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INTRODUCAO

O estabelecimento in vitro de maracujazeiro é essencial quando se deseja fazer a
manutencdo de germoplasma de Passiflora, utilizando-se procedimentos biotecnolégicos.
Para tanto, devem estar disponiveis, na literatura, protocolos especificos para as diversas
espécies.

Segundo Torres et al. (2001), os aditivos orgénicos complexos podem ser
adicionados ao meio, visando melhor resposta no padrao de crescimento. A adi¢cao de agua
de coco, 2iP e ANA estimula o rapido crescimento e a progressao de culturas de calo em
eixo embrionario, segmentos caulinares e segmentos de folhas jovens clorofiladas (Ledo et
al., 2002). Segundo Hall et al. (2000), para muitas espécies, incluindo Passiflora, a agua de
coco contém substancias de crescimento essenciais para uma maior regeneragdo. Lombardi
(2003) afirma que o numero de explantes com brotos obtidos de diferentes espécies de
Passiflora foi também maior quando combinado BAP e agua de coco.

De acordo com Taiz & Zeiger (2004), a agua de coco € o liquido do endosperma de
sementes de coco que contém citocininas e outros fatores nutricionais. A zeatina, uma
citocinina de ocorréncia natural que estimula a divisdo de células vegetais maduras, foi
identificada na agua de coco. Algumas culturas possuem necessidade desse hormdnio
vegetal para o melhor desenvolvimento e produtividade no meio de cultura e, para outras,
esse componente é fator de sucesso ou insucesso no cultivo in vitro (Cardoso, 2007).

A composicédo da agua de coco e da polpa depende de fatores, como variedade da
palmeira, grau de maturagao e natureza do solo no qual o fruto cresceu (Aleixo et al., 2000).

O objetivo deste trabalho foi determinar necessidade de agua de coco para
organogénese indireta de maracujazeiro Passiflora gibertii.

MATERIAL E METODOS

Como material vegetal foram utilizadas plantas matrizes jovens de maracujazeiro
Passiflora gibertii - acesso CPAC MJ-22-01 germinadas in vivo e mantidas em sala de
crescimento, a 25+2°C de temperatura, irradiancia de fétons de 43 pmol m? s™'e fotoperiodo
de 16 horas. A idade das plantas foi de 109 dias.

Para a desinfestacdo, as folhas foram levadas para camara de fluxo laminar e
imersas em soluc¢ao de hipoclorito de sédio (NaOCI), com 0,5% de cloro ativo, acrescido de
Tween 20 (uma gota por 100 mL de hipoclorito) por 10 minutos e, posteriormente, lavadas 3
vezes em agua destilada e autoclavada.

Apos desinfestacdo, as folhas foram excisadas em didmetros de = 1 cm? e os
explantes receberam pequenos cortes por toda a superficie, com bisturi e inoculadas com a
face abaxial em contato com o meio de cultura.
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Foi testado meio MS (Murashige & Skoog, 1962) contendo metade da concentragao
de seus sais, acrescido ou ndo de agua de coco (5%), suplementado com BAP (8,88 uM),
sacarose (3%) e solidificado com agar (0,5%)

O pH dos meios foi ajustado para 5,8+1, antes da autoclavagem, a 120°C, durante 20
minutos.

Apos inoculagao, os explantes foram mantidos em sala de crescimento, no escuro, a
temperatura de 25+2°C, por 30 dias.

Para analise estatistica, os calos foram classificados nas seguintes categorias: 0 =
auséncia de calos; 1 = explantes intumescido; 2 = inicio da calogénese; 3 = 50% do explante
coberto por calos; 4 = mais que 50% do explante coberto por calos e 5 = explante totalmente
coberto por calos.

