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APRESENTAGAO

As Ciéncias Agrarias possuem alguns dos campos mais promissores da
atualidade, principalmente em termos de avancos cientificos e tecnolégicos.

Contudo, um dos grandes desafios, é a utilizacdo dos recursos naturais
de forma sustentavel, maximizando a exceléncia e a produtividade no setor
agropecuario e agroindustrial, atendendo a demanda cada vez mais exigente do
mercado consumidor.

Neste contexto, a obra “Impacto, Exceléncia e Produtividade das Ciéncias
Agrarias no Brasil” em seus volumes 3 e 4, compreendem respectivamente 22 e 22
capitulos, que possibilitam ao leitor ampliar o conhecimento sobre temas atuais e
de expressiva importancia nas Ciéncias Agrarias.

Ambos os volumes, apresentam trabalhos que contemplam questbes
agropecuarias, de tecnologia agricola e seguranca alimentar.

Na primeira parte, séo apresentados estudos relacionados a fertilidade do solo,
desempenho agronémico de plantas, controle de pragas, processos agroindustriais,
e bem estar animal, entre outros assuntos.

Na segunda parte, sdo abordados trabalhos envolvendo analise de imagens
aéreas e de satélite para mapeamentos ambientais e gerenciamento de dados
agricolas e territoriais.

Na terceira e ultima parte, sdo apresentados estudos acerca da producéo,
caracterizacao fisico-quimica e microbiol6gica de alimentos, conservagao pos-
colheita, e controle da qualidade de produtos alimentares.

O organizador e a Atena Editora agradecem aos autores e instituicbes
envolvidas nos trabalhos que compde a presente obra.

Por fim, desejamos que este livro possa favorecer reflexdes significativas
acerca dos avancos cientificos nas Ciéncias Agrarias, contribuindo para novas
pesquisas no ambito da sustentabilidade que possam solucionar os mais diversos
problemas que envolvem esta grande area.

Julio César Ribeiro
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RESUMO: A espécie Passiflora
endémica do Brasil, ocorre em regides de

tenuifila,

Cerrado e Mata Atlantica. Devido as suas

caracteristicas silvestres, existem poucos

estudos relacionados ao seu cultivo in vitro. Até
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o momento, ndo foram encontrados protocolos definitivos que minimizem as chances
de ocorréncia de variantes somaclonais, que poderiam causar perdas genotipicas
significativas para a espécie. Deste modo, o objetivo deste trabalho foi desenvolver
um protocolo de estabelecimento in vitro de gemas axilares de P. tenuifila, utilizando
o meio MS completo e com a metade da concentracéo de sais (Y2 MS) sem adicao de
fitorménios. Para o estabelecimento in vitro foram utilizadas microestacas oriundas de
plantas em casa de vegetagéo, obtidas através da germinacéo de sementes de acessos
de P. tenuifila selecionadas a partir da morfometria das variaveis massa, espessura,
largura e comprimento das sementes. O experimento foi conduzido em delineamento
inteiramente casualizado com 25 repeticdes e as seguintes variaveis foram avaliadas:
nuamero de gemas, comprimento da brotacdo, nUmero de folhas, coloragao da folha e
desenvolvimento da microestaca. A utilizagdo do meio a 50% se mostrou viavel para
o estabelecimento in vitro da espécie estudada, em virtude da reduc&o dos custos na
producédo do meio MS, sem o comprometimento no desenvolvimento e da qualidade
das plantas.

PALAVRAS-CHAVE: Maracuja silvestre, cultura de tecidos, micropropagacéao, casa
de vegetacao.

In vitro ESTABLISHMENT OF PASSION FRUIT Passiflora tenuifila

ABSTRACT: The species Passiflora tenuifila, endemic to Brazil, occurs in the regions
of Cerrado and Atlantic Forest. Due to its wild characteristics, there are few studies,
especially related to its in vitro cultivation. So far, no definitive protocols have been
found that minimize the chances of somaclonal variant occurrence, which could lead
to significant genotypic losses for the species. Therefore, the objective of this work
was to develop a protocol for establishing in vitro axillary buds of P. tenuifila, using the
complete MS medium and with half the concentration of nutrients (1/2 MS) without adding
phytohormones. For in vitro establishment, micropile originated from greenhouses’
plants were used, obtained by means of seeds germination of P. tenuifila accessions,
selected by the morphometric variables of mass (mg), thickness (mm), width (mm) and
length (mm) of the seeds. The experiment was performed in a completely randomized
design with 25 replications and the following variables were evaluated: number of
buds, sprouting length, number of leaves, leaf color and development of the micropile.
The use of 50% medium proved to be feasible for the in vitro establishment of the
studied species, due to the reduction in costs in the production of MS medium, without
compromising the development and quality of the plants.

