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1.INTRODUCAO

A familia Passifloraceae € constituida de 12 géneros e acha-se larga-
mente distribuida nos trépicos, incluindo mais de 580 espécies, das quais a
grande maioria pertence ao género Passiflora e habita a América Tropical,
sendo predominantemente nativa do Brasil (5, 13, 14). O género Passiflora
abriga espécies que s3o conhecidas com o nome de maracuj4, fruta que
ultimamente € de grande importincia econdmica.

Fassiflora coccinea Aubl. € encontrada na forma selvagem na Vene-
zuela, bacia Amaz6nica do Peru, Bolivia e Brasil, recebendo, neste tltimo,
o nome vulgar de "tomé-acgi”. A espécie pertence ao subgénero Distepha-
na, possuindo algumas sinonimias como P. fulgens, P. toxicaria e P.
velutina (4, 17).

Considerando a ampla variabilidade genética na familia Passifloraceae,
a regeneracdo de plantas a partir de protoplastos de outras espécies do género
Fassiflora abrird novas perspectivas de hibridacdo, especialmente naqueles
casos em que os processos sexuats sio falhos, contribuindo, dessa forma, pela
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fusdo de protoplastos, para a obtencdo de combinag¢des hibridas destinadas a
porta-enxertos ou a variedades-copa.

O presente trabalho descreve o isolamento e a regeneragao de plantas a
partir de protoplastos isolados de meséfilo de Passiflora coccinea Aubl.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Isolamento de Protoplastos

Folhas novas recém-expandidas de maracujazeiro, obtidas de plantulas
crescidas em casa de vegetacdo, com 45 a 60 dias de germinagdo e
previamente A emissdo de gavinhas, foram utilizadas como fonte de tecidos
para o i1solamento de protoplastos. O processo de desinfestagdo das mesmas
constituiu-se da imersdo, por 10 minutos, em solugio de "Domestos” (Lever
Bros, Kingston-upon-Thames, U.K.), a 5% (v/v), seguida de quatro lavagens
com 4gua destilada e autoclavada.

Apés o tratamento para desinfestacdo, as margens, bem como as
nervuras centrais das folhas, foram removidas de forma que as laminas
fohares remanescentes fossem seccionadas, transversalmente, em tiras de 1 a
2 mm, que, imediatamente, foram transferidas para placas de Petri (Sterilin,
Hownslow, U.K.) de 9,0 cm de didmetro, contendo 15 ml de meio CPW 13M
(16), composto dos sais do meio CPW e manitol a 13% (p/v). Os tecidos
foram mantidos em pré-plasmélise, durante 60 minutos, e, em seguida,
descartado o meio CPW 13M, sendo entdo adicionados 15 ml de mistura
enzimética, a saber: ENZ 1, constituida de Celulase R-10 (Yakult Honsha Co.
R10 Ltd., Japan), a 1,0% (p/v); Macerozyme R-10 (Yakult Honsha Co. Ltd.,
Japan), a 0,2% (p/v); Driselase (Kyowa Hakko Kogyo Co., Japan), a 0,1%
(p/v); ENZ 2, composta de Celulisina (Calbiochem., USA), a 2,0% (p/v); e
Hemicelulase (Sigma Chemical Co., USA), a 2,0% (p/v); e Pectoliase Y-23
(Seishim Pharmaceutical Co. Ltd., Japan), a 0,2% (p/v); ENZ 3, composta de
Celulisina, a 1,0% (p/v); Hemicelulase, a 2,0% (p/v); Pectoliase Y-23, a 0,2%
(p/v); e Driselase, a 0,1% (p/v).

Todas as misturas de enzimas foram acrescidas de 5,0 mM de tampio
MES (Sigma Chemical Co., USA), PVP-10 (Sigma Chemical Co., USA), a
1% (p/v)., e Cefotaxima (Claforan, Roussel Lab., Uxbridge, UK., a
250 mgl'. As misturas enziméticas foram preparadas pela diluicao com o
meio CPW 13M, sendo o pH corrigido para 5,6; a esterilizacdo deu-se por
filtro-esterilizagio e aliquotas de 15 ml foram armazenadas a -20°C. A
digestdo enzimitica dos tecidos deu-se com a incubacdo durante 12 a 14
horas, no escuro, sob agitacdo orbital de 40 rpm e 2 temperatura de 26 + 2°C.
Apos a fase de incubagdo, os tecidos em suspensdo foram passados através de



