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RESUMO

MIKOVSKI, Andréia Izabel. M. Sc. Universidade do Estado de Mato Grosso. Abril de
2018. Estabelecimento de sistemas de regeneragdo in vitro e producao de
plantas triploides de Passiflora spp. com potencial ornamental. Orientadora:
Prof2. Dr2. Maurecilne Lemes da Silva Carvalho. Coorientador: Prof. Dr. Diego Ismael
Rocha.

O objetivo geral do trabalho foi descrever o potencial ornamental, estabelecer
sistema de regeneracdo a partir do embrido zigético de espécies silvestres de
Passiflora ssp., produzir plantas triploides, descrever os aspectos estruturais e
histoquimicos e avaliar a estabilidade genética de plantas triploides de Passiflora
foetida L. O primeiro capitulo foi uma reviséo bibliografica do potencial das Passiflora
Spp. para a ornamentacao e reportar o que se tem de pesquisas quanto a producao
in vitro de maracujazeiros ornamentais. O segundo capitulo teve como objetivo
avaliar o potencial do embrido zigético como fonte de explante para a regeneracao in
vitro a partir da via organogénica em cinco espécies de Passiflora spp. com potencial
ornamental. Os embrides zigéticos foram cultivados em meio de MS com os
reguladores de crescimento: 6-Benziladenina (BA) nas concentracdes de 2,21; 3,32;
4,43; 6,65 e 8,87 uM, Tiadizuron (TDZ) 2,27; 3,48; 4,54; 6,81 e 9,08 uM e Cinetina
(CIN) 2,32; 3,40; 4,64; 6,97 e 9,29 uM e o controle na auséncia das citocininas. Os
explantes foram cultivados em sala de cultivo com fotoperiodo de 16 horas e 36
umol m?s? de irradiancia e temperatura de 26 + 2 °C. O delineamento experimental
utilizado para os capitulos Il e Ill foi DIC e as médias comparadas pelo teste de Scott
Knott a (p < 0.05). Foram realizadas 3 repeticbes com 10 explantes por placa de
Petri. As avaliagOes foram realizadas aos 30 e 60 dias de cultivo. O tratamento com
3,32 uM de BA induziu as melhores respostas para a producdo de brotacBes
adventicias por explantes nas espécies P. alata com média de 19,5 e, em P. nitida
37,0 brotos por explante, respectivamente. O numero médio de plantas obtidas por
explante foi de 2,5 em P. alata cultivados em 6,65 uM de BA e, em P. nitida foi de
2,0 plantas por explante cultivados em 4,54 uM de TDZ. Ja a regeneragdo dos
embrides zigoticos de P. capparidifolia o0 maior numero de brotagdes por explante foi
de 10,4 na concentracéo de 3,48 uM de TDZ e o numero médio de plantas obtidas
foi de 1,3 em 4,54 uM de TDZ. Em P. cristalina o melhor tratamento foi com 8,87 uM

de BA apresentando, 35,3 brotacbes por explante e numero médio de plantas
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regeneradas por explante de 4,0 em 3,32 uM e 8,87 uM de BA. O maior numero
meédio de brotacdes por explantes produzidos em P. foetida foi em 6,81 uM de TDZ
com 52,0 aos 60 dias de cultivo in vitro e com média de 14 plantas convertidas. O
terceiro capitulo objetivou estabelecer protocolo de alta responsividade a partir do
endosperma na producao de plantas triploides, a descricdo dos aspectos estruturais
e a identificacdo e mobilizagdo dos compostos de reserva durante o
desenvolvimento de brotacfes adventicias e a confirmacdo da estabilidade genética
em plantas triploides de Passiflora foetida. Para a producdo de plantas triploides de
P. foetida utilizou-se do endosperma da semente. A maior média de brotacdes
adventicias produzidas foi observada no tratamento suplementado com 9,08 uM com
40,0 e 68,2 brotos por explante aos 30 e 60 dias de cultivo in vitro. Na analise
estrutural pode-se evidenciar o comportamento do tecido endospérmico durante o
desenvolvimento das brotacfes adventicias aos 20 dias de cultivo. Os testes
histoquimicos evidenciaram a presenca corpos proteicos e amido em constante
mobilizacdo durante a morfogénese in vitro. A planta triploide cultivada em casa de
vegetacdo apresentou caracteristicas visuais, aparentemente, de maior vigor
vegetativo, comparadas com planta germinada por via seminifera, além da triploide
apresentar as bracteas maiores e com a auséncia e/ou presenca de frutos,
entretanto, sementes nao foram produzidas. Os resultados da citometria de fluxo
confirmou a estabilidade genética da fonte de explante, o endosperma com 1,85 pg
de DNA nuclear e as plantas regeneradas, apresentando o mesmo contetdo de
DNA. Os resultados abrem perspectivas para a producdo de plantas silvestres
ornamentais de Passilfora spp. in vitro e 0 melhoramento genético de caracteristicas

importantes para a ornamentacdo através da producao de plantas triploides.

Palavras-chave: Maracujazeiros ornamentais; Organogénese; Triploidia.



ABSTRACT

MIKOVSKI, Andréia Izabel. M. Sc. University of the State of Mato Grosso. April 2018.
Establishment of in vitro regeneration systems and production of triploid
plants of Passiflora spp. with ornamental potential. Adviser: Prof2. Dr2
Maurecilne Lemes da Silva Carvalho.Co-Adviser: Prof. Dr. Diego Ismael Rocha.

The general objective of the work was to describe the ornamental potential, to
establish a regeneration system from the zygote embryo of the wild species of
Passiflora ssp., to produce triploid plants, to describe the structural and histochemical
aspects and to evaluate the genetic stability of the triploid plants of Passiflora foetida
L. The first chapter was a bibliographical review of the potential of Passiflora spp. for
ornamentation and to report what one has of research on the in vitro production of
ornamental passion fruit. The second chapter aimed to evaluate the potential of the
zygotic embryo as a source of explant for in vitro regeneration from the organogenic
pathway in five species of Passiflora spp. with ornamental potential. The zygotic
embryos were cultured in MS medium with the growth regulators: 6-Benzyladenine
(BA) at the concentrations of 2.21; 3.32; 4.43; 6.65 and 8.87 uM Thidiazuron (TDZ)
2.27; 3.48; 4.54; 6.81 and 9.08 uM of e Kinetin (KIN) 2.32; 3.40; 4.64; 6.97 and 9.29
MM and the control in the absence of cytokinins. The explants were cultivated in a
culture room with photoperiod of 16 hours and 36 ymol m?2s? of irradiance and
temperature of 26 + 2 °C. The experimental design used for chapters Il and Il Il was
DIC and the means compared by the Scott Knott's test at (p < 0.05), 3 replicates
were performed with 10 explants per Petri dish. The evaluations were performed at
30 and 60 days of culture. The treatment with 3.32 uM of BA induced the best
responses to produce adventitious shoots by explants in P. alata species with a
mean of 19.5 and, in P. nitida, 37.0 shoots per explant, respectively. The mean
number of plants obtained per explant was 2.5 in P. alata cultivated in 6.65 yM BA
and in P. nitida it was 2,0 plants per explants cultivated in 4,54 yM TDZ. The
regeneration of the zygotic embryos of P. capparidifolia showed the highest number
of shoots per explant was 10.4 at the concentration of 3.48 uM TDZ and the average
number of plants obtained was 1.3 in 4.54 yM TDZ. In P. cristalina the best treatment
was with 8.87 uM of BA presenting, 35.3 shoots per explant and average number of
regenerated plants per explant of 4.0 in 3.32 uM and 8.87 uM of BA. The highest
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average number of buds per explants produced in P. foetida was 6.81 yM TDZ with
52.0 at 60 days of culture in vitro and with an average of 14 plants converted. The
third chapter aimed to establish a high responsiveness protocol from the endosperm
in the production of triploid plants, a description of the structural aspects and the
identification and mobilization of the reserve compounds during the development of
adventitious shoots and the confirmation of the genetic stability in triploid plants of
Passiflora foetida. To produce triploid plants of P. foetida the seed endosperm was
used. The highest average of adventitious shoots was observed in the treatment
supplemented with 9.08 uM with 40.0 and 68.2 shoots per explant at 30 and 60 days
of in vitro culture. In the structural analysis the behavior of the endospermic tissue
during the development of the adventitious shoots can be evidenced at the 20 days
of culture. Histochemical tests evidenced the presence of protein and starch bodies
in constant mobilization during in vitro morphogenesis. The triploid plant cultivated in
a greenhouse showed visual characteristics, apparently with a higher vegetative
vigor, compared with a seminiferous germinated plant, besides the triploid present
the larger bracts and with the absence and / or presence of fruits, however, seeds
were not produced. The results of flow cytometry confirmed the genetic stability of
the explant source, the endosperm with 1.85 pg nuclear DNA and the regenerated
plants, exhibiting the same DNA content. The results open perspectives to produce
ornamental wild plants of Passilfora spp. in vitro and the genetic improvement of

characteristics important for ornamentation through the production of triploid plants.

Keywords: Ornamental passion fruit; Organogenesis; Triploidy.
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1. INTRODUCAO GERAL

O maracuja pertencente ao género Passiflora L., € cultivado e comumente
utilizado na alimentacdo. No entanto, possui outras funcionalidades importantes,
como medicinais e ornamentais. O Brasil é considerado um centro de diversidade
das Passiflora spp., possuindo ampla variabilidade genética entre as espécies
silvestres encontradas no pais. Algumas dessas espécies tém caracteristicas de
interesse econdmico tornando-as espécies potenciais para introducdo no mercado
para a producdo de frutos comestiveis, compostos fitoterapicos e/ou como plantas
ornamentais (Junqueira et al., 2007; Tommonaro et al., 2007; Viana et al. 2010).

Os maracujazeiros sao apreciados por suas flores exéticas que apresentam
uma grande variabilidade de tamanhos, cores e fragrancias, além da diversidade de
forma das folhas que, também, agregam valor ornamental para algumas espécies
(N6brega et al., 2017). Por vezes espécies de Passiflora silvestres ja séo utilizadas
na ornamentacdo. Mas, nos paises europeus e norte-americanos 0s hibridos
naturais e artificiais € que compdem grande parte do germoplasma destinado ao
mercado ornamental (Melo et al., 2016).

Diversas espécies silvestres, encontradas no Brasil, se destacam pela
beleza e exuberancia de suas flores como; P. alata, com flores grandes e
perfumadas de coloracdo vermelho-arroxeada (Koschnitzke e Sazima, 1997), P.
capparidifolia com flores grandes e vistosas, de coloracao forte apresentando corona
multiseriada com filamentos branco e violeta (Cervi, 1997), P. cristalina com flores
vistosas e avermelhadas (Vanderplank e Zappi, 2011), P. foetida com flores de porte
pequeno e coloracdo branca para lilas (Patil et al., 2013) e P. nitida com flores
grandes de cor branca e azul-purpura (Oliveira e Ruggiero, 2005).

Apesar do potencial ornamental dessas espécies, ainda sao insipientes os
trabalhos de caracterizacdo agrondmica de germoplasmas para subsidiar o uso de
Nnovos acessos em programas de melhoramento genético, porta enxertos, diversificar
0s sistemas de producdo in vitro (maracuja doce) e para uso como plantas
ornamentais e medicinais.

A cultura de tecidos vegetais, através da técnica de micropropagacgdo, € um

importante método para multiplicar rapidamente gendtipos superiores com alto
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rendimento e/ou resistentes a doencas, em espaco fisico e tempo reduzidos,
oferecendo muitas vezes alternativas Unicas aos programas de melhoramento
genético (Zerbini et al., 2008). Dentre as espécies micropropagadas destacam-se 0s
maracujazeiros, no decorrer dos anos varios trabalhos tém sido realizados visando o
desenvolvimento de protocolos responsivos para o cultivo in vitro (Passos e
Bernacci, 2005).

Dentre as técnicas de cultura de tecidos, a organogénese in vitro € definida
como o processo no qual células e tecidos vegetais sofrem mudancas de forma
induzida, produzindo uma estrutura unipolar, denominada de primérdio vegetativo ou
radicular, em que o sistema vascular apresenta-se conectado com o tecido de
origem e pode ocorrer de forma direta a partir das células do explante de origem ou
indireta através da formacdo de calos (Otoni et al.,, 2013; Xu e Huang, 2014). As
células que adquirem competéncia possuem capacidade incomum para o
rejuvenescimento por meio da subsequente desdiferenciagcdo e diferenciagéo,
formando assim novos 6rgdos ou plantas completas, uma vez que 0s explantes no
cultivo in vitro sob condi¢cdes adequadas expressam a capacidade da célula de ser
totipotente e/ou pluripotente (Xu e Huang, 2014; Tirichine et al., 2007; Otoni et al.,
2013).

A regeneracdo pela via organogénica vem sendo estabelecida em uma
grande variedade de espécies de Passiflora spp., utilizando-se da combinacédo de
varios reguladores de crescimento de plantas e diferentes tipos de explantes, como
folhas, raiz, cotilédones, regido nodal e internodal, embrides zigéticos, entre outros
(Silva et al., 2011; Carvalho et al. 2017; Faria et al., 2018). Outra fonte de explante
utilizado a fim de regenerar plantas triploides € o endosperma, caracteriza-se por ser
um triploide natural, proveniente da fusdo de trés nucleos haploides (Sun et al.,
2011). As plantas triploides apresentam grande importancia na ornamentacéo devido
ao aumento de tamanho das folhas e flores que se apresentam mais coloridas e com
periodo de floracdo prolongado (Wang et al., 2016). Para Passiflora ha poucos
relatos do uso de endosperma na producéo de plantas triploides que, geralmente,
apresentam 0Orgdos maiores e, consequentemente, podem ser interessantes ao
mercado de plantas ornamentais e frutos.