KEYWORDS: Wild passionfruit, plant tissue culture, micropropagation, greenhouse.
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11 INTRODUCAO

O género Passiflora possui mais de 500 espécies vegetais distribuidas na
Asia, Oceania e América. A maioria & nativa de paises tropicais, como o Brasil,
que possui 150 espécies de Passiflora, sendo 87 endémicas (BERNACCI et al.,
2015). Dentre as endémicas, encontra-se a espécie silvestre Passiflora tenuifila,
com ocorréncia principalmente nos estados de Minas Gerais, Sdo Paulo, Santa
Catarina e Rio Grande do Sul (MADALENA et al., 2013).

Apesar do Brasil ser lider mundial na produ¢do de maracuja, especialmente
no estado da Bahia, que representa 27% da producao nacional da fruta (IBGE,
2018), a producéo é basicamente formada por Passiflora edulis (maracuja amarelo).
Entretanto, diversas espécies, tém despertado o interesse de pesquisadores, por
apresentar resisténcia a doencgas, podendo servir como porta-enxertos para espécies
comerciais, por suas propriedades medicinais ou por seu potencial ornamental.

P. tenuifila € uma herbacea que possui caule lenhoso e gavinhas, sendo uma
planta trepadeira que apresenta folhas fendidas. Seus frutos sdo bagas carnosas
e glabras de formato globoso (LIMA et al., 2010). Quando maduros, conferem uma
coloracédo que varia do amarelo esverdeado ao amarelo alaranjado, com polpa de
cor amarela intensa e com aroma peculiar, semelhante ao alho, o que faz o fruto
dessa espécie ser popularmente conhecido como maracuja alho (PEREIRA et al.,
2017). Possui resisténcia a bacteriose e autocompatibilidade genética, ao contrario
da espécie comercial P. edulis que requer polinizacao natural ou manual para sua
frutificacé@o, caracteristicas desejadas no melhoramento genético (DIANESE et al.,
2017; PREISIGKE et al., 2017).

A micropropagacao oferece uma excelente alternativa para o maracujazeiro,
produzindo em larga escala, mudas sadias e livres de patdogenos, de clones
selecionados, com alta fidelidade genética, em qualquer época do ano, em tempo
e espaco fisico reduzido, garantindo maior produtividade, maior uniformidade e
desempenho no campo (GUTIERREZ et al., 2011). O processo de micropropagagao
pode ser dividido basicamente em trés etapas: 1: selecédo, desinfestacdo e
estabelecimento do explante; 2- multiplicacdo, e 3- enraizamento e transferéncia
das plantas para o ambiente externo. A resposta aos estimulos na inducdo da
morfogénese, pode ser influenciada por varios fatores, como o explante a ser
utilizado, a via de regeneragao (via organogénese ou embriogénese somatica), o
uso de aditivos no meio de cultivo, assim como o excesso de subcultivos, e todos
esses fatores podem causar variagdes somaclonais (OLIVEIRA et al., 2013). De
modo direto, as células e tecidos vegetais produzem o primérdio vegetativo ou
radicular, que é uma estrutura unipolar com sistema vascular conectado com o
tecido de origem; j& de modo indireto, ha a formacao de calos (CAMPOS et al.,
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2017).

Meristemas apicais, gemas axilares e segmentos nodais s&o os mais indicados
por possuirem maior capacidade de expressar sua totipotencialidade, diferenciagao
celular e regeneracado, e, consequentemente maior competéncia, determinacéo
para crescimento vegetativo e maior desenvolvimento de microplanta (ELHITI et al.,
2013). Atécnica da micropropagacao via organogénese direta € a mais recomendada
para o estabelecimento desta espécie e manutencéo de bancos de germoplasmas
in vitro, pois garante a manutencédo da fidelidade genética do material propagado,
desde que tomados os devidos cuidados com o estimulo utilizado no meio de cultura
e subcultivos (CRUZ, 2018).

