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1. INTRODUCAOQO

Tanto fungicidas como antibiéticos t8m sido amplamente empregados
na cultura de tecidos no sentido de prevenir a proliferacdo, nas culturas, de
contaminantes sistémicos ou superficiais aos explantes (I, 14, 18). A
utilizagdo de antibi6ticos na cultura in vitro tem sido crescente com o advento
dos varios sistemas de transformagd@o genética de plantas, em especial nos
trabalhos envolvendo a transformacdo indireta, mediada pelo vetor
Agrobacterium tumefaciens, atuando tanto como componentes de meios
seletivos quanto na eliminagdo das bactérias, apés a etapa de co-cultivo dos
explantes (1, 2, 11, 12, 14, 18). Nesse particular, antibiéticos do grupo das
cefalosporinas, dentre eles cefotaxima e carbenicilina, destacam-se por
possuirem amplo espectro de agio, baixa toxicidade a células eucariéticas,
sendo eficientes em baixas concentragdes e, por isso, utilizados
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preferencialmente na cultura de tecidos e células vegetais (2, 11, 12, 14).

A presenca do antibidtico cefotaxima no meio de cultura foi citada
como fator estimulador do aumento na freqii€éncia de ocorréncia de
organogénese e embriogénese em calos derivados de embriGes imaturos
foliares e na divisdo celular de protoplastos (4, 11, 12, 14).

Com base no recente relato da regeneracdo de plantas a partir de
protoplastos isolados de meséfilo de Passiflora edulis f. flavicarpa Degener
(4), o presente trabalho teve como objetivo o estudo da influéncia do
antibiético cefotaxima na cultura de protoplastos de meséfilo de P. incarnata
L.

P. incarnata L. acha-se listada entre as espécies que produzem frutos
comestiveis, apesar de ndo ser explorada comercialmente. Essa espécie é
conhecida, nos Estados Unidos, como "May Pops” ou "May Apple”, e ha
relatos de sobrevivéncia dessa espécie a invernos rigorosos, sendo,
juntamente com Passiflora sp. (Mburucuya), as duas Unicas espécies com
adaptabilidade a regides temperadas (5, /7). Segundo Purss (1958), citado
por OLIVEIRA e FERREIRA (15), e Cox e Kiely (1961), citados por
FERREIRA e OLIVEIRA (5), plantas de P. incarnata, dentre outras espécies,
mostraram alto grau de resisténcia a murcha incitada por Fusarium. A espécie
tem sido destacada pela sua aplicagdo farmacolégica em razio da elevada
produgdo de alcaléides dos grupos harmana, maltol e etil-maltol, os quais
possuem propriedades anticonvulsivas, sedativas e tranqiiilizantes, sendo
empregada, deste 1904, no tratamento da neurastenia e ins6nia (6, 17).

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Isolamento de Protoplastos

Folhas novas recém-expandidas de Passiflora incarnata L., obtidas de
plantulas com 45 a 60 dias de germinagio e mantidas em casa de vegetagao,
foram desinfestadas pela imersdo, por 10 minutos, em solu¢ao de "Domestos”
(Lever Bros, Kingston-upon-Thames, U.K.), a 5% (v/v), seguida de quatro
lavagens com dgua destilada e autoclavada.

Apbs o tratamento de desinfestagdo, as margens, bem como as nervuras
centrais das folhas, foram removidas de forma que as ldminas folares
remanescentes fossem seccionadas, transversalmente, em tiras de 1 a 2 mm,
as quais foram imediatamente transferidas para placas de Petri (Stenlin,
Hownslow, U.K.) de 9,0 cm de didmetro, contendo 15 mi 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,
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descartado o meio CPW 13M, sendo entdo adicionados 15 ml da mistura
enzimatica, constituida de Celulase-R10 (Yakult Honsha Co. R10 Ltd.,
Japan) a 1,0% (p/v); Macerozyme-R10 (Yakult Honsha Co. Ltd., Japan) a
0,2% (p/v); Driselase (Kyiwa Hakko Kogyo Co., Japan) a 0,1% (p/v); 5,0
mM de tampio MES (Sigma Chem. Co., USA); e PVP-10 (Sigma Chem. Co.,
USA) a 1,0% (p/v). A mistura enzimética foi preparada pela diluigdo com o
meio CPW 13M, sendo o pH corrigido para 5,6; a esterilizagdo se deu pela
filtro-esterilizagdo da mistura; e aliquotas de 15 ml foram armazenadas a -
20°C. A digestdo enzimdtica dos tecidos se processou pela incubagdo durante
12 a 14 horas, no escuro, sob agitacdo orbital de 40 rpm, e a temperatura de
26 + 2°C. Apds a fase de incubagio, os tecidos em suspensdo foram passados
por uma peneira plastica e estéril, com malha de nailon de 64 pm, disposta
sobre uma placa de Petri de 9,0 cm, sendo o filtrado coletado por pipetagem
com pipetas Pasteur e transferido para tubos com tampa rosqueada de 16 ml
de capacidade. Em seguida, os tubos foram centrifugados a 800 rpm, durante
5 minutos, por trés vezes consecutivas, sendo o sobrenadante descartado apoés
cada etapa e o precipitado ressuspendido em, aproximadamente, 15 ml de
meio CPW 13M. Apds a terceira etapa de centrifugacdo, avaliaram-se a
viabilidade e o rendimento dos protoplastos isolados. A wviabilidade dos
protoplastos foi determinada pela utiliza¢io de uma solugdo-estoque de
diacetato de fluoresceina (Sigma Chem. Co., USA), de 5,0 mg.ml'z, em
acetona, segundo descrito por LARKIN (10).

