que torna ainda
mais relevante os estudos nesse género.

Isso se reflete no crescente nimero de trabalhos e pesquisas envolvendo
0s varios aspectos da cultura de tecidos em Passiflora, desde aspectos béasicos
da regeneracéo in vitro (MORAN ROBLES, 1978, 1979; DREW, 1991; FARIA e
SEGURA, 1997a, 1997b; DORNELAS e VIEIRA, 1993; BARBOSA, 1999;
BARBOSA et al. 2001; BIASI et al., 2000; MONTEIRO et al., 2000; HALL et al.,
2000) e de estabelecimento de suspensoes celulares (OTONI, 1995; PASSOS
1999), a obtencdo de hapldides via androgénese ou ginogénese e

poliploidizac&o in vitro (REGO, 2001), de isolamento e cultivo de protoplastos



(D’'UTRA VAZ et al., 1993; DORNELAS e VIEIRA, 1993; DORNELAS, 1995;
VIEIRA e DORNELAS, 1996; ANTHONY et al., 1999), de hibridacdo somética
(DORNELAS et al., 1995; OTONI, 1995; OTONI et al., 1995) até a
transformacao genética (MANDERS et al., 1994; OTONI 1995; OTONI et al.,
1996; SILVA 1998; BRAZ, 1999; HALL et al., 2000; ALFENAS et al., 2005;
MONTEIRO, 2005). Um dos principais objetivos tem sido o de maximizar
protocolos de cultura de tecidos visando a posterior introgressao de genes
oriundos de plantas silvestres para as cultivadas, via métodos biotecnol6gicos
(DORNELAS, 1995; OTONI, 1995; OTONI et al., 1995; PASSOS, 1999).
Métodos de biotecnologia tém sido indicados para complementar certos
programas de melhoramento. No caso especifico do maracujazeiro, a
transgenia se apresenta como um caminho viavel para a obtencdo de
variedades resistentes (MONTEIRO, 2005; ALFENAS et al.,, 2005). O
protocolo de transformacgdo genética mais comumente utilizado em Passiflora
€ 0 mediado por Agrobacterium (MANDERS et al.,, 1994; OTONI, 1995;
SILVA, 1998; BRAZ, 1999; MONTEIRO, 2005). Todavia, diversos problemas
ainda persistem, como o0 pequeno numero de ramos gerados por explante, a
baixa eficiéncia de transformacao e o alto nimero de escapes produzidos.

Dessa forma, o pleno conhecimento e o dominio das técnicas de
cultura de tecidos e de morfogénese in vitro para o género seréo de grande
importancia no desenvolvimento de estudos de clonagem, caracterizacdo e
incorporacdo de genes relacionados a resisténcia a viroses, bacterioses e,
sobretudo, dos genes envolvidos no controle do processo de maturagéo dos
frutos, pela manipulacdo de genes envolvidos na biossintese do etileno,
além daqueles envolvidos na producao de metabdlitos secundarios.

No presente trabalho, estudos relacionados a diversos aspectos da
morfogénese e do comportamento in vitro de P. edulis f. flavicarpa e de P.
cincinnata foram realizados. Foram conduzidos experimentos acerca da
influéncia de diversos fatores que interferem no cultivo in vitro, como a
combinacao de reguladores de crescimento e de tipos de agentes gelificantes,
além de estudos relacionados a viabilidade de protocolo de transformacao
genética mediada por Agrobacterium rhizogenes, bem como a atividade dos

antibiéticos Canamicina e Higromicina como agentes seletivos.
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CAPITULO |

Regeneracéo in vitro de Passiflora cincinnata Masters via
organogénese e embriogénese

1. INTRODUCAO

Dentre as etapas da propagagdo in vitro, a introducdo de material
vegetal in vitro € um requisito fundamental, sendo muitas vezes um fator
limitante para o estabelecimento de um novo protocolo de cultivo in vitro.
Nesse sentido, a germinacgdo in vitro de maracujazeiro tém possibilitado a
obtencdo de grandes quantidades de material asséptico, abrindo também a
possibilidade de cultivo in vitro para outras espécies do género,
principalmente aquelas selvagem (REIS, 2001; ALEXANDRE, 2002;
COUCEIRO, 2002; MONTEIRO, 2005).

Passiflora cincinnata Masters é uma liana glabra ou levemente pilosa,
de caule cilindrico. As folhas s&o palmatipartidas e apresentam um par de
glandulas peciolares. As flores apresentam sépalas de cor verde na face
externa e azul-rosada ou violeta na face interna; as pétalas apresentam as
mesmas cores da face interna das sépalas; os filamentos da corona
apresentam a parte inferior purpura, meio listrado de azul-rosado e azul-
palido, e a parte superior azul-palido ou escuro. O fruto tem formato globoso
ou ovoide (CUNHA et al.,, 2002). A espécie tem distribuicdo ampla na
América do Sul, do leste do Brasil até o oeste da Bolivia (KILLIP, citado por
NUNES e QUEIROZ, 2001). No Brasil ocorre desde o Para até Sdo Paulo,
sendo frequente em locais perturbados pela acdo antrépica, florescendo
durante quase todo o ano (NUNES e QUEIROZ, 2001).

O interesse em P. cincinnata tem aumentado devido o fato dessa
espécie ser resistente a doenca bacteriana causada por Xanthomonas
campestris f. passiflorae (NETO et al., citados por OLIVEIRA e FERREIRA,

1991), sendo também um porta-enxerto compativel com o maracujazeiro-
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amarelo, apresentando grande eficiéncia de pegamento (STENZEL e
CARVALHO, 1992; LIMA et al, 1999).

Apesar da gama de trabalhos de cultura de tecidos com o género
Passiflora, aqueles envolvendo P. cincinnata sdo restritos a regeneracédo a
partir de protoplastos (CARNEIRO e VIEIRA, 1993), a organogénese in vitro
(LOMBARDI, 2003) e a cultura a partir de sementes maduras (GUZZO et al.,
2004). Porém, em nenhum desses trabalhos utilizou-se explantes
hipocotiledonares ou avaliou-se a influéncia de agentes gelificantes na
regeneracgao in vitro.

A influéncia do tipo de agente gelificante ou da concentracdo utilizada
na cultura de tecidos ja é bastante clara e vem sendo documentada para
varias espécies, diferentes vias regenerativas e tipos de explantes como em
Fraxinus angustifolia (TONON et al., 2001); Picea mariana e P. rubens
(TREMBLAY e TREMBLAY, 1991); Syzygium alternifolium (SHA VALLI
KHAN et al.,, 1999); Juglans regia (SAADAT e HENNERTY, 2002); Rosa
hybrida cv. ‘Motrea’, Lilium cv. ‘Enchantement’ e Sulcorebutia alba
(SCHOLTEN e PIERIK, 1998a e 1998b); Rosa chinensis minima e Gladiolus
sp. cv. “Nova lux” (NESTAKOVA et al., 2000); e P. edulis f. flavicarpa (REIS,
2001).

A escolha do agente gelificante deve ser feita de maneira criteriosa,
pois este pode interferir decisivamente no sucesso de um protocolo de
cultivo in vitro. Entretanto, a sua escolha € feita, na maioria das vezes,
baseada apenas na sua disponibilidade e no preco (DEBERGH, 1983). A
resposta pode ndo apenas variar de espécie para espécie, mas também
entre genotipos de uma mesma espécie. Em girassol, a interacdo entre
agente gelificante e genotipo teve papel decisivo na habilidade regenerativa
(BERRIOS et al., 1999).

A principal via de regeneracdo para diversas espécies de Passiflora
tem sido relatada como a organogénese, como observado para P. edulis, P.
edulis f. flavicarpa, P. molissima, P. giberti, P. amethystina e P. caerulea
(MORAN ROBLES, 1978, 1979; DORNELAS e VIEIRA, 1994; APPEZATO-
DA-GLORIA et al., 1999; BIASI et al., 2000; HALL et al., 2000; MONTEIRO
et al., 2000; OTAHOLA, 2000; REIS, 2001; REIS et al. 2003; BECERRA et

al., 2004; MONTEIRO, 2005). A embriogénese somatica para maracujazeiro
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foi obtida apenas a partir de culturas de células em suspensdo e de
protoplastos derivados de suspensdes celulares de P. giberti (OTONI 1995;
ANTHONY et al., 1999).

O presente trabalho objetivou avaliar a germinacao in vitro mediante
retirada total do tegumento das sementes e a obtencdo de plantulas
regeneradas via organogénese adventicia e embriogénese somatica, bem
como a avaliacdo da influéncia de diversos agentes gelificantes na
organogénese adventicia em explantes hipocotiledonares de P. cincinnata.

15



2. MATERIAL E METODOS

2.1. Germinacao

Foram utilizadas sementes de Passiflora cincinnata fornecidas pelo
Setor de Fruticultura do Departamento de Fitotecnia, da Universidade
Federal de Vicosa. Apés a extracdo manual, as sementes foram postas para
fermentar em recipiente plastico, a temperatura ambiente, por um periodo de
trés dias (TSUBOI e NAKAGAWA, 1992). As sementes foram friccionadas
com areia lavada até a total retirada dos arilos e da mucilagem das
sementes, sendo colocadas para secar sobre papel-toalha, a sombra, em
condicdes de laboratério, por 3 dias.

Para a germinagdo, o tegumento das sementes foi removido com
auxilio de mini-morsa (REIS, 2001). A améndoa foi desinfestada em etanol
70° GL por 15 segundos e em agua sanitaria comercial mais Tween 20 a
0,01% (v/v) por 10 min, seguida de quatro enxagies em agua deionizada
autoclavada.

Os meios utilizados para germinacdo foram compostos por sais basicos
MS (MURASHIGE e SKOOG, 1962), na concentragcdo normal (MS) ou na
metade da concentracdo (MS YzF), complexo vitaminico B5 (GAMBORG et
al., 1968), 100 mg I de mio-inositol e 20 g I'* de sacarose. Foram utilizados
255 g I* de Phytagel (Sigma Chemical Company, USA) como agente
gelificante, sendo 10 ml de meio vertidos em tubos de ensaio (25 x 150 mm),
os quais foram vedados com tampa de polipropileno. O pH do meio foi
ajustado para 5,8 £ 0,1 e autoclavado por 15 min a 121 °C e presséao de 1,1

atm.
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Duas sementes foram inoculadas por tubo, sendo as culturas mantidas no
escuro por 15 dias, em estufa incubadora (Diurnal Growth Chamber, Forma
Scientifc, USA), a temperatura de 27 + 2 °C, para germinacao e estiolamento.
Apos esse periodo, a germinacdo das sementes foi avaliada, sendo contadas
as sementes com germinacdo normal, anormal, ndo germinadas e
contaminadas. Quarenta tubos foram utilizados para cada meio de cultura e os
experimentos foram repetidos ao menos trés vezes.

Apoés avaliacdo, as culturas foram transferidas para sala de cultura e
mantidas por outros 15 dias a temperatura de 26 + 2 °C, sob irradiancia de
cerca de 36 pmol m? s (2 lampadas fluorescentes, Luz do Dia Especial, 20W,

Osram, Brasil) e fotoperiodo de 16 h, para enverdecimento.

2.2. Regeneracao in vitro

Foram utilizados segmentos de hipocétilos com aproximadamente 10
mm de comprimento, oriundos de plantulas germinadas em condi¢des
assépticas (item 2.1) e enverdecidas por 15 dias.

Experimentos preliminares foram realizados para determinacdo da
melhor combinacao de reguladores. Os explantes foram inoculados em meio
de regeneracdo constituido de sais basicos MS (MURASHIGE e SKOOG,
1962), complexo vitaminico B5 (GAMBORG et al., 1968), 100 mg I™* de mio-
inositol e 30 g I de sacarose, acrescido de diversas combinacfes de
reguladores de crescimento, sendo os tratamentos utilizados: I- 0,5 mg I'* de
6-benzilaminopurina (BAP); 1l- 1 mg I* de BAP; lll- ¥ Drew, reguladores
utilizados por DREW (1991): 2,15 mg I"* de cinetina, 4,15 mg I* de BAP e
0,88 mg I'* de AIA (acido 3-indolacético), na metade dessas concentracées;
IV- Drew; V- 0,5 mg I"* de zeatina; VI- 1 mg I'* de zeatina; VII- 0,5 mg I'* de
BAP + 10% v/v de agua de coco (AC); VIII- 0,5 mg I* de BAP + 1 mg I'* de
acido giberélico.
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Num segundo experimento foram utilizadas as seguintes combinacdes:
a- sem adicdo de reguladores de crescimento; b- 0,25 mg I'* de BAP; c- 0,5
mg I'* de BAP; d- 1 mg I de &cido giberélico; e- 0,25 mg I™* de BAP +1 mg I
de acido giberélico; f- 10% (v/v) de AC; g- 0,25 mg I™* de BAP + 10 % (v/v)
de AC; %4, Drew.

O meio foi gelificado com 2,5 g I* de Phytagel™ (Sigma Chemical
Company, USA) e teve o pH ajustado para 5,8 antes da autoclavagem. A
agua de coco e as solucdes de AlA e de acido giberélico foram esterilizadas
em filtro Millex-GS com poros de 0,22um de diametro (Millipore, USA), sendo
adicionadas ao meio de cultura apés autoclavagem (15 min a 121°C e
pressdo de 1,1 atm).

A avaliagdo foi realizada aos 28 dias de cultivo, quando foram
quantificados a frequéncia de regeneracdo e o0 numero de ramos por
explante, sendo considerados apenas aqueles com comprimento maior ou
igual a 3 mm.

Os agregados embriogénicos foram recultivados em meio MS
(conforme descrito no item 2.2), sem adicédo de reguladores de crescimento.
Apoés 15 dias da germinacdo dos embrides, as plantulas resultantes foram
aclimatadas em copos plasticos de 50 ml contento substrato vegetal
Plantmax (Eucatex, Brasil), sendo mantidas cobertas com saco plastico
transparente por 15 dias.

Cada combinacédo de reguladores foi considerada um tratamento, o
qual foi composto por cinco placas de Petri de 60 x 15 mm, contendo cinco
explantes. O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado e

cada experimento foi repetido a0 menos uma vez.

2.3. Influéncia de agentes gelificantes sobre regeneracao in vitro

Segmentos de hipocdtilo foram inoculados em meio de regeneragao (item
2.2) acrescido de 0,5 mg I* de BAP e 10% (v/v) de AC e gelificado com os
seguintes agentes gelificantes: 2,5 g I* de Phytagel™ (Sigma Chemical
Company, USA), 5,8 g I'* de Agargel™ (Sigma Chemical Company, USA), 7,5 g
I* de “Agar Purified” (Sigma Chemical Company, USA), 5 g I'* de agar-agar
(Merck, Germany) ou 8 g I'* de agar (Vetec Quimica Fina Ltda, Brasil). Apés 15
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dias, os explantes foram recultivados em meio recém-preparado, contendo a
metade da concentracao original de BAP.

