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RESUMO

O Brasil possui uma condigdo privilegiada quanto aos recursos genéticos de Passiflora,
uma vez que o maior centro de dispersao geografica dessa frutifera localiza-se no Centro-
Norte do pais. E de interesse estudar as espécies desse género, comestiveis ou nao, visando
ampliar o seu cultivo comercial e identificar fontes de resisténcia as doengas que ocorrem
em Passiflora edulis Sims, principal espécie de interesse econdomico. No maracuja, devido
a baixa fertilidade dos hibridos interespecificos, a hibrida¢do somatica, via fusdo de
protoplastos, representa uma alternativa de transferéncia de genes do germoplasma
selvagem para a espécie cultivada. Assim, o presente projeto propde o estudo da producao e
caracterizacdo citogenética e molecular de hibridos somaticos, em relagdo aos parentais,
visando a sua utilizagdo no programa de melhoramento genético do maracuja do Instituto
Agrondmico de Campinas. Vdrios testes preliminares foram efetuados visando otimizar o
isolamento e cultivo de protoplastos antes de se iniciar os experimentos de fusdo.
Estudaram-se as condig¢des de germinagdo de sementes (luz ou escuro) para a retirada de
explantes de cotilédones e idade do cotilédone na época da coleta em func¢ao da quantidade
de protoplastos isolados e eficiéncia de plaqueamento. Também varios testes de fusdo de
protoplastos foram efetuados. Todos os meios de cultura, tanto para o cultivo de
protoplastos, quanto para a regeneracdo de plantas foram modificados em relagdo aos
publicados. O meio para regeneragdo de plantas MD sofreu trés modificagdes. Cinco
procedimentos diferentes foram utilizados para os microcalos provenientes de fusdo de
protoplastos obtidos apos 28 dias de cultura, no que diz respeito aos meios de cultura que
passaram e o tempo de permanéncia em cada meio. Observou-se diferenca entre esses
tratamentos. No experimento de fusdo de protoplastos entre as espécies P. edulis + P.
cincinnata foram obtidos 2265 calos quando os microcalos sofreram o procedimento 1. A
menor quantidade de calos foi obtida no procedimento 2: 101. As maiores taxas de
regeneragdo foram obtidas nos procedimentos 3 (5,86%) e 4 (5,02%), que diferiram dos
anteriores por um maior tempo de permanéncia em meio MD. As andlises citogenéticas
encontraram 10 plantas tetraploides, em 15 analisadas. As anélise moleculares confirmaram
a obten¢do de dez hibridos somaticos. Deste trabalho pode-se concluir que: a) para se obter
um numero maior de protoplastos isolados deve-se utilizar cotilédones jovens (6 dias)
provenientes de sementes germinadas sob luz ou no escuro. b) para se obter uma maior
eficiéncia de plaqueamento deve-se utilizar cotilédones por volta de 21 dias apds a
germinacao, sendo esta realizada no escuro. ¢) obtiveram-se hibridos somaticos utilizando-
se protocolos de fusdo quimica, onde os protoplastos foram cultivados em meio K8P, K8, e
MD, modificados a partir de protocolos originais publicados. d) foi possivel a identificacao
de hibridos somaticos através das técnicas moleculares RAPD e AFLP.

Palavras-Chave: Maracuja, protoplastos, RAPD, AFLP
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ABSTRACT

Brazil is favored on Passiflora genetic resources since its main dispersion center is set in
the Middle North zone of this country. It is of great interest the study of the species of this
genre, eatable or non-eatable, aiming to amplify its commercial cropping and identify
resistance sources to Passiflora edulis Sims illnesses, as this is the main species of
economical interest. In passion fruit breeding, due to interspecies hybrids low fruitfulness,
somatic hybridization through protoplast fusion is an alternative way of gene transfer from
wild germoplasm to the cultivated species. Thus, this project proposed to study the
production, cytogenetic and molecular characterization of somatic hybrids, with regard to
parental, aiming to utilize them on the passion fruit genetic breeding program of the
Instituto Agrondmico de Campinas. Many preliminary tests were accomplished to optimize
protoplasts isolation and breeding before fusion experiments started. It was done studies of
seed germination conditions (dawn or dusk) for cotyledons explants withdrawal and
cotyledon age by the time of harvest according to isolated protoplasts quantity and plating
efficiency. There were also done many protoplasts fusion tests. All culture medium, not
only for protoplasts growing but also for plant regeneration, was modified according to the
literature. MD plants regeneration medium has suffered three modifications. Five different
procedures were used to microcallus proceeding from protoplast fusion obtained after 28
days of growing, according to the culture mediums and permanence time in each medium.
Some differences were detected among these treatments. In P. edulis + P. cincinnata
protoplast fusion experiment, 2265 callus were obtained when microcallus were submitted
to procedure one. The lowest callus amount was obtained in procedure two: 101. The
highest regeneration rates were obtained in the 3rd (5,86%) and 4th (5,02%) procedures,
which differed from the previous ones for a higher permanence time in MD medium.
Cytogenetic analysis had found 10 tetraploid plants among 15 studied. Molecular analysis
confirmed the attainment ten somatic hybrids. According to this study, the following
conclusions were taken: a) to obtain a higher amount of isolated protoplasts there must be
used young (6 days old) cotyledons proceeding from germinated seeds under dawn or dusk,
b) to obtain a higher plating efficiency there must be used cotyledons 21 days-after-
germination old, being the germination done in dusk, c) it was obtained somatic hybrids by
the use of chemical fusion protocols, in which the protoplasts were cultivated in K8P, K8
and MD mediums, modified from original published protocols. d) it was possible to
identify somatic hybrids through molecular techniques such as RAPD and AFLP.