O trabalho objetivou descrever o potencial ornamental, estabelecer um

sistema de regeneragdo a partir do embrido zigbtico de espécies silvestres de



Passiflora ssp., descrever os aspectos estruturais e histoquimicos e avaliar a

estabilidade genética de plantas tripldides de Passiflora foetida L.
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CAPITULO |

Passiflora spp. ornamentais: Reviséo

RESUMO
O agronegocio de flores e plantas ornamentais é representado em ordem de
grandeza, primeiramente pela producdo de plantas para paisagismo, seguido por
flores e folhagens de corte e, por ultimo, pelas flores e plantas envasadas. Dentre as
diversas plantas ornamentais, as espécies do género Passiflora vém ganhando
espaco no mercado, principalmente na Europa e nos paises Norte-Americanos. O
Brasil possui uma grande variabilidade de espécies de maracujazeiros com potencial
ornamental por ser um dos centros de origem e diversidade genética de muitas das
mais belas espécies, no entanto, ainda € praticamente inexplorado o mercado
visando 0 uso dessas espécies na ornamentacdo. A inclusdo da flor da paixdo, na
lista de plantas ornamentais esta relacionada as caracteristicas peculiares da flor
como sua estrutura complexa, principalmente pela presenca da corona, capacidade
de floracdo durante o ano todo e também abundancia e exuberancia das folhas, que
em muitas espécies agrega valor ornamental. No Brasil, a Embrapa Cerrados
desenvolveu os trés primeiros hibridos de Passiflora para fins ornamentais com
flores de grande beleza e exuberancia. Dentre as ferramentas biotecnoldgicas para
a producao de plantas ornamentais, a cultura de tecidos destaca-se na clonagem de
genaotipos superiores, alta qualidade fitossanitaria e producédo em larga escala. Além
das possibilidades de producdo de novas variedades com caracteristicas
interessantes ao mercado de plantas ornamentais. A diversidade de espécies
encontradas no Brasil abre perspectivas para o mercado e producéo de Passiflora
spp. ornamentais, em particular as espécies silvestres que possuem flores de

grande beleza e com uso ornamental praticamente inexplorado.

Palavras-chave: Maracujazeiros ornamentais; Regenagéo in vitro.



Ornamental Passiflora spp.: Review

ABSTRACT

The agribusiness of flowers and ornamental plants is represented in order of
magnitude first by the production of plants for landscaping, followed by cut flowers
and foliage and finally by the flowers and bottled plants. Among the various
ornamental plants, species of the genus Passiflora have been gaining space in the
market, mainly in Europe and the North American countries. Brazil has a great
variability of species of passion fruit with ornamental potential because it is one of its
centers of origin and genetic diversity of many of the most beautiful species,
however, the market aiming the use of these species in ornamentation is still
practically unexplored. The inclusion of passion flower in the list of ornamental plants
is related to the peculiar characteristics of the flower as its complex structure, mainly
by the presence of the crown, capacity of flowering all year long and also by the
abundance and exuberance of the leaves, which in many species adds ornamental
value. In Brazil, Embrapa Cerrados developed the first three Passiflora hybrids for
ornamental purposes with flowers of great beauty and exuberance. Among the
biotechnological tools for the production of ornamental plants, tissue culture has
stood out in the cloning of superior genotypes, high phytosanitary quality and large-
scale production. In addition, the possibilities of producing new varieties with
characteristics peculiar to the market of ornamental plants. The diversity of species
found in Brazil opens perspectives for the market and production of Passiflora spp.
ornamental, in particular, the wild species that have flowers of great beauty and

practically its use as ornamental is unexplored.

Keywords: Ornamental passion fruit, In vitro regeneration.



1. MERCADO DE FLORICULTURA BRASILEIRA

O Brasil possui uma grande diversidade de solos e clima, o que facilita o
cultivo de diversas espécies de flores e plantas ornamentais, destacando-se as
plantas nativas, exéticas, de clima temperado e/ou tropical. Aproximadamente 50,4%
da é&rea cultivada é destinada a producdo de mudas de plantas ornamentais
(Rodrigues et al., 2009). A floricultura brasileira € responsavel pela movimentacéo de
750 milhdes de ddlares ao ano, sendo 2 a 5% da producéo destinada a exportacao,
principalmente para paises do Mercosul, EUA, Holanda, Alemanha, Japéo e Italia
(Corréa e Paiva, 2009).

O agronegocio de flores e plantas ornamentais € representado,
primeiramente, pela producdo de plantas para paisagismo e jardinagem. Em 2013,
esse setor concentrou 41,55% do Valor Bruto da Produgdo (VBP) (R$
619.049.000,00), seguido pelo setor de flores e folhagens de corte com 34,33% e
pela classe de flores e plantas envasadas (24,12%) (Junqueira e Peetz, 2014). Nos
altimos anos, o faturamento com o mercado da floricultura cresceu
significativamente, com faturamentos de R$ 5,7 bilhdes em 2014, R$ 6,2 bilhdes em
2015, R$ 6,65 bilhdes em 2016 e R$ 7,2 bilhdes em 2017, representando um
aumento de 9% em relacdo ao ano de 2016 (Ibraflor, 2017). O estado de Sao Paulo
representa cerca de 90% do mercado nacional, oferecendo diversificados sistemas
de comercializacdo, negociado em centrais de abastecimento e outros centros de
comercializacdo. A cidade de Holambra/SP se destaca pela criagdo em 1999 da
Cooperativa de Floricultores (Cooperflora), especializada no suprimento de flores de
corte para comercializacdo em quase todo o pais. A Cooperflora desde 2011 é
composta por 48 produtores de flores de corte, localizada em cinco estados
brasileiros (Silva et al., 2015).

A producdo e comercializacdo de flores € uma alternativa de geracdo de
lucros e empregos, tornando-se uma oportunidade de aumentar a fonte de renda
familiar para produtores de pequena, média e alta escala (Costa e Chiba, 2017).

As plantas ornamentais possuem seu valor ligado a morfologia, cor e forma
das suas flores, (Gaurav e Agnihotri, 2017). Dentre as diversas plantas ornamentais,
as especies do género Passiflora vem ganhando espaco no mercado, principalmente

na Europa e paises Norte-americanos. A utilizacdo das passifloraceas como plantas



ornamentais deve-se a beleza e exuberancia das flores que possuem diversas
formas, tamanhos, cores e um perfume diferenciado, assim como pela variedade de

formatos de suas folhas (Cruz et al., 2008; Montero et al., 2013).

2. PASSIFLORA E SEU POTENCIAL ORNAMENTAL

A familia Passifloraceae tem uma distribuicdo pantropical, com cerca de 630
espécies e grande diversificacdo quanto as caracteristicas das folhas, frutas e flores
(Ocampo, et al., 2007; Souza e Hopkins, 2011). O género Passiflora possui
aproximadamente 530 espécies, no entanto, algumas espécies continuam a ser
identificadas, das quais cerca de 150 a 200 sao originarias do Brasil e podem ser
utiizadas como alimentos, remédios e ornamento sendo muitas delas com
finalidades multiplas (Abreu et al., 2009; Pipino et al., 2010).

A inclusdo da flor da paixdo, na lista de plantas ornamentais esta
relacionada as caracteristicas peculiares da flor como sua estrutura complexa,
principalmente pela presenca da corona, capacidade de floracdo durante o ano todo
e também pela abundéncia e exuberancia das folhas, que em muitas espécies
agrega valor ornamental (Abreu et al., 2009).

No género Passiflora a autoincompatibilidade do tipo esporofitica € uma
caracteristica importante da biologia floral da espécie, o que determina a alogamia,
fator que contribui para o aumento da variabilidade genética das espécies de
maracujazeiros, uma vez que sao plantas de polinizacdo cruzada (Bruckner et al.,
1995; Ferreira et al., 2010).

Dentro do género Passiflora, existem quatro subgéneros: Passiflora,
Decaloba, Astrophea e Deidamioides. As espécies com maior importancia
econbmica pertencem ao subgénero Passiflora com 240 espécies, apresentando
caule lenhoso e flores grande de coloragédo vibrante, Decaloba (DC.) Rchb é o
segundo maior subgénero com aproximadamente 214 espécies, caracterizadas
como trepadeiras de porte pequeno e com flores pequenas, Astrophea (DC.) Mast.
possui cerca de 57 espécies sendo algumas de porte pequeno e o Deidamioides
(Harms) Killip que compreende 13 espécies com algumas trepadeiras (Feuillet e
MacDougal, 2003; Ulmer e Macdougal, 2004; Milward-de-Azevedo, et al., 2010;).



As Passifloras spp. possuem ampla variabilidade morfolégica tanto
vegetativa quanto reprodutiva, e uma grande diversidade genética que ainda €
pouco explorada, principalmente no Brasil onde encontra-se a maior dispersao
geografica das espécies (Meletti et al., 2005). Os autores ainda destacam, que
algumas espécies nao cultivadas como P. setacea, P. cinccinata, P. caetulea, P.
incarnata, P. foetida, P. nitida e P. quadrangularis, podem contribuir para o
melhoramento genético devido a maior adaptacdo a condi¢des climaticas adversas,
resisténcia a doencas, longevidade, periodo de florescimento ampliado e maior
concentragdo de componentes interessantes para a indudstria farmacéutica e
autocompatibilidade entre algumas espécies (Meletti et al., 2005).

A importancia das Passifloras decorre da ampla e diversificada utilizacao
pelo homem. As passifloraceas como plantas ornamentais produzem grande
atratividade pela beleza e exuberancia de suas flores, com grande variacdo de
coloracao forte e brilhante e algumas, outras de coloracéo ténue e suave (Montero et
al.; 2013). As flores também séo consideradas exoticas e complexas, principalmente
pela presenca da corona, que caracteriza esta familia (Abreu et al., 2009).

A grande variabilidade genética das espécies de maracujazeiro vem
despertando interesse quanto a sua utilizacdo na ornamentacdo. Dentre as espécies
de Passiflora spp. com potencial ornamental destacam-se Passiflora nitida HBK, P.
cincinnata Mast., P. setacea DC (Oliveira e Ruggiero, 2005), P. amethystina Mikan,
P. actinia Hook, P. triloba Ruiz & Pav. EX DC (Peixoto, 2005), P. alata Curti, P.
caerulea L. (Conceicéo et al., 2011), Passiflora mucronata Lam. (Meletti et al., 2011),
Passiflora murifolia Mast., Passiflora suberosa litoralis, Passiflora palmeri var.
sublanceolata (Pires, et al., 2012), Passiflora miniata (Carvalho et al., 2017),
Passiflora cristalina (Faria et al., 2018).

O Brasil possui uma grande variabilidade de espécies de maracujazeiros
com potencial ornamental por ser um de seus centros de origem e de diversidade
genética de muitas das mais belas espécies, no entanto, 0 mercado visando 0 uso
dessas espécies na ornamentacdo ainda é praticamente inexplorado (Pires et al.,
2012; Bernancci et al., 2005; 2008; 2016; Montero et al., 2013).

A exploragdo do potencial ornamental das Passifloras vai desde sua

utilizacao para fins decorativos em paisagismos de médias e grandes areas, sendo
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utilizado em pergolados, cercas vivas e muros ou cultivadas como plantas de vaso
(Peixoto, 2005).

Essa baixa exploracdo do mercado de espécies de maracujazeiro
ornamental, ocorre devido a falta de programas que visem a producéo de hibridos
ornamentais que se adaptem as diversas regides do pais, além disso, 0 uso dessas
espécies em jardins torna-se uma forma de conservacdo do germoplasma, uma vez
gue seu habitat natural vem sendo destruido, causando erosdo genética (Bernacci et
al., 2005; Abreu et al., 2009).

A exploracdo do potencial ornamental das Passifloras vai desde sua
utilizacdo para fins decorativos em paisagismos de médias e grandes areas, sendo
utilizado em pergolados, cercas vivas e muros ou cultivadas como plantas de vaso
(Peixoto, 2005).

A flor do maracujazeiro é conhecida como flor da paixdo, e a sua utilizacédo
como planta ornamental foi a partir do século XV e continua até hoje no mercado de
plantas hibridas na Europa e nos paises norte-americanos, sendo registrados mais
de 400 hibridos para fins ornamentais em todo o mundo (Vanderplank, 2000;
Peixoto, 2005; Pires et al., 2012).

Espécies silvestres de maracujazeiro destacam-se pelo colorido das suas
flores, pequeno e grande porte, florescimento ao longo de todo ano, folhas de
formatos e tamanhos diferentes dentre as espécies como P. foetida (Figura 1A), P.
nitida (Figura 1B), P. capparidifolia (Figura 1C) P. alata (Figura 1D), P. miniata
(Figura 1E) e P. cristalina (Figura 1F). Além destas, outras espécies silvestres com
valor ornamental sédo encontradas no Brasil, P. capsularis L. e P. rubra, que podem
ser um grande alvo para o melhoramento genético com objetivo de producédo de
hibridos ornamentais, por possuirem flores pequenas e abundantes, folhagens e

frutos de cores favoraveis a ornamentagdo (Amorim et al., 2011).
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Figur‘ 1 Passiflf pp. com potencial orametal. (A) Passiflora foetida; (B) Péési?lorg nitida; (C)
Passiflora capparidifolia; (D) Passiflora alata; (E) Passiflora miniata; (F) Passiflora cristalina.

As espécies silvestres sdo consideradas as mais adequadas para a
producdo de Passifloras ornamentais, por possuirem folhagem exuberante e uma
grande quantidade de flores atraentes, coloridas e exoticas (Abreu et al., 2009).