VOL.XLIEN"243,1995 463

uma peneira plastica e estéril, com malha de ndilon de 64 pum, disposta sobre
uma placa de Petr1i de 9,0 cm, sendo o filtrado coletado, por pipetagem,
utilizando pipetas Pasteur e transferido para tubos de centrifuga de 16 ml de
capacidade. Em seguida, os tubos foram centrifugados a 800 rpm , durante
cinco minutos, por trés vezes consecutivas, sendo o sobrenadante descartado
apéds cada etapa e o precipitado ressuspendido em, aproximadamente, 15 ml
de meio CPW 13M. Apés a terceira etapa de centrifugagdo, avaliaram-se a
viabilidade e o rendimento dos protoplastos isolados. A viabilidade dos
protoplastos foi determinada pela utilizacdo de uma solugdo-estoque de
diacetato de fluoresceina (Sigma Chemical Co., USA), de 5,0 mgl’, em
acetona, segundo descrito por Larkin (9).

2.2. Cultivo de Protoplastos e Regeneragao de Plantas

A densidade de plaqueamento de protoplastos utilizada foi de 1,5 x 10°
protoplastos.ml”, em meio KM8p (8). Os métodos de cultivo empregados
foram gotas ou camadas de agarose “SeaPlaque” (FMC, Rockland, USA), a
0,6% (p/v), sendo os protoplastos cultivados em placas de Petri (Sterilin,
Hownslow, U.K.) de 5,5 cm, em auséncia de luz, e 4 temperatura de 26 + 2°C,
durante 28 a 30 dias, até que as microcoldnias atingissem a fase de calos de 1
a 2 mm de didmetro. Foi adotada a reducéo da pressio osmética do meio
mediante a substitui¢do, a intervalos de 5 dias, do meio KM8p pelo KMS8 (7),
as razoes de volumes KM8p:KM8 (ml) de 3:1, 2:1, 1:1, 1:2 e 0:1, segundo
adotado por DORNELAS e VIEIRA (/), dUTRA VAZ (2), dUTRA VAZ et
alii (3), GILMOUR et alii (6) e MANDERS (10).

Na fase de enverdecimento, no final de 28 a 30 dias de cultivo,
pequenos calos (2 a 3 mm) foram transferidos para o meio MS (I1),
suplementado por 2,5 rngl de ANA; 0,25 ou 0,50 mgl de BAP; 0,2 mg.l”
de tlamma HCI; 1,0 mgl”’ de piridoxina; 1,0 mgl de 4cido nicotinico; 50
mg.]" de cisteina; 50 mg.1” de glutamina; 0,5 mg.l" de biotina; 0,5 mg.l" de
acido félico; 3% (p/v) de sacarose; e solidificado pela adigdo de dgar a 0,7%
(p/v).

Nessa fase, as culturas foram transferidas para a condigdo de luz, sob
intensidade luminosa de 1,5 W.m™ (luz fluorescente branca-fria), fotoperiodo
continuo e temperatura de 27 + 2°C, permanecendo nessa condi¢do durante
25 a 30 dias.

Na fase de regeneracio, os calos desenvolvidos e enverdecidos foram
recultivados pela alternincia, a cada 30 dias, entre o meio basico de MS (1)
suplementado com 0,001 mg.I" de ANA e 1,0 mg.I"' de BAP e o meio bisico

de MS suplementado com 1,0 mg.I’ ! de zeatina (MSZ-7), ambos adicionados
de sacarose a 3% (p/v), e solidificados pela adigio de 4gar (Sigma Chem. Co.,
USA) a 0,7% (p/v). Uma vez regenerados, os ramos de 0,50 a 0,60 cm de
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comprimento foram destacados do calo original e cultivados, dessa vez, pela
alternancia dos meios MSZ-7 ¢ MS com auséncia de reguladores de
crescimento, a cada 25 dias, até que atingissem de 5,0 a 6,0 cm de altura.
Nessa fase, as culturas forami mantidas sob intensidade luminosa de
1,5 W.m2, fotoperiodo de 16 horas e temperatura de 27 + 2 °C.

O enraizamento dos ramos deu-se pela transferéncia desses para o me1o
MS na consisténcia semi-sélida pela adi¢ao de "Phytagel” (Sigma Chem. Co.,
USA) a 0,2% (p/v), e suplementado com 2% (p/v) de sacarose, metade da
concentracio de sais e 1,0 mg.1" de AIB. Os ramos permaneceram nesse meio
durante 12 dias, quando entio foram transferidos para a fase final de
alongamento das raizes, em meio de composi¢do similar ao anterior, porém
na auséncia de reguladores de crescimento. As condi¢des de ambiente foram
semelhantes as descritas na fase de regeneragdo. Os regenerantes enraizados
foram transferidos para a casa de vegetagio para a aclimatagao.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Considerando as mesmas. condi¢des de incubacao, o mesmo volume da
mistura enzimitica ¢ a mesma massa de tecido digerido, as misturas
enzimiticas ENZ 2 e ENZ 3 proporcionaram resultados superiores em termos
de viabilidade e rendimento de protoplastos, respectivamente (Quadro 1). No
entanto, para a ENZ 3 foi obtida, no final do processo de purificagio,
suspensdo de protoplastos de qualidade superior em termos de pureza, em
funcio de efetiva digestio das paredes celulares, com reduzida quantidade de
restos celulares em suspensao. Foi observado que os protoplastos isolados a

partir da utilizagdo da ENZ 3 tiveram elevado desempenho em cultivo
(Quadro 1).