Diferentes meios de cultivo vém sendo utilizados para a regeneracéo de
diferentes espécies. Os meios mais utilizados sdo o de Murashige e Skoog (MS)
(MURASHIGE e SKOOG, 1962), e o Woody Plant Medium (WPM) (LLOYD e
MCCOWN (1980). Esses meios, que podem ser liquidos ou sélidos, contém em
suas formulagcbes macro e micronutrientes, carboidratos, vitaminas, mioinositol e
agua. A esses meios podem ainda ser adicionados reguladores de crescimento,
antioxidantes, aminoacidos, 4gua de coco, extratos vegetais, ou outras misturas
complexas, além de antibiéticos, antifiUngicos e outros aditivos (GOLLO et al., 2016).

Devido as suas caracteristicas silvestres, existem poucos estudos com P.
tenuifila, especialmente relacionados a trabalhos com cultivo in vitro. Deste modo,
0 objetivo deste trabalho foi desenvolver um protocolo de estabelecimento in vitro
de gemas axilares de P. tenuifila, utilizando o meio MS em diferentes concentracdes
(100 e 50%), avaliando assim a eficacia do meio nessas concentracdes.

2| MATERIAL E METODOS

Para o estabelecimento in vitro foram utilizados como material vegetal acessos
de P. tenuifila da Agéncia Paulista de Tecnologia dos Agronegocios (APTA) - Polo
Regional Alta Paulista - Adamantina-SP. Foi realizada morfometria das sementes,
sendo avaliadas as variaveis massa (mg), espessura (mm), largura (mm) e
comprimento (mm). Apds a mensuracao foi realizada a analise descritiva dos dados
e separacao das sementes para germinagcdo com base nas inferéncias obtidas.

A germinagdo das sementes e crescimento inicial das plantas foi realizada
em casa de vegetacao de acrilico do tipo ‘Pad&Fan’ (Figura 1A) com temperatura
controlada em 28°C, umidade relativa do ar em 60% e irrigacéo duas vezes ao dia por
3 minutos (1800 cm®*min') no Campus de llha Solteira (Figura 1B) da Universidade
Estadual Paulista ‘Julio de Mesquita Filho’ (UNESP), Sao Paulo. A cidade de llha
Solteira esta localizada a 20°25’24,4” de latitude sul e 51°21°13,1” de longitude
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oeste, com altitude de 337 metros (Figura 1B).

Ilha Solteira

500 1.000 2000
Km'

Paulo

125 250 500
Km

Figura 1. Casa de vegetacédo com sistema Pad&Fan (A) e mapa de localizagdo do Municipio de
lIha Solteira — SP (B).

O material seminifero foi semeado em copos plasticos (200 ml) em substrato
autoclavado e apds a emergéncia das plantulas, estas foram transplantadas para
vasos retangulares (jardineiras) (Figura 2A) com 47 x 15 x 20 cm (comprimento x
altura x largura) (Figura 2B) preenchidos com substrato composto por solo e esterco
bovino (3:1), acrescido de trés quilos de superfosfato simples e um quilo de cloreto
de potassio para cada 1 m3 de solo.

47em B

|

20cm

L

Figura 2. Vasos retangulares (A) utilizados para a transferéncia das plantulas emergidas, e suas
dimensdes (B).

As plantas conduzidas na casa de vegetacdo (Figura 3E) foram utilizadas
como matrizeiras para obtencdo de segmentos nodais para o estabelecimento in
vitro da espécie. Esse processo foi realizado no Laboratério de Cultura de Tecidos
Vegetais (LCTV). Em laboratério, na camara de fluxo laminar, as microestacas (os
segmentos nodais contendo gemas axilares (Figura 3F), foram desinfestadas em
etanol a 70% por 40 segundos e posteriormente em solu¢éo de hipoclorito de sédio
a 0,2% por 15 minutos, sendo a lavagem tripla realizada com agua deionizada
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autoclavada (Figura 3G).

Figura 3. Esquema do processo de estabelecimento in vitro de Passiflora tenuifila. A. Planta; B.
Fruto; C. Semente; D. Germinacao em copos plasticos em casa de vegetacao; E. Transferéncia
para vasos para crescimento em casa de vegetacao; F. Estaca com segmentos nodais; G.
Desinfestacdo em camara de fluxo laminar; H. Inoculagdo em camara de fluxo laminar; |. Sala
de crescimento; J. Formacao de brotos de P, tenuifila.