Key Words: Passion fruit, protoplasts, RAPD, AFLP.
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1 INTRODUCAO

O Brasil possui uma condicdo privilegiada quanto aos recursos genéticos de
Passiflora, uma vez que o maior centro de dispersao geografica dessa frutifera localiza-se
no Centro-Norte do pais (SOUSA & MELETTI, 1997). E de interesse estudar as espécies
desse género, comestiveis ou ndo, visando ampliar o seu cultivo comercial e identificar
fontes de resisténcia as doengas que ocorrem em Passiflora edulis Sims, principal espécie
de interesse economico.

O maracujazeiro ¢ planta de cultivo relativamente recente. A espécie Passiflora
edulis Sims ¢ referida como maracuja amarelo ou roxo e engloba grande variabilidade
genética.

Em recente entrevista dada a revista A Granja, o presidente da AFRUVEC, Angelo
Domingos Rossi, declarou o seguinte: “O Brasil ¢ o maior produtor e consumidor mundial
de maracuja. Entretanto, ¢ uma cultura que carece muito de pesquisas que venham dar
suporte para uma producdo sustentada e manter o Brasil nessa lideranca mundial. E
sobejamente conhecida a caracteristica itinerante do maracujazeiro, ¢ se deve a dois
gargalos, ou seja, problemas de comercializagdo e evolugdo das pragas que atacam a
cultura, tornando invidvel economicamente a sua producao. Desta forma, agdes continuadas
de pesquisa voltadas para o melhoramento genético, plantas mais tolerantes a bactérias,
doengas fingicas, fusariose ¢ notadamente ao virus PWV que vem dizimando os cultivos
em escala comercial em diversas regides do Brasil, ndo poderdo sofrer solugdo de
continuidade sob o risco de nos tornarmos produtores marginais no cenario internacional”.

O Instituto Agrondmico (IAC) vem trabalhando em pesquisas com a cultura do
maracuja desde o inicio da década de 80. O programa de melhoramento genético dessa
frutifera encontra-se muito bem estruturado, tendo originado trés cultivares do grupo
amarelo (MELETTI & MAIA, 1999) e um cultivar do grupo roxo de Passiflora edulis Sims
(MELLETI et al.,, 2005). Essas pesquisas estdo sendo conduzidas por uma equipe
multidisciplinar, a qual abrange pesquisadores da area de melhoramento genético,
citogenética e botanica (BERNACCI & VITTA, 1999; MELETTI, 1998; MELETTI et al.,
1999; SOARES-SCOTT, 1998; SOARES-SCOTT et al., 1999 a, b, ¢). Outrossim, PASSOS

(1999) descreveu o caridtipo e estudou pela primeira vez, protocolos de cultura de tecidos
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para Passiflora nitida Kunth. Essa espécie apresenta resisténcia a morte prematura, uma das
principais moléstias que atacam atualmente o maracuja cultivado (MENEZES, 1990;
MENEZES et al., 1994) cujo agente causal ainda ndo foi identificado. A morte prematura,
morte repentina ou murcha pode ser controlada com tentativas do uso de porta enxertos
resistentes. Mas em escala comercial se mostra antiecondmico, devido a pequena
disponibilidade das sementes das espécies de porta-enxerto (MELETTI, 2005). PASSOS et
al. (2002a; 2002b, 2004a e b) e MATOS et al. (2003) estudaram o estabelecimento in vitro
por meio de sementes, organogénese, ¢ a cultura de células em suspensdo para cinco
espécies de maracuja: Passiflora edulis Sims., P. nitida Kunth., P. alata Curtis., P. cincinnata
Mast. e P. setacea DC.

Em 2001 também foram iniciados estudos para otimizacdo de protocolos de
isolamento, cultura e regeneragdo de protoplastos para as mesmas cinco espécies de
maracuja, visando utilizar essas metodologias para a fusdo de protoplastos, buscando em
ultima analise obter cultivares de maracuja resistentes as principais moléstias que atacam a
cultura (PASSOS et al., 2004b). No maracuja, devido a baixa fertilidade dos hibridos
interespecificos, a hibridagdo somatica, via fusdo de protoplastos, representa uma
alternativa de transferéncia de genes do germoplasma selvagem para a espécie cultivada
(VIEIRA, 1997).