Apos trinta dias, explantes com calos foram transferidos para meio de cultura MS
contendo metade da concentracdo de seus sais, suplementado com BAP (2,22 uM),
sacarose (3%) e solidificado com agar (0,5%). Apds inoculagdo, os explantes foram
mantidos em sala de crescimento sob irradiancia de fétons de 36 pmol m? s, temperatura
de 25+2°C e fotoperiodo de 16 horas, por 30 dias. Apds esse periodo, calos organogénicos
foram transferidos para meio de cultura MSM, suplementado com sacarose (3%) e GAs
(2,89 pyM), e mantidos em sala de crescimento, nas mesmas condi¢des citadas acima, por
30 dias. O pH dos meios foi ajustado para 5,8+0,1 e os meios solidificados com agar (0,5%),
antes da autoclavagem, a 120°C, durante 20 minutos.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, constituido de 45
repeticdes por tratamento. Os resultados foram analisados no programa estatistico SAS®,
pela correlagao de Spearman, utilizando-se o teste de Kruskall-Wallis e obtendo-se o escore
médio de formacao de calos. O escore € medido em pontos.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A adicdo ou ndao de agua de coco ao meio de cultura diferiu estatisticamente na
inducdo de calos. Melhores resultados foram observados na presenga de agua de coco,
com escore de 0,72 pontos, contrastando com 0,28 pontos na auséncia de agua de coco
(Figura 1).
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FIGURA 1. Inducdo de calos em segmentos foliares de P. gibertii na presenca e na
auséncia de agua de coco em meio de cultura MS contendo metade da

concentracao de seus sais e suplementado com BAP (8,88 uM), aos 30 dias de
cultivo. UFLA, Lavras, MG, 2007.

Apos transferéncia dos calos para novo meio de cultura, calos provenientes do meio
contendo agua de coco promoveram a formag¢do de gemas (Figura 2 a, b), enquanto que
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calos provenientes de meio sem a adicdo de agua de coco ndo formaram gemas (Figura 2 c,
d).

FIGURA 2. Calos organogénicos obtidos de segmentos foliares de P. gibertii cultivados em
meio de cultura suplementado com agua de coco (a, b); calos obtidos de
segmentos foliares de P. gibertii cultivados em meio de cultura na auséncia de
agua de coco (c, d). Barra =3 mm (a, b, c, d). UFLA, Lavras, MG, 2007.

Estes resultados estdo de acordo com varios autores, que enfatizam que a adi¢cao da
agua de coco ao meio de cultura em diferentes espécies de Passiflora spp. promove a
organogénese (Dornelas & Vieira, 1994; Hall et al., 2000; Lombardi, 2003).

Kantharajah & Dodd (1990) verificaram que a adicdo de 20% de agua de coco ao
meio MS contendo 8,88 uM de BA elevou significativamente a producdo de gemas de P.
edulis var. Norfolk Island.

Al-Khayri et al. (1992) examinaram a influéncia de varias concentragdes de agua de
coco na inducdo de calos a partir de discos foliares e na regeneracdo de gemas de
espinafre (Spinacia oleracea L.). Os autores constataram que a adigédo de 15% de agua de
coco ao meio de cultura aumentou o crescimento do calo, o potencial regenerativo e o
crescimento das gemas.

De acordo com Fernando (2005), segmentos de hipocétilo de P. edulis f. flavicarpa
inoculados em meio MS contendo 5% de agua de coco apresentaram maior numero de
gemas e protuberancias. Contudo, independentemente da adigdo de agua de coco, a
organogénese in vitro foi similar, ou seja, houve formagcao de protuberancias e gemas em
ambas as condigdes de cultivo in vitro. Portanto, a adicdo de agua de coco ao meio de
cultura é vantajosa para a micropropagac¢ado, uma vez que o numero de gemas formado é
significativamente superior e morfologicamente similar, em ambos os tratamentos.

CONCLUSAO

A adi¢cdo de agua de coco ao meio de cultura é essencial, tanto para indugao de
calos como para a formagao de gemas em P. gibertii.
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