Cada agente gelificante foi considerado um tratamento, o qual foi
composto de 8 placas de Petri de 60 x 15 mm, contendo cinco explantes.
Sendo utilizado o delineamento inteiramente casualizado. O experimento foi
repetido uma vez.

A avaliagdo foi realizada aos 30 dias de cultivo, quando foram
quantificados ao numero der explantes apresentando ramos e/ou gemas
(freqiéncia de regeneracdo) e o numero de ramos por explante, sendo

considerados apenas aqueles com comprimento maior ou igual a 3 mm.

2.4. Enraizamento de ramos regenerados in vitro

Ramos regenerados nos diversos experimentos foram individualizados
e inoculados em meio constituido de sais basicos MS (MURASHIGE e
SKOOG, 1962), na metade da concentracdo normal, complexo vitaminico B5
(GAMBORG et al., 1968), 100 mg I de mio-inositol e 20 g I"* de sacarose. O
pH foi ajustado para 5,8 £ 0,1 antes da autoclavagem, sendo gelificado com
2,5 g I'* de Phytagel. Concentracdes de 0, 0,293, 0,44, 0,88 e 1,76 mg I"* de
AlIA foram acrescidas ao meio apOs autoclavagem (15 min a 121°C e
presséo de 1,1 atm), durante o processo de resfriamento. O meio foi vertido
em tudos de ensaio (25 x 150 mm). A solucdo de AIA foi esterilizada por
meio de filtro Millex-GS com poros de 0,22um de diametro (Millipore, USA).
Aos 15 dias da inoculacéo os explantes foram recultivados em meio novo.

Foi utilizado o delineamento inteiramente casualizado, onde cada
concentracdo de AIA foi considerada um tratamento, 0s quais foram
compostos de 10 tubos de ensaio contendo um ramo individualizado, com
comprimento médio de 10 mm. O experimento foi avaliado aos 30 dias
guanto ao numero de ramos com raizes e 0 aspecto geral da parte aérea

dos mesmos.
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3. RESULTADOS

3.1. Germinacéao

A germinagdo em meio MS na sua forga total foi melhor, quanto ao
aspecto geral das plantulas, que a obtida meio em MS %F Ligeira melhora
na producdo de plantulas morfologicamente normais, bem como queda no
namero de sementes com germinacdo anormal e de sementes né&o
germinada foi observada, embora nao tenha sido verificada diferenca
estatistica nas caracteristicas objetivamente avaliadas (Figura 1). O método
de desinfestacéo utilizado foi bastante eficiente, com contaminac¢éo variando
de 0 a 15 %.

80
70
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——

50 +

OMS 1/2F
MS
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40

30 - /

20 +

Média (%)

10 -
0 —f—

Normal Anormal Nao Germinada

Figura 1 — Porcentagem média de germinacdo normal, anormal e de sementes
ndo germinadas de Passiflora cincinnata escarificadas e cultivadas
em meio MS e MS % F. As barras verticais indicam os erros
padrdes das médias.
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3.2. Regeneracgéo in vitro

De forma geral, a frequéncia de regeneracéo (FR) se mostrou elevada
nos tratamentos realizados no primeiro experimento (meios | a VIII), com
excecdo dos tratamentos com zeatina (V e VI) (Figura 2A). As maiores
médias de ramos por explante foram observadas nos tratamentos que
continham 0,5 mg I* de BAP (I, VIl e VIII) (Figura 2C). A adicdo de AC
(tratamento VII) ao meio de cultura causou melhoria na qualidade dos ramos
gerados, que foram mais alongados que nos demais tratamentos. Apesar da
adicdo do GA3 (tratamento VIII) ter efeito semelhante a adicdo de AC, esse
tratamento gerou respostas mais variaveis, como indicado pelo desvio
padrao (Figura 2C, tratamentos VII e VIII).

A reducéo na concentracdo de BAP testada no segundo experimento
nao incrementou a geracdo de ramos, embora a FR tenha sido alta, como
excecdo dos tratamentos a, d e f (Figura 2B e D). O tratamento h gerou
grande nimero de gemas, superior aos demais tratamentos. Contudo, essas
gemas, em sua maioria, ndo se alongaram, resultando em um baixo nimero
de ramos por explante.

A agua de coco isoladamente (tratamento f) ndo foi eficiente na
inducdo de gemas, com baixa FR e nimero de ramos formados (Figura 2B e
D). A maioria dos explantes inoculados (72 + 9,6%) nesse meio de cultura
apresentava formacéo de calejamento e 10 + 3,5% dos ramos apresentavam
raizes.

Os explantes do tratamento f foram mantidos por mais 30 dias no
mesmo meio, sem recultivo. Ao final desse periodo, estruturas
embriogénicas (Figura 3A e B) e embribes ja em fase cotiledonar foram
observados (Figura 3C). ApOs recultivo em meio novo, 0s calos
embriogénicos continuaram formando embrides e embriogénese secundaria
também foi observada com bastante frequéncia (Figura 3D).

Os agregados embriogénicos (Figura 3E) mostraram-se bastante
proliferativos, sendo obtida germinacdo normal de embrides em meio MS,
sem a adicdo de reguladores (Figura 3F). Plantulas obtidas desses embrides
foram aclimatas (Figura 3G).
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Figura 2 — Resposta morfogenética de segmentos de hipocétilo de Passiflora

cincinnata tratados com diversas combinacfes de reguladores de
crescimento. A e B- Freqiiéncia de regeneracéo (FR). C e D- Nume-
ro médio de ramos por explante. Tratamentos: I- 0,5 mg I* de BAP; II-
1 mg I* de BAP; Ill- ¥2 Drew; IV- Drew; V- 0,5 mg I* de zeatina; VI- 1
mg I* de zeatina;VIl- 0,5 mg I* de BAP + 10% (v/v) de AC; VIII- 0,5
mg I* de BAP +1 mg I* de &cido giberélico; a- sem regulador de
crescimento; b- 0,25 mg I* de BAP; c- 0,5 mg I* de BAP; d- 1 mg I
de GAs; e- 0,25 mg I de BAP +1 mg I'* de GAs; f- 10% (v/v) de AC; g-
0,25 mg I* de BAP + 10% (v/v) de AC; h- 0,1x Drew. As barras
verticais indicam os erros padrdes das médias.
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3.3. Influéncia de agentes gelificantes sobre regeneracéao in vitro

A FR obtida na avaliagéo da influéncia dos agentes gelificantes foi da
ordem de 70 a 80%, com excecao para o agar Sigma, que teve FR menor,
52,5% (Figura 4 A). Desempenho inferior dessa marca de agar também foi
verificado em relacdo ao niumero médio de ramos por explante (Figura 4 B).
Phytagel, Gelrite, juntamente com &gar Sigma, ndo foram eficientes na
inducdo de ramos. Agargel e agar Vetec tiveram os melhores desempenhos
nesse quesito. O alongamento dos ramos foi de forma geral satisfatorio em
todos os agentes gelificantes, com comprimento médio ficando entre 6,4 mm
para Gelrite e 10,3 mm para Agargel, pior e melhor desempenho,
respectivamente (Figura 4 C). O aspecto geral das culturas pode ser
observado na Figura 5.

Foi observado, ao final de 30 dias, que o meio de cultura gelificado com
agar Vetec apresentou consisténcia liquida nas repeticbes onde o
crescimento dos ramos foi mais intenso (3 das 8 repeti¢es), semi-liquido
nas placas com crescimento intermediario e com a consisténcia original nas
repeticbes onde a regeneracao e crescimento dos ramos foram menores. O
pH do meio das repeticbes em que este se liquefez foi de 5,2, 5,3 e 5,4. O

pH do meio que estava semi-liquido foi de 5,91.
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Figura 3 — Aspecto de embrides formados em segmento de hipocétilo de
Passiflora cincinnata inoculados em meio de regeneragdo com 10%
(v/v) de agua de coco (meio F). A- Aspecto de estruturas pro-
embriogénicas. B- Embriées globulares C- Embries em diversas
fases. D- Embrido da foto C apresentando embriogénese
secundéria (seta). E- Agregados embriogénicos em multiplicagéo.
F- Plantula alongada G- Planta em aclimatacdo. As barras
correspondem a 1 mm (A-D) e 10 mm (E-G).
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Figura 4 — Influéncia de diversos agentes gelificantes sobre a morfogénese
in vitro de segmentos de hipocotilo de Passiflora cincinnata. A-
Frequéncia de regeneracao (FR). B- Numero médio de ramos por
explante. C- Comprimento médio dos ramos. As barras verticais
indicam os erros padrdes das médias.
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Figura 5 — Aspecto geral de segmentos de hipocétilo de Passiflora cincinnata
cultivados em meio de regeneracéo gelificado com diversos agentes
gelificantes. A- Phytagel; B- Gelrite; C- Agargel; D- Agar Sigma; E-
Agar Merck; F- Agar Vetec. A barra corresponde a 10 mm.
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3.4. Enraizamento de ramos regenerados in vitro

A inducdo de raizes em ramos regenerados nado foi satisfatéria. O
melhor resultado foi obtido no tratamento com 0,44 mg I de AIA, onde 30%
dos ramos apresentavam de 1 a 3 raizes. No tratamento com 0,293 mg I* de
AlA foi verificado um melhor desenvolvimento da parte aérea dos ramos. Um
aspecto geral dos tratamentos pode ser visto na Figura 6. Os explantes
apresentavam-se mais intumescidos na base, conforme a concentracao de

AlA foi aumentada.

.

Figura 6 — Ramos de Passiflora cincinnata regenerados tratados com concen-
tracoes de (A) 0, (B) 0,293, (C) 0,44, (D) 0,88 e (E) 1,76 mg I'* de
AlA. A barra corresponde a 10 mm.
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4. DISCUSSAO

A dificuldade em germinar sementes de maracujazeiro in vitro, assim
como a grande incidéncia de contaminagdo em material proveniente de casa
de vegetacéo ja foi relatada anteriormente para o género (HALL et al., 2000).
N&o ha muitos dados sobre porcentagem de germinacdo in vitro para o
género Passiflora. Em P. nitida obteve-se 19,7% de germinacao (PASSOS,
1999); em P. edulis, sementes néo escarificadas ndo germinaram e das
sementes que foram escarificadas, apenas 20% tinham condi¢des de serem
utilizadas nos experimentos (BIRICOLTI e CHIARI, 1994). O cultivo de
embrides e a regeneracdo de plantas a partir de endosperma foram obtidos
para uma série de espécies do género, inclusive P. cincinnata (MOHAMED
et al.,, 1996; GUZZO et al., 2004). Contudo, de 62 espécies de Passiflora
testadas, foram obtidas culturas in vitro para 29 espécies, com regeneracao
de plantas para apenas 13 dessas espécies.

Para a introducdo de material in vitro, o0 método de retirada do
tegumento € uma opcdo bem mais interessante e se mostrou bastante viavel
em P. cincinnata devido ao fato do tegumento das sementes dessa espécie
romper-se com bastante facilidade, liberando a améndoa totalmente intacta,
0 gque ndo ocorre em outras espécies do género como em P. edulis f.
flavicarpa e P. alata. Apesar da maior dificuldade na retirada do tegumento
de P. edulis f. flavicarpa, esse meétodo tem proporcionado obtencdo de
germinacdo proxima a 50% (REIS, 2001). Para essa espécie, melhores
resultados na germinagéo foram obtidos em meio MS contendo metade da
concentracdo normal, o que contrasta com os resultados obtidos no presente
trabalho para P. cincinnata, em que melhores resultados na germinacao

foram obtidos em meio de cultura com sais MS na sua forca total. A
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escarificacdo por corte nas laterais da semente proporcionou germinacao da
ordem de 52%, em trabalho realizado por LOMBARDI (2003). Esse resultado
condiz com o obtido aqui para o meio MS Y2F, uma vez que a autora utilizou
essa mesma concentracdo de sais MS para germinacao.

Até quatro sementes podem ser colocas por tubo sem prejuizo na
porcentagem de germinacdo ou do aspecto geral das plantas (dados né&o
mostrados), gerando assim menores gastos com o preparo de meio de
cultura e reducao do espaco requerido para armazenamento das culturas.

A idade de explantes coltiledonares de maracujazeiro influencia a
freqiéncia de explantes com ramos, bem como o numero de ramos por
explante (HALL et al., 2000). A idade das plantulas também influencia a
resposta in vitro para explantes foliares de maracujazeiro, onde aquelas com
dois meses de idade geraram maior numero de ramos por explante
(BECERRA et al., 2004). Além desse dado, esses autores observaram que
plantas oriundas de casa de vegetacdo tiveram melhor desempenho que
plantas cultivadas in vitro e que material proveniente de plantas adultas
“revigorado” in vitro. O tempo de enverdecimento das plantulas também é
um fator a ser considerado (REIS et al., 2001), uma vez que explantes
obtidos de plantulas estioladas enverdecidas por um periodo de 30 dias tém
mostrado melhores respostas in vitro.

A utilizacdo de explantes de hipocotilo tem como vantagens o facil
manuseio e a grande quantidade de explantes obtidos a partir de plantas
estioladas. Esse tipo de explante gera maior frequéncia de regeneragdo em
relacdo ao obtido em explantes foliares (LOMBARDI, 2003), embora o
namero de gemas tenha sido menor. Entretanto, a avaliacdo dos explantes
foliares foi realizada aos 56 dias de cultivo e a autora ndo faz referéncia ao
tamanho das gemas consideradas na avaliacéo.

A diminuicdo da concentracdo de BAP de 0,5 para 0,25 mg I* foi
adotada no presente trabalho, pois a reducdo gradual na concentracdo de
BAP tem se mostrado benéfica ao alongamento de ramos regenerados em
maracuja. A permanéncia em altas doses de citocininas também tem sido
relacionada a dificuldade de enraizamento subsequente (GEORGE, 1993).
Contudo, o efeito dessa reducdo ndo foi de fato quantificado nos

experimentos realizados.
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A utilizacdo de agua de coco mostrou-se benéfica para a regeneracdo de
P. cincinnata, como sugerido para outras espécies do género (KANTHARAJAH e
DODD, 1989; CARNEIRO e VIEIRA, 1994; HALL et al., 2000). Entretanto,
MANDERS et al. (1994), FARIA e SEGURA (1997), BARBOSA (1999), PASSOS
(1999), OTAHOLA (2000) e REIS (2001) relataram a organogénese em
maracujazeiro, na auséncia de agua de coco. Contudo, por se tratar de uma
substancia complexa e sujeita a variagdes, sua substituicdo por substancias de
composicao conhecida é desejavel. Os dados aqui obtidos indicam o GA;z como
uma alternativa. Novos experimentos devem ser realizados para se avaliar outras
concentracfes de GA; e se este pode realmente substituir a adicdo de agua de
coco no meio de cultura, o que traria um maior controle as condigfes de cultivo.