O grande potencial ornamental do maracujazeiro e a vasta variedade de
espécies existentes no Brasil tem despertado nos centros de pesquisa, a busca pela
identificacdo de espécies com caracteristicas morfolégicas e adaptativas para uso
na ornamentacao, através da caracterizacdo e da geracdo de hibridos ornamentais
de espécies silvestres como P. coccinea, P. foetida, P. morifolia, P. mucronata, P.

palmeri, P. setacea e P. Suberosa (Cerqueira-Silva et al., 2014).
3. HIBRIDOS DE PASSIFLORA COM POTENCIAL ORNAMENTAL

Os principais fatores que influenciam na demanda comercial de flores e
plantas ornamentais, estdo a capacidade de desenvolvimento de novas variedades e
hibridos, que na ultima década vem aumentando progressivamente, principalmente
pela preferéncia e as necessidades dos consumidores o que leva os produtores a
investirem na producdo e langamento de novas e atrativas plantas (Takane et al.,
2015).

O primeiro hibrido em Passiflora para fins ornamentais foi relatado no ano de

1819 pelo inglés Thomas Milne, ao realizar o cruzamento entre P. caerulea e P.
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racemosa obtendo o hibrido sexual denominado de P. ‘violacea’ (Vanderplank,
2000).

No Brasil, a Embrapa Cerrados desenvolveu os trés primeiros hibridos de
Passiflora para fins ornamentais. O primeiro hibrido a ser desenvolvido foi 0 BRS
Estrela do Cerrado obtido a partir do cruzamento entre as espécies silvestres P.
coccinea Aubl., de flores vermelhas X P. setacea DC. de flores brancas, o BRS
Roseflora obtido a partir do retrocruzamento entre BRS Estrela do Cerrado X P.
setacea e BRS Rubiflora obtido a partir do retrocruzamento entre BRS Estrela do
Cerrado X P. coccinea (Faleiro et al., 2009).

Esses hibridos langcados pela Embrapa Cerrados e parceiros em dezembro
de 2007, possuem flores de grande beleza e exuberancia e rapido sombreamento,
sendo indicados para o0 paisagismo de grandes areas como muros, cercas e
pérgulas, uma vez que a utilizagcdo de hibridos como plantas ornamentais séo
bastante desejaveis por promoverem ampla variagdo de cores e formas das
estruturas florais (Bernacci et al., 2005; Faleiro et al., 2009).

Em 2016, a Embrapa Cerrados lancou duas novas cultivares hibridas com
potencial ornamental para paisagismo de grandes areas. BRS Céu do Cerrado com
flores azuladas, proveniente do cruzamento entre as espécies P. incarnata X P.
edulis e BRS Rosea Purpura com flores rosaceas, proveniente de um cruzamento
triplo entre as espécies P. incarnata X (P. quadrifaria X P. setacea) (Fonseca et al.,
2017).

Além da EMBRAPA, outras instituicbes também desenvolveram hibridos
para fins ornamentais, como "Passiflora alva", "Passiflora priscilla" e "Passiflora
aninha" desenvolvidos pela Universidade Estadual de Santa Cruz, llhéus, Bahia,
Brasil, através do cruzamento entre P. palmeri e P. foetida (Cerqueira-Silva et al.,
2014).

Espécies com potencial ornamental como P. alata, P. caerulea L., entre
outras, foram utilizadas em outros paises para a criagdo de novos hibridos, os quais
sao comercializados e utilizados em decoracdes de estufas europeias e americanas,
como Passiflora 'Albo-nigra’, P. 'Amethyst’, P. 'Star of Bristol', P. 'Star of Kingston'
(Vanderplank, 2000; Ulmer e Macdougal, 2004; Conceicéao et al., 2011).
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Nos paises da América Latina, as Passifloras sdo espécies nativas e
acabam nao sendo utilizadas como plantas ornamentais, devido aos poucos
programas de melhoramento genético para fins desta natureza (Santos et al., 2012).

Recentemente, Fonseca et al., (2017), realizaram a validacdo de descritores
morfoagrondémicos utilizados na protecédo de cultivares no Brasil e a caracterizagao
molecular de hibridos de maracujd ornamental desenvolvidas pela Embrapa
Cerrados, a fim de diferenciar essas cultivares obtidas de cruzamentos entre

espécies silvestres.

4. CULTIVO IN VITRO DE Passiflora spp. COM POTENCIAL ORNAMENTAL

O desenvolvimento da biotecnologia vegetal em plantas visa a utilizacdo de
processos tecnoldgicos e bioquimicos, através da cultura de células, tecidos e
orgdos vegetais, com a finalidade de gerar produtos e servi¢os, proporcionando o
conhecimento nas areas de fisiologia, genética e biologia molecular vegetal (Lima et
al., 2000). Uma das principais ferramentas biotecnolédgicas vegetal € a cultura de
tecidos, utilizada na propagacdo em larga escala de genoétipos superiores,
disponibilizando para o mercado, plantas mais saudaveis e uniformes (Braglia et al.,
2010; Otoni et al., 2013).

A cultura de tecidos também possibilita a producdo de plantas livres de
patbgenos e com altas taxas de multiplicacdo, facilitando a conservacdo do
germoplasma, por meio de técnicas, que nos Uultimos 50 anos vém sendo
desenvolvidas para espécies de maracuja, embora a maioria dos protocolos sejam
direcionados ao maracujazeiro amarelo, entretanto, atualmente diferentes sistemas
de cultivo in vitro estdo sendo desenvolvidos para outras espécies de Passifloras
através da organogénese e/ou embriogénese somatica (Pacheco et al, 2016).

O desenvolvimento desses protocolos possibilita o estudo dos processos
fisiologicos, producdo de sementes sintéticas, selecdo in vitro e desenvolvimento de
hibridacdo somética, transformacdo genética e conservacao in vitro (Otoni et al.,
2013; Silva et al., 2015; Pacheco et al, 2016), permitindo a compreensao dos
processos morfogénicos através dos aspectos moleculares envolvidos na
caracterizagdo da expressdo génica durante os processos de organogénese e

embriogénese somatica, conforme relatado por Rosa et al. (2013; 2014).
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O uso de técnicas biotecnoldgicas em espécies de Passiflora, principalmente

a cultura de tecidos, tem como finalidade a regeneragdo de plantas in vitro para a

obtencdo de novas variedades de interesse agronémico, melhorando a qualidade e

produtividade dessas espécies (Lima, et al., 2000).

A cultura de tecidos também vem sendo empregada em pesquisas com

espécies de maracujazeiro que possuem potencial ornamental, a fim de estabelecer

protocolos de regeneracdo, conservacdo de germoplasmas, bem como no auxilio

para programas de melhoramento genético (Quadro 1).

Quadro 1: Uso da cultura de tecidos em estudos de Passiflora spp. com potencial

ornamental
Espécie Fonte de Via Tipo e Autores
Explante morfogénica | concentracéo dos
reguladores de
crescimento (UM)
P. morifolia | Embrido zig6tico | Organogénese 0,93 CIN + 10| Guzzo et al.,
e endosperma ANA + 1,0 GAz 2004
P. palmeri Embrido zigdético | Organogénese 13,6 2,4-D + 9,3 | Guzzo et al,
e endosperma CIN, 2004
2,25 24D + 1,1
BA + 1,4 AIA
P nitida Embrido zigético | Organogénese 13,6 24-D + 9,3 | Guzzo et al,
e endosperma CIN, 2004
093 CIN + 1,0
ANA
P. coccinea | Embrido zigético | Organogénese 13,6 2,4-D + 9,3 | Guzzo et al,
e endosperma CIN 2004
P. Gemas axilares Organogénese 2,22 BA Pipino et al.,
“Guglielmo 2008
Betto”
P. “Manta” | Gemas axilares Organogénese 1,33 BA Pipino et al,
2008
P. trifasciata | Gemas axilares Organogénese 2,32 BA Pipino et al.,
2008
P. foetida Botéo floral Organogénese 3,3 BA Pipino et al,
“Hastala” 2008
P. Embrido zigético | Embriogénese 18,1 2,4-D + 45| Silva et al,
cincinnata somatica BA 2009
P. alata Segmentos Organogénese 2,27 TDZ, Pinto et al.,
foliares e 4,43 BA + 2,27 | 2010
hipocétilo TDZ
P. suberosa | Segmento folia, | Organogénese | 22 e 44,4 BA Garcia et al.,
nodal e 2011
internodal
P. caerulea | Segmento nodal | Organogénese | 4,44 BA Severin et al.,
e internodal 2011
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embrido zig6tico
e endosperma

P. Raiz Organogénese | 4,44 BA Silva, et al.,,
cincinnata 2011.
P. foetida Segmento nodal Organogénese | 8,87 BA+4,64CIN | Anand et al.,
2012.
P alata Segmento nodal, | Organogénese | 13,2 e 22 BA Pacheco et al.,
internodal e foliar 2012
P. foetida Embrido zigotico | Organogénese | 4,5 BA + 13,6 2,4-D, | Rosa e
45 BA + 18,1 2,4-D | Dornelas,
2012
P. setacea Segmento Organogénese | 4,43 BA, Vieira et al.,
hipocotiledonar, 443 BA+ 2,27 TDZ | 2014
foliar e raiz.
P. miniata Embrido zigdtico Embriogénese | 18,1 2,4-D Ferreira et al.,
somatica 2015
P. alata, Embrido zigético | Embriogénese | 13,6 2,4-D Rosa et al.,
P. crenata, somatica 2015
P. foetida,
P. giberti
P. Semente sintética | Germinacdo in | alginato de sédio + | Silva, et al;
cincinnata de embrides | vitro endosperma 2015
zigoticos e artificial + 12MS;
somaticos
P. suberosa | Segmento de raiz | Organogénese | 9,0 BA Rosa et al,
2016
P. miniata Embrido zig6ético | Organogénese | 3,32 BA Carvalho et al.,
2017
P. cristalina | Segmento foliar, | Organogénese | 8,87 e 4,43 BA, Faria et al,
hipocotiledonar e 2,32 CIN 2018
de raiz,
cotilédone do

5. PERSPECTIVAS

A diversidade de espécies encontradas no Brasil abre perspectivas para o

mercado e producdo de Passifloras ornamentais, desde espécies exéticas até

espécies silvestres podem ser exploradas economicamente e comercializadas como

plantas tropicais brasileiras.

As passifloraceas possuem flores com uma grande variedade de cores e

formas, caracteristicas de maior valor comercial. A producdo de plantas ornamentais

de maracujazeiro atende aos diversos setores da floricultura como jardinagem,

paisagismo, plantas de vaso, folhas e flores de corte, servindo tanto para o cultivo

em pergolados, como cercas vivas, aumentando o faturamento da economia

brasileira em relacdo ao mercado de plantas ornamentais.
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Programas que visam a inclusdo de espécies com caracteristicas
interessantes para o atual mercado da floricultura, em parceria com empresas que
estruturem a producédo de plantas de maracujazeiros, a exploragdo das mesmas
como ornamentais possibilita uma fonte de renda extra aos pequenos produtores
qgue fazem parte da agricultura familiar. O desenvolvimento de novas cultivares de
hibridos e polipldides, com caracteristicas vegetativas mais vigorosas e maior
durabilidade no florescimento, também sdo caminhos para implantacdo do
maracujazeiro na ornamentacao.

Além disso, técnicas biotecnoldgicas que visam a producdo de mudas em
larga escala, com qualidade fitossanitaria e maior vigor facilitam a oferta dessas

plantas para o uso na ornamentacao.
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CAPITULO I

Regeneracéo in vitro de cinco espécies silvestres de Passiflora spp. com
potencial ornamental a partir do cultivo de embrifes zigoéticos

RESUMO
O objetivo do trabalho foi avaliar o potencial do embrido zigético como fonte de
explante para a regeneracéo in vitro de cinco espécies silvestres de Passiflora spp.
com potencial ornamental. Os embrifes zigoticos foram cultivados em meio de MS
com os reguladores de crescimento 6-Benziladenina (BA) nas concentracdes de
2,21; 3,32; 4,43; 6,65 e 8,87, Tidiazuron (TDZ) 2,27; 3,48; 4,54; 6,81 e 9,08 e
Cinetina (CIN) 2,32; 3,40; 4,64; 6,97 e 9,29 uM e o controle na auséncia das
citocininas. Os explantes foram cultivados em sala de cultivo com fotoperiodo de 16
horas e 36 umol m2s? de irradiancia e temperatura de 26 + 2 °C. O delineamento
experimental utilizado foi DIC e as médias comparadas pelo teste de Scott Knott a (p
< 0.05), com 3 repeticdes e 10 explantes por placa de Petri. As avaliacdes foram
realizadas aos 60 dias de cultivo. O tratamento com 3,32 uM de BA induziu uma
maior producdo de brotacdes por explantes nas espécies P. alata e P. nitida, com
médias de 19,5 e 37,0, respectivamente. O niumero médio de plantas por explante
foi de 2,5 em P. alata cultivados em 6,65 uM de BA e, em P. nitida foi de 2,0 plantas
por explante cultivados em 4,54 uM de TDZ. Para P. capparidifolia o maior nimero
de brotacdes por explante foi de 10,4 no meio suplementado com 3,48 uM de TDZ.
O maior niumero médio de plantas foi obtida na presenca de 4,54 uM de TDZ. Em P.
cristalina o melhor tratamento ocorreu com 8,87 uM de BA 35,3 brotacbes por
explante e maior numero médio de plantas. Para P. foetida, o maior nimero médio
de brotacdes por explantes ocorreu na presenca de 6,81 uM de TDZ com 52,0
brotos. Os reguladores BA e TDZ foram os que induziram as melhores respostas
organogénicas, evidenciando o potencial de regeneracdo a partir de embribes

zigoticos das cinco espécies de maracujazeiros ornamentais.