2.2. Cultivo de Protoplastos e Regeneragdo de Plantas

A densidade de plaqueamento de protoplastos utilizada foi de 1,5 x 10°
protoplastos.ml”’, em meio KM8p (9) e gotas de agarose “SeaPlaque” (FMC,
Rockland, USA) a 0,6% (p/v). O método de cultivo empregado fo1 gotas de
agarose, sendo os protoplastos cultivados em placas de Petri (Sterilin,
Hownslow, U.K.) de 5,5 cm, em auséncia de luz, e a 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 reducdo da pressdo osmética do meio,
mediante a substituigdo, a intervalos de 5 dias, do meio KM8p, pelo meio
KMS8 (8), a razoes de volumes KM8p:KM8 (ml) de 3:1, 2:1, 1:1, 1:2 ¢ O:1,
segundo adotado por GILMOUR et alii. (7), dUTRA VAZ et alii (4) e
DORNELAS e VIEIRA (3). A partir de solugdo-estoque (250 mg.ml") de
cefotaxima (Claforan, Roussell Lab. Ltd., Uxbridge, U.K.), preparada pela
dilui¢do do antibidtico em 4gua bidestilada e autoclavada e filtro-esterilizada

em membrana millipore de 0,2 pm (Sigma Chem. Co, USA), as seguintes

concentragOes foram incorporadas ao meio de cultivo dos protoplastos: O, 50,
100, 250, 300 e 400 mg.l”.
Na fase de enverdecimento, ao final de 28 a 30 dias de cultivo,
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pequenos calos (2 a 3 mm) foram transferidos para o meio MS (/3),
suplementado por 2,5 mg.l’ ANA, 0,25 ou 0,50 mg.I"! de BAP, 0,2 mg.I" de
tiamina. HCl, 1,0 mg.l"1 de piridoxina, 1,0 mg,l" de acido nicotinico, 50 mg.l"
de cisteina, 50 mg.I"' de glutamina, 0,5 mg.l" de biotina, 0,5 mg.I' de 4cido
félico e 3% (p/v) de sacarose e solidificado pela adi¢ao de agar a 0,7% (p/v).
Nesta fase as culturas foram mantidas sob intensidade luminosa de 1,5 W.m?,
fotoperiodo continuo, e temperatura de 27 + 2 °C, permanecendo nessa
condi¢do durante 25 a 30 dias.

Na fase de regeneragdo, os calos desenvolvidos e enverdecidos foram
recultivados em meio basico de MS (/3) suplementado de 0,001 mg.l" de
ANA e 1,0 mg‘.l'1 de BAP, sacarose a 3% (p/v), solidificado pela adig¢ao de
agar a 0,7% (p/v). O enraizamento dos ramos se deu pela transferéncia dos
ramos alongados em meio MS suplementado com 1,0 mg.l" de zeatina, para a
fase de indugdo das raizes, em meio MS suplementado de 2% (p/v) de
sacarose, metade da concentracio de sais e 1,0 mgl' de AIB; os ramos
permaneceram nesse meio durante 12 dias, quando entdo 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.