Apesar do grande numero de ramos formados e desses se alongarem
bem no meio de regeneracao, houve grande dificuldade de enraizamento e
manutencdo desses ramos regenerados apoOs a individualizacdo dos
mesmos. Tal fato contrasta com outros relatos para o género, 0s quais nao
acusam dificuldades no enraizamento e aclimatagdo dos ramos
regenerados, sendo suficiente a transferéncia dos ramos para meio MS com
sais na metade da forca para a inducédo de raizes (DORNELAS e VIEIRA,
1993, 1994; BIASI et al., 2000; MONTEIRO, 2000).

Experimentos envolvendo a utilizacdo de agar, ao invés de Phytagel,
na fase de enraizamento devem ser realizados, uma vez que se demonstrou
gue substancias presentes no agar podem estimular o crescimento radicular
em diversas espécies (ICHIMURA e ODA, 1998). Substrato alternativo como
fibra de coco também tem se mostrado eficiente na inducdo e crescimento
de raizes para varias espécies (GANGOPADHYYAY et al, 2002). A
utiizacdo de outras auxinas para inducdo de raizes também deve ser
testada. Em P. edulis var Norfolk Island, enraizamento foi obtido com 1 mg I"*
de acido naftalenoacético (ANA), enquanto acido indolbutirico (AIB) néo foi
efetivo na inducdo (KANTHARAJAH e DODD, 1990). Embora a
concentracdo de 0,88 mg I'* de AIA ja tenha sido utilizada com sucesso para
diferentes espécies de Passiflora (DREW, 1991).

A embriogénese somatica é o processo pelo qual células somaticas,
hapldides ou dipldides, desenvolvem-se em plantas passando por estagios

embriolégicos caracteristicos, mas sem a fusdo de gametas (WILLIAMS e
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MAHESWARAN, 1986). Diversas caracteristicas distinguem a embriogénese
somatica da embriogénese zigética, dentre elas destacam-se a nao
diferenciacdo de endosperma e suspensor (DODEMAN et al., 1997) e a falta
de conexao vascular entre o explante e o embrido formado.

A embriogénese somética ja havia sido relatada apenas para uma
espécie do género, P. giberti (OTONI, 1995; ANTHONY et al.,, 1999). A
embriogénese somatica para essa espécie foi obtida a partir de suspenséo
celular de calos embriogénicos de explantes foliares induzidos com picloran.
AplOs esses trabalhos com P. giberti, este € o primeiro relato de
embriogénese para outra espécie do género.

A obtencdo de embriogénese somatica em P. cincinnata abre novas
perspectivas de investigacfes para a espécie e para o género Passiflora.
Entretanto, o estabelecimento de um protocolo em meio liquido ou com
utilizacao de sistema RITA™, como relatado para café (ETIENNE-BARRY et
al., 1999) seria bastante interessante, pois poderia maximizar o rendimento
de embrides, além de diminuir os gastos com o preparo de meio de cultura e
mao de obra.

InvestigacBes sobre o papel das poliaminas e do etileno devem ser
realizadas, uma vez que a atuacéo dessas substancias pode ser determinante
no processo de embriogénese somatica, devido a grande sensibilidade ao
etileno apresentada pelas espécies do género (FARIA e SEGURA, 1997;
BARBOSA, 1999; BARBOSA et al., 2001; REIS, 2001; REIS et al., 2003). Nao
s6 os niveis totais de poliaminas, mas a razdo entre Putrescina:Espermidina
tém mostrado estreita relagdo com a capacidade embriogénica em arroz
(SHOEB et al., 2001).

A influéncia do agente gelificante sobre a regeneracdo in vitro de P.
cincinnata foi verificada. Nao ha um consenso na literatura sobre os fatores que
caracterizam um agente gelificante de boa qualidade para o cultivo in vitro de
uma espécie vegetal. Varias caracteristicas podem gerar efeitos inibitorios ou
mesmo estimulatérios para a cultura como a presenca de contaminantes
organicos e inorganicos, (DEBERGH, 1983; SCHOLTEN e PIERIK, 1998a, b;
ICHIMURA e ODA, 1998a; BERRIOS et al., 1999; MARIA et al.,, 1999); a
dureza do gel e disponibilidade de agua (STOLTZ, 1971; KLIMAZEWSKA et al.,
2000), a disponibilizacdo de reguladores de crescimento (BORNMAN e
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VOGELMANN, 1984) e a absor¢cdo de minerais (PODWYSZYNSKA e
OLSEWSKI, 1995), e a difuséo limitada de componentes do meio de cultura na
matriz dos géis (ROMBERGER e TAMBOR, 1971; WILLIAMS, 1993). Além
disso, a interacdo entre o agente gelificante e gendtipos de uma mesma
espécie ja foi evidenciada (CHEVREAU et al., 1997; BERRIOS et al., 1999).

A especificidade do agente gelificante foi aqui demonstrada, uma vez que
para P. edulis f. flavicarpa, melhores resultados foram obtidos em Phytagel
(REIS, 2001), o que nao foi verdadeiro para P. cincinnata. Esse dado reforga a
necessidade de sempre se avaliar o melhor tipo de agente gelificante, mesmo
para espécies de um mesmo género. Para Rosa hybrida ndo se recomenda a
utilizacéo de Phytagel, em virtude da baixa qualidade dos ramos obtidos nesse
agente gelificante (PODWYSZYNSKA e OLSEWSKI, 1995). J& para Rosa
chinensis minima, foram obtidas taxas de multiplicacdo duas vezes maiores em
Phytagel, sem alteracdo na qualidade dos ramos, quando comparada a
utilizacdo de agar (NESTAKOVA et al., 2000). Apesar dos tipos de agentes
gelificantes ndo terem causado grandes diferencas na FR, o numero de
ramos regenerados foi afetado. Resultado semelhante foi observado em
Fraxinus angustifolia (TONON et al., 2001).

Tanto &gar quanto “gellan gum” necessitam de céations divalentes para a
polimerizagdo e com isso quelatam grandes quantidades de Ca™ do meio de
cultura (BRAND, 1993; LAINE et al., 2000). O fato do meio de cultura ter se
liquefeito pode indicar que grande quantidade de Ca foi absorvida, uma vez que
isso ocorreu nas repeticbes onde o numero de gemas e o0 crescimento dos
ramos foi maior. Talvez isso explique também o fato do niumero de ramos ter
sido menor nos tratamentos com Phytagel e Gelrite, ja que para esses a
presenca de cations divalentes € imprescindivel para gelificacdo, sendo talvez,
menos disponibilizados para os tecidos do que em agar. Em Rosa hybrida, o
acréscimo de duas vezes a concentracdo de Ca e Mg ao meio de cultura
aumentou significativamente a taxa de multiplicacdo (PODWYSZYNSKA e
OLSZEWSKI, 1995). Além disso, a necessidade de se elevar a concentracao
de célcio, dentre outros macroelementos, no meio de cultura para P. edulis f.
flavicarpa ja foi relatada (MONTEIRO et al., 2000). Esses autores realizaram
seus experimentos utilizando Phytagel como agente gelificante, 0 que de certa

forma vem ao encontro da hipétese aqui levantada.
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O presente trabalho abre novas perspectivas de trabalho no género
Passiflora, com a obtencdo de embriogénese somédtica para outra espécie
desse género. Trabalhos visando a transformacgdo genética P. cincinnata
baseados na regeneracdo via embriogénese somatica poderdo ser adotados
como alternativa a organogénese, tendo em vista as dificuldades de
enraizamento de ramos obtidos por essa via regenerativa. O presente trabalho
também comprova a eficiéncia e viabilidade do método de escarificacdo pela
retirada total do tegumento para outra espécie do género Passiflora, além de P.
edulis f. flavicarpa (REIS, 2001).
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CAPITULO Il

Transformacao genética de maracujazeiro (Passiflora edulis f.
flavicarpa Degener e P. cincinnata Masters) mediada por Agrobacterium
rhizogenes e A. tumefaciens

1. INTRODUCAO

O pré-requisito fundamental para a introducdo de genes exdgenos em
plantas estd na necessidade de um sistema eficiente de regeneragédo e de
transformac@o genética. Véarios fatores estdo envolvidos na eficiéncia de
transformacdo genética de plantas mediada por Agrobacterium, como: a
estirpe e a concentracao de Agrobacterium, o gendtipo, o tipo e a idade do
explante, o meio de cultura, os reguladores de crescimento, as condi¢gdes de
cultivo, o tipo e a concentracdo de antibidticos no meio seletivo e o sistema
de co-cultivo dos explantes.

O sistema de transformacdo genética envolve a inoculacdo dos
explantes com Agrobacterium, seguida pela transferéncia dos explantes
infectados para um meio seletivo a fim de se regenerar a planta transgénica.
A etapa de selecao é critica, uma vez que envolve aspectos como a duracao
do periodo de exposicdo dos explantes a pressao de selecdo, evitando a
obtencdo de escapes, assim como a escolha adequada do antibidtico
seletivo e a sua concentracdo, para que haja equilibrio entre a selecdo
efetiva e 0 ndo-comprometimento da morfogénese dos explantes.

A transformacao genética mediada por Agrobacterium tem sido a mais
utilizada no género Passiflora, a qual foi obtida pela primeira vez por
MANDERS et al. (1994). Apos esse trabalho, diversos outros também foram
realizados com A. tumefaciens (SILVA, 1998; BRAZ, 1999; HALL et al.,
2000) e A. rhizogenes (OTONI, 1995; NISIZAKI, 1999). Experimentos com
transformacao direta por meio de aceleracdo de particulas também ja foram
realizados (OTONI, 1995; OTONI et al., 1996; TAKAHASHI, 2002). Todos
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esses trabalhos envolveram P. edulis f. flavicarpa, com excecdo de OTONI
(1995) e OTONI et al. (1996), que foram realizados com P. giberti.

Apesar da regeneragdo in vitro para o género ndo ser de todo um
obstaculo, obtendo-se inducdo de novo de gemas e conversao dessas em
ramos alongados a partir de diversos tipos de explantes (MANDERS et al.,
1994; DORNELAS e VIEIRA, 1994; MOHAMED et al.,, 1996; FARIA e
SEGURA, 1997; SILVA, 1998; PASSOS, 1999; BIASI et al., 2000; HALL et al.,
2000; MONTEIRO et al., 2000; REIS, 2001; ALEXANDRE, 2002; COUCEIRO,
2002; BECERA, 2004), a transformacédo genética ainda enfrenta problemas,
sobretudo com a baixa frequéncia de transformacdo e com o grande nimero
de escapes (SILVA, 1998; TAKAHASHI, 2002; MONTEIRO, 2005).

Tendo em vista os problemas de resisténcia natural do maracujazeiro a
Canamicina e de sua interacdo com agentes gelificantes (SILVA, 1999; REIS,
2001), a busca por agentes seletivos alternativos a Canamicina vem sendo
realizada para maracujazeiro. A utilizacdo de Higromicina aparece como uma
alternativa viavel (BARBOSA, 1999; TAKAHASHI, 2002). Contudo, esse
antibiético ainda nao foi avaliado para outras espécies do género, exceto para
0 maracujazeiro-amarelo, assim como para explantes de hipocaétilo. Mais
recentemente, o uso do gene bar, que confere tolerancia a fosfinotricina, foi
proposto para a transformacéo da espécie (MONTEIRO, 2005).

O uso de antibioticos e herbicidas como agentes seletivos € visto com
desconfianca pela opinido pudblica, principalmente pelo limitado
conhecimento acerca dos impactos dessas substancias no meio ambiente e
na saude humana (WANG et al.,, 2000), de tal forma que a retirada dos
genes de resisténcia a antibioticos seria desejavel (HANSEN e WRIGHT,
1999). Nesse sentido, diversos outros marcadores e estratégias para
retirada dos genes marcadores das plantas transformadas tém sido
propostos (ARAGAO e BRASILEIRO, 2002). A utilizagdo do gene de
mutantes “shooter” de A. tumefaciens pode ser extremamente vantajosa,
pois eliminaria a necessidade de genes de resisténcia a antibidticos ou a
herbicidas. Esses mutantes sdo capazes de gerar ramos em tecidos
cultivados sem a presenca de reguladores de crescimento, ao invés de
tumores, como ocorre com as linhagens selvagens de Agrobacterium
(MIHALKA et al., 2003).
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O presente trabalho objetivou avaliar a influéncia dos antibiéticos
Canamicina e Higromicina e a interacdo desses com agentes gelificantes sobre
a morfogénese de explantes hipocotiledonares de maracujazeiros (Passiflora
edulis f. flavicarpa Degener e P. cincinnata Masters). Tais avaliagbes serviram
de base para 0 estabelecimento e implementacdo de protocolos de
transformacdo genética mediada por Agrobacterium rhizogenes e A.
tumefaciens, aqui apresentados, para essas duas espécies de

maracujazeiros.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Material Vegetal

Nos ensaios experimentais foram utilizados explantes oriundos de
plantulas de P. edulis f. flavicarpa variedade FB-100 Maguary (Viveiros Flora
Brasil, Araguari, MG) e P. cincinnata obtidas de sementes germinadas in vitro.
A variedade FB-100 provém de 16 anos de melhoramento genético e sua
principal destinacdo € a industria de suco. As sementes de P. cincinnata, por
sua vez, foram obtidas de frutos oriundos de polinizagcado aberta no pomar do
Setor de Fruticultura do Departamento de Fitotecnia, da Universidade Federal
de Vicosa.

As sementes foram germinadas em condi¢des assépticas conforme REIS
(2001) e mantidas no escuro por 15 dias para estiolamento. Apds esse periodo
as plantulas foram levadas para sala de crescimento, onde foram mantidas por
mais 15 dias a temperatura de 26 + 2°C, sob irradiancia de 36 umol m? s™ (2
lampadas fluorescentes, Luz do Dia Especial, 20 W, Osram, Brasil) e

fotoperiodo de 16 horas, para enverdecimento.