Palavras-chave: Brotagbes adventicias; Cultivo in vitro; Maracujazeiros
ornamentais.
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In vitro regeneration of five wild species of Passiflora spp. with ornamental
potency from the cultivation of zygotic embryos

ABSTRACT

The objective of this work was to evaluate the potential of the zygotic embryos as an
explant source for in vitro regeneration by the organogenic pathway in five species of
Passiflora spp. with ornamental potential. The zygotic embryos were cultured in MS
medium with the growth regulators: 6-Benzyladenine (BA) at concentrations of 2.21;
3.32; 4.43; 6.65 and 8.87 uM, Thidiazuron (TDZ) 2.27; 3.48; 4.54; 6.81 and 9.08 uyM
and Kinetin (KIN) 2.32; 3.40; 4.64; 6.97 and 9.29 yM and the control in the absence
of cytokinins. The explants were cultivated in a culture room with photoperiod of 16
hours and 36 pmol m?2s? of irradiance and temperature of 26 + 2 °C. The
experimental design was DIC and the means compared by the Scott Knott's test (p <
0.05), with 3 replicates and 10 explants per petri dish. The evaluations were
performed at 60 days of culture. The treatment with 3.32 uM of BA induced the
highest shoot yield per explants in P. alata and P. nitida, with averages of 19.5 and
37.0, respectively. The mean number of plants per explant was 2.5 in P. alata grown
in 6.65 uM BA and in P. nitida it was 2,0 plants per explants cultivated in 4,54 uM
TDZ. For P. capparidifolia the highest number of shoots per explant was 10.4 in the
medium supplemented with 3.48 yM TDZ. The highest mean number of plants was
obtained in the presence of 4.54 yM TDZ. In P. cristalina, the best treatment was with
8.87 uM BA with 35.3 shoots per explant and the highest average number of plants.
For P. foetida, the highest average number of buds per explants was observed in the
presence of 6.81 yM TDZ with 52.0 shoots. The BA and TDZ regulators were the
regulators that induced the best organogenic responses, evidencing the potential of
regeneration from zygotic embryos of the five species of ornamental passion fruit.

Key words: Adventitious shoots; In vitro culture; Ornamental passion fruit.
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1. INTRODUCAO

Estima-se que o género Passiflora possui mais de 530 espécies, podem ser
encontradas na Ameérica Tropical, Colémbia, Peru, Equador, incluindo o Brasil,
embora algumas espécies sejam nativas dos Estados Unidos, Argentina, Asia,
Australia e China (Faleiro e Junqueira, 2009; Bernacci et al., 2015). O Brasil é
conceituado como um centro de diversidade da familia Passifloraceae, com mais de
100 espécies consideradas endémicas (Bernacci et al., 2015).

As espécies do género Passiflora sdo amplamente utilizadas, e a maioria
produzem frutos que em geral sdo consumidos in natura e para 0 processamento
industrial e ainda apresentam propriedades medicinais em diferentes partes da
planta. Possuem caracteristicas florais peculiares, incluindo varias séries de
filamentos coronais brilhantes, coloridos, com estruturas florais elaboradas, e
possuem perfume de aroma exuberante (Peixoto, 2005; Faleiro e Junqueira, 2009;
Abreu et al., 2009, Bernacci et al., 2015).

Além das espécies comerciais, também sao utilizadas na ornamentacao, 0s
maracujazeiros silvestres exibem grande potencial a ser explorado comercialmente
para este fim (Peixoto, 2005). Muitas destas espécies silvestres sdo pouco
domesticadas e a variabilidade genética € grande (Figueiredo et al., 2007). No
mercado italiano da floricultura, espécies e hibridos de Passiflora sao
comercializados em vasos como plantas de jardim e, na sua maioria, S&o
propagadas utilizando técnicas de cultivo in vitro (Braglia et al., 2010).

Atualmente, tém-se reportado um crescente namero de trabalhos
estabelecendo sistemas de regeneracdo in vitro via organogénica em muitas
espécies de Passiflora comerciais e/ou ornamentais e, varios tipos de explantes
foram utilizados como os segmentos nodais e foliares (Garcia et al., 2011; Pacheco
et al., 2012; Shekhawat et al., 2015), segmentos radiculares (Silva et al., 2011, Rosa
et al., 2016; Faria et al., 2018), hipocotiledonares (Vieira et al., 2014, Rocha et al.,
2016, Faria et al.,, 2018), endosperma (Mohamed et al.,, 1996; Faria et al., 2018;
Antonizazzi et al., 2018), embrides zigoticos (Guzzo et al., 2004; Rocha et al., 2015,
Carvalho et al., 2017).

Os embrides zigodticos de Passiflora primeiramente foram utilizados como
fonte de explante para a regeneracéo via embriogénese somatica (Silva et al., 2009).

Entretanto, Rocha et al. (2015) observaram que o embrido zigotico dependendo das
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concentragdes da auxina 2,4-d combinadas com baixa concentragdo de BA induzem
as duas vias de regeneracdo, sendo a embriogénese soméatica e a organogénese,
isso demonstra o potencial do embrido zigético como fonte de explante. Os embrides
zigoticos sao formados por células juvenis que se encontram em constantes divisdes
celulares, o que facilita a regeneragdo de novas estruturas vegetativas (Elhiti e
Stasolla, 2011).

As diferentes respostas encontradas no cultivo in vitro de espécies de
maracujazeiro, ocorrem devido aos estimulos causados pelos reguladores de
crescimento exdgenos e do tipo de explante utilizado (Soares et al.; 2012; Otoni et
al., 2013). Dentre os reguladores a citocinina Benziladenina (BA) € a mais
comumente utilizada para a regeneracdo de espécies de maracujazeiros (Otoni et
al., 2013), embora o Thidiazuron (TDZ) também tem sido aplicado na inducéo de
brotagbes em maracujazeiros (Trevisan e Mendes, 2005; Pinto et al., 2010; Garcia et
al., 2011; Vieira et al., 2014; Carvalho et al., 2017; Faria et al., 2018).

Os estimulos causados pelos reguladores de crescimento podem ocasionar
a reativacdo de células indiferenciadas ou reprogramacédo de células somaticas
diferenciadas, uma vez que o processo de regeneracdo depende da plasticidade
celular, responsavel pela especificacdo do destino das células até a formacdo do
orgédo (Ikeuchi et al., 2016).

Devido a importancia ornamental das Passifloras, principalmente, pelas
caracteristicas florais de interesse particular para o mercado da floricultura, o
trabalho objetivou avaliar o potencial do embrido zigético como fonte de explante
para a regeneracao in vitro via organogénica em cinco espécies de Passiflora spp.

com potencial ornamental.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Material vegetal e condi¢bes de cultivo

Frutos de P. alata Curtis, P. capparidifolia Killip, P. cristalina Vanderplank e
Zappi, P. foetida Linn e P. nitida Kunth foram coletados na regidao do médio norte do
estado de Mato Grosso.

Primeiramente, os frutos foram lavados com detergente e 4gua corrente. Em

seguida, realizou-se a retirada do arilo das sementes com o auxilio de uma peneira e
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as mesmas foram colocadas sob papel toalha para secagem. Apos, as sementes
foram imersas em diéxido de cloro a 0,0 1%, por 5 minutos e colocadas novamente
sob papel toalha. Posteriormente, o tegumento das sementes foi removido com
auxilio de mini morsa (Reis et al., 2007)

Sob condi¢cdes assépticas em camera de fluxo laminar, as sementes das
cinco espécies de Passiflora spp. foram desinfestadas sob as mesmas condicdes.
Primeiramente, as sementes foram imersas em alcool 70% (v/v), por 3 minutos,
seguido pela imersdo em hipoclorito de sodio a 2,5% (v/v) por 30 minutos acrescido
de 3 gotas de Tween-20° e submetidas em 4 enxagues em &gua destilada e
autoclavada, sendo mantidas overnight em agua destilada autoclavada para facilitar
o isolamento dos embribes zigoticos. Apds esse periodo, o endosperma foi

longitudinalmente seccionado para o isolamento dos embrides zigéticos.

2.2 Regeneracgdo in vitro

Os embrides zigoticos isolados foram cultivados em placas de Petri 90 x 15
mm em meio de inducdo composto por sais basicos de meio MS (Murashige e
Skoog, 1962) (Acumedia®, MI), mio inositol 0,01% (p/v), sacarose 3% (p/v) e 0,8%
de agar (p/v) como agente gelificante, acrescido de diferentes concentracdes de
reguladores de crescimento citocinicos (PGRs): 6-Benziladenina (BA) 2,21; 3,32;
4,43; 6,65 e 8,87 uM; Tiadizuron (TDZ) 2,27; 3,48; 4,54; 6,81 e 9,08 uM e Cinetina
(CIN) 2,32; 3,40; 4,64; 6,97 e 9,29 uM e como controle o meio de MS na auséncia
dos reguladores de crescimento. O pH foi ajustado em £ 5,7 e 0 meio de cultura foi
autoclavado durante 15 minutos a 121 °C a uma pressao de 1,1 atm. Os embrides
zigoticos (Figura 1A, F, K, P, U) foram cultivados em sala de cultivo com fotoperiodo
de 16 horas e 36 umol m?st de irradiancia providas de lampadas fluorescentes (Luz
do Dia Especial, 20 W, Osram, Brasil), com temperatura de 26 + 2 °C durante 60
dias.

2.3 Delineamento experimental

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado (DIC), contendo
16 tratamentos entre as diferentes concentragcfes de BA, TDZ, CIN, o controle com 3
repeticdes e 10 explantes por repeticdo. As respostas morfogénicas avaliadas foram

porcentagens de explantes com resposta, numero de brotagdes por explante aos 30
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e 60 dias de cultivo, o numero de plantas regeneradas por explante aos 90 dias de
cultivo in vitro.

Os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e a diferenca
entre as médias dos tratamentos foram comparadas pelo teste de Scott Knott a (p <
0.05), de probabilidade utilizando o software Sisvar®, Versdo 5.6 (Ferreira, 2011).

Os experimentos foram repetidos pelo menos uma vez.

3. RESULTADOS

O processo de regenaracdo das 5 espécies foi acompanhado
temporalmente, e ndo foram observadas diferencas significativas entre as mesmas.
O alongamento do eixo embrionario e dos cotilédones foram observados apos 10
dias de cultivo in vitro (Figura 1B, G, L, Q, V). Aos 20 dias de cultivo foram
visualizadas estruturas organogénicas e pequenas brotacdes de forma direta (Figura
1C, H, M, R, W). As brotacdes localizaram-se nas regides do apice e nos cotilédones
do embrido zigoético (Figura 1D, I, N, S X). Aos 60 dias de cultivo in vitro, observou-
se o alongamento das brotagcbes e pequena expansdo dos primordios foliares
(Figura 1E, J, O T, ).

Os tratamentos com BA e TDZ induziram as melhores respostas mofogenicas
para todas as espécies. Para P. alata a concentracédo de 8,87 uM de BA se destacou
guanto a producdo de maior porcentagem de explantes com respostas, com 87%. A
maior média de brotacBes produzidas por explante foi observada na concentracéao
de 3,32 uM BA com média de 19,5 brotacbes e para a variavel nimero de plantas
regeneradas por explante, a maior média de 2,5 plantas foi obtida na concentracao
de 6,65 uM de BA, diferindo significativamente dos demais tratamentos (Tabela 1).

P. capparidifolia apresentou porcentagem de 67% em 3,48 uM de TDZ,
apresentando diferenca significativa entre os demais tratamentos. A maior média de
brotacGes por explante obtida foi observada na concentragéo de 3,48 uM de TDZ
com 10,4 brotacGes por explante, ndo diferindo significativamente de 4,65 uM de
TDZ com 10,0 brotacdes. Para a variavel plantas regeneradas por explante, a maior
meédia observada foi 1,3 plantas na concentracdo de 4,64 pM, nao diferindo
significativamente da concentragcdo de 3,48 pM com 1,0 planta regenerada por

explante (Tabela 1).
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Figura 01: Sistema de regeneracgdo in vitro a partir de embribes zig6ticos em cinco espécies de
Passifloras spp. com potencial ornamental. (A-E) Passiflora alata. (F-G) Passiflora capparidifolia. (K-
0) Passiflora cristalina. (P-T) Passiflora foetida. (U-Y) Passiflora nitida. Embrido zigético de P. alata;
(B - Y) Alongamento do eixo embrionario e expansdo dos cotilédones aos 10 dias de cultivo in vitro;
(C) Formacdo de estruturas organogénicas (seta) e brotacbes aos 20 dias de cultivo; (B-Y)
Desenvolvimento de multibrota¢cdes aos 30 dias de cultivo; (B-Y) Brotacdes adventicias aos 60 dias
de cultivo com folhas desenvolvidas em P. alata com 3,32 uM BA.

A maior taxa de explantes com respostas para P. crisatlina foi de 83%
observada na concentracdo de 2,21 pM de BA, ndo apresentando diferenca
significativa das concentracdes de 3,32 e 8,87 uM de BA, 9,08 uM de TDZ e 9,29 uM
de CIN. A concentracédo de 8,87 UM BA apresentou maior producdo de brotactes
adventicias por explante com numero médio de 35,3 brotos, diferindo
significativamente dos demais tratamentos. Para a varidvel niamero de plantas
regeneradas por explante, as concentragdes de 3,32 e 8,87 uM de BA apresentaram
uma meédia de 4,0 plantas regeneradas, diferindo significativamente dos demais
tratamentos (Tabela 1).
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Para P. foetida, a maior porcentagem de explantes com respostas
organogénicas foi de 93% na concentracdo de 2,27 uM de TDZ, nédo diferindo
significativamente das concentracbes de 4,54; 6,81 e 9,08 uM de TDZ. O maior
percentual médio do numero de brotacbes por explante foi observada na
concentracéo de 6,81 uM de TDZ, com média de 52,0 brotos aos 60 dias de cultivo
in vitro, diferindo significativamente dos demais tratamentos. Nesta concentragao
também foi obtido maior média de plantas regeneradas por explante, com 14,0
plantas, diferindo significativamente dos demais tratamentos (Tabela 1).