Apés a desinfestacdo essas microestacas, com aproximadamente 1 cm de
comprimento, foram inoculadas na posic¢ao vertical (Figura 3H) em tubos de ensaio
com 20 ml de meio MS (MURASHIGE e SKOOG, 1962), com 50% (¥2MS) e 100%
(MS) das concentragdes de macro, micronutrientes e compostos organicos (Tabela
1). Os meios foram suplementados com 30 g L' de sacarose, gelificado com 2 g L'
de phytagel®, pH ajustados em 5,8 e autoclavados a 121 ° C (1 kg cm) durante
20 minutos, sem adicédo de hormdnio vegetal. As microestacas inoculadas foram
mantidas em sala de crescimento com fotoperiodo de 16 horas, temperatura de 27
+ 1 ° C e densidade de fluxo de fétons de 22 pE m?2 s (Figura 3I).

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado com
25 repeticées. Apds 60 dias da inoculacdo da microestaca, as seguintes variaveis
foram avaliadas: numero de gemas (NG), comprimento da brotacéao (CB), numero de
folhas (NF), coloracao da folha (COR) e desenvolvimento da microestaca (ESCDES)
(Tabela 2). A variavel NG foi obtida através de contagem direta do numero de gemas
viaveis e a variavel CB foi medida com o auxilio de uma régua milimetrada.
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Macronutrientes MS 1%MS

mg L'
CaCl,.2H,0 440,00 220,00
KH,PO, 170,00 85,00
KNO, 1900,00 950,00
MgSO,.7H,0 370,00 185,00
NH,NO, 1650,00 825,00
Micronutrientes mg L'
CoCl,.6H,0 0,025 0,0125
CuS0O,.5H,0 0,025 0,0125
H,BO, 6,20 3,10
Ki 0,83 0,415
MnSO,.4H,0 22,30 11,15
H,MoO,.H,O 0,25 0,125
Na,MoO,.2H,0 8,60 4,30
ZnS0O,.7H,0 27,80 13,90
Fe(SO,).7H,0 37,20 18,60
Orgéanicos mg L'
Acido nicotinico 0,50 0,25
Glicina 2,00 1,00
Mio-inositol 100,00 50,00
Piridoxina 0,50 0,25
Tiamina 0,10 0,05

Tabela 1. Composi¢do do meio MS completo e com metade da concentragdo %2MS para
macronutrientes, micronutrientes e compostos organicos do meio Murashige e Skoog (MS).

Escala de Escala de
Cores

Numero Identificacao . Numero
Desenvolvimento

Planta completa

5 verdes escuras ; 5
(folhas e raizes)

4 verdes médias Planta regenerada e 4

alongada
3 verdes claras Brotos com folhas 3
expandidas

2 verde-amareladas Formacao de Brotos 2

amareladas Gema vigorosa

Tabela 2. Escala de cores e desenvolvimento da plantula com respectivos nimeros atribuidos.

Os dados foram analisados utilizando o software estatistico SAS® on demand
(SAS, 2018). A hipbtese da normalidade foi testada pelo teste de Shapiro-Wilk,
utilizando o teste F na analise de variancia, a 5% de probabilidade, para detectar
a diferenca entre os fatores (meios) e comparar as médias quando encontrada
diferenca significativa. As analises descritivas, bem como os gréaficos ilustrativos
foram realizadas utilizando o software Excel Microsoft.
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31 RESULTADOS E DISCUSSAO

De acordo com a estatistica descritiva, as sementes de P. tenuifilaapresentaram
média da massa da semente igual a 7,14 mg, enquanto a espessura, largura e
comprimento tiveram médias de 1,57; 2,48 e 3,91 mm, respectivamente (Tabela 3).

Estatistica Descritiva MS (mg) ES (mm) LS (mm) CS (mm)
Média aritmética 7,138 1,570 2,481 3,910
Minimo 4,900 1,350 1,860 3,140
Maximo 9,500 1,750 4,170 4,680
Variancia 1,087 0,009 0,072 0,081
Desvio Padréo 1,043 0,093 0,269 0,285
Erro Padréao 0,104 0,009 0,027 0,029
CV (%) 14,609 5,919 10,863 7,292

Tabela 3. Estatistica descritiva da caracterizacao biométrica das sementes de P. tenuifila.

MS(mg): Massa da semente; ES (mm): Espessura da semente; CS (mm): Comprimento da semente; LS (mm):
Largura da semente.