2.2. Influéncia de antibiéticos na regeneracéao in vitro de maracuja

Os segmentos de hipocétilo foram inoculados em meio de
regeneracao, constituido de sais basicos MS (MURASHIGE e SKOOG,
1962), complexo vitaminico B5 (GAMBORG et al., 1968), 100 mg I de mio-
inositol e 3% (p/v) de sacarose, acrescido de 1 mg I' de BAP (6-
benzilaminopurina) para P. edulis f. flavicarpa. Para P. cincinnata, o meio de

regeneracdo foi acrescido de 0,5 mg I* de BAP e 10% de &gua de coco
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(AC). A concentracado de BAP foi reduzida a metade no primeiro recultivo,
realizado apdés 15 dias de cultivo. O pH do meio foi ajustado para 5,8 + 0,1 e
2,5 g I'* de Phytagel™ (Sigma Chemical Company, USA) foram utilizados
para gelificacdo. O meio de cultura, apds 15 min de autoclavagem (121 °C e
1,1 atm de presséo), foi vertido em placas de Petri (60 x 15 mm) estéreis de
poliestireno cristal.

As solugbes de Canamicina B e Higromicina (Sigma Chemical
Company, USA) e Timentin® (Smithkline Beecham Brasil LTDA, Brasil)
utilizadas foram esterilizadas por meio de filtro Millex-GS, com poros de 0,22
um de diametro (Millipore, USA), sendo adicionadas ao meio de cultura
durante seu resfriamento apés autoclavagem, nas concentra¢gdes indicadas
na Figura 1 (P. cincinnata) e Figura 5 (P. edulis).

Seis explantes de P. cincinnata e 5 explantes de P. edulis foram
inoculados por placa e cada combinacdo de antibidtico foi considerada um
tratamento, com 5 repeticdes. Ao final de 30 dias as culturas foram avaliadas
quanto a frequéncia de regeneracdo (FR) e ao numero de ramos por
explante, sendo considerado aqueles com tamanho igual ou maior que 3 mm
para P. cincinnata e 2 mm para P. edulis. O delineamento experimental
utilizado foi o inteiramente casualisado.

Experimento complementar foi realizado para P. cincinnata, no qual
foram avaliadas as concentragdes de 0, 16, 20 e 24 mg I de Higromicina
combinadas com 300 mg I™* de Timentin. As condicBes de cultivo e avaliacdo
foram semelhantes ao primeiro experimento, exceto pela preparacdo de
meio de cultura gelificado com 2,5 g I"* de Phytagel ou 8 g I'* de agar (Vetec
Quimica Fina Ltda., Brasil), sendo inoculados 5 explantes por placa, com 5
repeticdes. Cada combinacao de antibioticos foi considerada um tratamento

e o delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualisado.

2.3. Transformacgéao via Agrobacterium rhizogenes R1601

Para transformacdo foi utilizada a estirpe R1601 de A. rhizogenes, que
possui os plasmideos pRiA4b, contendo o gene quimérico nptll, e o
plasmideo pTVK291, em trans, o qual confere a bactéria o fendétipo de
superviruléncia (TEPFER e CASSE-DELBART, 1987).
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As bactérias foram mantidas em meio Rhizo (TEPFER e CASSE-
DELBART, 1987) gelificado com 0,8% (p/v) de agar (Merck, Germany),
suplementado com 100 mg I* de Canamicina e Ampicilina, sendo realizados
recultivos mensais. As bactérias foram conservadas em refrigerador, a 4°C,
apos crescimento por 24 h a temperatura de 28 °C.

No dia anterior a inoculagdo dos explantes, uma col6nia isolada foi
colocada para crescer em Erlenmeyer de 125 ml contendo 50 ml de meio
Rhizo acrescido de 100 mg I'* de Canamicina e Ampicilina (Sigma Chemical
Company, USA), sob agitacdo de 200 rpm, no escuro, a temperatura de 28
°C por 16 horas aproximadamente. Ao fim desse periodo, a suspensao
bacteriana foi centrifugada por 15 min, a 5000 rpm (rotor JA-20), sob
temperatura de 5°C. O precipitado foi ressuspendido em meio MS liquido,
com 2% (p/v) de sacarose, complexo vitaminico B5 (GAMBORG et al., 1968)
e 100 mg I'* de mio-inositol, pH 5,8 + 0,1, sendo a densidade 6tica ajustada
para 0,5 e 0,25 (A= 600 nm).

Os explantes utilizados constituiram-se do ter¢co basal das plantulas,
que foram decapitadas e tiveram suas raizes aparadas no dia anterior a
inoculacéo da solucao bacteriana. Apos decapitacéo e toalete das raizes, de
3 a 4 explantes foram transferidos para cada tubo de ensaio, o qual continha
meio de cultura constituido de sais basicos de MS (MURASHIGE e SKOOG,
1962) na metade da concentracdo original, complexo vitaminico B5
(GAMBORG et al., 1968), 100 mg I™* de mio-inositol e 2% (p/v) de sacarose.
O meio foi gelificado com 2,5 g I"* de Phytagel e teve o pH ajustado em 5,8
antes da autoclavagem. A inoculacdo da solucdo de bactérias foi realizada
com auxilio de pinca “dente de rato”, com a qual se fez de dois a quatro
ferimentos no explante, sobretudo na regido apical. O nimero de explantes
com diferenciacdo de raizes na extremidade inoculada foi contado para fins
de célculo da taxa de infeccéao.

Apds 20 dias da inoculacdo, as raizes regeneradas foram isoladas e
inoculadas em meio seletivo, composto de sais basicos MS, 3% (p/v) de
sacarose, complexo vitaminico B5 (GAMBORG et al., 1968) e 100 mg I*
mio-inositol, acrescido de 150 mg I* de Canamicina e 350 mg I de
Timentin. O meio foi gelificado com 2,5 g I"* de Phytagel e teve o pH ajustado

em 5,8 antes da autoclavagem. As raizes que apresentaram crescimento
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nesse meio seletivo foram recultivadas a cada 15 dias, sendo a
concentracdo de Canamicina aumentada para 200 mg I* nos recultivos
subsequentes.

Todos os antibidticos utilizados foram esterilizados em filtro Millex-GS,
com poros de 0,22 um de diametro (Millipore, USA) e adicionados ao meio

de cultura durante o resfriamento apos autoclavagem.

2.4. Transformacdo genética via Agrobacterium tumefaciens SHOOTER

A bactéria A. tumefasciens SHOOTER foi gentilmente cedida pelo Dr.
Istvan Nagi (ABC Biotecnhology Center, Godollo, Hungria). As colbnias de
bactéria foram mantidas em meio composto de 5 g I"* de peptona, 1 g I* de
extrato de levedura, 5 g I'* de extrato de carne, 5 g I'* de sacarose e 0,24 g I'*
de MgSOQ,, gelificado com 0,8% (p/v) de agar (Merck, Germany), contendo
100 mg I* de Rifamicina, 50 mg I* de Carbenicilina e 100 mg I* de
Canamicina (Sigma Chemical Company, USA).

No dia anterior & inoculagdo, os segmentos de hipocétilo foram cortados e
inoculados em placas de Petri (90 x 15 mm) contendo meio de cultura
composto de sais basicos MS, 3% (p/v) de sacarose, complexo vitaminico B5
(GAMBORG et al., 1968) e 100 mg I'* de mio-inositol, recoberto por papel-filtro
(meio para co-cultivo). Nesse mesmo dia, uma colbnia isolada da bactéria foi
colocada para crescer em 50 ml de meio utilizado para manutengéo, na forma
liquida, em Erlenmeyer de 125 ml, por aproximadamente 30 h, a temperatura
de 28°C, sob agitacéo orbital de 200 rpm.

A centrifugacdo e a ressuspensdo das bactérias foram realizadas
conforme descrito no item 2.3. A inoculagdo das bactérias foi realizada por
imersdo dos explantes em 20 ml da solug&o bacteriana, com densidade Otica
ajustada para 0,5 ou 0,25 (A = 600 nm), por um periodo de 4 h, no escuro, a
temperatura de 28°C. Apdés a inoculagéo, os explantes foram secos em papel-
filtro para retirada do excesso de solugcéo bacteriana e retornaram para o meio
de co-cultivo, no qual permaneceram por um periodo de 2 dias, no escuro.

Apoés esse periodo, os explantes foram recultivados em meio seletivo, o
qual consistiu do meio de co-cultivo acrescido de 300 mg I de Timentin, sem a

utilizacdo de papel-filtro. As culturas foram transferidas para luz, sob irradiancia
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de cerca de 36 umol m? s (2 lampadas fluorescentes, Luz do Dia Especial,
20W, Osram, Brasil) e fotoperiodo de 16h. Foram realizados recultivos
quinzenais e os ramos regenerados foram isolados e mantidos em frascos de
250 ml contendo 30 ml desse mesmo meio, para crescimento e enraizamento.
Os ramos que apresentavam raizes foram transferidos, em condi¢des
assepticas, para potes Phytacon de 500 ml (Sigma Chemical Company, USA)
contendo fibra de coco umedecida com agua deionizada, autoclavado. Os
potes permaneceram em sala de crescimento até observacdo do crescimento
das raizes, quando foram retirados da sala de crescimento e tiveram as tampas
parcialmente abertas. A tampa foi totalmente retirada apés 20 dias, sendo as
plantas transferidas para casa-de-vegetacdo 60 dias apOs saida da sala de
crescimento.
Para a conducado dos experimentos de transformacdo genética foram
obedecidas as normas de biosseguranca da CTNBIO (Comissao Técnica
Nacional de Biosseguranca), com descarte seletivo por autoclavagem ou

incineragéo de todo o material transgénico envolvido nos experimentos.

2.5. Analise molecular das raizes e ramos regenerados

As raizes provenientes da transformacdo com A. rhizogenes R1601
(tem 2.2) que apresentaram crescimento no meio seletivo e 0s ramos
regenerados em meio sem reguladores, provenientes da transformagéo com
SHOOTER (item 2.3), tiveram seu DNA gendmico total extraido segundo
metodologia descrita por DOYLE e DOYLE (1990). A comprovacdo da
transformacdao foi realizada por meio da técnica de reacdo de polimerizacéo
em cadeia (PCR), empregando-se oligonucleotideos especificos para o gene
nptll ou gus, para detec¢do de possiveis transformantes provenientes da
transformacao com A. rhizogenes e SHOOTER, respectivamente.

As reacoes de PCR foram realizadas em volumes de 25 pl, contendo 30
ng de DNA, 10 mM Tris pH 8,3, 50 mM KCI, 2 mM de MgCl,, 1 unidade de Taq
DNA polimerase, 0,2 mM de dNTPs e 1 uM de cada primer especifico. O
termociclador (Perkin-Elmer, modelo 9600, USA) foi programado para um ciclo
inicial a 94°C por 3 min e 34 ciclos de amplificacdo constituidos de uma etapa

de desnaturacdo a 94°C, por 90 segundos, uma etapa de ligacdo do primer ao
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DNA molde a 60° C, por 60 segundos, e uma etapa de extensdo a 72°C, por 90
segundos. Ao final dos ciclos, efetuou-se uma Ultima etapa de extensdo a 72°C,
por 10 minutos. Os produtos de amplificacdo foram separados em gel de
agarose 1,2% (p/v), contendo 0,2 mg ml* de brometo de etidio, imerso em
tampao TBE (Tris-borato 90 mM, EDTA 1 mM, pH 8,0). As bandas de DNA
foram visualizadas sob luz ultravioleta e fotografadas com o sistema de

fotodocumentacgéo “Eagle Eye II” (Stratagene, USA).
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3. RESULTADOS

3.1. Influéncia de antibidticos na regeneracédo in vitro de maracuja

O efeito dos antibidticos Timentin (isoladamente) e Canamicina e
Higromicina (combinados com Timentin), na morfogénese in vitro de P.
cincinnata pode visualizado na sequéncia de figuras de 1 a 4.

Essa espécie se mostrou sensivel a Canamicina, havendo grande
reducdo da freqiiéncia de regeneracéo (FR) na dose de 150 mg I e a inibicéo
total da formac&o de gemas com 200 mg I'* desse antibiético (Figuras 1A e 2).
O alongamento dessas gemas foi bastante afetado pela adicdo dos antibidticos
ao meio de regeneracdo, mesmo quando apenas Timentin estava presente
(Figura 1A; 2A e 2B). A menor dose de Canamicina testada (50 mg I™) inibiu
drasticamente a formagéo de ramos, que foi completamente inibida com a dose
de 150 mg I'* de Canamicina (Figura 1A).

Para Higromicina, néo foi obtida inibicdo severa da FR na dose maxima
testada (Figuras 1B e 2). Semelhante a Canamicina, a formacao de ramos
foi fortemente inibida pela menor dose testada do antibi6tico, mas inibicdo
total do desenvolvimento de ramos s6 foi alcancada com a dose de 8 mg I
de Higromicina (Figura 1B). Nas Figura 2H a L, pode-se notar a formacao de
calos e gemas em todos os tratamentos, embora os explantes se
mostrassem senescentes, com coloracdo marrom, principalmente nas

concentracdes mais elevadas de Higromicina.
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Figura 1 — Frequéncia de regeneracdo (FR) e numero médio de ramos por
explante de hipocotilo de Passiflora cincinnata aos 30 dias de cultivo
em diversas concentracdes de antibidticos. A- Efeito dos antibiéticos
Canamicina e Timentin. B- Efeito dos antibidticos Higromicina e

Higromicina/Timentin (mg %)

Ramos por explante
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Timentin. As barras verticais indicam os erros padrées das médias.
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Figura 2 — Aspecto geral das culturas de explantes de hipocotilo de Passiflora cincinnata cultivados em diversas concentragfes de
antibioticos. A- Controle sem antibiéticos. B- Tratamento com 300 mg I de Timentin (300T) somente. C a G- 50, 100, 150,
200 e 250 mg I'* de Canamicina mais 300T. H a L- 2, 4, 6, 8 e 12 mg I de Higromicina mais 300T. A barra corresponde a
10 mm.
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Tendo em vista que a inibicdo da FR n&o foi obtida na dose de 12 mg I"*
de Higromicina, um segundo experimento foi realizado para avaliar as doses de
16, 20 e 24 mg I'* e também para se verificar a interagdo entre antibiético e
agente gelificante.