Assim, o presente projeto propde o estudo da producao e caracterizacao citogenética
e molecular de hibridos somaticos, em relagdo aos parentais, visando a sua utilizagdo no

programa de melhoramento genético do maracuja do Instituto Agronomico (IAC).

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Hibridacdo Somética

A hibridacdo somatica por meio da fusdo de protoplastos ¢ uma alternativa para a
reproducdo sexual a fim de combinar (por meio de tratamentos quimicos ou por eletrofusao)
dois genomas completos, incluindo as organelas citoplasmaticas (BAJAJ, 1994; BINSFELD,
1999). Segundo LIU et al. (2005) a fusao de células somaticas tem potencial de aplica¢do no
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melhoramento genético em casos de alta incompatibilidade sexual ou barreiras de reprodugao
entre as espécies nao relacionadas, inclusive pela recombinagdo de novas combinagdes dos
genomas nuclear e/ou citoplasmatico. Dessa maneira, a hibridagdo somatica abriu inimeras
possibilidades para manipulagdes do genoma tais como: 1) supera¢do de incompatibilidades
sexuais (LIU et al., 2005; DAVEY et al., 2005); 2) produ¢do de anfidiploides (JOURDAN &
SALAZAR, 1993); 3) transferéncia de parte do genoma de uma espécie para outra (LIU et al.,
2005); 4) transferéncia do DNA citoplasmatico para a producdo de plantas macho-estéreis
(LIU et al., 2005; DAVEY et al., 2005); 5) producdo de plantas resistentes a estresses
ambientais ou pragas e doencas (AUSTIN et al., 1985; ENDO et al., 1991; GLIMELIUS et
al., 1991; BUI et al., 1992; WOLTERS et al., 1994; WAARA & GLIMELIUS, 1995; HENN
etal., 1998; BINSFELD, 1999; LIU et al., 2005).

A hibridagdo somatica comparada a transformagdo genética € empirica e nao
especifica, o evento pode nao ser precisamente controlado e a etapa de selegdo € necessaria
(BINSFELD, 1999). Entretanto, em muitas espécies de plantas pode-se superar
incompatibilidades sexuais pela fusdo de protoplastos, permitindo assim a transferéncia e
incorporacdo de caracteres poligénicos (LYNCH et al.,, 1995, WAARA & GLIMELIUS,
1995; BINSFELD, 1999; LIU et al., 2005). Alguns caracteres introduzidos pelas técnicas de
DNA recombinante, por exemplo, resisténcia a virus ou a insetos (MEYER et al., 1987), sdo
codificados por um unico gene. Entretanto, na maioria das culturas de importancia econdmica,
caracteres tais como: resisténcias a doengas, tolerancia a estresse ¢ producdo estdo sobre
controle de poligenes. Estes podem ser transferidos pela fusdo de protoplastos (BINSFELD,
1999). Além do mais, alguns dos caracteres de heranga citoplasmatica como macho
esterilidade e resisténcia a atrazina foram incorporados por meio da fusdo de protoplastos. Em
muitas espécies foi demonstrado que a producdo de hibridos somaticos e cibridos
enriqueceram o pool de germoplasma existente (WOLTERS et al., 1994; WAARA &
GLIMELIUS, 1995; LIU et al., 1995; RUTGERS et al., 1997; HENN et al, 1998;
BINSFELD, 1999).

De acordo com BINSFELD (1999) para uma eficiente produgdo de hibridos
somaticos, quatro estagios estdo envolvidos: 1) isolamento e cultura de protoplastos com
eficiente regeneracdo de plantas em pelo menos um dos parentais de fusdo. 2) indugdo de

fusdo de protoplastos, preferencialmente em alta freqiiéncia, sem perda de viabilidade. 3)
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desenvolvimento de uma estratégia de selegdo para regeneracao de hibridos somaticos e 4) a
confirmagao de obten¢do do hibrido ou cibrido.

A indugdo da fusdo pode ser alcangada utilizando-se tratamentos quimicos ou fisicos
comuns. Em ambos os casos a fusdo ¢ um processo de dois estagios. Primeiro os protoplastos
tém que ser aproximados para contato proximo entre membranas, onde o grau de adesdo da
membrana plasmatica depende dos protoplastos parentais (BINSFELD, 1999). O contato
firme pode ocorrer apenas em determinadas regides entre os protoplastos aderidos.
Subseqiientemente, as membranas plasmaticas sdo estimuladas a interagir, por exemplo, pela
modificagdo de cargas elétricas, resultando na fusdo de protoplastos (GLEBA & SYTNIK,
1984; VON KELLER et al., 1995, BINSFELD, 1999).