A mistura enzimitica ENZ 1 proporcionou baixo rendimento e
viabilidade dos protoplastos, em virtude da ineficiéncia dessa combinagao de
enzimas na digestdo dos tecidos mesofilicos de P. coccinea. Essa mistura,
originalmente descrita por OCHATT et alii (12), fo1 utilizada, com sucesso,
no i1solamento de protoplastos de mesoéfilo de P. edulis f. flavicarpa (3), P.
incarnata, P. suberosa, P. seemannii e P. serrulatus X P. maliformis (15).
Todavia, MANDERS (/0) e dUTRA VAZ (2) obtiveram baixa producao de
protoplastos isolados de meséfilo de P. coccinea, quando a mistura
enzimdtica, ENZ 1, foi usada na digestio dos tecidos. Dadas as caracteristicas
das folhas dessa espécie, coridceas e pilosas, fo1 verificada a necessidade de
inclusio de Hemicelulase na mistura. Pela utilizagao da mistura ENZ 2, os
mesmos autores obtiveram rendimento de 6,2 x 10° protoplastos/grama de
tecido e viabilidade em torno de 88%. No entanto, apenas as primeiras
divisOes foram observadas, e o estadio de calos nao foi atingido com sucesso.
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QUADRO 1 - Médias do rendimento ¢ viabilidade de protoplastos
derivados de meséfilo de P. coccinea, considerando

trés misturas enzimaticas (ENZ 1, ENZ 2 e ENZ 3)
em dois 1solamentos

Misturas Isolamento | Isolamento 11
enziméticas

Rendimento* Viabilidade™  Rendimento’  Viabilidade™

(%) (%)
ENZ 1 24+09 51,1 £ 3,2 1,8+ 0,6 45,1 £ 0.9
ENZ 2 6,3+0,8 843103 8,122 83,5+4.38
ENZ3 79+1,3 810+£154 99x18 81,5+ 1,7

"X 10° protoplastos/grama de matéria fresca. Média de cinco
repeti¢coes.
"Média de 10 repeticdes.

No presente trabalho, a mistura originalmente utilizada por dUTRA
VAZ (2), dUTRA VAZ et alii (3) e MANDERS (10), ENZ 2, foi alterada
pela reducdo, a metade, da concentracio de Celulisina e inclusdo de
Driselase, permitindo, assim, com a utilizacdo dessa combinagio,

completar o processo de regeneracdo de plantas a partir de protoplastos
isolados de meséfilo de P. coccinea.

No isolamento de protoplastos de P. edulis f. flavicarpa, P.
amethystina e P. cincinnata, a partir de folhas cotiledonares de plantas
germinadas in vitro foram utilizadas apenas as enzimas Macerozyme R10 e
Celulase R10 nas concentracdes de 2,0% (p/v) e 0,2 ou 0,4% (p/v),
respectivamente (/). A escolha dessa combinagdo de enzimas pode ser
justificada pela fonte de tecidos utilizada no isolamento de protoplastos,
uma vez que a condigdo de ambiente in vitro contribul para menor
espessamento, por deposicdo secundiria de substincias, das paredes
celulares, comparativamente a tecidos provenientes de plantas
desenvolvidas em condi¢Oes de casa de vegetagao.

A eficiéncia inicial de plaqueamento (EIP), nesse sistema, fo1 avaliada
aos 10 dias, e as primeiras divisdes s6 foram detectadas ao fim do oitavo
dia de cultivo, no entanto prontamente seguidas por segundas e terceiras

divisGes mitéticas. O estddio de macrocolOnias (calos de 1 a 2 mm) foi

atingido ao fim de 35 a 40 dias. Em resultados obtidos para outras espécies
do género, verificou-se que os tratamentos que envolveram o cultivo dos
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protoplastos em gotas de agarose proporcionaram resultados superiores
tanto para a EIP quanto para a eficiéncia final de plaqueamento (EFP) (1, 3,
10, 15). Entretanto, em P. coccinea, nd3o foi observada diferenca
significativa entre as médias para EIP, porém houve para os valores de EFP
(Quadro 2).