Em P. nitida, a concentracdo de 3,48 uM de TDZ apresentou a maior
porcentagem de explantes com respostas organogénicas com 97% em 3,48 uM de
TDZ, entretanto, diferencas significativas ndo foram observadas entre os tratamentos
suplementados com TDZ. J& a maior média de brotos por explante foi observada na
concentracéo de 3,32 uM de BA, com 37,0 brotos por explante aos 60 dias de cultivo
in vitro, diferindo significativamente dos demais tratamentos. A maior média de
plantas regeneradas por explante foi de 2,0 plantas na concentracéo de 4,54 uM de
TDZ (Tabela 1).

Tabela 1: Regeneracao in vitro pela via organogénica a partir de embriées zigoéticos
como fonte de explantes em cinco espécies de Passiflora spp com potencial
ornamental.

Reguladores de (%) Explantes No. de No. de plantas
. com ~
crescimento UM brotacdes regeneradas
respostas
adventicias por explante
por explante
P. alata
CONTROLE 0,0 17c 2,0 £ 0,59 0,0d
2,21 43b 8,4+1,4d 1,0+0,0c
3,32 40b 19,5+ 0,9a 1,3+0,4c
BA 4,43 57b 14,3 +0,9b 1,2+0,4c
6,65 77a 13,0+ 1,1c 2,5+0,5a
8,87 87a 15,0+ 1,6b 1,3+0,5¢c
2,27 27c 3,0 £ 0,6f 1,0+0,4c
3,48 37b 3,3+0,8f 1,1+0,3c
TDZ 4,54 33b 12,2+ 1,8c 1,0+£0,0c
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6,81 30b 14,2 +1,3b 1,7 £0,5b
9,08 37b 73x1,1e 1,1 +0,4c
2,32 0d 0,0h 0,0d
3,40 od 0,0h 0,0d
CIN 4,64 od 0,0h 0,0d
6,97 0d 0,0h 0,0d
9,29 0d 0,0h 0,0d
C.Vv. 19,3 9,0 10,4
P. capparidifolia
CONTROLE 0,0 0d 0,0f 0,0c
2,21 50b 4,0+0,7e 0,0c
3,32 30c 4,0+0,8e 2,7+11a
BA 4,43 40c 5,0+0,7d 0,0c
6,65 30c 5,4 +0,5d 0,0c
8,87 50b 5,0+0,6d 0,0c
2,27 53b 8,0+0,9b 0,0c
3,48 67a 10,4 +0,8a 1,0+ 0,0b
TDZ 4,54 47b 10,0 + 0,9a 1,3+0,5b
6,81 53b 6,1 +0,8c 0,0c
9,08 43c 8,1+0,8b 0,0c
2,32 0d 0,0f 0,0c
3,40 0d 0,0f 0,0c
CIN 4,64 od 0,0f 0,0c
6,97 od 0,0f 0,0c
9,29 0d 0,0f 0,0c
C.V. 20,5 53 7,2
P. cristalina
CONTROLE 0,0 33b 3,0+ 1,1h 1,0 £ 0,0d
2,21 83a 28,0+ 4,9c 1,8+0,9c
3,32 67a 27,0 £ 4,5¢ 4,0+0,8a
BA 4,43 33b 4,2+ 2,0h 1,0 £0,0d
6,65 53b 12,1+ 2,8e 1,0 £ 0,0d
8,87 77a 35,3+4,9a 4,0 £0,8a

31



2,27 53b 7,0 £ 1,69 2,8+0,6b
3,48 50b 8,5+ 2,2f 1,9+0,8c
TDZ 4,54 50b 10,3 £+ 2,5f 1,6 £0,8c
6,81 43b 21,0 £ 4,4d 1,3+0,6d
9,08 77a 30,2+4,3b 1,3+0,5d
2,32 60b 11,0+ 1,9f 3,0+£0,8b
3,40 47b 13,0+ 2,3e 2,3+0,6b
CIN 4,64 53b 19,0 £ 2,6d 3,0+£0,7b
6,97 33b 12,0+ 2,4e 2,5+0,7b
9,29 70a 19,4 + 3,3d 3,1+0,7b
C.V. 14,3 9,8 11,8
P. foetida
CONTROLE 0,0 33c 9,0 £1,2i 4,0+1,1c
2,21 33c 23,0 £ 2,0f 51+1,2e
3,32 43c 17,2+ 1,7h 53+1,6e
BA 4,43 33c 19,3+ 1,29 9,0+0,8d
6,65 60b 16,3+ 1,7h 4,3+1,3e
8,87 70b 20,1 +1,2¢g 7,2+ 1,6d
2,27 93a 32,0+1,9¢c 50+1,8e
3,48 63b 20,2 + 1,69 75+1,1d
TDZ 4,54 87a 29,0 + 2,4d 9,0+1,5d
6,81 80a 52,0+ 2,7a 14,0+ 1,8a
9,08 80a 36,4+1,2b 7,0+ 1,5e
2,32 43c 23,0 £ 1,1f 11,2+ 1,5b
3,40 37c 26,5+ 1,9 9,5+1,5¢c
CIN 4,64 40c 20,0 £ 1,99 7,0+1,5d
6,97 43c 19,0+ 1,29 8,0 +1,5d
9,29 50c 19,4 + 2,59 7,3+1,0d
C.V. 12,1 7,4 10,2
P. nitida
CONTROLE 0,0 od 0,0j 0,0b
2,21 10c 13,0 £ 0,5f 0,0b
3,32 63b 37,0+ 2,0a 1,5+0,7a
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BA 4,43 17c 3,0 £ 0,0i 0,0b
6,65 67b 18,2 +1,6e 0,0b
8,87 67b 33,0+ 1,7b 1,0 £0,0a
2,27 90a 14,0 + 2,0f 15+0,7a
3,48 97a 22,0+1,1d 0,0b
TDZ 4,54 77a 19,4 £ 2,0e 2,0+1,0a
6,81 80a 25,2+ 2,0c 0,0b
9,08 83a 18,1+ 2,3e 1,5+0,7a
2,32 27c 4,3 +0,5i 0,0b
3,40 30c 7,0 £0,9h 0,0b
CIN 4,64 33c 10,0 £ 0,69 0,0b
6,97 13c 7,0+ 0,5h 0,0b
9,29 33c 9,2+0,59 0,0b
C.V. 13,5 9,0 9,65

Médias seguidas das mesmas letras nas colunas, nao diferem estatisticamente pelo teste Skott-Knott
ao nivel de 5 % de probabilidade de erro (p < 0,05).

Figura 2: Plantas completas regeneradas de cinco espécies de maracujazeiros com potencial
ornamental de origem a partir de embrides zigéticos como fonte de explantes. (A, F) P. alata; (B, G) P.
capparidifolia; (C, H) P. cristalina; (D, 1) P. foetida; (E, J) P. nitida.

As brotacbes adventicias de aproximadamente 5 mm foram isoladas e
cultivadas em meio de MS na auséncia dos PGRs e converteram-se em plantulas
completas, com excessdo da espécie P. nitida, em que as brotacdes senesceram e

nao completaram o desenvolvimento.
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Apés 30 dias de cultivo in vitro as plantas que apresentaram
desenvolvimento normal foram aclimatizadas em condigbes de laboratorio, e
posteriormente para casa de vegetacao Figura 2 (A) P. alata, (B) P. capparidifolia,
(C) P. cristalina e (D) P. foetida.

4. DISCUSSAO

No presente estudo, foi relatado o potencial do embrido zigético na
regeneracao in vitro de plantas de cinco espécies de Passiflora spp. com potencial
ornamental.

A organogénese de novo € o método de propagacao in vitro predominante
para a obtencdo de plantas de Passiflora (Otoni et al.,, 2013). Este processo
caracteriza-se pela formacdo de brotos e raizes de explantes cultivados in vitro,
sendo influenciado pelo tipo de explante e a utlizagdo de reguladores de
crescimento (Otoni et al., 2013; Rocha et al., 2016). Varios estudos reportaram
protocolos para a micropropagacao de espécies de Passiflora a partir de diferentes
fontes de explantes, meios de cultura e reguladores de crescimento (Vieira et al,
2014; Silva et al., 2011; Ozarowski e Thiem, 2013; Rocha, et al., 2015; Carvalho et
al., 2017, Faria et al., 2018).

A regeneracdo in vitro de espécies de Passiflora utilizando-se de embrides
zigoticos como fonte de explantes foi relatada por Rocha et al. (2015) para a espécie
P. edulis. Os autores destacam que o embrido zigoético é uma fonte de explante com
células em constante divisdo celular e expressam a pluripotencialidade no
desenvolvimento de 6rgaos e a totipotencialidade na producéo do embrido somatico.
Além disso, a utilizacdo do embrido zigético no cultivo in vitro, torna-se uma
ferramenta aplicavel para o desenvolvimento de protocolos com a finalidade de
produzir mudas com caracteristicas superiores e livres de fitopatdogenos, subsidiando
os programas de melhoramento genético e a conservacao das espécies (Ebert et al.,
2014).

Na inducéo de brotacdes adventicias em embrides zigoticos de P. miniata
Carvalho et al. (2017), utilizando dos reguladores de crescimento citocinicos BA,
TDZ e CIN, observaram que a melhor resposta na producdo de brotacdes

adventicias nos embrides zigoticos ocorreu quando o meio foi suplementado com
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baixas concentracdes de BA. Em maracujazeiros o BA é o regulador de crescimento
mais utilizado para a inducdo de brotacdes adventicias (Otoni et al., 2013).
Entretanto, em estudos utilizando-se do PGR TDZ para a inducdo de brotacdes
adventicias e espécies deste género, Pinto et al. (2010) Vieira et al., (2014) e Faria
et al. (2018) demostraram alta responsividade na produgdo de brotagbes
adventicias, como também foi observado no presente trabalho.

As citocininas utilizadas, responderam de forma diferente para cada espécie
estudada, sendo BA e TDZ as mais responsivas. O PGR CIN demonstrou baixa
eficiéncia na inducdo e brotacBes adventicias para as espécies P. cristalina, P.
foetida e P. nitida, e ndo induziu a formacao de brotacdes nas espécies P. alata e P.
capparidifolia.

O potencial de regeneracédo, por meio da organogénese in vitro depende da
aplicacé@o de fitohormonios exdgenos ao meio de cultura e da capacidade do tecido
em responder a altera¢cdes hormonais durante o cultivo. Quando o tecido responde
aos PGRs exdgenos, as células do explante adquirem competéncia organogénica
por meio da desdiferenciacdo e/ou diferenciacdo celular, tornando-se determinadas
para a formacao de érgaos especificos (Sugiyama, 1999; Xu e Huang, 2014).

Contudo, um dos entraves encontrados na micropropagacdo das espécies
de Passiflora é a baixa reprodutibilidade de alguns protocolos desenvolvidos para a
cultura, uma vez que sado especificos para a espécie elou cultivares (Passos e
Bernarci, 2005).

O BA apresentou maior porcentagem de explantes com resposta
morfogénica na concentracdo de 8,87 uM L para todas as espécies cultivadas. No
entanto, a maior média de brotos nessa concentracdo sO foi observada para P.
cristalina. P. alata e P. capparidifolia que apresentaram a maior média de brotacfes
na concentracdo de 3,32 uM L. P. capparidifolia apresentou maior média de brotos
nas concentracdes de 2,21; 3,32 e 4,43 uM L* aos 30 dias de cultivo, e aos 60 dias
na concentracdo de 6,65 pM L. Em P. foetida, a maior média observada aos 30
dias de cultivo foi nas concentracdes de 4,43 e 6,65 UM L?! e aos 60 dias em
2,21 uM Lt de BA. A maior média de plantas regeneradas foi observada nas
concentracdes de 3,32 uM L' em P. capparidifolia, 6,65 pM L' em P. alata e 8,87

UM Ltem P. cristalina e P. foetida.
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Em meio suplementado com TDZ, a concentracdo de 3,48 uM L apresentou
maior porcentagem de explantes com resposta morfogénica para P. alata, P.
capparidifolia e P. nitida. Em P. cristalina a maior porcentagem foi observada em 2,0
mg L e em P. foetida na concentracdo de 2,27 uM L. A maior média de brotos
observadas em P. capparidifolia 30 e 60 dias de cultivo e em P. nitida, foi na
concentracdo de 3,48 uM L, ja aos 60 dias a maior média de brotos para P. nitida
na concentracdo de 6,81 pM L. A maior média de plantas regeneradas foi
observada nas concentracées de 2,27 uM L para P. cristalina, 4,54 uM L para P.
capparidifolia, 6,81 uM L' para P. alata e P. foetida. Em P. nitida ndo foram
observadas plantas regeneradas.

Brotacdes adventicias também foram observadas no tratamento controle das
espécies P. alata, P. cristalina e P. foetida. Segundo Hisano et al.,, (2016), a
formacao de brotacbes em tratamentos sem a dicdo de reguladores de crescimento
ocorre devido aos horménios enddgenos, que interferem de forma direta na
morfogénese in vitro, no entanto, os niveis desses horménios na sua maioria
presentes nos explantes sdo desconhecidos.