Os regenerantes enraizados foram transferidos para casa de vegetagao
para a aclimatagao.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A presenca do antibidtico no meio foi essencial no incremento das
eficiéncias inicial (EIP) e final (EFP) de plaqueamento no sistema de
protoplastos utilizado. Na auséncia do antibidtico no meio de cultivo dos
protoplastos, foram obtidos valores de eficiéncias médias de plaqueamento
muito baixos, de 7,96% e 0,056%, para EIP e EFP, respectivamente. Na
andlise de regressio, observou-se que o0 modelo quadriatico foi o que
apresentou melhor ajuste aos dados obtidos. O ponto de maximo para a
variavel EIP foi obtido para concentracao do antibidtico de 232,76 mg.l"l
(Figura 1), ao passo que, para a variavel EFP, o ponto de maximo fo1 obtido
para a concentracdo de 235,41 mg.l" (Figura 2). Considerando os diferentes
niveis do antibiético avaliado, observou-se crescente resposta para EIP e
EFP, a partir do nivel zero, culminando em valores de EIP, de 35,06%, ¢ de
EFP, 0,308%, nos pontos de maximo das equagdes de regressao.

O efeito estimulatério de cefotaxima no gé€nero Passiflora foi, pela
primeira vez, relatado por dUTRA VAZ et alii (4). Esses autores avaliaram o
efeito do antibidtico sobre a efici€ncia inicial de plaqueamento de
protoplastos de P. edulis f. flavicarpa Degener e obtiveram, em média, maior
freqii€ncia de divisdes celulares iniciais, quando o composto foi incorporado
a0 meio na concentragdo de 250 mg.l”. Foi observado o valor de EIP de,
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aproximadamente, 30 e 37% para as concentraces de 100 e 250 mg.l”,
respectivamente; nao foi observada, entretanto, nenhuma divisao celular na
auséncia do antibidtico. Os autores ndo estudaram a influéncia desse
composto na eficiéncia final de plagqueamento dos protoplastos.
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FIGURA 1 - Estimativas da eficiéncia inicial de plaqueamento de pro-
toplastos mesofilo de P. incarnata, em fungdo de concen-
tragOes de cefotaxima.

Todavia, DORNELAS e VIEIRA (3) nao utilizaram o antibiético em
sistemas de protoplastos derivados de cotilédones de plantulas de P. edulis f.
flavicarpa, P. amethystina ¢ P. cincinnata, germinadas em condig¢Oes in vitro.

Segundo os autores, para a densidade de plaqueamento de 1,5 x 10°
protoplastos.ml”, em gotas de agarose, foram obtidas eficiéncias iniciais de
plaqueamento de 40,1 + 8,5, 27,2 £ 6,3, ¢ 15,7 £ 5,1% para as refernidas
espécies, respectivamente.

MATHIAS e BOYD (/1) relataram que a inclusdo de cefotaxima no
meio de cultura, nas concentragdes de 60 ou 100 mg.l’, incrementou a
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FIGURA 2 - Estimativas da efici€éncia final de plaqueamento de proto-
plastos de mes6filo de P. incarnata, em fungao de
concentracdes de cefotaxima.

proliferacdo de calos a partir de embrides imaturos de Triticum aestivum L.,
com considerdavel aumento na freqii€ncia de calos organogénicos. A presenca
do composto no meio contribuiu para o aumento no rendimento dos ramos
regencrados em calos individuais, quando comparado com os tecidos
cultivados na auséncia de cefotaxima.

Em quatro cultivares de cevada (Hordeum vulgare 1..) foram
observados aumentos no crescimento de calos, bem como na freqiiéncia
regenerativa de plantas a partir de calos, quando da presenca do composto no
meio (/2). Ainda neste sentido, OKKELS e PEDERSEN (/4) relataram o
efeito positivo do antibiético no estimulo a organogénese de ramos em calos
de cenoura (Daucus carota 1..).

O efeito desse antibidtico no controle de contaminantes sistémicos aos

tecidos cultivados ndo parece ser a causa responsavel por respostas superiores

dos tecidos ou células, quando em presenga deste, uma vez que, no presente
experimento, ndo foram observadas contaminagdes sistémicas no tratamento
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que envolver a auséncia desse composto no meio de cultivo dos protoplastos.
Fato semelhante foi1 observado por MATHIAS e MUKASA (/2), em calos
derivados de embrides imaturos de Hordeum vulgare e em colomas derivadas
de protoplastos de P. edulis {. flavicarpa (4).

O antibidtico pertence ao grupo das cefalosporinas, possuindo largo
espectro de acao, tanto em bactérias gram-positivas como gram-negativas,
atuando em sitios especificos da parede celular das bactérias, reconhecidos
como sitios de proteinas ligantes a penicilina (PBPs), relacionados com a
sintese de peptideo-glicano da parede celular. Desde que a configuragdo
quimica do antibidtico nao tenha semelhangas a de nenhum regulador de
crescimento, torna-se dificil especular os possiveis efeitos desse composto
sobre a divisao celular dos protoplastos. No entanto, MATHIAS ¢ BOYD
(11) sugeriram que o metabolismo desse antibidtico estaria, de alguma forma,
relacionado com esterases nas células vegetais, resultando na produgao de
metabolitos de atividades semelhantes as de reguladores de crescimento.

