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Introducéo

A principal espécie de maracuja explorada comercialmente é a Passiflora edulis
Sims, que é 0 maracuja amarelo ou azedo. Essa espécie é cultivada em quase todo o
territério nacional, destacando-se como principais produtores os Estados da Babhia,
Sergipe, Sao Paulo, Par4 e Minas Gerais que, juntos, sdo responsaveis pela lideranca
brasileira na produ¢do mundial dessa fruta (Meletti et al., 2005).

Alguns gendtipos superiores tém sido utilizados para obtencéo de hibridos de
maracujazeiro comerciais. Contudo, € frequente a contaminagdo desses genotipos por
viroses. O cultivo de 4pices caulinares in vitro € uma técnica utilizada na eliminagéo de
virus e outros patégenos sistémicos em espécies nao arbdreas desde 1952. Essa
metodologia consiste na excisdo da cupula meristematica apical com um ou dois
primérdios foliares, sendo cultivado em meio nutritivo adequado para diferenciacéo e
desenvolvimento dos sistemas caulinar e radicular (Junghans & Santos-Serejo, 2006).

A utilizacao eficaz do cultivo de apices caulinares in vitro em maracujazeiro, no
entanto, ainda demanda estudos, uma vez que, alguns trabalhos tém relatado a
dificuldade de regeneracao de plantas de espécies do género Passiflora a partir de
tecidos adultos (Biricolti & Chiari, 1994; Becerra et al., 2004).

Desta forma, o objetivo desse trabalho foi desenvolver metodologia de
regeneracdo de plantas in vitro a partir de &pices caulinares provenientes de
maracujazeiros adultos, visando, posteriormente, a limpeza clonal de gendtipos

superiores.



Material e Métodos

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Cultura de Tecidos da
Embrapa Mandioca e Fruticultura Tropical, localizado em Cruz das Almas, Bahia. No
primeiro experimento, foram utilizados como explantes gemas apicais de 1 cm
provenientes de plantas de um ano de idade de Passiflora edulis (acesso BGM 38)
mantidas em telado coberto e no campo, e de um ano e oito meses de idade mantidas
em telado coberto, para o segundo experimento.

Os apices caulinares foram inoculados em meio MS (Murashige & Skoog,
1962), acrescido de 3% de sacarose e com trés concentracdes de 6-benzilaminopurina
(BAP): 0; 1 mg/L; e 2 mg/L. O meio foi solidificado com Phytagel® a 0,2% e 10 ml do
meio foi distribuido em tubos de ensaio de 150 mm x 25 mm.

A desinfestacdo foi realizada com etanol 70% por 60 segundos, solugdo
comercial de hipoclorito de sodio a 25% (0,5% de cloro ativo) com trés gotas de Tween
20® por 20 minutos e em seguida foram lavadas com agua autoclavada por trés vezes.
Os meios tiveram pH ajustado para 5,8 e foram autoclavados a 121°C (1,05 Kg/cm?)
por 20 minutos. As culturas foram mantidas em sala de crescimento a 27°C, densidade
de fluxo de fétons de 30 umolm™?s™ e fotoperiodo de 16 horas.

No primeiro experimento, 0s explantes permaneceram por 2 meses nos meios
de estabelecimento. Apd6s esse periodo foram transferidos para o meio ¥2MS acrescido
de 1 mg/L de AIB onde foram mantidos por 22 dias de cultivo.

No segundo experimento, 0s explantes permaneceram por 26 dias nos meios
de estabelecimento. Apd6s esse periodo foram transferidos para o meio ¥2MS acrescido
de 1 mg/L de AIB onde foram mantidos por 21 dias de cultivo, e, posteriormente, para
0 meio ¥2MS, por 14 dias.

Apoés cada fase de cultivo, os explantes foram avaliados segundo as seguintes
variaveis: contaminacdo (bactéria, fungo), morte do explante e porcentagem de

plantas regeneradas.

Resultados e Discussao

No primeiro experimento, os explantes provenientes de plantas de P. edulis
estabelecidas no campo apresentaram maior porcentagem de contaminagdo do que
os do telado, com 65% dos explantes contaminados por fungo e 25% por bactéria,
totalizando 90% de perdas dos explantes. Para os explantes provenientes de plantas

mantidas em telado a contaminagéo por fungo foi de 22% e por bactéria foi de 7%,



totalizando 29% de perdas. Assim, ha a necessidade de aprimorar o protocolo de
desinfestacdo utilizado para as plantas provenientes do campo, pois provavelmente
apresentam maiores niveis de indculo do que plantas mantidas em locais protegidos.

No primeiro experimento, a morte dos explantes, apés 30 dias de cultivo, so foi
observada para os explantes mantidos em meio MS contendo 2 mg/L de BAP.
Contudo, no segundo més de cultivo, a morte dos explantes foi observada em todos os
meios de estabelecimento, e continuou apds a transferéncia dos explantes para o
meio ¥2MS + 1 mg/L de AIB, com apenas uma planta regenerada (7%) proveniente do
meio MS + 1 mg/L de BAP. Essa resposta indicou que a permanéncia dos explantes
acima de 30 dias no meio de estabelecimento é inadequada.

No segundo experimento, estabelecido com explantes provenientes de plantas
de 1 ano e 8 meses mantidas em telado, ocorreu somente 13% de contaminacgao (9%
por fungos e 4% por bactérias) na fase de estabelecimento e 13% (4% por fungos e
9% por bactérias) na fase de enraizamento.

A morte de explantes foi observada apenas para os mantidos em meio sem
reguladores de crescimento (20%). A porcentagem de explantes enraizados para 0s
cultivados anteriormente nos meios de estabelecimento acrescidos de 1 ou 2 mg/L de
BAP ao final do periodo de 21 dias no meio ¥2MS + 1 mg/L de AIB, foi de 14% e 20%,
e aos 14 dias de cultivo ap6s a transferéncia para o meio 2MS, foi de 36% e 20%,
respectivamente (Figura 1). Desta forma, definiu-se a inoculacdo dos apices em meio
MS suplementado com 1 mg/L de BAP por 26 dias para o estabelecimento, seguido de
21 dias em meio ¥2MS acrescido de 1 mg/L de AIB, e de 14 dias em meio ¥2MS sem
suplementos para o enraizamento como a metodologia para cultivo in vitro de apices

caulinares provenientes de plantas adultas de P. edulis.
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Figura 1- Aspecto dos explantes de P. edulis aos 14 dias de cultivo no meio ¥2MS,
apés 21 dias de cultivo em meio ¥2MS + 1 mg/L de AIB. Os explantes foram
anteriormente cultivados por 26 dias nos meios MS (A); MS + 1 mg/L de BAP (B); MS
+ 2 mg/L de BAP (C). Os numeros indicam a % de plantas regeneradas.



Conclusodes

e A desinfestacdo com 0,5% de hipoclorito de sédio por 20 minutos é adequada
somente para os explantes provenientes de telado.

e Para o enraizamento dos brotos ha a necessidade de adicdo de AIB ao meio.

¢ A metodologia ha qual os explantes sdo mantidos em meio MS acrescido de 1
mg/L de BAP por 26 dias, seguido de transferéncia para o meio ¥2MS acrescido
de 1 mg/L de AIB, por 21 dias de cultivo, e, posteriormente, para 0 meio ¥2MS,
por 14 dias, € mais apropriada para regenerar plantas a partir de apices
caulinares de maracujazeiros adultos de P. edulis, acesso BGM 38.
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