Na literatura, ha relatos de regeneracéo in vitro a partir de diversos tipos de
explantes, para estas espécies de Passiflora spp. (Mohamed et al., 1996; Guzzo et
al., 2004; Pinto et al., 2010; Anand et al., 2012; Pacheco et al., 2012; Ragavendran
et al., 2012; Shekhawat et al., 2015; Faria et al., 2018), entretanto, este € o primeiro
relato do cultivo in vitro da espécie P. capparidifolia. O uso do embrido zigético como
fonte de explante demonstrou responsividade na aquisicdo de competéncia e na
determinacao de células pluripotentes para a formacao de brotacdes adventicias nas
cinco espécies de Passiflora spp. com potencial ornamental, e os PGRs BA e TDZ
nas diferentes concentracdes induziram o desenvolvimento e a diferenciacdo de

maior frequéncia de brotacfes adventicias por explante.

5. CONCLUSOES

A regeneracéo in vitro por meio de embrido zigoético ocorreu de forma direta
entre as espécies e também de forma indireta para P. capparidifolia. Os PGRs BA e
TDZ foram os reguladores de maiores respostas organogénicas, evidenciando o

potencial de regeneracdo a partir de embrides zigoticos de P. alata, P. cristalina, P.
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foetida e P. nitida. No entanto, faz-se necessario a otimizacdo no protocolo de
organogénese para P. capparidifolia devido ao baixo desenvolvimento de brotaces
e plantas regeneradas e para P. nitida devido ao reduzido ndmero debrotacdes
adventicias produzidas e a conversdo em plantas completas. Entretanto, os
embrides zigoéticos nestas condicbes de cultivo é uma alternativa para o
estabelecimento de um sistema de regeneracao pela via organogénicas para as

cinco espécies de Passiflora spp. com potencial ornamental.
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CAPITULO 1l

Producéo direta de plantas triploides de Passiflora foetida L. a partir do cultivo
in vitro de endospermas: Aspectos estruturais, histoquimicos e avaliacdo da
estabilidade genética
RESUMO
O trabalho teve como objetivo estabelecer protocolo in vitro de alta responsividade a
partir do endosperma para a producédo de plantas tripldides, descricdo dos aspectos
estruturais, identificacdo dos compostos de reserva mobilizados durante o
desenvolvimento das brotacfes adventicias e a estabilidade genética em plantas
triploides de Passiflora foetida. Os endospermas foram cultivados em meio de MS,
suplementado com as citocininas 6-Benziladenina (BA), Thiadizuron (TDZ) e
Cinetina (CIN). O delineamento experimental utilizado foi o DIC e as médias
comparadas pelo teste de Scott Knott a (p < 0.05). As avaliac6es foram realizadas
aos 30 e 60 dias de cultivo in vitro com trés repeticdes e 10 explantes por placa de
Petri. Para a caracterizacéo estrutural e as analises histoquimicas, os endospermas
cultivados em meio de regeneracdo foram coletados aos 0, 3, 10 15 e 20 dias de
cultivo. O conteudo de DNA nuclear foi determinado através das analises de
citometria de fluxo. A maior média de brotos adventicios produzidos foi observada na
concentragéo de 9,08 uM* de TDZ, com 40,0 aos 30 dias e 68,2 brotos/explante aos
60 dias de cultivo e, média de 12 plantas regeneradas por explante. Aos 20 dias de
cultivo in vitro, na andlise estrutural, pode-se evidenciar o comportamento do tecido
endospérmico no processo de desenvolvimento das brotacbes adventicias. Os
testes histoquimicos mostram a presenca de corpos proteicos em constante
mobilizacdo durante a morfogénese in vitro e grao de amido presentes ap06s cinco
dias de cultivo. A planta triploide cultivada em casa de vegetacdo apresentou,
aparentemente, maior vigor vegetativo e folhas e flores comparadas com as da
planta obtida pela via seminifera. Planta triploide de P. foetida apresentou o
desenvolvimento das bracteas com a presenca e auséncia de frutos, entretanto,
sementes ndo foram produzidas. Os resultados da citometria de fluxo confirmaram a
triploidia das plantas regeneradas a partir do endosperma e a estabilidade genética

da fonte de explante.

Palavras-chave: Endosperma; Passiflora ornamental; Plantas 3n.
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Direct production of triploid plants of Passiflora foetida L. from the in vitro
culture of endosperms: Structural, histochemical aspects and evaluation of
genetic stability
ABSTRACT
The objective of this study was to establish an in vitro protocol of high responsivity
from the endosperm for the production of triploid plants, description of the structural
aspects, identification of the reserve compounds mobilized during the development of
adventitious shoots and genetic stability in triploid plants of Passiflora foetida. The
endosperms were cultured in MS medium supplemented with the cytokinins 6-
Benzyladenine (BA), Thiadizuron (TDZ) and Kinetin (KIN). The experimental design
was DIC and the means compared by the Scott Knott test a (p < 0.05). Evaluations
were performed at 30 and 60 days of in vitro culture with three replicates and 10
explants per Petri dish. For structural characterization and histochemical analyzes,
the endosperms cultured in regeneration medium were collected at 0, 3, 10 15 and
20 days of culture. Nuclear DNA content was determined by flow cytometric analysis.
The highest average of adventitious shoots was observed at the concentration of
9.08 uM1 TDZ, with 40.0 at 30 days and 68.2 shoots / explant at 60 days of
cultivation and, on average, 12 plants regenerated per explant. In the structural
analysis the behavior of the endospermic tissue in the process of development of the
adventitious shoots can be evidenced, at the 20 days of culture in vitro. The
histochemical tests evidenced the presence of protein bodies in constant mobilization
during in vitro morphogenesis and starch grain present after 5 days of culture. The
triploid plant cultivated in a greenhouse showed, apparently, greater vegetative vigor
and larger leaves and flowers compared to those of the seminiferous germinated
plant.Triploide plant of p. foetida presented the development of bracts with the
presence and absence of fruits, however, seeds are not produced. The results of flow
cytometry confirmed the triploidy of the regenerated plants from the endosperm and

the genetic stability of the explant source.

Keywords: Endosperm; Passiflora ornamental; Plants 3.
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1. INTRODUCAO

Plantas triploides podem ser produzidas via selecdo natural, hibridizacédo
sexual, fusdo de protoplasto e a partir do cultivo in vitro do endosperma (Wang et al.
2016). O endosperma nas angiospermas € naturalmente triploide e a cultura in vitro
de explantes endospérmicos tém sido aplicada como um método direto para produzir
plantas triploides, embora para muitas espécies vegetais a regeneracado a partir do
endosperma ainda € desafiadora (Goraslki et al., 2005; Thomas e Chaturvedi, 2008).

O uso do endosperma como fonte de explante para a regeneracao in vitro de
plantas foi primeiramente descrito para Santalum album e Ricinus communis, no
qual Johri e Bhojwani (1965) relataram a regeneracdo via organogénese.
Atualmente, a producédo de plantas triploides, via o cultivo in vitro, constitui uma
abordagem moderna da biotecnologia em relacdo ao melhoramento convencional,
para as culturas agronémicas com potencial econémico (Wang et al., 2016).

A vantagem de plantas poliploides em comparacdo com seus respectivos
diploides € a producao de caracteristicas agronomicamente desejaveis. Dentre estas
caracteristicas destacam-se a maior espessura e tamanho das folhas,
consequentemente aumentam a producdo de biomassa e a taxa fotossintética. Suas
flores ou frutos sdo maiores, 0 que torna as plantas triploides viadveis para a
comercializacdo (Goralski et al.,, 2005; Hoshino et al., 2011; Wang et al., 2016).
Entretanto, um dos problemas para culturas que séo reproduzidas estritamente a
partir de sementes, € que em geral plantas triploides sdo estéreis (Thomas e
Chaves, 2008).

Em Passiflora o cultivo de endorpema foi primeiramente realizado por
Mohamed et al. (1996), a fim de obter plantas triploides de P. foetida. Os autores
reportaram sucesso na regeneracao de plantas triploides, através da organogénese.
Porém, o protocolo estabelecido produziu reduzido numero de brotacoes.
Atualmente, Faria et al. (2018) relataram a alta responsividade no sistema de
regeneracao a partir da organogénese utilizando-se do endosperma como fonte de
explante, este é o caso de P. cristalina. Antoniazzi (2018), no cultivo de endosperma
da principal espécie comercializada de maracujazeiro, P. edulis, também

estabeleceu protocolo para regeneracdo e obtencdo de plantas completas, através
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de andlise de citometria de fluxo comprovaram a estabilidade do nivel cromossdémico
3n, comparados com plantas de origem seminifera, os seus respectivos dipléides.
No presente estudo, foi reportada a alta responsividade do endosperma na
regeneracao pela via organogénica de plantas triploides da espécie P. foetida, além
da descricdo dos eventos estruturais envolvidos na formacdo de brotagdes
adventicias neste tipo de explante. Assim, acredita-se que o0s resultados
apresentados serdo aplicaveis para a producdo de plantas triploides no
estabelecimento de protocolo responsivo e reproduzivel de regeneracdo de espécies

de Passiflora silvestres.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Material vegetal e condi¢des de cultivo

As sementes de Passiflora foetida foram obtidas de frutos coletados na
regido meédio norte do estado de Mato Grosso, Brasil.

ApoOs a secagem ao ar livre, as sementes foram imersas em dioxido de cloro
a 1% por 5 minutos. Posteriormente, os tegumentos das sementes foram removidos
com auxilio de mini morsa (Reis et al., 2007). Sob condi¢des assépticas em camera
de fluxo laminar, as sementes foram desinfestadas em imersdo em alcool 70% (v/v),
por 3 minutos, seguido pela imersdo em hipoclorito de sédio a 2,5% (v/v) durante 30
minutos e com o acréscimo de 3 gotas de Tween-20°. Em seguida, foram
submetidas a quatro enxdgues em agua destilada e autoclavada. As sementes
foram mantidas em overninght em agua destilada e autoclavada para facilitar a
remocdo dos endospermas. Os embrides zigéticos foram retirados e o0s
endospermas isolados.

Os endospermas isolados foram cultivados em placas de Petri de
poliestireno 90 x 15 mm contendo 30 mL do meio de indu¢cdo composto por sais
basicos de meio MS (Murashige e Skoog, 1962) (Acumedia®, MI), mio inositol
0,01% (p/v), sacarose 3% (p/v) e 0,8% de agar (p/v) como agente gelificante,
acrescido de diferentes concentracdes de reguladores de crescimento citocinicos:
Benziladenina (BA) 2,21; 3,32; 4,43; 6,65 e 8,87 uM; Tiadizuron (TDZ) 2,27; 3,48;
4,54; 6,81 e 9,08 uM e Cinetina (CIN) 2,32; 3,40; 4,64; 6,97; 9,29 uM e como

controle na auséncia dos reguladores de crescimento.
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O pH foi ajustado em £ 5,7 e 0 meio de cultura foi autoclavado durante 15
minutos a 121 °C a uma pressao de 1,1 atm. Os explantes foram cultivados em sala
de cultivo com fotoperiodo de 16 horas e 36 umol m-?s de irradiancia providas de
lampadas fluorescentes (Luz do Dia Especial, 20 W, Osram, Brasil), e temperatura
de 26 + 2 °C durante 60 dias.

2.2 Caracterizacao estrutural e mobilizacdo de compostos de reserva

Endospermas de P. foetida cultivados em meio de inducdo da organogénese
foram coletados aos 0, 3, 10 15 e 20 dias de cultivo para a caracterizagéo estrutural
no decorrer do desenvolvimento das brotacdes adventicias e para as analises
histoquimicas. Os explantes foram coletados e fixados na solucdo de
paraformaldeido (4% p/v) e pH 7,0. Apés a fixacdo, as amostras foram desidratadas
através de uma série de etanol graduada e incorporada em resina acrilica
(HistoResin, Leica®, Wehrheim, Alemanha). Secg¢bes longitudinais de 5 um de
espessura, foram obtidas usando um micrétomo rotativo motorizado (Leica®, RM
2235) e corados com azul de toluidina (O'Brien et al., 1981).

Testes histoquimicos foram realizados com Xylidine Ponceau XP (Vidal,
1970) para a detecc¢do de proteinas totais e Lugol (Johansen, 1940) para a detec¢éo
de granulos de amido. As imagens foram capturadas sob um microscopio de luz
(Leica®, DM750) equipado com uma camera digital (Leica®, ICC50 HD).

2.3 Conversao das plantas e aclimatizagcao

Apbs 90 dias de cultivo em meio de inducdo, os brotos regenerados foram
transferidos para frascos de cultura contendo meio MSY% na metade das
concentracfes de sais basicos, mio-inositol (0,01% p/v), sacarose (3% p/v) e agar
(0,8% plv). As culturas foram mantidas sob luminosidade, temperatura e condigbes
de crescimento anteriormente descritas.

ApoOs o0 enraizamento, mudas de aproximadamente 7 cm de comprimento
foram removidas dos frascos de cultura, lavadas para a retirada do excesso de meio
de cultura e depois transferidas para copos de plasticos de 300 mL, contendo
substrato comercial (Plantmax®, Tropstrato, Brasil). As plantas foram aclimatizadas

sob condi¢Bes de laboratério por 15 dias e, em seguida foram transferidas para casa
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de vegetacdo. ApOs sete dias, as plantas sobreviventes foram consideradas

aclimatizadas.

2.4 Determinacdo do contetdo de DNA

Para determinar o contetdo de DNA através da citometria de fluxo, amostras
dos explantes endospérmicos, plantas germinadas in vitro pela via seminifera como
controle, plantas de origem a partir do endosperma de P. foetida e como padrao a
espécie Pisum sativum L. cv. “Citrad” foram analisadas. Fragmentos foliares de
aproximadamente 25 mg de trés plantas de cada amostra foram maceradas em
cadinho contendo 1 mL de tampédo LBOl gelado, usando lamina de bisturi para
liberacdo dos nucleos na suspensédo (Dolezel et al. 1989). As amostras foram
maceradas juntamente com o padrdo interno Pisum sativum, 2C DNA = 9,09 pg
(Dolezel et al. 2007).