A membrana plasmatica de protoplastos isolados de plantas possuem uma carga
elétrica liquida negativa de aproximadamente 10-35 mV (NAGATA et al., 1979) e como
conseqiiéncia os protoplastos se repelem uns aos outros. Para induzir o contato intimo com a
membrana, requerido para a fusdo, as cargas da superficie dos protoplastos precisam ser
neutralizadas pela exposic¢ao, por exemplo, a polications tais como polietilenoglicol (PEG), ou
pelo uso de solugdes com alto pH, no caso da fusdo quimica (KAO & MICHAYLUK, 1974;
GLEBA & SYTNIK, 1984; HENN, 1997; BINSFELD, 1999). DORNELAS (1995)
utilizando solucdo de PEG com o pH 5,8 obteve células hibridas a partir da fusdo de
protoplastos de Passiflora edulis var. flavicarpa, P. alata, P amethystina, P. cincinnata, P.
coccinea e P. giberti. ARAUJO (2004) visando a obteng@o de hibridagdo interespecifica em
Nicotiana spp. utilizou solugdo de PEG com pH 7,0.

A fusdo gera produtos com dois ou mais nucleos (heterocarions) com citoplasmas
misturados derivados dos respectivos protoplastos parentais. A formagao da parede celular ¢ a
fusdo nuclear ocorrem cedo na cultura resultando em células hibridas. A fusdo nuclear ocorre
tanto na interfase, pela formagdo de pontes nucleares ou na primeira mitose (GLEBA &
SYTNIK, 1984; BAJAJ, 1994; VON KELLER et al., 1995; BINSFELD, 1999). A principio, €
esperado que o numero cromossomico dos hibridos somaticos resultantes seja a soma do
nimero de cromossomos dos dois protoplastos fundidos e que as organelas de ambos
protoplastos estejam presentes (GLEBA & SYTNIK, 1984; BINSFELD, 1999). LIU et al.
(2005), porém, relatam que eliminagdes espontaneas de cromossomos de cada ou de ambos

parentais fundidos sdo muito freqiientes.
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LIU et al. (2005) citam mais de 90 espécies ja utilizadas em hibridagdo somatica
intergenérica. E esta ndo esta completa.

Para a espécie Passiflora a regeneragdo de plantas a partir de protoplastos foi obtida
para P. edulis f. flavicarpa (D’'UTRA VAZ et al., 1993), P. edulis (+) P. alata, P. edulis (+) P.
amethystina, P. edulis (+) P. cincinnata e P. edulis (+) P. giberti. (DORNELAS, 1995) e
Passiflora edulis (+) P. incarnata (OTONI, 1995). Em LIU et al. (2005) sdo citadas algumas
frutiferas utilizadas em hibridagdo somatica assimétrica, tais como, Vittis (+) Bupleurum
(Song et al., 1999), Citrus (+) Poncirus (VARDI et al., 1987; LIU & DENG, 2000). E também
sdo citadas algumas espécies utilizadas em hibrida¢io somatica simétrica, como, Citrus (+)
Fortunella (DENG et al., 1992; GROSSER et al., 1996; OLLITRAULT et al., 1996; LIU &
DENG, 2000; COSTA et al, 2003; TAKAMI et al., 2004), Citrus (+) Poncirus
(OHGAWARA et al., 1985; GROSSER et al., 1988b; OHGAWARA et al., 1991; GROSSER
et al.,, 1996; OLLITRAULT et al.,, 1996, GUO & DENG., 2002), Citrus (+) Citropsis
(GROSSER et al., 1990; LING& IWAMASA, 1994; GROSSER et al., 1996), Citrus (+)
Severina (GROSSER et al., 1988a, 1996; GROSSER et al., 2000; MOTOMURA et al., 1995,
1997) Fortunella (+) Poncirus (MIRANDA et al., 1997) e Pyrus (+) Prunus (OCHATT et al.,
1989).

2. 2 A Hibridacao Somética como Técnica Atual no Melhoramento de Plantas

Segundo LIU et al. (2005) a transferéncia génica das espécies relacionadas ou
distantes ¢ dificultada pela incompatibilidade sexual pré ou pds-zigdtica. A hibridagado
somatica via fusdo de protoplastos ¢ uma alternativa possivel para transferéncia de gene das
espécies relacionadas ou nao. A hibridagcdo e transformagdo genética sdo alternativas
promissoras e suplementares da hibridagdo sexual para transferéncia de genes em plantas
superiores. A transformagdo genética, manipulacao de genes em nivel molecular, € precisa
e alvo-orientado com tecnologia sofisticada. Contudo, a falta de gene alvo, dificulta a
transferéncia poligénica, impedindo seu uso como produto geneticamente melhorado, onde
a hibridagdo somatica pode iniciar seu papel na transferéncia de caracteristicas poligénicas,

como resisténcia a estresse abidtico e biodtico.
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A fusdo de protoplastos pode ser usada para criar proveitosos materiais hibridos
para programas de melhoramento genético, embora a incompatibilidade em diferentes
niveis esteja presente nos hibridos somaticos derivados de combinagdes de fusdo
envolvendo espécie filogeneticamente distantes, que conduz ao inesperado
desenvolvimento do hibrido. No entanto, a aneuploidia em hibridos somdticos oriundos de
fusdo simétrica ou assimétrica tem efeitos inibitorios nas aplicagdes dos hibridos devido a
perda de vigor, aberragdes no desenvolvimento e a morfologia anormal (LINO et al., 2003).
De qualquer modo, desprezando estes pontos negativos, alguns dos hibridos somaticos
intergenéricos tém mostrado desenvolvimento favoravel e possivelmente terdo potencial
para melhorar os cultivares ja existentes (XIA et al., 2001; GROSSER & CHANDLER,
2003).