O intervalo interquartilico 1Q (quartil 3 - quartil 1) da variavel MS foi de 1,57
(7,90 - 6,33), para ES foide 0,13 (1,64 - 1,51), para LS foi de 0,25 (2,59 - 2,34) e para
CS foi de 0,39 (4,11 - 3,72), ou seja, o maior intervalo foi encontrado para variavel
MS que apresentou maior variabilidade dos dados em relacédo as outras variaveis,
com coeficiente de variagdo (CV) de 14,60% ; o que traduz a maior dispersao dos
dados, seguida por LS (10, 86%), CS (7,29%) e ES (5,91%). Pode-se notar, que
todas as variaveis possuem distribuicdo normal, contudo somente as variaveis MS,
ES e CS apresentaram simetria. Foram observados dois valores discrepantes na
variavel LS, o que visualmente causa uma distorcdo na figura; afetando a média
dos dados, todavia ndo influencia o intervalo interquartilico, consequentemente nao
interferiu neste estudo (Figura 3).
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Figura 3. Boxplot das caracteristicas biométricas de P. tenuifila. A- MS (Massa da semente mg);
B- ES (Espessura da semente mm); C- LS (Largura da semente mm); D-CS (Comprimento da
semente mm) de P. tenuifila. Ls: limite superior; Li: limite inferior; Q, quartil 1; Q,: quartil 3; Q, ou
Md: mediana; X: média aritmética; 1Q: intervalo interquartilico (Q3-Q1); Outlier superior: >Q3+
1,51Q; Outlier inferior: <Q,- 1,51Q; Outlier extremo superior: >Q_+ 31Q; Outlier extremo inferior:
<Q,- 3lQ.

As sementes utilizadas para germinacao foram as que estavam dentro do
intervalo interquartilico, ou seja, foram selecionadas 50% das sementes avaliadas
com base nas trés variaveis que apresentaram simetria (MS, ES e CS). Desta forma
buscou-se maior homogeneidade na germinacéo.

N&o foram encontrados trabalhos com caracterizagdo biométrica nas sementes
em P. tenuifila, porém, Da Silveira et al. (2019) realizaram a caracterizacéao
biométrica de frutos e sementes na espécie silvestre P. cristalina, constando valores
de CV de 10,63% (ES), 4,92% (LS) e 4,99% (CS), com médias de 1,28; 3,24 e 4,92
para espessura, largura e comprimento, respectivamente. Moreno et al. (2015)
caracterizando frutos e sementes da espécie comercial P. edulis, encontraram
valores de CV de 6,94% (ES), 5,67% (LS) e 4,91% (CS), com médias de 1,88;
4,15 e 5,88; para espessura, largura e comprimento, respectivamente. Segundo
Da Silveira et al. (2019), variagdes nas caracteristicas morfolégicas das sementes
advém principalmente da expressao génica e da variabilidade genética existente
nas populacées de Passiflora associadas as condi¢ées ambientais locais.

De acordo com Gongalves et al. (2013), o conhecimento da variagdo biométrica
de sementes é importante para o fornecimento de informagdes para a conservacao
e exploracéo da espécie. Dessa forma, os resultados obtidos neste estudo servem
como base para auxiliar na escolha de genitores que tenham caracteristicas para
manutencao fitossanitaria de espécies comerciais, como também para manutencao
de futuros programas de melhoramento genético (DA SILVEIRA et al., 2019).

Com base na anélise de variancia para o estabelecimento in vitro de P. tenuifila,

as variaveis escala de desenvolvimento, numero de gemas, comprimento de gemas,
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numero de folhas e cor das folhas apresentaram médias de 1,82; 1,49; 0,89; 2,84 e
2,30 respectivamente (Tabela 4).

Fontes de ESCDES NG CB NF COR
Variacao p — valor
Meios 0,5526" 0,2670" 0,3173" 0,6221" 0,7449m
Média Geral 1,82 1,49 0,89 2,84 2,30
CV (%) 60,79 67,69 24,42 45,81 33,46

Tabela 4. Andlise de variancia para escala de desenvolvimento (ESCDES), nUmero de gemas
(NG), comprimento de brotacéo (CB), nimero de folhas (NF) e coloracéo da folha (COR) no
estabelecimento dos genotipos de Passiflora tenuifila. llha Solteira - SP, 2017.

ns néo significativo a 5% de probabilidade pelo Teste F.

Conforme a estatistica descritiva, as variaveis qualitativas apresentaram
médias para a escala de desenvolvimento de (1,74) em (%2 MS) e (1,89) em (MS),
comprimento da brotacéo de (0,80) em %2 MS e (0,91) em MS, numero de gemas de
(1,35) 2 MS e (1,62) em MS, numero de folhas de (2,67) em %2 MS e (2,94) em MS
e coloracao da folha de (2,26) em 2 MS e (2,32) em MS. Mesmo sem a ocorréncia
de diferenca significativa entre os meios, o meio de cultura MS apresentou maiores
resultados que o meio Y2 MS para todas variaveis avaliadas (Tabela 5).