Os nucleos foram filtrados em membrana de nylon com mesh de 50 um e
corados usando 30 pL de uma solucdo de iodeto de propideo (PI, Sigma, USA)
preparado 1 mg mL* em cada amostra. As andlises foram realizadas no citbmetro
de fluxo FACSCantoll™ (Becton, Dickinson and Company, USA). Os histogramas e
as avaliagOes estatisticas foram obtidos utilizando o software Flowing, versdo 2.5.1.
O contetdo 2C de DNA em picogramas (pg) foi estimado de acordo com a seguinte
formula:

Sample (2C DNA)

G1 peak channel of sample x 9.09 (P. sativum DNA content)
G1 peak channel of P. sativum

De acordo com Dolezel et al. (1997), a acuracia das medicdes foi
assegurada quando os coeficientes de variagcdo apresentaram valores inferiores a
5%.

2.5 Delineamento experimental

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado (DIC), contendo
16 tratamentos entre as diferentes concentragdes de BA, TDZ, CIN e o controle, com
3 repeticdes e 10 explantes por repeticdo. As caracteristicas avaliadas foram a

porcentagem de explantes com resposta, numero de brotacdes por explante aos 30
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e 60 dias de cultivo e o numero de plantas regeneradas por explante aos 90 dias de
cultivo in vitro.

Os dados foram submetidos a anélise de variancia (ANOVA), e a diferenca
entre as meédias dos tratamentos foram comparadas pelo teste de Scott Knott a
(p < 0.05) de probabilidade utilizando o software Sisvar®, Versdo 5.6 (Ferreira,
2011).

3. RESULTADOS

3.1 As citocininas (BA, TDZ, CIN) induzem a formacé&o de brotagfes adventicias
em explantes endospérmicos de P. foetida

Aos 10 dias de cultivo in vitro observou-se o inicio do desenvolvimento de
pequenas estruturas potencialmente organogénicas de coloracdo verde escuro
(Figura 1B). Ja aos 20 dias de cultivo in vitro essas estruturas diferenciaram-se em
brotacdes adventicias em desenvolvimento distribuidas por todo o explante (Figura
1C). Aos 30 dias de cultivo ocorreu proliferacdo das gemas adventicias e o
desenvolvimento dos primérdios foliares (Figura 1D). Aos 60 dias intensa
proliferagdo das multibrotagdes foram observadas (Figura 1E).

A maior taxa de explantes com resposta foi de 27% observada na
concentracdo de 6,81 uM de TDZ, diferindo significativamente dos demais
tratamentos. No entanto, a maior média de brotaces foi observada no tratamento
suplementado com 9,08 uM com 40,0 e 68,2 brotos por explante aos 30 e 60 dias de
cultivo in vitro, respectivamente, diferindo significativamente dos demais tratamentos,
como descrito na Tabela 1.

Os tratamentos suplementados com BA apresentaram respostas
morfogénicas em todas as concentragdes utilizadas, sendo a concentracao de 6,35
UM a que induziu o desenvolvimento de maior niumero médio de brotacdes aos 30
dias de cultivo com 12 brotos por explante, diferindo significativamente dos demais
tratamentos. Ja aos 60 dias a maior média foi de 19 brotos por explante no
tratamento suplementado com 8,87 uM, nédo diferindo significativamente do
tratamento suplementado com 6,97 uM de CIN com 19,5 brotos. Os tratamentos
suplementados com baixas concentracdes de CIN ndo apresentaram respostas

morfogénicas, conforme observado na (Tabela 1).
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Figural: Sistema de regeneracdo na producdo de plantas in vitro a partir da organogénese
utilizando-se do endosperma como fonte de explante em Passiflora foetida. (A) Fonte de explante
(endosperma); (B) Formacdo de estruturas organogénicas aos 10 dias de cultivo in vitro; (C)
Explante com 20 dias de cultivo apresentando desenvolvimento de brotos em diferenciacéo (seta);
(D) Multibrotacdes aos 30 dias de cultivo; (E) Alta responsividade no desenvolvimento de brotagbes
adventicias aos 60 dias de cultivo; (F) Plantulas regeneradas e cultivadas em meio de MSY%..

As brotacBes adventicias isoladas e transferidas para MSY2 na auséncia de
reguladores de crescimento apos 30 dias de cultivo in vitro, apresentaram

desenvolvimento normal e conversédo em plantulas completas, conforme a Figura 1F.
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Tabela 1: Avaliacdo da regeneracdo in vitro pela via organogénica a partir de
endospermas como fonte de explante em Passiflora foetida.

(%) Explantes No. médio de brotagbes  No. médio
com adventicias por explante de plantas
respostas regeneradas
morfogénicas por explante
Dias
Tratamentos UM 30 &0 30 50 9
Controle 0,0 0,0c 0,0c 0,0i 0,0 0,0e
2,21 17,0b 17,0b 7,8 +0,8f 12,4+05g 5,0+0,8d
3,32 10,0b 13,0b 9,0+0,0e 12,0+0,8g 8,0%+1,4c
BA 4,43 10,0b 13,0b 10,3+0,5d 17,7+0,9e 10,0+1,1b
6,35 7,0c 7,0c 12,0+0,0c 155+0,7f 0,0e
8,87 7,0c 70c 105+0,7d 19,0+14d 6,6+1,0c
2,27 10,0b 17,0b 21,3+05b 36,6+1,1b 4,6 +0,5d
3,48 0,0c 7,0c 0,0i 55+0,7i 0,0e
TDZ 4,54 10,0b 170b 60+10g 286+15c 7,6%1,1d
6,81 27,0a 27,0a 125+1,4c 17,6+05e 10,3+0,5b
9,08 13,0b 13,0b 40,0+0,8a 68,2+2,0a 12,0+0,8a
2,32 0,0c 0,0c 0,0i 0,0j 0,0e
3,40 0,0c 0,0c 0,0i 0,0j 0,0e
CIN 4,64 0,0c 7,0c 0,0i 80+14h 7,0+1,4c
6,97 7,0c 70c 105+0,7d 195+0,7d 6,5+0,7c
9.29 7,0c 7,0c 2,0 £0,0h 6,5+ 0,7i 0,0e
C. V. (%) 48,1 54,9 13,5 53 14,4

Médias seguidas das mesmas letras nas colunas, ndo diferem estatisticamente pelo teste Skott-Knott

ao nivel de 5 % de probabilidade de erro (p < 0.05).
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Figura 2: Plantas cultivadas em casa de vegetacao de origem seminifera e regeneradas a partir do
endosperma de P. foetida. (A) Planta completa de P. foetida regenerada a partir de endosperma
apo6s 90 dias de cultivo in vitro; (B) Planta apos 20 dias de aclimatizacéo; (C) Planta adulta de P.
foetida apds 90 dias de cultivo em casa de vegetagdo; Estruturas vegetativas das plantas apds 120
dias de cultivo (D, E, F, G, H, e I); (D) Folha do terceiro né de planta regenerada pela via
seminifera;; (E) Folha do terceiro n6 de planta regenerada a partir de endosperma; (F) Flor da
planta germinada a partir de semente; (G) Flor da planta de origem a partir do endosperma; (H)
Fruto da planta germinada com a presenca de bractea em tamanho reduzido e a presenca de
tricomas glandulares; (I) Bracteas maiores e a presenca de numerosos tricomas glandulares em
plantas de origem a partir do endosperma,; (J) Fruto da planta regenerada a partir do endosperma,
apresentando auséncia de semente.

Para a variavel plantas regeneradas, a maior média foi de 12 plantas por
explante, observada no tratamento suplementado com 9,08 uM L* de TDZ, diferindo
significativamente dos demais tratamentos. Nos tratamentos suplementados com
BA, a maior média de plantas regeneradas foi de 10,3 plantas na concentracdo de
6,81 uM L ndo diferindo significativamente de 4,43 uM L' de TDZ, com média 10,0
plantas por explante.

Nos tratamentos com CIN, apenas as concentracdes de 4,64 e 6,97 uM L*
apresentaram desenvolvimento de plantas com média de 7,0 e 6,5 plantas por
explante respectivamente, ndo diferindo significativamente (Tabela 1).

As plantas completas regeneradas a partir de endosperma (Figura 2A), apés
15 dias de aclimatizaccdo em condi¢des de laboratorio, foram cultivadas em casa de

vegetacdao (Figura 2B, C) e ap6s 15 dias consideradas aclimatizadas.

3.2 Aspectos estruturais

Tecidos endospérmicos cultivados em 9,08 uM de TDZ foram submetidos a
analise anatdmica a fim de compreender a origem e o desenvolvimento das
brotacdes adventicias (Fig. 3).

Como fonte de explante o endosperma apresenta células uniformemente
organizadas (Figura 3A), paredes finas (Figura 3B) e citoplasma denso com
distribuicdo abundante de compostos de reserva (Figura 3C). Aos trés dias de cultivo
in vitro, ja pode-se observar o intumescimento do explante e a proliferacéo celular
(Figura 3D). Neste estagio de desenvolvimento, os nucleos celulares sdo volumosos
e 0s nucléolos evidentes (Figura 3E).

As divisbes celulares iniciaram-se na regido interna do explante (Figura 3F),
com divisdes anticlinais e periclinais (Figura 3G). Com a intensificacdo das divisdes

celulares, foram formadas protuberéancias apresentando células mais compactadas
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na regido do tecido parenquimético e naquelas mais periféricas ao explante. O
aglomerado celular de aspecto compacto € denominados de meristemoéides,
distribuidos na regido interna do explante inicial (Figura 3H). Os meristemoides
apresentam clusters de células meristematicas em constante divisdo mitética (Figura
3l), suas células sdo de formato pequeno e isodiamétricas, nucleo proeminente e
nucléolos maiores (Figura 3J).

Aos 20 dias de cultivo in vitro, os meristemoides diferenciaram-se em gemas
adventicias, apresentando a formacdo do procambio conectado ao tecido do
explante com a presenca dos primordios foliares e o domo apical evidentes (Figura
3K). A caracterizagdo estrutural confirma o desenvolvimento direto de brotagdes

adventicias de origem a partir do tecido endospérmico de Passiflora foetida.

1 7 ~ 200
Figura 3: Caracterizagdo estrutural do desenvolvimento de brotagBes adventicias a partir de
endosperma de P. foetida em meio de MS suplementado com 9,08 uM L de TDZ. (A, B) Células
organizadas com paredes finas no explante inicial; (C) Células apresentando nucléolos proeminentes;
(D) Proliferacao celular; (E) Presenca de vacuolo no citoplasma; (F) Inicio das divises celulares na
regido adaxial do explante; (G) Divisdes celulares no plano periclinal (seta); (H) Formacdo dos
meristemoides (setas) apos 15 dias de cultivo; (I) Meristemoide com células em constante divisédo
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mitotica; (J) Meristeméides apresentando células isodiamétricas com nucleo evidente; (K)
Diferenciacéo dos meristemoides em gemas adventicias apds 20 dias de cultivo in vitro.

3.3 ldentificacdo e mobilizacdo de compostos de reserva

Testes histoquimicos evidenciaram a presenca de compostos de reserva nas
células protodérmicas no tecido endospérmico de P. foetida. A reacdo positiva de
Xylidine Pounceau (XP) evidenciou a presenca de corpos protéicos de formato
arredondado e pouca variacdo de tamanho, abundantemente distribuidos nas
células do tecido endospérmico (Figura 4A). Apos 3 dias de cultivo in vitro foi
possivel observar a reducdo do nimero de corpos proteicos, entretanto, nota-se o
aumento no tamanho dos corpos (Figura 4B).

Os corpos proteicos apresentaram reducdo gradual durante o processo de
desenvolvimento das brotacfes adventicias (Figura 4C), com alguns corpos na
regido periférica do explante aos 15 dias de cultivo, onde as células ja se
encontravam em diferenciacdo e formacdo dos meristemdides, o que demostram a
utilizacao desse composto de reserva durante a proliferacdo celular (Figura 4D).

Graos de amido ndo foram identificados nos estagios iniciais do
desenvolvimento das brotagBes adventicias a partir dos endospermas (Figura 4 E,
F). A identificacdo de amido ocorreu no sétimo dia de cultivo, no entanto, os graos
nao estavam distribuidos uniformemente em todas as células. Apds 15 dias de
cultivo observou-se a reducdo dos grdos de amido, permanecendo em algumas
células do tecido parenquimatico que ndo persistiram envolvidas no processo de

desenvolvimento das brotacfes adventicias.
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acrescido de 9,08 uM Lt de TDZ durante a organogénese in vitro. (A, B) Reacao positiva de XP,
apresentando a abundancia de corpos proteicos nas células parenquimaticas do endosperma;
(C) Corpos proteicos apresentando gradual reducéo; (D) Formacao do meristemdide e redugdo
dos corpos proteicos; (E, F) Auxéncia de grdo de amido nos estagios iniciais; (G) Grdos de
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amido em explantes com sete dias de cultivo; (H) Presenca de grdo de amido em células nao
envolvidas na morfogénese in vitro.

3.4 Estabilidade genética no contetdo de DNA de plantas regeneradas a partir
de tecido endospérmico

As analises de citometria de fluxo do conteddo de DNA nuclear confirmaram
a triploidia das plantas regeneradas a partir do tecido endospérmico. Os histogramas
apresentam a quantidade do conteddo DNA nuclear de 1,85 pg para o explante
endospermérmico utilizado como fonte de explante para a regeneracao in vitro de
plantas de Passiflora foetida e o padrdo interno da espécie Pisum sativum com
conteudo de DNA de 9,09 pg (Figura 5A).