DAYER et al. (2005) apresentam resultados positivos em que a fusdo de
protoplastos, simétrica ou assimétrica, colaborou no melhoramento genético de diversas
culturas economicamente importantes como batata, plantas ornamentais, citrus, brassicas e
cereais. Os autores enfatizam que os protoplastos fornecem também sistemas para
investigar a maioria dos aspectos da genética e da fisiologia celular das plantas, incluindo
estudos da gendmica, protedmica e metabolomica.

Apesar de inumeros procedimentos realizados nesta area, problemas ainda
persistem. Isto inclui a recalcitrancia de alguns protoplastos em expressar a sua
totipoténcia, os protoplastos de folhas de cereais sdo um exemplo classico (DAVEY et al.,
2005). Felizmente o maracuja tem relevado totipoténcia celular a partir de calos
provenientes de protoplastos, o que possibilita o uso da técnica para obtencdo de hibridos
somaticos (PASSOS & BERNACCI, 2005).

O interesse em tecnologia de protoplastos tem tido um foco particular na geragao de
novos hibridos somaticos e plantas cibridas que ndo podem ser produzidos via hibridacao

convencional (DAVEY et al., 2005).

2.3 Fuséo de Protoplastos e 0 Melhoramento Genético do Maracujazeiro
O maracuja cultivado (P. edulis), de maior importancia econdmica ¢ afetado por varias
moléstias causadas por fungos, bactérias, virus e micoplasma. Algumas delas, sob condi¢des

favoraveis, podem ser realmente limitantes a producdo. Por isso, em muitas regides, a cultura
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tornou-se nomade, migrando periodicamente na medida em que ndo ha controle conhecido
para algumas delas ou quando se torna antiecondmico (MELETTI & MAIA, 1999).

Na III Reunido Técnica de Pesquisa sobre maracujazeiro realizada na Universidade
Federal de Vicosa, MG, em 2002 foi levantado o grave problema dos danos econdmicos que a
bactéria Xanthomonas campestris pv. passiflorae tem causado a cultura do maracujazeiro,
sendo urgente a busca de fontes de resisténcia, para cruzamentos com a espécie cultivada.

Por outro lado, a ocorréncia de fenomenos de auto-incompatibilidade, protandria e
variagdes na morfologia floral dificultam a pratica do melhoramento genético (OLIVEIRA &
FERREIRA, 1991). A hibridagdo interespecifica tem sido a melhor alternativa em busca de
resisténcia a doencas. Hibridos interespecificos foram obtidos por OLIVEIRA (1987). No
entanto, esses hibridos mostram graus variados de fertilidade, justificando a aplicagdo da
técnica de hibridagdo somatica (DORNELAS et al., 1995; VIEIRA, 1997).

Dentro deste contexto, os recursos de técnicas como fusdo de protoplastos visando a
obtencao de hibridos somaticos interespecificos, podem vir a ser de grande utilidade para o
melhoramento genético de Passiflora (DORNELAS, 1995).

OTONI (1995) obteve, de forma inédita, cinco hibridos somadticos a partir da
eletrofusdo de protoplastos isolados de mesofilo de P. edulis f. flavicarpa e P. incarnata.
Esses hibridos somaticos foram utilizados em experimentos na primeira geragao de
retrocruzamento com P. edulis e P. incarnata.

Ja, DORNELAS (1995), obteve hibridos a partir da fusdo quimica de protoplastos de
P. edulis var. flavicarpa, P. alata, P. amethystina, P. cincinnata, P. coccinea e P. gibertii.
Para a fusdo quimica o autor utilizou solugdes de PEG (polietilenoglicol), onde as melhores
concentragdes foram as de 20 e 30% para a formacao de heterodimeros entre protoplastos
de Passiflora. Estes hibridos foram posteriormente estudados citologicamente, mas,
aparentemente nao foram inseridos em programas de melhoramento genético do maracuja

(BARBOSA & VIEIRA, 1997; SOARES-SCOTT et al., 2003).

3 MATERIAL E METODOS

Os tecidos vegetais utilizados para o isolamento de protoplastos foram retirados das

espécies P. edulis var. flavicarpa Deg., P. nitida Kunth. e P. cincinnata Mast. Estas espécies
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fazem parte do banco de germoplasma in vitro do Instituto Agronémico (IAC). Os materiais
vegetais doadores de protoplastos foram cotilédones obtidos de sementes germinadas in vitro e
folhas jovens de plantas mantidas in vitro. Para a espécie Passiflora nitida Kunth foram
obtidas também células em suspensdo como doadoras de protoplastos, por meio da indugdo de
calogénese de discos foliares, oriundos de plantas estabelecidas in vitro por meio de sementes
germinadas e mantidas in vitro.