Estatistica ESCDES CcB NG NF COR
»MS MS  %MS @ MS %MS MS %MS MS %MS  MS
Média 1,74 189 080 091 135 162 267 294 226 2,32
Minimo 000 000 050 050 1,00 000 1,00 1,00 100 1,00
Maximo 400 400 1,00 1,00 500 500 600 500 3,00 4,00

Variancia 0,93 1,49 0,08 004 078 124 200 1,53 0,50 0,67
Desvio Padrdo 0,96 1,22 0,27 020 088 1,11 141 124 0,71 0,82
Erro Padréo 0,17 0,20 0,05 003 0,15 0,18 024 020 0,12 0,13
CV (%) 55,51 64,48 34,23 21,65 6531 68,72 53,03 42,10 31,33 35,21

Tabela 5. Estatistica descritiva para escala de desenvolvimento (ESCDES), comprimento da
brotacao (CB), numero de gemas (NG), numero de folhas (NF) e coloracao da folha (COR), em
meio de cultivo 2MS e MS, no estabelecimento de Passiflora tenuifila. Ilha Solteira - SP, 2017.

O intervalo interquartilico 1Q (quartil 3 - quartil 1) da variavel ESCDES foi de
1,3(2,3-1,0) com %2 MS e de 2,0 (3,0 - 1,0) com MS para CB foide 1,5 ( 10,0 - 8,5)
com %2 MS, para NG foi de 1,0 (2,0 - 1,0) com MS, para NF foi de 1,0 (3,0 - 2,0)
com %2 MS e 2,2 (4,0 - 1,8) com MS e COR foi de 1,0 (3,0 - 2,0) com 2 MS e 1,0
(3,0 - 2,0) com MS , ou seja, o maior intervalo foi encontrado para a variavel NG
que apresentou maior variabilidade dos dados em relagdo as outras variaveis, com




coeficiente de variacéo (CV) de (68,72%) MS e (65,31%) Y2 MS; o que traduz a maior
dispersao dos dados, seguida por ESCDES de (64,48% ) MS e (55,51%) - MS, NF
de (53,03%) Y2 MS e (42,10%) MS , COR de (35,21%) MS e (31,33%) 2 MS e CB
de (34,23%) 2 MS e (21,55%) MS. Foram observados valores discrepantes nas
variaveis CB, NG e NF, causando alteracdes na figura; influenciando a média dos
dados, sem influenciar o intervalo interquartilico, portanto ndo houve interferéncia

no estudo (Figura 4).

ESCDES ALT NG NF COR

Figura 4. Boxplot para escala de desenvolvimento (ESCDES), numero de gemas (NG),
comprimento da brotagéo (CB), numero de folhas (NF) e coloragédo da folha (COR) no
estabelecimento dos genotipos de Passiflora tenuifila. llha Solteira - SP, 2017.

Os valores médios para a escala de desenvolvimento in vitro dos segmentos
nodais de P. tenuifila demonstraram valores em torno de (1,74) para o meio 2 MS e
de (1,89) para o meio MS (Tabela 5), demonstrando que esses meios proporcionaram
o desenvolvimento adequado para formacéo de brotos conforme o estabelecido na
escala de desenvolvimento proposto neste estudo (Tabela 2).

Segundo Monfort et al. (2015), n&do ha uma formulacédo padréo para os meios
de cultivo in vitro, mas o0 meio MS (Murashige e Skoog, 1962), na sua formulacéo
original ou com modificacbes e diluicbes, tem sido utilizado com sucesso para
varias espécies. Neste estudo, o meio de cultura MS, em sua formulagéo original,
proporcionou a induc¢ao de brotacdes de P. tenuifila com nimero médio de gemas
de (1,35) para o meio 2 MS e de (1,62) para o meio MS (Tabela 5).

No entanto, alguns autores sb conseguiram induzir brotacées e estabelecer
um protocolo para regeneracéo in vitro via organogénese de espécies silvestres de
maracujazeiro, como a P. miniata(CARVALHO et al., 2019) e P. foetida (SHEKHAWAT
et al., 2015), por meio de modificagdes do meio MS com a suplementacéo exégena
de reguladores de crescimento de plantas, demonstrando assim, que o meio MS
basico é suficiente para o estabelecimento in vitro de espécies silvestres P. tenuifila.