A FR teve comportamento distinto nos dois agentes gelificantes
testados (Figura 3). Em Phytagel, a FR caiu para o valor médio de 4%
(Figura 3A), na maior dose testada. Em agar Vetec esse valor foi 11 vezes
maior (Figura 3B). Na Figura 4 pode ser visto o aspecto geral das culturas. A
formacdo de ramos foi esporadica. Embora houvesse desenvolvimento de
algumas folhas, ndo havia alongamento do caule, que na maioria das vezes

ndo atingiu 3 mm, tamanho minimo estabelecido.
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Figura 3 — Frequéncia de regeneracdo (FR) e niamero médio de ramos por
explante de hipocotilo de Passiflora cincinnata aos 30 dias de cultivo
em meio de regeneracao gelificado com Phytagel (A) e agar Vetec
(B), suplementado com diversas concentracdes dos antibidticos
Higromicina e Timentin. As barras verticais indicam os erros padrées
das médias.
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Figura 4 — Aspecto geral de explantes de hipocotilo de Passiflora cincinnata aos 30 dias de cultivo em meio de regeneracéo
suplementado com concentracées de 0, 0 e 300, 16 e 300, 20 e 300, 24 e 300 mg I™* dos antibiéticos Higromicina e
Timentin e gelificado com Phytagel (A-E) e agar Vetec (F-J). A barra corresponde a 10 mm.
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Para P. edulis f. flavicarpa a dose de 20 mg I'* de Higromicina n&o
chegou a inibir totalmente a formacdo de gemas, mas a reduziu esse
parametro para valor proximo a 20% (Figura 5). E interessante notar a
menor quantidade de ramos formados por essa espécie em relacédo a P.
cincinnata (Figuras 1 e 5). Devido a dificuldade de alongamento dos ramos
nessa espécie, considerou-se aqueles com comprimento igual ou maior a 2
mm.

Tal como observado anteriormente em P. cincinnata, o nimero de
ramos por explante foi bastante reduzido pelo Timentin e também pela
menor dose de Higromicina testada (Figura 5). A Figura 6 apresenta um
aspecto geral dos explantes de P. edulis f. flavicarpa tratados com diversas

doses de Higromicina.
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Figura 5 — Frequéncia de regeneracdo (FR) e namero médio de ramos por
explante em hipocétilos de Passiflora edulis f. flavicarpa aos 30 dias
de cultivo, em meio de regeneragédo suplementado com diversas
concentracbes dos antibidticos Higromicina e Timentin. As barras
verticais indicam os erros padrdes das médias.
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Figura 6 — Aspecto de culturas de explantes de hipocétilo de Passiflora edulis f.
flavicarpa aos 30 dias de cultivo em meio de regeneracao
suplementado com concentragcbes de 0 (sem Higromicina e
Timentin) (A), 0 (sem Higromicina e com Timentin) (B), 2, 4, 6, 8, 12,
16 e 20 mg I'* de Higromicina mais 300 mg I"* de Timentin (C a I). A
barra corresponde a 10 mm.
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3.2. Transformacao de maracujazeiros (Passiflora cincinnata e P.

edulis f. flavicarpa) via Agrobacterium rhizogenes R1601

A utilizacdo de solucdo bacteriana com densidade 6tica (OD) ajustada
para 0,25 gerou maior numero de explantes de P. cincinnata com formacéo
de raizes que na densidade de 0,50 (Figura 7). Foram inoculados ao todo
122 explantes com solucdo bacteriana com OD ajustada para 0,25 e 96
explantes para a OD de 0,50. A aparéncia dos explantes antes do
isolamento das raizes formadas pode ser observada na Figura 8A. Foram
poucas as perdas de explantes devido a senescéncia induzida pelo
supercrescimento bacteriano (Figura 8B).

Os explantes inoculados geraram uma média de 0,91 e 0,36 raizes por
explante para as ODs de 0,25 e 0,50, respectivamente. Nenhuma raiz foi
obtida das plantas controle, inoculadas com meio MS liquido. Do total de
raizes formadas nos explantes inoculados com solucdo com menor OD,
35,14% delas se desenvolveram apds transferéncia para meio seletivo. A
porcentagem para o tratamento com maior OD foi de 23,53%.

Nas Figuras 8C e D podem ser observadas, respectivamente, raizes
ndo transformadas e transformadas cultivadas em meio seletivo. Essas se
apresentaram bastante oxidadas e sem crescimento, esse Ultimo limitado

pela presenca do agente seletivo Canamicina.
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Figura 7 — Porcentagem de explantes de Passiflora cincinnata que desenvolve-
ram raizes apos infeccdo com solucéo de Agrobacterium rhizogenes
R1601 nas densidades oticas de 0,25 e 0,50 (A=600nm). As barras
verticais correspondem ao erro padrdo da média.
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Figura 8 — Aspecto de explantes de hipocotilo de Passiflora cincinnata inocula-
dos com Agrobacterium rhizogenes (A e B) e raizes cultivadas em
meio seletivo contendo 200 e 350 mg I* de Canamicina e Timentin
(C a F), respectivamente. A- Detalhe de raizes regeneradas em
explante de hipocdtilo. B- Explantes senescentes devido ao
supercrescimento de A. rhizogenes. C- Raizes ndo transformadas
cultivadas em meio seletivo. D- Raiz isolada regenerada de explante
infectado por A. rhizogenes. E - Segmentos de raiz apresentando
formacéo de gemas em meio seletivo, sem presenca de reguladores
de crescimento. As barras correspondem a 10 mm.
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Em vérias raizes houve a diferenciacdo de gemas durante o cultivo em
meio seletivo (Figuras 8D, E e 9A, C, E e F). Essas gemas em geral ndo se
alongaram como aquelas obtidas por meio de regeneracdo adventicia em
explantes de hipocatilo (Figura 2A, para comparacao). Porém, em algumas
culturas, ainda que em baixa frequéncia, foi observada a tendéncia de
alongamento dessas gemas (Figura 9F). De forma geral, as gemas se
formavam na regido distal das raizes ou na base de raizes secundérias
(Figura 9C). Gemas mal formadas e com sintomas de hiperidricidade
também foram observadas (Figura 9E).

Embrides somaticos foram observados em 3 explantes, apos
transferéncia para o meio seletivo. Calos embriogénicos foram formados,
provavelmente, a partir de tecido radicular e/ou de regido calejada do
hipocotilo onde foi feita a infeccdo por Agrobacterium (Figura 9B). Os calos
embriogénicos mostraram-se altamente proliferativos, caracteristica que foi
mantida durante os subcultivos e recultivos subsequentes. Os embrides
formados apresentaram-se, via de regra, bem formados e individualizados
(Figuras 9D e G).
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Figura 9 — Aspecto da organogénese e da embriogénese somética ocorridas
em segmentos de raizes Passiflora cincinnata obtidas pela infec¢éo
de Agrobacterium rhizogenes R1601 cultivadas em meio seletivo
sem adicao de reguladores de crescimento. A- Aspecto de gemas
formadas. B- Aspecto geral do calo embriogénico. C- Formacao de
gemas na base das raizes secundarias. D e G- Detalhes dos
embribes formados. E- Gemas com sintomas de hiperidricidade. F-
Ramo normal alongado. As barras correspondem a 1 mm, exceto
em B, que corresponde a 10 mm.
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Em funcéo do observado para P. cincinnata, para P edulis foi adotada a
inoculacdo apenas com solugdo bacteriana com densidade ética ajustada
para 0,25. Foram inoculados 96 explantes, sendo de 32,23% a média de
explantes com formacéao de raizes.

Os explantes inoculados com meio MS liquido, sem a bactéria, ndo
desenvolveram raizes, conforme relatado para P. cincinnata. Na regido da
inoculagdo esses explantes apresentavam apenas leve calejamento
cicatricial (Figura 10A).

O aspecto das raizes formadas pode ser visto na Figura 10B. Apds
isolamento em meio seletivo, diversas raizes apresentavam crescimento
vigoroso (Figura 10C). Foram observadas gemas em apenas 3 raizes, as

quais ndo se desenvolveram. Em geral, as raizes apresentavam-se

ligeiramente enverdecidas e com discreto calejamento (Figura 10D).

Figura 10 — Aspecto de explantes de Passiflora edulis f. flavicarpa inoculados
com Agrobacterium rhizogenes e de raizes regeneradas cultivadas
em meio seletivo. A- Aspecto de explantes inoculados com meio MS;
as setas indicam os pontos de inoculagcdo. B- Aspecto geral dos
explantes com raizes formadas. C- Raiz isolada cultivada em meio
seletivo. D- Detalhe de regido com calejamento das raizes. As barras
correspondem a 10 mm, exceto em D, que corresponde a 1 mm.

60



3.3. Analise molecular das raizes regeneradas

Das raizes que apresentaram crescimento em meio seletivo foram
selecionadas aquelas que apresentavam crescimento mais vigoroso para
realizacdo de PCR. Um total de 27 raizes foi analisado para P. cincinnata e 17
raizes para P. edulis f. flavicarpa. Os produtos da amplificacdo por PCR para o
gene nptll podem ser visualizados na Figura 11.

Foi obtida resposta positiva para todas as raizes testadas, confirmando a

natureza transgénica das raizes.

Figura 11 — Produtos da amplificacdo por PCR do gene nptll a partir de DNA
gendmico extraido de raizes de Passiflora cincinnata e P. edulis f.
flavicarpa, utilizando-se oligonucledtideos especificos para esse
gene. M- marcador “lkb DNA ladder”; P- controle positivo
(plasmideo pCambia 2301); N- controle negativo (plantas néo
transformadas). Numeros de 1 a 32 (A) e de 1 a 28 (B) raizes de P.
edulis e P. cincinnata transformadas, respectivamente.
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3.4. Transformacao com Agrobacterium tumefaciens SHOOTER

O melhor resultado foi obtido pela utilizagdo de solugcédo bacteriana com
OD ajustada para 0,25. Para a solugdo com OD de 0,50, boa parte dos
explantes foi perdida durante o cultivo devido ao supercrescimento bacteriano.
Cento e cinquenta explantes foram inoculados para cada OD. Desse total,
foram obtidas 6 plantas regeneradas em meio desprovido de reguladores de
crescimento, 5 delas provenientes da inoculagéo com solugéo com OD de 0,25.

O ensaio histoquimico realizado para o gene gus nao evidenciou a
coloracdo azul caracteristica nos tecidos. Entretanto, a amplificacdo por PCR,
com primers especificos, indicou a presenca desse gene no DNA gendémico
extraido das folhas dos ramos regenerados (Figura 12).

Das seis plantas regeneradas, apenas 3 foram aclimatizadas em casa de

vegetacdo. As demais foram perdidas durante a aclimatacao.

Figura 12 — Produtos da amplificacdo por PCR do gene gus a partir de DNA
gendmico extraido de tecido foliar de Passiflora edulis f. flavicarpa,
utilizando-se oligonuclettideos especificos para esse gene. M-
marcador “lkb DNA ladder”; N- controle negativo (planta n&o
transformada); P1-3: controles positivos (plasmideo pCambia
2301) Plantas 1 a 6: P. edulis f. flavicarpa transformadas.
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4. DISCUSSAO

E essencial para um sistema eficiente de transformacdo genética que o
tecido alvo contenha células competentes para regeneracdo, que haja um
método para introduzir o DNA exdgeno nessas células e que se obtenha
uma frequéncia satisfatoria de regeneracdo e selecdo das plantas
transformadas (BIRCH, 1997). A transformacdo genética do maracujazeiro
(P. edulis f. flavicarpa), via Agrobacterium tumefaciens foi relatada
primeiramente por MANDERS et al. (1994). Esses autores obtiveram trés
plantas transformadas, mediante a utilizacdo de uma estirpe desarmada de
A. tumefaciens (GV3111SE), contendo o vetor co-integrado pMON200, o
gual carregava o gene nptll. Esse trabalho abriu novas perspectivas para o
melhoramento genético do maracuja, espécie vegetal de ascendente
importancia comercial. No caso especifico dos maracujazeiros, a
transformacao de plantas se constitui em uma alternativa de transferéncia de
genes de resisténcia a doencas (BRAZ, 1999; TAKAHASHI, 2002; ALFENAS
et al. 2005; MONTEIRO, 2005).

Devido as respostas morfogénicas de tecidos cultivados in vitro séo
influenciadas por compostos adicionados ao meio de cultura, inUmeros
trabalhos comecaram a ser desenvolvidos com o objetivo de se estudarem
os efeitos desses antibidticos na morfogénese vegetal (COSTA et al., 2002).

As espécies de Passiflora avaliadas no presente trabalho se mostraram
bastante resistentes a selecdo por meio de antibiéticos, principalmente
explantes de hipocétilo, onde quantidades superiores a 200 mg I de
Canamicina ou 24 mg I* de Higromicina foram necessérias para inibir a
inducdo de gemas. Trabalhos anteriores ja indicavam essa alta resisténcia

de explantes de hipocoétilo de maracujazeiro-amarelo a Canamicina, a qual é
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aumentada com o uso de Phytagel (REIS, 2001), bem como a elevada
freqUiéncia de escapes na transformacédo utilizando-se explantes foliares e
selecdo com 100 mg I* de Canamicina (MANDERS et al., 1994; SILVA,
1998).

Contudo, a utilizacdo de Higromicina pode ser viavel, haja vista que a
inibicdo da formacédo de ramos se deu em concentragdes bastante menores.
Para explantes foliares, a Higromicina inibiu completamente a inducao de
gemas em maracujazeiro-amarelo, em dose de 4 mg I (BARBOSA, 1999) e
5 mg I (TAKAHASHI, 2002), o que corrobora a observacdo de que
segmentos de hipocotilo sdo mais resistentes aos antibidticos. Todavia, o
antibiético Higromicina mostrou-se eficiente como agente de selecao,
causando reducdo drastica na divisdo celular de protoplastos de
maracujazeiro em concentracdes acima de 4 mg I (MONTEIRO, 2005).

Além do tipo de explante, o tipo de agente gelificante também deve ser
levado em consideracdo, ja que diferentes agentes gelificantes podem
influenciar na disponibilizagdo dos antibitticos, interferindo na eficiéncia de
selecdo de um protocolo de transformacdo (CHEVREAU et al., 1997,
CHAUVIN et al.,, 1999; LAINE et al., 2000; REIS, 2001). Contudo, ao
contrario do observado por esses autores para Canamicina, que foi menos
ativa em meio gelificado com “gellan gum”, os resultados do presente
trabalho mostraram maior eficiéncia de selecdo da Higromicina em meio
gelificado com Phytagel para P. cincinnata. Entretanto, ndo se pode afirmar
que tal efeito seja decorrente da indisponibilizagdo do antibiético, visto que o
agar, por si sO, quando comparado com Phytagel, promoveu a regeneracao
nessa espécie (Capitulo I).

O uso de Timentin afetou negativamente a formacdo de ramos nas
duas espécies avaliadas. Entretanto esse antibidtico j& se mostrou menos
prejudicial para P. edulis f. flavicarpa do que Cefotaxima (BARBOSA, 1999),
que poderia ser utilizada em substituicdo ao Timentin para eliminacdo de
Agrobacterium. Para espécies como Nicotiana tabacum (NAUERBY et al.,
1997; CHENG et al., 1998), Lycopersicon esculentum (LING et al., 1998) e
Solanum melogena (BILLINGS et al., 1997), a adi¢do de Timentin estimulou

a regeneracao.