No isolamento de protoplastos as folhas ou os cotilédones das espécies P. cincinnata
Mast., P. edulis var flavicarpa Deg. e P. nitida Kunth foram pesados em placas de petri (5,0
cm de diametro). O tecido foi segmentado com auxilio de pingas e bisturis sob rigorosa
condi¢do asséptica. Adicionou-se junto ao tecido vegetal a solugcdo salina CPW13
(FREARSON et al., 1973) para a pré-plasmdlise do mesmo. Apods quinze minutos, a
solucdo salina de lavagem CPW 13 foi trocada pela solu¢do enzimatica contendo Cellulase
R-10 e Macerozyme R-10 de acordo com DORNELAS (1995). A placa, contendo a solugao
enzimatica e o tecido, foi mantida no escuro, em agitador orbital rotativo a 40 rpm de
agitacdo, durante 16hs.

Na lavagem de protoplastos a solugdo enzimatica e o resto de tecidos nao digeridos
foram filtrados primeiramente em uma malha de nylon de 90um e posteriormente na malha
de 56um, sob rigorosa condicdo asséptica. Esta filtragem foi realizada adicionando-se
CPW13. Os protoplastos em solucdo foram centrifugados por sete minutos a 1500rpm
(centrifuga FANEN, modelo baby II, passo trés). O sobrenadante foi descartado e o pellet
ressuspenso em CPW13. A centrifugagdo foi repetida e o pellet ressuspenso em 1ml de
meio K8P (KAO, 1977), modificado (Anexo 2). Uma aliquota foi retirada para contagem
de protoplastos em hemocitdometro, com auxilio de pipeta Pasteur esterilizada. A contagem
foi realizada em microscopio de luz invertida Olympus em objetiva 20x.

No cultivo de protoplastos, apds a contagem, os protoplastos foram plaqueados
utilizando-se a densidade de 1 x 10° de protoplastos por mililitro de meio de cultura. Os
protoplastos foram cultivados em gotas de agarose (0,6%) (DORNELAS, 1995; OTONI,
1995) mergulhadas em 3ml de meio K8P modificado (Anexo 2), sob rigorosas condi¢des
assépticas. Efetuou-se a troca de meio a cada trés ou quatro dias, em propor¢des de: 3:1;

2:1; 1:1; 1:2; 0:1 de K8P: K8 (KAO, 1977), ambos modificados (Anexo 2), visando a
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redugdo da osmolaridade do meio. As placas de cultivo foram mantidas no escuro por 21

dias, a 25-28° C.

3.1 Rendimento no Isolamento de Protoplastos de Passiflora edulis

Foram efetuados oito isolamentos de protoplastos com a espécie P. edulis. Em sete

isolamentos utilizaram-se cotilédones como explante € em apenas um deles utilizou-se

hipocétilo. A quantidade de enzima utilizada variou de experimento para experimento, bem

como a quantidade de material vegetal e tempo de permanéncia do explante no escuro antes

do isolamento (Tabela 1).

Tabela 1 - Tipo de explante, idade do explante, volume de solugdo enzimatica (ml), massa
de tecidos (mg) e permanéncia do explantes no escuro antes do isolamento utilizados em
cada isolamento de protoplastos de Passiflora edulis.

Isolamento ) Idade do Volume de Massa do Permanéncia
Tecido ) - .
(n%) Vegetal material vegetal solucao material vegetal ~ no escuro
1as enzimatica (m mg oras
" Ao | N
1 Cotilédones 10 1,75 030 24
2 Cotilédones 15 2,80 134 13
3 Hipoctilos 13 1,80 842 Germinagdo
Nno escuro
4 Cotilédones 14 2,00 174 7
5 Cotilédones 20 1,50 83,6 96
6 Cotilédones 30 2,00 149 Germinagao
no escuro
7 Cotilédones 25 2,00 4235 26
8 Cotilédones 15 2,50 137 30
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3.2 Eficiéncia de Plagueamento para Passiflora spp.

3.2.1 P. edulis

Foram efetuados cinco isolamentos de protoplastos para a verificagdo da eficiéncia
de plaqueamento. Nos quatro (testes 1, 2, 3 e 4) utilizaram-se cotilédones como explante. A
quantidade de enzima utilizada variou em cada experimento, bem como a quantidade de
material vegetal e tempo de permanéncia do explante no escuro antes do isolamento (Tabela

2).

Tabela 2 - Tipo de explante, idade do explante, volume de solugdo enzimatica (ml), massa
de tecidos (mg) e permanéncia do explantes no escuro antes do isolamento utilizados em
cada isolamento de protoplastos de Passiflora edulis para a verificacdo da eficiéncia de
plaqueamento.