Faria et al. (2007), avaliando a influéncia de meios de cultura MS no
estabelecimento e crescimento em espécies de maracujazeiro, observaram, para
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a variavel CB, valores satisfatorios de (3,20) no MS em P. giberti e (1,79) no meio
2 MS em P. edulis. Contudo, na tabela 5, ambos os meios com valores de (0,91)
em MS e (0,80) em %2 MS, nao apresentaram valores satisfatérios no alongamento
das brotagcdes quando comparado a valores médios de CB para outras espécies de
Passiflora.

O baixo desenvolvimento das brotacdes de P. tenuifila pode estar relacionado
a fisiologia da propria espécie, tendo em vista que as respostas fisiologicas das
espécies sao variadas (TAIZ et al., 2017). Gutiérrez et al. (2011) relatam que o efeito
genotipico no alongamento das brotacdes de uma espécie pode ser influenciada
pelas diferenciacbes das concentracdes de hormbnios enddgenos.

Em relacdo ao numero de folhas formadas ao final do processo de analise,
foram observadas médias de (2,66) para o meio de cultura %2 MS e (2,91) para
o meio MS (Tabela 5). A formacédo de folhas indica que os tecidos de P. tenuifila
apresentam exigéncias de concentragdes proximas ao meio MS e respondem de
maneira positiva a esse meio de cultura no estadio de desenvolvimento avaliado.
Tendo em vista que a induc&o ou a inibicdo dos processos morfogenéticos in vitro
dependem do balancgo e da interacéo entres as substancias que compdéem o meio
de cultivo (MONFORT et al., 2015).

Embora os explantes da espécie Passiflora tenuifilatenham respondido de forma
similar em ambas as concentragdes de sais minerais e nutrientes provenientes do
meio de cultura (Tabela 5), com base nas variaveis analisadas, é possivel observar
que a fisiologia desta espécie permite a organogénese em meio de cultura com
concentracdo reduzida sem afetar estatisticamente os processos morfogenéticos.
Deste modo, o uso do meio ¥2 MS se torna vantajoso em relacéao ao uso do meio MS,
uma vez que a producao do meio diluido apresenta menor custo e seu uso acarreta
uma menor incidéncia de contaminacdes, devido as menores concentracbes de
carbono e nitrogénio (BARROSO e NAHAS, 2008).

Apesar do meio de cultivo MS ser o mais utilizado, principalmente em trabalhos
de multiplicacdo de diversas espécies, pode ser que este meio nao seja satisfatorio
em alguns casos, principalmente quando o material a ser introduzido apresenta
maiores exigéncias em relacéo as composi¢cées ou necessita de composicdes mais
diluidas para ter melhor desempenho. Neste caso, pode ser uma alternativa recorrer
a outras formulagcbes de meio de cultivo, a exemplo do WPM que na formulacéo
basica contem 25% das concentracdes de ions nitrato e aménia do meio MS, além
de uma maior concentracdo de potassio e um alto nivel de ions sulfato (WERNER
et al., 2010), ou recorrer a outras concentracdes do meio MS (como foi utilizado
neste trabalho), podendo realizar também algumas corre¢cbes, de acordo com a
necessidade de cada espécie.

Apesar dos estudos com micropropagacdo em Passiflora concentrarem-se
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basicamente em espécies comerciais como a P. edulis Sims e a P. alata Curtis, nos

ultimos anos, mediante a importéncia genética, ecolégica, ornamental, medicinal e

fitopatogénica de espécies silvestres de Passifloras, estao sendo realizados estudos

na area de cultura de tecidos com essas espécies em todo o mundo. Dentre esses

estudos, trabalhos com a P. tenuifila descrevendo protocolos completos ou partes

deles ja sao possiveis de serem encontrados na literatura (Tabela 6).

Titulo

Sistema de cultivo

Conclusodes

Cultura in vitro e
Andlise Fitoquimica de
Passiflora tenuifila Killip
e Passiflora setacea DC

(Passifloraceae) (SOZO et
al., 2016)

Propagacéo,
estabelecimento in vitro
e tamanho de parcelas

experimentais de espécies
de maracujazeiro (PIGARI,
2018).

Producéao de fendlicos,
flavonoides e potencial
antioxidante de extrato de
calos de Passiflora setacea
e Passiflora tenuifila
(Passifloraceae) cultivados
in vitro (PERDOMO, 2016).

Germinacgéo de sementes
de Passiflora tenuifila Killip
e P. setacea DC. e cultura
in vitro de P. tenuifila
(Passifloraceae) (CRUZ,
2016)

Cultura in vitro a partir de
sementes maduras de
espécies de Passiflora.