Apesar de este trabalho confirmar o efeito promotor desse composto na
divisio de protoplastos derivados de mesofilo de P. incarnata, relatado
originalmente por dUTRA VAZ et alii (4), em protoplastos de maracuja-
amarelo (P. edulis f. flavicarpa), necessario se faz a extensao de estudos
dessa natureza para outras espécies de interesse do género Passiflora.

4. RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar a influéncia do antibiético
cefotaxima nas eficiéncias inicial (EIP) e final (EFP) de plaqueamento de
protoplastos derivados de meséfilo de Passiflora incarnata L. Folhas novas,
recém-expandidas, de plantas obtidas a partir da germinacio de sementes e
anteriormente a4 emissdo das gavinhas, foram utilizadas como fonte de
explantes. Os protoplastos foram cultivados a uma densidade de
plaqueamento de 1,5 x 10’ protoplastos.mlI’ em meio KM8p e gotas de
agarose “SeaPlaque” (FMC, Rockland, USA) a 0,6% (p/v); as seguintes
concentracoes de cefotaxima foram adicionadas ao meio: 0, 50, 100, 250, 300
e 400 mg.I''. A presenca do antibiético no meio foi essencial no incremento
das eficiéncias de plaqueamento de protoplastos de P. incarnata. Na analise
de regressdao fo1 adotado o modelo quadratico, e, em fun¢do dos niveis do
antibidtico avaliados, observou-se crescente resposta para EIP e EFP, a partir
do nivel zero, culminando em valores de EIP, de 35,06%, e de EFP, 0,308%,
nos pontos de maximo das equagdes de regressdo, com as respectivas
concentragdes de cefotaxima de 232,76 e 235,41 mg.1™.

Regenerantes foram obtidos pelo cultivo dos calos em meio MS
suplementado de 0,001 mgl' de NAA e 1,0 mg.l' de BAP. Os ramos
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regenerados foram alongados pela alternincia, a cada 30 dias, entre os me10s
MS suplementado de 1,0 mgl' de zeatina e meio MS na auséncia de
reguladores de crescimento.

O enraizamento dos ramos deu-se pela transferéncia dos ramos
alongados para meio MS suplementado de sacarose a 2% (p/v), metade da
concentracdo dos sais e 1,0 mg.l’ de AIB. Os ramos permaneceram nesse
meio durante 12 dias, quando foram transferidos para a fase final de
alongamento das raizes, em meio de composi¢ao similar, porém na auséncia
de reguladores de crescimento. As plantas foram transferidas para casa de
vegetacdo e aclimatizadas com sucesso.

5. SUMMARY

(INFLUENCE OF THE ANTIBIOTIC CEFOTAXIME ON THE
CULTURE OF MESOPHYLL-DERIVED PROTOPLASTS OF
Passiflora incarnata L.)

The aim of this work was to evaluate the influence of the antibiotic
cefotaxime at both initial (IPE) and final (FPE) plating efficiencies of
Passiflora incarnata L. mesophyll-derived protoplasts. Newly-expanded
leaves of seedlings, obtained prior to the formation of tendrils, were used as a
source of mesophyll protoplasts. Protoplasts were plated at a density of 1.5 x
10° protoplasts.ml” in agarose-solidified droplets of KM8p medium, with
several cefotaxime concentrations added to the culture medium: 0; 50; 100;
250; 300; and 400 mg.l'l. The inclusion of cefotaxime to the protoplast
culture medium was essential for inducing and sustaining cell division in
1solated protoplasts. The analysis of variance showed a significant effect of
the antibiotic concentration on IPE and FPE. A quadratic regression model
was applied and optimum IPE and FPE values were obtained at cefotaxime
concentration of 232.76 and 235.41 mg.l", respectively. Protoplast-derived
calli were cultured on agar-solidified MS medium with 0.001 mg.l" NAA and
1.0 mg.I"' BAP. Regenerated shoots were elongated by subculturing between
MS medium with 1.0 mgl' zeatin and MS medium lacking growth
regulators, and rooted on a half-strenght MS-based medium, supplemented
with 1.0 mg.l" IBA, for 12 days, followed by the transference to the same
medium lacking - growth regulators. Rooted plants were successfully
aclimatized under greenhouse conditions.
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