64



Os efeitos positivos e negativos de antibidticos como Carbenicilina e
Cefotaxima tém sido relacionados ndo apenas a sua toxidez, mas também
ao seu efeito auxinico (LIN et al., 1995). O efeito hormonal desses
antibioticos é mais evidente quando aplicados em pequenas quantidades,
tendo em vista que acido fenilacético é um dos produtos da degradacao da
Carbenicilina (HOLFORD e NEWBURY, 1992). O efeito da Carbenicilina se
mostrou dependente do tipo de explante em tabaco (NAUERBY et al., 1997).
Da mesma forma, a utilizacdo de Cefotaxima aumentou a eficiéncia de
plagueamento de protoplastos em P. edulis f. flavicarpa e P. incarnata
(D'UTRA VAZ et al., 1993; OTONI, 1995; OTONI et al., 1995). Entretanto,
efeito promotor desse antibiético ndo foi verificado em explantes foliares de
P. edulis f. flavicarpa (BARBOSA, 1999).

Em um protocolo de transformacdo mediada por Agrobacterium, a
utilizacdo desses antibidticos para sua eliminacdo pode ndo apenas ser
toxica para as células vegetais, mas também pode alterar o balanco
auxinas/citocininas, reduzindo a eficiencia de regeneracdo e, por
consequéncia, a frequéncia de transformacao (LIN et al., 1995). Esse fato
deve ser levado em conta para maracujazeiro e experimentos envolvendo a
avaliacdo dos efeitos do aumento da concentragéo de citocinina no meio de
regeneracao contendo Timentin ou outro antibidtico devem ser realizados.

Na transformacao genética mediada por A. rhizogenes foi observado
padrdo semelhante na morfologia tipica das raizes densamente pilosas
obtidas para dicotileddneas, habilidade de crescimento em meio de cultura
na auséncia de reguladores de crescimento, bem como na presenca de
antibioticos de selecdo. A semelhanca do observado para P. edulis f.
flavicarpa (OTONI, 1995), houve regeneracdo espontanea de ramos, via
organogénese direta a partir das raizes de P. cincinnata, inclusive com
alongamento de algumas poucas gemas.

A principal via de regeneracdo para diversas espeécies de Passiflora
tem sido relatada como a organogénese, dentre elas para P. edulis, P. edulis
f. flavicarpa, P. molissima, P. giberti, P. amethystina e P. caerulea (MORAN
ROBLES, 1978, 1979; DORNELAS e VIEIRA, 1994; MANDERS et al., 1994,
APPEZATO-DA-GLORIA et al., 1999; BIASI et al., 2000; HALL et al., 2000;
MONTEIRO et al., 2000; REIS et al. 2003; BECERRA et al.,, 2004,
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MONTEIRO, 2005). A embriogénese somatica para maracujazeiro havia sido
relatada apenas para culturas de células em suspenséo e de protoplastos
derivados de suspensoes celulares de P. giberti (OTONI 1995; ANTHONY et
al., 1999).

Dentre as aplicacbes da transformacdo mediada por A. rhizogenes
estdo o aumento da capacidade rizogénica de clones e a redugéo do porte
de clones (CHRISTEY, 1997), além de estudos relacionados a interacdo de
microrganismos in vitro, dentre esses, os fungos micorrizicos (NISIZAKI,
1999). Por gerarem reducdo do porte das plantas, perda de dominancia
apical, alteracdo na morfologia foliar e floral, dentre outras alteracdes, genes
rol, presentes nos plasmideos Ri de A. rhizogenes, também tém recebido
especial atencao por parte de pesquisadores interessados em melhorar ou
desenvolver novas variedades de plantas ornamentais (CASANOVA et al.,
2005).

Recentemente, foi relatado a transformacéo genética mediada por A.
rhizogenes para pepino (Cucurbita pepo), em que algumas linhagens de
raizes apresentaram proliferacdo de calos, acompanhada de diferenciacéo
de embribes somaticos (BALEN et al., 2004). Anteriormente, formacéo de
embrides também foi induzida por transformagdo com A. rhizogenes em
mamao (CABRERA-PONCE, 1996), Pruns avium e cenoura (GUTIERREZ-
PESCE et al. e DICOLA et al., citados por BALEN et al., 2004).

Em clones de alfafa com baixa sensibilidade ao &cido 2,4-
diclorofenoxiacético, a formagdo de embrides somaticos foi obtida apenas
apos a transformacao dos tecidos e expressao dos genes rol B e rol C de A.
rhizogenes (DUDITS et al., citado por ISHIZAKI et al., 2002). O aumento da
expressdo do gene uidA fusionado a regido promotora do gene rol C foi
evidenciado durante a embriogénese somatica de cenoura, especialmente
em embrides nos estadios cordiforme e torpedo (FUJII et al., 1994).

N&o apenas o metabolismo de auxinas pode estar envolvido nessas
respostas, jA que a de adicdo de acido giberélico, citada como
imprescindivel para inducdo de calo embriogénico em espinafre, ndo foi
necessaria em raizes transformadas com A. rhizogenes (ISHIZAKI et al.,
2002).
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Entretanto, a hipétese de que a embriogénese somética em P.
cincinnata foi induzida pela transformacao por A. rhizogenes, apesar de ser
plausivel, pode ndo estar correta, tendo em vista que antibiéticos como
Carbenicilina e Cefotaxima (cuja atividade auxinica ja foi anteriormente
discutida) promoveram o crescimento de calos embriogénicos e aumentaram
a frequéncia de embribes somaticos a partir de raizes adventicias de
mamoeiro (YU et al., 2001).

Apesar da amplificacdo por PCR, com primers especificos para o gene
gus, indicarem a presenca desse gene no DNA gendémico extraido das
folhas obtidas da transformacdo com A. tumefaciens Shooter, o ensaio
histoquimico foi negativo. Em funcdo disso, outros primers devem ser
utilizados para confirmagéo da natureza transgénica das plantas, dentre eles
o da transferase do isopentenil (ipt). A utilizacdo de mutantes “Shooter”
pode, teoricamente, eliminar a necessidade de selecdo por meio de
antibiéticos uma vez que permite a eliminacéo do gene marcador (MIHALKA
et al., 2003). A selecao positiva com o gene ipt foi utilizada com sucesso na
transformacao de tabaco e pimentdo, onde os regenerantes apresentaram
morfologia normal, sem a integracdo estavel do gene ipt (MIHALKA et al.,
2003).

A utilizacdo de solugcdo bacteriana com menor OD apresentou
melhores resultados tanto para A. rhizogenes quanto para A. tumefaciens. O
efeito toxico da propria Agrobacterium é citado como maior obstaculo para
transformacdo de videira (PERL et al., 1996). Assim, nas condi¢cbes
testadas, o emprego de concentracdo bacteriana menor é recomendavel
para Passiflora.

O presente trabalho demonstrou a viabilidade da transformacéo
genética mediada por Agrobacterium, sendo a utilizacdo de menores
densidades bacterianas uma estratégia que deve ser observada nos
protocolos de transformacao para espécies do género.

A interacdo entre agentes gelificantes e antibioticos, bem como a
influéncia desses sobre a morfogénese devem ser avaliados para cada
espécie do género, haja vista as diferencas encontradas para P. cincinnata

em comparacao as obtidas para P. edulis f. flavicarpa (REIS, 2001).
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A influéncia dos antibiéticos sobre a embriogénese soméatica em P.
cincinnata deve ser melhor avaliada, além da verificacdo da natureza
transgénica dos embrides gerados em P. cincinnata, a qual j& se encontra
em andamento.

Experimentos de transformacéo genética envolvendo transformacao de
P. edulis f. flavicarpa e P. cincinnata com bactéria LBA 4404, contendo vetor
pCAMBIA 1301, o qual confere resisténcia ao antibiético Higromicina
também encontram-se em andamento, jA que constitui-se uma alternativa
viavel para o género, tendo em vista os dados aqui obtidos para P.
cincinnata e P. edulis f. flavicarpa (BARBOSA, 1999), além da alta
resisténcia ao antibidtico Canamicina quanto a inibicdo da formacdo de
ramos, ja relatada para P. edulis f. flavicarpa (REIS, 2001).
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CAPITULO Il

Efeito de reguladores de crescimento e do tiossulfato de prata sobre a
regeneracdao in vitro de maracujazeiro-amarelo (Passiflora edulis f.
flavicarpa Degener)

1. INTRODUCAO

A principal via de regeneracdo para diversas espécies de Passiflora
tem sido relatada como a organogénese, dentre elas para P. edulis, P. edulis
f. flavicarpa, P. molissima, P. giberti, P. amethystina e P. caerulea (MORAN
ROBLES, 1978, 1979; DORNELAS e VIEIRA, 1994; APPEZATO-DA-
GLORIA et al., 1999; BIASI et al., 2000; HALL et al., 2000; MONTEIRO et
al., 2000; REIS, 2001; REIS et al, 2003; BECERRA et al., 2004;
MONTEIRO, 2005). A organogénese adventicia em maracuja €, em regra,
direta e ocorre na superficie dos explantes. A utilizacdo de 6-
benzilaminopurina, geralmente em doses de 0,5 a 2 mg I*, tem sido
amplamente empregada na inducdo adventicia de gemas e ramos in vitro
em Passiflora (DORNELAS e VIEIRA, 1994; SILVA, 1998; BARBOSA, 1999;
BIASI et al., 2000; HALL et al., 2000; REIS, 2001; BECERRA et al., 2004,
MONTEIRO, 2005). Uma ampla revisdo sobre explantes utilizados e as
concentracdes de reguladores utilizadas em diversas espécies de Passiflora
pode ser obtida em COUCEIRO (2002).

DREW (1991), trabalhando com tecidos adultos e juvenis de diversas
espécies de Passiflora testou varias combinacdes de reguladores para
estabelecimento e propagacao desses tecidos. Tecidos adultos de Passiflora
sao de dificil estabelecimento e propagacao in vitro. Esse autor propés uma
combinacdo de reguladores para multiplicacdo de ramos, utilizando-se de
segmentos nodais. Essa combinacdo tem como caracteristica principal uma
elevada relagéo citocinina:auxina (6:1).

A idade de explantes cotiledonares de maracujazeiro influenciou a
freqiéncia de explantes com ramos, bem como o numero de ramos por

explantes (HALL et al., 2000). A idade das plantulas também se refletiu na
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resposta in vitro para explantes foliares de maracujazeiro, onde aquelas com
dois meses de idade geraram um maior nimero de ramos por explante
(BECERRA et al., 2004). Além desse dado, esses autores observaram que
explantes de plantas mantidas em casa de vegetacdo tiveram melhor
desempenho que plantas obtidas in vitro, bem como de material “revigorado”
in vitro, proveniente de plantas adultas.

Em trabalho onde se avaliou a influéncia de reguladores de
crescimento e, ou, de suas combinac¢des na multibrotacdo e no alongamento
de segmentos apicais de P. edulis f. flavicarpa, observou-se que apenas um
dos meios testados foi eficiente na inducdo de multibrotacdo (REIS, 2001).
Esse meio foi exatamente aquele proposto por DREW (1991). Também foi
observado que uma proporcédo de folhas diferenciadas nos ramos axilares
apresentava a caracteristica de folhas adultas trilobadas, indicativas da
mudanca de fase no maracujazeiro-amarelo (REIS, 2001).

Nesse sentido, o presente trabalho teve como objetivo avaliar a
influéncia de reguladores de crescimento e do tiossulfato de prata na
inducdo de novo de gemas e ramos a partir de explantes cotiledonares e
hipocotiledonares, bem como o padrao de folhas diferenciadas em gemas e

brotagBes adventicias em Passiflora edulis f. flavicarpa.
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2. MATERIAL E METODOS

Foram utilizados explantes cotiledonares e segmentos de hipocotilos
oriundos de plantulas de P. edulis f. flavicarpa germinadas em condi¢es
asseépticas e enverdecidas por 15 dias. Os cotilédones tiveram as bordas
cortadas e o0s explantes hipocotiledonares foram segmentados com
aproximadamente 10 mm de comprimento.

Os explantes foram inoculados em meio de regeneracdo constituido de
sais basicos MS (MURASHIGE e SKOOG, 1962), complexo vitaminico B5
(GAMBORG et al., 1968), 100 mg I* de mio-inositol e 3% (p/v) de sacarose,
acrescido das combinacGes de reguladores de crescimento denominada de
Drew, a saber: 2,15 mg I'* de cinetina, 4,15 mg I"* de BAP (6-benzilaminopurina)
e 0,88 mg I'* de AIA (4cido 3-indolil acético) (DREW, 1991); ¥Drew (reguladores
de Drew na metade da concentracao original) e 1 BAP (1 mg I'* de BAP). Todas
essas combinacfes foram acrescidas de 0 ou 10 uM de tiossulfato de prata
(STS), preparado conforme REID (1980). O meio foi gelificado com 2,5 g I'* de
Phytagel™ (Sigma Chemical Company, USA) e teve o pH ajustado para 5,8
antes da autoclavagem. As solucdes de STS e AlA foram esterilizadas em filtro
Millex-GS com poros de 0,22um de diametro (Millipore, USA) e adicionadas ao
meio de cultura apds autoclavagem (15 min a 121°C e pressao de 1,1 atm).
Foram utilizadas placas de Petri descartaveis de 90 x 15 mm e 60 x 15 mm (J.
Prolab, Brasil), para cultvo de segmentos de hipocoétilo e de explantes
cotiledonares, respectivamente. Dez explantes de hipocétilo e trés explantes
cotiledonares foram inoculados por placa, as quais foram vedadas com fita
hipoalergénica Micropore® (3M do Brasil Ltda., Brasil).

A avaliacdo foi realizada aos 28 dias de cultivo, quando foram

quantificados a freqiiéncia de regeneracdo e o nimero meédio de ramos por
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explante, sendo considerados aqueles com comprimento maior ou igual a 2
mm. Cada combinacdo de reguladores foi considerada um tratamento e o
delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualisado, sendo o

experimento repetido trés vezes.
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3. RESULTADOS

De maneira geral, os explantes cotiledonares geraram melhores
resultados em comparacéo aos explantes de hipocotilo, sobretudo quanto ao
namero de ramos formados por explante (Figura 1). Explantes
hipocotiledonares tratados com STS, por exemplo, formaram apenas um
terco nimero de ramos formados em explantes cotiledonares.