(GUZZO et al., 2004)

Inducéo de calo a partir de caule,
hipocotilo, n6 cotiledonar, né
foliar e cotilédones oriundos de
germinacao in vitro e ex vitro em
meio de cultivo MS + 59 ou 88.5
mM sacarose, glicose ou frutose
+2,5uM 2,4-D + 1.25 ou 2.5 uM
NAA.

Estabelecimento in vitro a partir
de microestacas, oriundas de
germinacao ex vitro. Em meio MS
com 50% das concentrages de
sais + 30 g L' de sacarose + 6 g
L de Agar, com pH de 5,8.

Inducéo de calo a partir de
sementes e caule de plantulas,
em meio MS + 59 ou 88,5 mM

sacarose, glucose ou frutose

+ 0,2% de Phytagel para o
estabelecimento de plantulas +
2,4 de 2,4-D ou 2,5 uM de ANA

para a inducéo de calos + 1,25 yM
de AIB para manutencéo in vitro.

Estabelecimento in vitro a partir de
sementes embebidas em solucao
de GAS. Inoculadas em meio MS
suplementado com 88,5 mM de
glicose, 0,2% de Phytagel™ e
1,25 uM AIB (&acido indolbutirico).

Cultivo in vitro de embrides
em meio MS + 2%, 3% ou 6%
sacarose + 2,25 ou 13,6 pumolL"’
2,4-D + 9,3 umol L' cinetina +
0,8% ou 0,9% Agar + 1,0 umol L™
NAA + 1,0 umol L' GA3+ 1,1umol
L' 6BAP +1,4 umol L' IAA + 2,46
pmol L' IBA.

Os protocolos otimizados de
micropropagagao e cultura de
calos tém grande potencial para
técnicas de cultura de tecido,
para propagacao vegetativa,
conservagao in vitro de
germoplasma e produgéo de
metabolitos.

Os resultados mostraram que
P. tenuifila se adaptou bem ao
protocolo utilizado.

Os niveis de flavonoides, fenélicos
e atividade antioxidante, indicam
grande potencial de aplicagdo da
abordagem biotecnolégica para a
producéo in vitro de compostos,

e contribuir na conservacgéao de
germoplasma, industrias nutracéu-
ticas e farmacéuticas.

O Protocolo é eficaz para o
desenvolvimento de microplantas
in vitro, que permitirdo a adocao
de abordagens biotecnolégicas
de conservagéo in vitro de
germoplasma de P. tenuifila.

A cultura embrionaria é uma
possivel estratégia para se obter
plantas de Passiflora, visto que
permite a producao de calos de
29 espécies e regeneracao de 13
delas.

Tabela 6. Protocolos de organogénese desenvolvidos e em desenvolvimento para espécies de

Passiflora.

Vale ressaltar que na maioria desses trabalhos listados (Tabela 6) sao utilizados

aditivos ou a via de regeneracdo ndao € a organogénese direta, fato que poderia

contribuir para perda do material genético e causar variantes somaclonais. Pacheco

et al.,, (2016), relata que a organogénese é a via morfogenética predominante
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observada em Passiflora. Por via direta, € a melhor maneira de garantir que a
preservacao do genético. Pois, € um sistema de regeneracédo baseado na formacgao
de 6rgaos adventicios que resulta na geragcdao de uma estrutura unipolar com
conexao vascular ao explante original (DE CARVALHO et al., 2017). Ha na literatura
relatos de protocolos de estabelecimento utilizando explantes de segmentos nodais
para indu¢ao de organogénese em outras espécies de Passiflora, como P. foetida
(SHEKHAWAT et al., 2015), P. giberti, P. edulis e P. laurifolia (FARIA et al., 2007).

41 CONCLUSAO

As informag¢des biométricas das sementes P. tenuifila poderdo auxiliar
pesquisas futuras em quaisquer areas de interesse, principalmente em virtude do
potencial fitossanitario desta espécie.

A propagacao in vitro de Passiflora tenuifila & possivel utilizando-se o0 segmento
nodal como fonte de explante, em meio de cultura MS, em concentracdes de 50 e
100%.

A fisiologia desta espécie permite a organogénese em meio de cultura com
concentracao reduzida sem afetar os parametros avaliados.

A utilizacdo do meio Y2 MS se mostrou viavel para o estabelecimento in vitro da
espécie estudada em virtude da reducéo dos custos na produ¢do do meio MS, sem
o comprometimento no desenvolvimento e na qualidade das plantas.
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