O histograma (Figura 5B) determina o conteido de DNA nuclear de plantas
controles de P. foetida germinadas in vitro via seminifera, apresentando conteudo de
DNA de 1,18 pg. No segundo pico do histograma observa-se que as plantas
regeneradas a partir do tecido endospérmico permanecem com o conteudo de DNA
nuclear de 1,85 pg, confirmando a estabilidade genética das plantas (3n) de acordo
com o tecido de origem, ou seja, 0 endosperma, e no terceiro pico P. sativum como
padrdo interno. Na Figura 5C evidencia-se o contetdo de DNA de plantas (3n) em
comparacao com o padrao interno.

1A B

P. foetida (1.85 pg) 1 P. foetida (1.18 pg)
Explante 1 (2n)

P. foetida (1.85 pg)
(3m

Events
Events

P. sativum (9.09 pg)
Planta padrao

P. sativum (9.09 pg)
Planta padrao

Pl Fluorescence Pl Fluorescence

iC
i P. foetida (1.85 pg)
(3n)

Events
L

P. sativum (9.09 pg)
(Planta padréo)

Pl Fluorescence
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Figura 5: Estimativa do nivel de ploidia de plantas de P. foetida, por meio da analise de DNA nuclear
em citometrida de fluxo. (A) Histogramas que comparam o DNA nuclear do explante de endosperma
de P. foetida e da planta padrdo de P. sativum. (B) DNA nuclear da planta germinada por semente,
das plantas regeneradas a partir de endosperma e da planta padrdo. (C) Histogramas com o
contetido de DNA nuclear das plantas regeneradas de endosperma e da planta padrao.

Os coeficientes de variagdo nas analises das amostras obtidos foram de
4,28% para a fonte de explante o tecido endospérmico, ja para as plantas de origem
seminifera foi de 3,90%, plantas regeneradas do endosperma e P. sativum foi de
3,44%. A Tabela 2 demonstra os picos dos histogramas, os valores obtidos nos
conteados de DNA e o coeficiente de variagdo das amostras analisadas por

citometria de fluxo.

Tabela 2: Nivel de ploidia por meio de analise de DNA nuclear em amostras de P.
foetida

Picos Amostras Conteudo de DNA  Coeficiente
(p9) de variacéao
1 Endosperma 1,85 4,28%.
Planta de origem seminifera 1,18 3,90%
3 Planta regenerada do 1,85 3,44%
endosperma
4 Planta padréo P. sativum 9,09 3,44%

4. DISCUSSAO

Neste trabalho foi registrada a regeneracdo de plantas a partir de
endosperma de P. foetida, com um alto potencial regenerativo, dependendendo do
tipo e das concentracoes das citocininas utilizadas.

A regeneracao in vitro a partir de endosperma de sementes de P. foetida foi
relatada por Mohamed et al. (1996). Os autores observaram o desenvolvimento das
brotacdes pela via organogénica direta com media de 1,9 brotos por explante em
meio suplementado com 2 uM L* BA e 5 uM L* ANA. No presente, estudo a menor
concentracédo de BA utilizada foi 2,21 pM apresentado taxas bem mais expressivas
de 7,8 e 12,4 brotagcbes por explante. Ja em concentragcbes maiores, 0 BA

apresentou maior numero medio de brotacbes adventicias com 12,0 brotos por
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explante na concentracdo de 6,35 UM L* aos 30 dias de cultivo e nUmero médio de
19,0 brotos na concentracdo de 8,87 uM L* aos 60 dias de cultivo in vitro.

No cultivo in vitro de endosperma de sementes de Passiflora cristalina, Faria
et al. (2018), relataram o alto potencial organogénico do endosperma, com média de
193 brotos observados em meio suplementado com 8,87 uM L* BA. No presente
estudo, o maior numero médio de brotacdes adventicias obtidas em explantes
endospérmicos de P. foetida foi observada quando cultivados na concentracdo de
9,08 uM L TDZ com médias de 40,0 brotacbes por explante aos 30 dias de cultivo
in vitro e 68,2 aos 60 dias, demonstrando alta responsividade do endosperma como
fonte de explante para a producéo de brotacdes adventicias em P. foetida. .

A eficiéncia da citocinina TDZ, foi relatada em outros estudos de
regeneracdo in vitro a partir de endosperma nas espécies m Actinidia deliciosa
(Goralski et al., 2005; Popielarska et al., 2006), Carica papaya (Sun et al., 2011) e
Passiflora cristalina (Faria et al., 2018).

O TDZ é uma fenil-ureia, com resposta efetiva na morfogénese in vitro,
sendo o regulador mais utilizado na regeneracdo de explantes de cotilédones
maduros e imaturos, sementes e tecidos foliares (Huettman e Preece, 1993).
Apresenta uma grande capacidade de cumprir o papel de citocinina na formagéo de
brotacBes e de auxina na formacdo de embrides somaticos, estando envolvido em
diferentes respostas morfogenicas (Jones et al., 2007).

O PGR Cinetina também apresentou a formacédo de brotacbes adventicias
em concentragdes maiores, no entanto, as elevadas taxas de brotagdes obtidas em
meio suplementado com TDZ, demostraram que este regulador de crescimento é o
mais responsivo para esta espécie de maracujazeiro silvestre. Segundo Thomas e
Chaturverdi (2008) a adicao de reguladores de crescimento adequados no meio de
cultivo é um fator decisivo para a determinacdo e desenvolvimento de plantas
triploides a partir do endosperma.

Plantas triploides possuem um valor mais agregado para o uso comercial,
apresentando caracteristicas desejaveis que resultam em maior rendimento e maior
colheita, incluindo maior vigor, folhas mais largas, grossas e verde escuras, flores e
frutos maiores (Wang et al., 2016). No entanto, algumas desvantagens sao
observadas. Segundo Chaturvedi et al. (2003), as plantas triploides podem ser

estéreis de sementes. Entretanto, para a espécie P. foetida com o objetivo de sua

57



utilizacdo como planta ornamental e a possibilidade de clonagem através da cultura
de tecidos e/ou por estaquia, esta caracteristica somente agrega valor a espécie, a
auséncia de sementes nos frutos, tendo em vista que a espécie possui alta
propagacéao via semente.

A utilizacdo da cultura de endosperma tornou-se uma importante via para a
regeneracao de plantas tripldides, principalmente para as plantas que apresentam
problemas de crescimento in vivo (Chaturvedi et al., 2003). Varios estudos em
diferentes espécies ja foram relatados, utilizando o endosperma para a obtencao de
plantas triploides como no arroz (Bajaj et al.; 1980), Citrus sp. (Gmitter et al., 1990),
Acacia nilética (Garg et al., 1996), Azadirachta indica (Chaturvedi et al., 2003),
Actinidia deliciosa (Goralski et al., 2005), Lonicera caerulea (Miyashita et al., 2009),
Carica papaya (Sun et al., 2011) e Actinidia kolomikta (Asakura e Hoshino, 2017).

Segundo Chatuverdi et al. (2003), a producéo de plantas triploides a partir do
cultivo in vitro de tecidos endospérmicos torna-se uma importante abordagem
moderna para o melhoramento de plantas, facilitando a producdo de plantas
triploides, que in vitro sao dificeis de serem regeneradas.

Em explantes endospérmicos de P. foetida, a formacdo das brotacoes
adventicias ocorreu partir da proliferacdo de células periféricas subepidérmicas.
Células meristematicas compactadas de formato pequeno, ndcleo evidente e em
constante divisdo mitdtica, que constituem a formacdo dos meristemoides e
posteriormente o desenvolvimento das brotacées adventicias.

Faria et al. (2018), relatam em explantes de endospérmicos de P. cristalina,
a formacdo de meristemoides constituidos de pequenas protuberancias de células
meristematicas, indicam o inicio da formacdo de brotacbes adventicias e o
desenvolvimento continuo dessas estruturas. Segundo Verdeil et al. (2007), o
tamanho pequeno, citoplasma denso e a intensa divisdo celular observadas nas
células dos meristemoides sdo o marco da competéncia mersitematica.

O desenvolvimento de plantas por meio de explantes de sementes pode
estar relacionado aos componentes de reserva. Carboidratos, lipidios e proteinas,
sendo principais compostos de reserva das sementes (Tozzi e Takaki, 2011). As
proteinas estdo envolvidas na regulacédo da expansédo celular e na manutencéo de

caracteristicas biofisicas necessarias para a morfogénese in vitro (Jiménez, 2001).
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Os compostos de reserva observados no endosperma de P. foetida séo
similares as classes de compostos nos cotilédones de P. cincinnata (Tozzi e Takaki
2011; Diego et al. 2012, 2016; Silva et al. 2015). A mobilizacdo dos corpos proteicos
ficou evidente durante o desenvolvimento das gemas adventicias. Essa mobilizacéao
de corpos proteicos também foram relatadas por Rocha et al. (2012) e Silva et al.
(2015), durante o desenvolvimento de embrides somaticos a partir de embrides
zigéticos de P. edulis.

Graos de amido foram visiveis ap0s sete dias de cultivo in vitro, no entanto,
aos 15 dias observou-se amido apenas em células ndo envolvidas na morfogénese,
evidenciando a degradacdo desse composto de reserva pelas células
meristematicas. Segundo Fortes e Pais (2000), o acumulo de graos de amido pode
ser uma caracteristica das células envolvidas no processo morfogénico. Os autores
observaram o acumulo de grdos de amido em células parenquiméticas, apos cinco
dias de cultivo de explantes internodais de Humulus lupulus, observaram que a
mobilizacdo desse composto de reserva ocorreu em estruturas nodulares
caracteristicas da organogénica, anterior a conversao das brotacdes adventicias. A
degradacéo desses compostos de reserva, durante a morfogénese in vitro, confirma
a utilizacdo dos mesmos como fonte de energia durante o desenvolvimento das
brotacdes adventicias a partir do endosperma como fonte de explante inicial em P.
foetida.

A triploidia das plantas obtidas de endosperma foi confirmada a partir da
analise de citometria de fluxo. Esta técnica de citometria de fluxo caracteriza-se por
ser um método rapido e preciso para verificar a quantidade de DNA nuclear em
células vegetais (Dolezel et al., 1989), contribuindo para programas de
melhoramento que envolvam a hibridacdo interespecifica e para a selecdo de
genotipos (Souza et al., 2004).

Plantas obtidas da regeneracdo de endosperma podem apresentar
variacdes no nivel de ploidia, no entanto, ha relatos da estabilidade genética a partir
do cultivo de endosperma em Morus alba (Thomas et al., 2000) e Actinidia kolomikta
(Asakura e Hoshino, 2017). No presente estudo, o conteudo de DNA nuclear do
endosperma, utilizado como fonte de explante, foi 0 mesmo encontrado nas plantas

regeneradas, mantendo a estabilidade no nivel de ploidia por meio do sistema de
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regeneracao com alta responsividade a partir de endosperma da espécie medicinal e

ornamental P. foetida.

5. CONCLUSOES

No presente estudo estabelecemos um sistema com alta responsividade na
a regeneracao in vitro a partir de endosperma de P. foetida, uma espécie silvestre de
importancia ornamental e também medicinal. Também foram descritos processos
histoldgicos e estruturais envolvidos durante a morfogénese in vitro.

As plantas de origem seminifera de P. foetida, apresentaram aparentemente
menor vigor vegetativo, quanto ao tamanho da folha, flor e presenca de frutos e
sementes, quando comparadas as plantas regeneradas a partir do endosperma da
semente (3n). Estas caracteristicas sdo indicativos que plantas com nivel de ploidia,
em P. foetida, possam ser interessantes, tanto para a maior producdo de
fitoquimicos, quanto para fins ornamentais. Entretanto, faz-se necessario trabalhos
de avaliacdo dessas caracteristicas, o que ja estdo sendo realizados pelo grupo de
trabalho.

A regeneracao in vitro a partir de endosperma torna-se uma importante
ferramenta para o desenvolvimento rapido e producdo em larga escala de plantas
triploides, por apresentar caracteristicas mais desejaveis e de grande importancia
econdmica, principalmente em espécies que visam a ornamentacdo. Além disso,
este método auxilia no melhoramento genético de plantas, otimizando a producao de
plantas triploides por meio do uso da cultura de tecidos, possibilitandonovas

perspectivas para a obtencao de inovacgdes cultivares de Passiflora spp.
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7. CONCLUSOES GERAIS

No primeiro capitulo foi evidenciado o potencial das Passiflora spp. para
ornamentacdo, os sistemas ja relatados para a micropropagacao dessas espécies, e
a producéo de hibridos.

No segundo capitulo foi proposta uma avaliacdo do potencial do embrido
zigético como fonte de explante para a regeneracéo in vitro de cinco espécies de
Passiflora com potencial ornamental, sendo elas: P. alata, P. capparidifolia, P.
cristalina, P. foetida e P. nitida. Os reguladores de crescimento BA e TDZ foram os
mais eficazes no processo de inducéo das respostas morfogénicas.

No terceiro capitulo reportou-se a alta responsividade de explantes
endospérmicos, na presenca de TDZ, para a producdo de plantas triploides em P.
foetida. A concentracdo de 9,08 uM TDZ apresentou a maior média de brotos por
explante. Os estudos anatémicos confirmaram a formacéo de brotos adventicias na
regido periférica do endosperma. A triploidia das plantas obtidas de endosperma foi
confirmada por meio da analise de citomeria de fluxo.

O estabelecimento de sistemas de regeneracao in vitro a partir de embrides
zigoticos para as cinco espeécies de Passifora spp. e para a producédo de plantas
triploides a partir do endosperma de P. foetida, torna-se uma alternativa

biotecnoldgica para a producédo do maracujazeiro de forma rapida com plantas mais
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sadias e vigorosas, contribuindo para programas de melhoramento genético de

Passiforaspp.com potencial ornamental.
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