A adicdo STS ndo causou alteragcdes na frequéncia média de
regeneracdo (FMR) em explantes cotiledonares (Figura 1A). A adicao de
STS contribuiu para o aumento nas médias de ramos por explante tanto para
Drew quanto para 1BAP (Figura 1C). Porém, os explantes de hipocatilo
foram mais sensiveis a adicdo de STS, havendo incremento na FMR e no
namero de ramos por explantes nas trés combinagfes de reguladores
testadas (Figura 1B e D). De um modo geral, o meio de Drew, na metade da
forca (%2 Drew) e acrescido de STS, gerou melhores resultados nos dois
parametros avaliados. Em comparacdo com 1BAP mais STS, o meio %
Drew gerou uma resposta mais homogénea nas trés repeticoes realizadas
desse experimento.

Interessantemente, foi observada mudanca na forma, de
mononolobada para trilobada, de algumas das folhas diferenciadas em
explantes cultivados na combinacéo de reguladores do meio proposto por
DREW (1991), principalmente quando utilizado em sua forga total. Na Figura
3 pode-se observar o aspecto dos ramos regenerados e dessas folhas com
formato alterado. As folhas diferenciadas em meio MS suplementado com 1
mg I'* de BAP mantiveram-se, como era esperado, com a caracteristica de
folhas juvenis.

Apesar das frequéncias elevadas de regeneracéo adventicia de gemas,

o alongamento dos ramos obtidos tanto em 1BAP quanto em %2Drew tem se
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mostrado dificil. Em experimentos realizados, onde se avaliou influéncia de
baixas doses de acido indolil acético, zeatina e acido giberélico,
isoladamente ou em suas combinacbes, ndo foram obtidos resultados
satisfatorios no alongamento nem o enraizamento desses ramos (dados nao

mostrados).
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Figura 1 — Efeito de combina¢fes de reguladores e do inibidor da agao do
etileno tiossulfato de prata (STS) sobre morfogénese in vitro de
explantes cotiledonares (A e C) e hipocotiledonares (B e D) de
Passiflora edulis f. flavicarpa. A e B- Frequéncia média de
regeneracdo (FMR) de explantes cotiledonares e hipocotile-
donares, respectivamente. C e D- Numero de ramos por
explante cotiledonar e hipocotiledonar, respectivamente. As
barras verticais indicam os erros padroes das médias.
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Figura 3 — Aspecto geral de explantes cotiledonares de Passiflora edulis f.
flavicarpa cultivados em ¥2Drew, com 10 uM de STS. A- Folha
trilobada (seta branca) e folhas juvenis, monolobada (setas

negras) B- Explante com ramo alongado com folhas trilobadas
(seta). As barras correspondem a 10 mm.
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4. DISCUSSAO

No presente estudo, os segmentos hipocotiledonares mostraram-se mais
sensiveis ao etileno que os explantes cotiledonares (Figuras 1 e 2).

E consenso na literatura que diferentes explantes tém mostrado respostas
diferenciadas a reguladores de crescimento. Dessa forma, a avaliacdo dos
efeitos do etileno em explantes cotiledonares de P. edulis f. flavicarpa devem
ser realizados, pois ndo ha dados na literatura para o efeito do etileno nesse
explante em particular. Ja havia sido demonstrado em maracujazeiro que a
inibicdo da acdo ou da biossintese do etileno aumenta a frequéncia de
regeneracdo e 0 numero de ramos em explantes foliares e em segmentos de
hipocotilo (FARIA e SEGURA, 1997; REIS, 2001). Além disso, o incremento da
biossintese de etileno via suplementacdo de acido 1-animo-l-propano-
carboxilico (ACC), reduz consideravelmente esses parametros (REIS, 2001).

O alongamento dos ramos obtidos tanto em 1 BAP quanto em Y%Drew
tem se mostrado dificil. Tal dificuldade, todavia, ndo foi relatada por alguns
pesquisadores (DREW, 1991; DORNELAS e VIEIRA, 1994). A adicao de
agua de coco (DORNELAS e VIEIRA, 1994) pode ser utilizada para se
incrementar o alongamento dos ramos, bem como a reducao progressiva da
concentracdo de reguladores ao longo dos recultivos e subcultivos.

Via de regra, a excecao de REIS (2001), em todos relatos associados a
cultura de tecidos do maracujazeiro Passiflora edulis f. flavicarpa houve a
formacao de folhas monolobadas, tipicas da fase juvenil dessa espécie. Era
de se esperar a manutencdo das caracteristicas juvenis, uma vez que a

maior parte dos trabalhos, incluindo o presente, utilizou como fonte de
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explantes segmentos de hipocétilo ou cotilédones obtidos a partir de
sementes germinadas em casa de vegetag&o ou in vitro.

Os presentes dados vém reforcar o relato de mudanga na morfologia
foliar em brotacfes axilares de maracujazeiro-amarelo (REIS, 2001). Dessa
forma, a alteracédo do formato foliar aqui observada foi, muito provavelmente,
resultante da utilizacdo de altas doses de citocininas em presenca de baixas
doses de auxinas, caracteristica da combinacao de reguladores proposta por
DREW (1991).

Véarias caracteristicas estdo associadas a transicdo de fases no
desenvolvimento vegetal, dentre elas o florescimento, a heteroblastia, o
vigor, a filotaxia, a habilidade de enraizamento, dentre outras. Portanto, as
mudancas ocorridas em razao da troca de fase ao longo do desenvolvimento
variam de espécie para espécie, sendo as maiores alteracfes de ocorréncia
no periodo que precede a maturidade fisiolégica (HACKETT e MURRAY,
1993). O florescimento in vitro foi obtido P. suberosa em baixas doses de 6-
BAP (SCORZA e JANICK, 1980). Contudo, florescimento foi obtido apenas
em explantes provenientes de tecidos adultos, principalmente daqueles
obtidos de posi¢cdes mais distais nos ramos, portanto ja determinados para
florescimento; explantes juvenis e localizados abaixo do quinto n6é nao
floresceram, mesmo em presenca de BAP.

A mudanca do formato das folhas, de mononolobadas para trilobadas,
juntamente com o desenvolvimento de gavinhas, apresentada pelo
maracujazeiro-amarelo, é um indicativo da mudanca da fase juvenil para a
fase adulta e até entdo néo havia sido relatada sob condi¢des in vitro. Essa
observacdo abre possibilidade de pesquisas podendo ser um modelo para
estudo de ontogenia vegetal e morfogénese foliar.

A regulagéo da morfogénese foliar, da formacdo do padrao de venacéo e
do tamanho das folhas ainda ndo é bem compreendida, uma vez que esse
controle € mais complexo do que o encontrado em outros 6rgaos, como em
raizes e caules (POETHIG, 1997; DENGLER e KANG, 2001; TSUKAYA, 2003).
Estudos nessa area tém utilizado principalmente mutantes para alteracdo do
padrdo de venacdo e formato foliar anormal (DENGLER e KANG, 2001;
ROBLES et al., 2001), sendo que a analise desses mutantes com formato de

folhas e da venacdo alterados indicam que um mecanismo comum controla
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essas duas variaveis, com o transporte polar de auxinas desempenhando um
papel central (DENGLER e KANG, 2001). Contudo, ndo apenas as auxinas sao
importantes para a morfogénese foliar, ja que mutantes de Arabidopsis
resistentes a citocininas (cyrl) apresentam anomalias nos ramos, com formacao
de poucas folhas e expanséo reduzida de folhas e cotilédones (DEIKMAN e
ULRICH, 1995).

Caracteristicas como o numero de lobos sdo determinadas nas fases
mais iniciais do desenvolvimento foliar do que caracteristicas como formato
das células epidérmicas, densidade estomatica e diferenciacdo das células
do mesofilo (POETHIG, 1997). As caracteristicas adultas ou juvenis da folha
podem ser determinadas geneticamente, de modo semelhante a
determinacdo da identidade dos érgaos florais, de tal forma que genes de
identidade juvenis e adultos bloqueiam-se mutuamente, interferindo em
programas mais elementares da morfogénese foliar (WEIGEL e
MEYEROWITZ, citados por POETHIG, 1997).

Estudos empregando citometria de fluxo podem ser Uteis na
comparacao dos tecidos adultos de plantas mantidas in vivo e os induzidos
in vitro, uma vez que pode haver um gradiente na ploidia dos nucleos
celulares ao longo da planta, caracteristico para cada 6rgdo ou fase
ontogenética. BERGOUNIOUX et al. (1992) apresentam uma interessante
revisdo sobre o emprego dessa técnica.

Embora o etileno pareca ndo estar envolvido na alteracéo da forma foliar,
visto que essa alteracéo foi observada nos tratamentos com e sem STS, outras
avaliacdes devem ser realizadas.

A combinacdo de reguladores proposta por DREW (1991) pode
substituir com sucesso 0 protocolo corriqueiramente utilizado na
regeneracao in vitro para maracujazeiro-amarelo (meio 1BAP) e servir de
base para experimentos envolvendo otimizacdo de protocolo de
transformacao genética utilizando explantes hipocotiledonares (Capitulo 1V)
e em outros experimentos envolvendo quantificacdo de etileno e de

poliaminas (atualmente em andamento).
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CAPITULO IV

Efeito de enzimas pecto-celuloliticas sobre a regeneracdo in vitro de
maracujazeiro-amarelo (Passiflora edulis f. flavicarpa Degener)

1. INTRODUCAO

Diversos fatores influenciam a eficiéncia de um protocolo de
transformacdo genética como a estirpe bacteriana utilizada (GIRI et al.,
2001), a presenca de substancias indutoras da regido vir, como
acetosseringona e diversos outros fatores relacionados a resposta
morfogenética dos tecidos (STACHEL et al., 1985).

A transformacdo genética de uma espécie vegetal depende néo
apenas de um protocolo de regeneracdo viavel, mas também de que as
células que participardo dos processos morfogenéticos sejam passiveis de
transformacdo, ou seja, necessariamente tais células devem estar
acessiveis a Agrobacterium ou as micro-particulas utilizadas no
bombardeamento (GLOGOWSKI e GALSKY, 1978; LAPARRA et al., 1995).

Diversas metodologias tém sido desenvolvidas no sentido de aumentar
a eficiéncia de protocolos de transformacéo. A utilizagdo de sonicacgéo
(SAAT — Sonication-Assisted Agrobacterium-mediated Transformation)
(TRICK e FINER, 1997; SANTAREM et al., 1998), enzimas pecto-
celuloliticas (ALIBERT et al.,, 1999; WEBER et al.,, 2003), “glass beads”
(GRAYBURN e VICK, 1995) sdo alguns exemplos de metodologias que
buscam maximizar a interacdo Agrobacterium-tecido vegetal, pois geram
micro ferimentos no tecido vegetal, aumentando assim o numero de sitios
para infeccdo e estimulando a sintese de compostos que estimulam a
transferéncia do T-DNA de Agrobacterium, pela ativacdo dos genes vir
(STACHEL et al.,, 1985). Contudo, essas metodologias ainda sdo pouco
difundidas e utilizadas pelos pesquisadores.

O protocolo de transformacédo genética mais comumente utilizado em
Passiflora é o mediado por Agrobacterium (MANDERS et al., 1994; SILVA,
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1998; BRAZ, 1999; HALL et al., 2000; MONTEIRO, 2005). Diversos
problemas ainda persistem, como o pequeno numero de ramos formados
por explante, a baixa eficiéncia de transformagcdo e o alto numero de
escapes gerados.

A regeneracao in vitro em Passiflora geralmente se da pela via direta
(DORNELAS e VIEIRA, 1994), sendo restrita, sobretudo, a regido do corte,
nas extremidades dos explantes (BIASI et al., 2000; MONTEIRO et al., 2000)
ou na regido da nervura central de explantes foliares (APPEZZATO-DA-
GLORIA et al., 1999; BECERRA et al., 2004).

Tal observacdo levou-nos a testar uma metodologia que estendesse
para outras regides dos explantes os eventos de regeneragdao de novo,
gerando assim, um aumento no nimero de locais acessiveis para infeccao
por Agrobacterium.

O emprego de enzimas pecto-celuloliticas € uma opcédo bastante
atraente, tendo em vista os resultados obtidos em girassol (ALIBERT et al.,
1999; WEBER et al., 2003), pois ndo depende da aquisicdo de
equipamentos e as enzimas utilizadas sdo as mesmas empregadas em
protocolos de obtencéo de protoplastos, ao contrario de outras metodologias
como o SAAT. Além disso, o género Passiflora ainda carece de trabalhos
que visem a otimizacdo de protocolos de transformacdo mediada por
Agrobacterium, sendo o emprego de enzimas pecto-celuloliticas, com essa

finalidade, ainda inédito na literatura para o género.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Material vegetal e meio de cultivo

Foram utilizadas plantulas de P. edulis Sims f. flavicarpa Degener, da
variedade FB 100 (Viveiros Flora Brasil, Brasil) germinadas conforme (REIS,
2001). As sementes foram mantidas no escuro por 15 dias em estufa
incubadora (Diurnal Growth Chamber, Forma Scientific, USA), na auséncia
de luz e a 27 + 2°C, para germinacao e estiolamento. Apds esse periodo
foram levadas para sala de crescimento, onde foram mantidas por mais 15
dias & temperatura de 26 + 2°C, sob irradiancia de cerca de 36 pmol m? s*
(2 lampadas fluorescentes, Luz do Dia Especial, 20 W, Osram, Brasil) e
fotoperiodo de 16 horas, para enverdecimento.

Os explantes constituiram-se de segmentos de hipocaotilo com 10 mm
de comprimento, aproximadamente.

O meio de regeneracéo utilizado, denominado %:2Drew, constitui-se de
sais basicos MS (MURASHIGE e SKOOG, 1962), complexo vitaminico B5
(GAMBORG et al., 1968), 100 mg I"* de mio-inositol e 3% (p/v) de sacarose,
acrescido de 10 uM de tiossulfato de prata (STS) e dos reguladores de
crescimento utilizados por DREW (1991), na metade da concentracéo
original, a saber: 1,075 mg I* de cinetina, 2,075 mg I* de BAP (6-
benzilaminopurina), 0,44 mg I* de AIA (4cido 3-indolacético). O meio foi
gelificado com 2,5 g I* de Phytagel™ (Sigma Chemical Company, USA) e
teve o pH ajustado para 5,8 +0,1, antes da autoclavagem. As solucdes de
STS e AIA foram esterilizadas em filtro Millex-GS com poros de 0,22um de
diametro (Millipore, USA) e adicionadas ao meio de cultura apos

autoclavagem (15 min a 121°C e presséo de 1,1 atm).
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O STS foi preparado vertendo-se solucédo de tiossulfato de sédio em
cristais de nitrato de prata, a uma proporcdo molar final de 4:1
(tiossulfato:prata) (REID et al., 1980).