) . Volume de Massa do Permanéncia
Teste Tecido Idade do material - .
Vegetal vegetal (dias) solugdo material vegetal no escuro
g g enzimatica (ml) (mg) (horas)
1 Cotilédones - 1,5 27,7 -
2 Cotilédones 13 2,0 120,0 108
3 Cotilédones 08 1,5 63,9 Germinagao no
escuro
4 Cotilédones 14 1,5 125,6 Germinagao no
escuro
3.2.2 P. nitida

No teste n° 1 pesaram-se 20mg de folhas de plantas germinadas e mantidas in vitro
sem a nervura central, que permaneceram 2 horas no escuro antes do isolamento. Utilizou-se
1,5ml da solugdo enzimatica.

No teste n° 2 coletaram-se cerca de 500mg de células em suspensdo, obtidas de
calogénese em discos foliares da espécie P. nitida, com o auxilio de uma peneira de nylon
(56pum). Procedeu-se a pré-plasmolise das células adicionando-se CPW13 por quinze

minutos, centrifugou-se a 1500rpm (centrifuga FANEN, modelo baby II, passo trés) por sete
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minutos para a retirada do sobrenadante, adicionou-se 3ml da solu¢do enzimatica para
digestdo da parede celular de células em suspensdo (0,8% de Macerozyme R10 e 4% de
Cellulase R10). Com auxilio da pipeta Pasteur passou-se a solugdo de enzimas mais as
células para a placa de petri, estas foram levadas para o agitador, onde permaneceram por
16 horas a 40rpm.

A mistura enzimatica e o resto das células com as paredes celulares ndo digeridas
foram filtrados primeiramente em uma malha de nylon de 90um e posteriormente na malha de
S56um. Os protoplastos em solugdo foram lavados por meio de centrifugacdo por sete minutos
a 1500rpm. O sobrenadante foi descartado e o pellet suspenso em CPW13. A centrifugacio
foi repetida e o pellet suspenso em 1ml de meio K8P modificado (Anexo 2). Uma aliquota
foi retirada para contagem de protoplastos em hemocitometro, realizado sob microscépio de
luz invertida Olympus (objetiva de 20x).

Ap0s a contagem os protoplastos foram plaqueados utilizando-se a densidade de 1 x
10° de protoplastos por mililitro de meio de cultura. Os protoplastos foram cultivados em
gotas de agarose (0,6%) (DORNELAS, 1995; OTONI, 1995) mergulhadas em 3ml de meio
K8P modificado (Anexo 2). Efetuando-se a troca de meio a cada trés e quatro dias, em
proporgoes de: 3:1; 2:1; 1:1; 1:2; 0:1 de K8P:K8, ambos modificados (Anexo 2), visando a

redugdo da osmolaridade do meio.

3.3 Verificacdo do Efeito da Idade de Cotilédones e do Efeito da Luz, Durante a
Germinacgdo de Sementes, no Comportamento de Protoplastos Isolados de Passiflora

edulis

Utilizaram-se neste experimento cotilédones, com idade determinada, germinados na
presenca ou na auséncia de luz. Em todos os tratamentos o isolamento se fez com 1,5ml de
solucdo enzimatica.

No tratamento 1 pesaram-se 140,8mg de cotilédones que possuiam seis dias de idade e
foram germinados na auséncia de luz. No tratamento 2 pesaram-se 137mg de cotilédones que
possuiam seis dias de idade e foram germinados na presenga de luz. No tratamento 3 pesaram-

se 63mg de cotilédones que possuiam 21 dias de idade e foram germinados na auséncia de luz.
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No tratamento 4 pesaram-se 297mg de cotilédones, com 21 dias de idade e germinados na

presenca de luz.

3.4 Fusdo de Protoplastos entre Espécies de Passiflora spp

Os procedimentos de fusdo foram baseados no protocolo de DORNELAS (1995)
sendo efetuados logo apoés a contagem dos protoplastos. Estes foram suspensos a uma
populagio de 2 x 10° protoplastos por mililitro em CPW13. Um mililitro da suspensédo de
ambas as espécies foram misturadas em um tubo de centrifuga. O pellet foi obtido pela
centrifugacdo da mistura a 1500rpm (centrifuga FANEN, modelo baby II, passo trés), por
sete minutos. O sobrenadante foi descartado e o pellet suspenso em 1ml da solugdo de fusdo
com PEG (polietilenoglicol), deixou-se repousar por 10min.

Foram adicionados a cada cinco minutos, os seguintes volumes de CPW13 (em ml):
0,25; 0,5; 1,0; 1,0; 1,5. O volume do tubo de centrifuga foi completado com CPW13,
seguido de centrifugacdo a 1500rpm por sete minutos. O sobrenadante foi descartado e a
centrifugacdo repetida. O sobrenadante foi substituido por meio K8P modificado (Anexo 2)
contendo agarose (0,6%). Fez-se o cultivo em gotas de agarose como descrito no item 3.

Experimentos preliminares foram efetuados visando estudar diferentes valores de
pH para a solugdo de fusdo e diferentes meios de cultura para o desenvolvimento de calos e

regeneragdo de plantas.