QUADRO 2 - Valores médios, em percentagem, das eficiéncias
inicial e final de plaqueamento de protoplastos de
meséfilo de P. coccinea, em funcao de diferentes

métodos de cultivo
Método Eficiéncia de plaqueamento (%)
Inicial Final
Gotas de agarose 32,88a 0,32 a
Camada de agarose - 28,51 a 0,25 b

Médias seguidas pela mesma letra, na coluna, nio diferem
estatisticamente entre si, a 5% de probabilidade, pelo teste F.

Na fase de enverdecimento foi obtida elevada fregiiéncia de calos
verdes, ao fim de 25 a 30 dias. Tal resultado acha-se em conformidade com
as elevadas freqiiéncias obtidas por outros autores para vénas espécies do
género Passiflora (1, 2, 3, 10, 15).

Na fase de regeneragdo, foi obtida a freqiiéncia regenerativa de ramos
de 25 + 15%, o que implica a necessidade de mais estudos visando a
otimizagdo da fase de regeneracio de plantas para essa espécie.
DORNELAS e VIEIRA (I), cultivando calos derivados de protoplastos
1solados de cotilédones de plantas de P. edulis f. flavicarpa, P. amethystina
e P. cincinnata, obtiveram freqii€ncias de organogénese de ramos de 48, 75
e 93%, respectivamente, em meio MS suplementado com 2,0 mg.1" de BAP
e 10% (v/v) de 4gua de coco. Entretanto, no presente trabalho foi observado
que a alternancia de recultivo dos calos, a cada 30 dias, entre os meios MS
suplementado com 1,0 mg. 11 de BAP e 0,001 mgl' de ANA e MS
suplementado com 1,0 mg.l" de zeatina, aumentou a freqiiéncia de calos
compactos e nodulares, potencialmente organogénicos.

4. RESUMO

Folhas novas, recém-expandidas, de plantas de Passiflora coccinea
Aubl,, obtidas a partir da germinagio de sementes e anteriores a emissdo das
gavinhas, foram utilizadas como fonte de explantes para o isolamento de
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protoplastos. O rendimento e a viabilidade dos protoplastos variaram em
funcdo da mistura enzimética empregada na digestio dos tecidos. Foi
observada baixa freqii€éncia de organogénese (25 + 15%) de ramos em calos
derivados de protoplastos. Regenerantes foram obtidos, ao final de 90 dias,
pelo cultivo dos calos em alternincia, a cada 30 dias, entre os meios MS
suplementado com 0,001 mgl' de ANA e 1,0 mgl1 BAP e MS
suplementado com 1,0 mg.1"' de zeatina, ambos adicionados de sacarose a 3%
(p/v) e agar a 0,7% (p/v). Os ramos regenerados foram alongados pela
alternancia, a cada 25 dias, entre os meios MS suplementado com 1,0 mg.I"
de zeatina ¢ MS na auséncia de reguladores de crescimento. O enraizamento
dos ramos deu-se pela transferéncia dos ramos alongados para o meio MS
suplementado com sacarose a 2% (p/v), metade da concentracdo dos sais e
1,0 mgl' de AIB. Os ramos permaneceram nesse meio durante 12 dias,
quando foram transferidos para a fase final de alongamento das raizes em
meio de composicdo similar, porém na auséncia de reguladores de
crescimento.

5. SUMMARY

(PLANT REGENERATION FROM LEAF MESOPHYLL-DERIVED
PROTOPLASTS OF Passiflora coccinea Aubl.)

Newly expanded leaves of glasshouse-grown seedlings of Passiflora
coccinea Aubl., prior to the development of tendrils were used as source of
mesophyll protoplasts. Protoplast yield and viability were variable according
to the enzyme mixture used. Following culture, protoplasts reached callus
stage. A low regeneration frequency (25 + 15%) was observed in protoplast -
derived calli. Plants were regenerated from dark-green compact callus,
derived from MSG medium, after three subcultures, every 30 days, on MS
medium supplemented with 1.0 mgl BAP, 0.001 mg.1" NAA, and MS
medium supplemented with 1.0 mg. 1" zeatin, both containing 3.0% (W/v)
sucrose and solidified with 0.7% (w/v) agar. Shoot regeneration occurred
through organogenesis with the development of adventitious buds on the
surface of the calli. Regenerated shoots were elongated by subculturing every
25 days alternating between MS medium with 1.0 mgl’ zeatin and MS
medium lacking growth regulators, and rooted on a half-strength MS based
medium supplemented with 1.0 mg1" IBA, for 12 days, followed by the

transference to the same medium lacking growth regulators. Rooted plants
were succesfully aclimatized under glasshouse conditions.
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