2.2. Experimento 1: Efeito da enzima Macerozyme R-10 e de
antibioticos naregeneracdao in vitro de maracujazeiro-amarelo

Solucdes de 0,1 e 0,01% (p/v) de Macerozyme R-10 de Rhizopus sp.
(Merck, Germany) foram preparadas em meio liquido, constituido de sais
basicos MS (MURASHIGE e SKOOG, 1962), complexo vitaminico B5
(GAMBORG et al., 1968), 100 mg I de mio-inositol e 3% (p/v) de sacarose,
com pH ajustado para 5,8. Apoés diluicdo, as solugcbes foram centrifugadas
(10 min em 5000 rpm a 5 °C) e esterilizadas em filtro Millex-GS com poros
de 0,22um de diametro (Millipore, USA).

Os explantes foram tratados, em condi¢des assépticas, com 25 ml das
solucBes enzimaticas por 4 h a 28 °C e inoculados em meio de regeneracao
(item 2.1) e em meio seletivo, constituido de meio de regeneracéo acrescido
de 250 mg I'* de Canamicina (Sigma Chemical Company, USA) e 300 mg I*
de Timentin® (Smithkline Beecham Brasil Ltda., Brasil). Explantes nao
tratados com Macerozyme foram utilizados como controle, inoculados em
meio de regeneracao e seletivo.

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualisado.
Cada combinagéo enzima-meio de cultura foi considerada um tratamento, o
qual constituiu-se de 4 placas de Petri de poliestireno cristal de 90 x 15 mm (J
Prolab, Brasil) com dez explantes cada. O experimento foi repetido uma vez.

Também foi realizada transformacdo genética de explantes
hipocotiledonares tratados e nao tratados com solucéo 0,01% de Macerozyme,
utilizando-se Agrobacterium tumefaciens EHA-105, contendo o plasmideo
pCAMBIA 2301 (Cambia, Austrélia) contendo os genes desaturase do fitoeno
(PDS) e ciclase B do licopeno (LCY-B), da rota biossintética de carotendides,
sob o controle do promotor constitutivo CaMV 35S (COSTA et al., 2002). A
transformacao genética foi realizada conforme protocolo descrito no item 2.4 do
Capitulo I, exceto pela utilizagdo de meio de co-cultivo suplementado com 1
mg I'* de BAP e meio seletivo suplementado com 1 mg I'* de BAP e 200 mg I

de Canamicina e densidade bacteriana ajustada para 0,5 (A=600nm).

91



2.3. Experimento 2: Efeito de combinacdes de enzimas pecto-
celuloliticas na regeneracgéo in vitro de maracujazeiro-amarelo

Solucdes de 0,05 e 0,01% (p/v) de Macerozyme R-10, Driselase (Kyowa
Hakko Kogyo Company, Japan) e Cellulase “Onozuka” R-10 (Yakult Honsha
Company Ltd., Japan) e Macerozyme-Driselase, Macerozyme-Cellulase e
Driselase-Cellulase a 0,01% (p/v) foram preparadas conforme item 2.2.

Os explantes foram tratados por trés horas a 28 °C com 25 ml de
solucdo enzimatica. ApOs o tratamento enzimatico os explantes foram
enxaguados em meio MS liquido e inoculados em meio de regeneracao
(tem 2.2), em placas de Petri de poliestireno cristal de 60 x 15 mm (J.
Prolab, Brasil).

Foram realizados recultivos quinzenais, sendo o experimento avaliado
no 45° dia de cultivo quanto a freqiiéncia média de regeneracéo (FMR), FMR
de gemas normais e nimero de ramos.

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualisado,
sendo cada combinacdo enzimatica considerada um tratamento, o qual foi
composto de 5 placas de Petri com 6 explantes inoculados. O experimento

foi repetido uma vez.
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Os resultados obtidos no primeiro experimento, com o tratamento com
Macerozyme (Figura 1), indicam que a concentracdo de 0,1% afetou
negativamente a freqiéncia média de regeneracdo (FMR). Foi observado
que a concentracdo de Canamicina utilizada (200 mg I™") ndo foi suficiente

para inibir a regeneracdo (Figura 1), bem como ndo houve interferéncia ou

3. RESULTADOS

interagdo entre o tratamento enzimatico e os antibioticos.

100 - _ OK/300T
i T O 200K/300T
80 - /,/ I l
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Figura 1 — Frequéncia média de regeneracdo de explantes de hipocotilos de
Passiflora edulis f. flavicarpa tratados com Macerozyme R-10 e
cultivados em meio de regeneracédo contendo 0 ou 200 mg I* de
Canamicina (OK ou 200K) e 300 mg I* de Timentin (300T). As

Concentragdo de Macerozyme (%)

barras verticais indicam os erros padrées das médias.
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Apesar de se ter realizado um experimento de transformacao
utilizando-se tratamento com Macerozyme a 0,01% (p/v), ndo foram obtidos
transformantes, uma vez que o supercrescimento da Agrobacterium causou
a morte das gemas e dos ramos formados (dados ndo mostrados).

No segundo experimento, a maior FMR foi obtida no tratamento
controle (Figura 2A). A utilizagcdo das enzimas, na concentragcao de 0,01%,
nao afetou demasiadamente a regeneracdo, permitindo uma porcentagem
de 60 a 73% de regeneracdo para as enzimas isoladas. Nos tratamentos
com associacao de enzimas, apenas o tratamento CD teve FMR superior a
60%.

A regeneracdo ao longo do explante foi bastante aumentada com o
tratamento enzimatico (Figura 2 B). Assim como 0 numero de ramos por
explante foi aumentado nos tratamentos com Macerozyme a 0,01% e CD
(Figura 2 C), em relacdo ao controle. A maior reducédo foi observada no
tratamento com Macerozyme a 0,05%.

Um aspecto geral da regeneracdo obtida pode ser vista na Figura 3.
Apesar de haver um aumento na regeneracdo ao longo do explante, a
guantidade de gemas mal formadas também foi aumentada (Figura 3 B).

Nos tratamentos onde houve decréscimo na FMR, essa reducgdo foi
causada pela senescéncia do explante ou pela morte do mesmo. De forma
geral, esses explantes nao-responsivos tinham o aspecto mostrado na
Figura 3 D.
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Figura 2 — Respostas morfogénicas de explantes de hipocétilo de Passiflora
edulis f. flavicarpa tratados com enzimas pecto-celuliticas a 0,01 e
0,05% (p/v) e suas combinagdes a 0,01% (p/v). CM — Cellulase-
Macerozyme R-10; MD - Macerozyme R10-Driselase; CD -
Cellulase-Driselase. A- Frequéncia média de regeneracédo (FMR);
B- Frequéncia média de regeneracdo ao longo do explante; C-
Numero médio de ramos por explantes. As barras verticais
indicam os erros padrdes das médias.
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Figura 3 — Aspecto geral de explantes de hipocétilo de Passiflora edulis f.
flavicarpa tratados com enzimas pecto-celuloliticas. A- Cellulase
0,05%. B- Driselase 0,05% (p/v). C- Macerozyme R-10 0,01% (p/v).
D- Macerozyme R-10 0,05% (p/v). As barras correspondem a 1 mm.
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4. DISCUSSAO

Explantes de hipocétilo de maracujazeiro-amarelo apresentam uma
elevada resisténcia natural & Canamicina, sendo necessarias doses acima
de 200 mg I* para se obter inibicdo completa da regeneracéo in vitro de
explantes de hipocétilo quando cultivados em Phytagel (REIS, 2001). A
opc&o por uma menor pressdo de selecdo (200 mg ) foi feita por se julgar
que o estresse causado pelo agente seletivo seria potencializado pelo
tratamento enzimatico, o que ndo se confirmou, mesmo na concentracéo
mais baixa da enzima (Figura 1).

Nas condi¢cdes testadas, a concentracdo de 0,05% das enzimas foi, em
geral, prejudicial a regeneracdo. Nao so o tipo e concentracdo da enzima,
mas também as condicbes de incubacdo dos explantes e o tempo de
exposicdo a solucdo enzimética podem influenciar nas respostas in vitro.
Resultados contrastantes foram obtidos em girassol quanto ao emprego de
Macerozyme por quatro horas e por trés dias (ALIBERT et al., 1999; WEBER
et al., 2003). A permanéncia dos explantes por um periodo mais prolongado
causou necrose e 0S mesmos nao se desenvolveram. Dessa forma,
parametros como a concentracdo e o0 tipo de enzima, o tempo e a
temperatura de incubacédo devem ser ponderados, levando-se em conta as
caracteristicas dos explantes utilizados, para que a intensidade de
degradacéo da parede celular ndo comprometa o processo de regeneracéo
in vitro. Em Passiflora, solucdes de Cellulase e Macerozyme (DORNELAS e
VIEIRA, 1993; DORNELAS et al., 1995) ou Cellulase, Driselase e
Macerozyme (D'UTRA VAZ et al.,, 1993; OTONI, 1995; OTONI et al.

1995a,b) foram, até agora, utilizadas apenas para obtencéo de protoplastos.
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As concentracdes aqui utilizadas sao cerca de 10 (Driselase) ou mesmo 100
vezes menores (Cellulase) do que as utilizadas por esses autores para a
obtencao de protoplastos.

O tratamento enzimatico foi bastante eficiente na inducdo de
regeneracdo ao longo do explante (Figuras 3A e B). Esse aumento da area
passivel de infeccdo pelo Agrobacterium € um importante fator a ser
considerado, sendo este o principal responsavel pelo efeito benéfico do
tratamento enzimético na transformacdo genética em girassol (WEBER et
al., 2003). Além do aumento da area passivel de infeccdo, ha ainda a
possibilidade do acesso da bactéria a regides potencialmente regenerativas
do explante também ser aumentada.

Contudo, esse néo deve ser o fator para a escolha de um determinado
tratamento em detrimento de outro. Embora o tratamento CM tenha sido o
mais eficiente na inducdo de regeneracdo ao longo do explante, a
regeneracdo como um todo foi diminuida, bem como o nimero de ramos
formados. Dessa forma, € necesséario que as células vegetais ndo apenas
estejam acessiveis a infec¢cao, ja que esse é um pré-requisito indispensavel
para a infeccdo por Agrobacterium (GLOGOWSKI e GALSKY, 1978), mas
gue também mantenham sua capacidade regenerativa preservada.

O processo de infec¢do por Agrobacterium € iniciado pelo ferimento do
tecido vegetal, o qual leva a liberacdo de substancias fendlicas e de
monossacarideos que, por sua vez, vao estimular a expressao dos genes vir
(SHENG e CITOVSKY, 1996). A acao das enzimas na parede celular pode,
nesse caso, Ndo apenas causar um aumento da area passivel de infec¢ao,
mas também contribuir para ativacdo dos genes vir. Também é possivel que
oligossacarideos liberados pela degradacdo da parede celular atuem
diretamente na célula vegetal, promovendo a organogénese. Em explantes
de camada fina de tecido de tabaco, oligossacarideos derivados de parede
celular alteraram a via regenerativa dos explantes, levando-os a
desenvolverem gemas ao invés de flores ou calos, ou flores ao invés de
gemas (TRAN THANH VAN et al., 1985), confirmando a influéncia dessas
moléculas (oligossacarinas) na morfogénese vegetal. Uma breve revisao
pode ser vista em CREELMAN e MULLET (1997).
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A utilizacdo de enzimas pecto-celuloliticas se mostrou uma melhor
opcdo em girassol, quando comparada com SAAT. Esse Uultimo gerou
melhores resultados na expressdo transiente de GFP, mas o numero de
ramos transformados (expressao estavel) foi menor que aquele obtido com o
emprego do tratamento enzimatico (WEBER et al., 2003). Esses autores
obtiveram maior quantidade de ramos com reacdo GUS-positiva uniforme
com Cellulase a 0,1 e Pectinase a 0,05% (p/v). Além disso, esses autores
verificaram que a combinacdo dessas duas enzimas ndo sO aumentou o
namero de ramos formados por explante, mas também promoveu um
aumento no numero de ramos com expressao uniforme de GUS. No
presente trabalho, aumento no ndmero de ramos formados por explante
também foi verificado nos tratamentos com 0,01% de Macerozyme e com
combinacéo Cellulase-Driselase.

N&o apenas o incremento no numero de ramos obtidos é um bom
indicativo da potencialidade dessa metodologia para o género Passiflora,
mas também a alteracdo no padrao da regeneracdo, que se estendeu ao
longo do explante, ao invés de ficar restrita as extremidades distal e proximal
dos explantes. Com isso, a possibilidade de ocorrer eventos de
transformacao independentes é aumentada, o que pode ser de grande valia
num protocolo de transformacao genética.

Os dados aqui apresentados servirdo de base para novos testes e
serdo de grande utilidade, contribuindo para o estabelecimento e otimizacéo
de protocolos de transformacdo genética mediada por Agrobacterium em
Passiflora.
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RESUMO E CONCLUSOES GERAIS

- Maior frequéncia de germinacdo normal em P. cincinnata foi obtida
em meio MS forga total.

- Para regeneracdo em P. cincinnata os melhores resultados foram
obtidos em meio MS suplementado com 0,5 mg I'* de BAP e 10% (p/v) de
agua de coco em meio gelificado com agar ao invés de gellan gum.

- Embriogénese somatica foi observada no tratamento cujo meio foi
suplementado apenas com agua de coco.

- Os calos obtidos nesse tratamento foram bastante proliferativos e os
embrides formados em geral normais. A germinacao desses embrides gerou
plantulas normais que puderam ser aclimatadas.

- Explantes hipocotiledonares se mostaram bastante resistentes a aos
antibioticos Higromicina e Canamicina. A Higromicina foi menos ativa em
meio gelificado com agar Vetec em comparacdo com o meio gelificado com
Phytagel.

- Solugéo de Agrobacterium com ODgoo ajustada para 0,25 se mostrou
mais eficiente para a transformacao.

- Em raizes transformadas de P. cincinnata foi observada a formacéo
de gemas e embriogénese somatica.

- Plantas de P. edulis f. flavicarpa, transformadas com A. tumefaciens
SHOOTER, regeneradas em meio sem reguladores de crescimento né&o
apresentaram reacdo positiva para gus, embora a reacdo de PCR com
primers especificos, tenha indicado a presenca desse gene no DNA
gendmico das plantas regenerada.
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- Combinacdo de reguladores proposta por DREW pode ser usada,
com vantagens, na inducdo de novo de gemas adventicias em explantes
cotiledonares e hipocotiledonares

- O acréscimo de 10 pM de STS incrementou 0 numero de ramos
formados, principalmente em explantes de hipocotiledonares.

- O tratamento com enzimas pecto-celuloliticas foi bastante eficiente na
inducao de regeneracédo ao longo do explante.

- Os resultados aqui apresentados abrem novas perspectivas para a
embriogénese somatica, bem como novas contribuicbes para a regeneracao

in vitro e transformacédo genética no género Passiflora.
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