3.4.1 Fusao entre P. edulis e P. cincinnata utilizando solucéo de fusdo com diferentes

valores de pH

Foram utilizadas folhas jovens e vigorosas de plantas germinadas e mantidas in
vitro, sem a nervura central, das espécies P. edulis e P. cincinnata, como doadoras de
material vegetal para obtencdo de protoplastos. Cada espécie foi isolada em duas placas de
petri (Scm de didmetro) com cerca de 180mg material vegetal em cada placa para espécie
P. cincinnata e cerca de 300mg de material vegetal para cada placa da espécie P. edulis.
Adicionando-se 3ml da solug¢do enzimatica para cada placa da espécie P. cincinnata e 2ml

para cada placa da espécie P. edulis.
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Os procedimentos de lavagem, de fusdo e de cultivo foram realizados segundo
protocolo de DORNELAS (1995). As solucdes de fusao contendo PEG foram as seguintes:
A) Solucdo de fusdo com PEG 30% (P. M. 4000), autoclavada com valor do pH 5.8.
B) Solugao de fusao com PEG 30% (P. M. 4000), autoclavada com valor do pH 7,0.
Durante a fusdo foi realizada a contagem dos eventos e dos dimeros observando-se

em microscopio de luz invertida Olympus (objetiva de 20x).

3.4.2 Fuséo entre Passiflora edulis e Passiflora cincinnata com regeneracgdo de plantas

provenientes de calos formados dos produtos de fusédo

Foram utilizadas folhas jovens e vigorosas, provenientes de plantas germinadas e
mantidas in vitro como explantes doadores de protoplastos. O isolamento ¢ a fusdo dos
protoplastos seguiram o protocolo de DORNELAS (1995), a solugdo de fusdo continha
PEG a 30% (P. M. 4000). Apos 21 dias de cultivo dos protoplastos em meio de cultura K8
e K8P, ambos modificado (Anexo 2), as micro-colonias formadas foram transferidas para
meio MD (MOURAD-AGHA & DEXHEIMER, 1979) modificado (Anexo 7). Nas
transferéncias seguintes dos calos para meio fresco, aplicaram-se diferentes tratamentos
(Tabela 3), utilizando-se os seguintes meios de cultura:

a) MD modificado (Anexo 6)

b) MD modificado (Anexo 7) adicionado o dobro da concentragdo hormonal (MD 2x).

¢) MURASHIGE & SKOOG, 1962 (MS); e

d) MS/R, que constou do meio MS acrescido de 2mg.L™" de 6-BA e 2,5mg.L" Nitrato de
Prata.

Apbs os 28 dias em meio MS/R todos os tratamentos foram transferidos para meio
MS, e a cada 28 dias foram transferidos para meio MS fresco. A medida que as plantas
regeneradas cresceram elas foram separadas do calo e colocadas individualmente em
frascos que continham meio MS com agua de coco (10%), sendo transferidas a cada 28 dias
para meio MS fresco, acrescido de agua de coco (10%). Apos trés meses do procedimento
de fusdo foram realizadas avaliagdes para se obter numero e porcentagem de plantas

regeneradas e calos verdes.
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Tabela 3 - Seqiiéncia de meios de culturas para os quais os calos foram transferidos
visando a regeneragdo de plantas; periodo (dias) de permanéncia em cada meio, dentro de
cada procedimento.

Procedimento MD 2x MD MS/R MS/R
1 16 dias 0 dias 35 dias 28 dias
2 16 dias 16 dias 28 dias 28 dias
3 16 dias 23 dias 28 dias 28 dias
4 16 dias 28 dias 28 dias 28 dias
5 09 dias 35 dias 28 dias 28 dias

As plantas regeneradas neste experimento passaram por uma avaliagdo prévia onde
se priorizou as que pela morfologia lembravam hibridos. Estas, entdo foram submetidas a
andlise citogenética, para contagem de cromossomos € a analise molecular com os

marcadores RAPD e AFLP.

3.4.3 Fusao entre as espécies Passiflora edulis e Passiflora nitida

Neste experimento os explantes doadores de material vegetal foram folhas germinadas
¢ mantidas in vitro para as espécies P. edulis e P. nitida. Para esta espécie foi adicionado 2ml
de solugdo enzimatica e para outra espécie 2,5ml da solucao enzimatica.

A solugao de fusao utilizada continha PEG 30% (P.M.4000), pH 5,8. Apos a fusao
foi realizado o cultivo dos produtos de fusdo em meio de cultura K8P modificado (Anexo
2). Foram realizadas avaliagdes dos produtos de fusdao vivos, mortos e em divisdo aos 4 e
14 dias de cultivo.

Visando o controle da contaminagdo utilizaram-se placas de petri com a medida de
4,5cm de raio ao invés da placa com 2,5cm, para o cultivo dos protoplastos. Para tanto,
foram efetuados calculos para a adicdo de meio de cultura para o cultivo dos protoplastos,

que fossem proporcionais aos utilizados quando se utilizavam placas de tamanho menor. A
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quantidade de meio de cultura inicial, K8P modificado (Anexo 2), foi colocada em dois
volumes diferentes em cada placa, sendo 9,0ml e 9,6ml para cobrir as gotas do
plaqueamento e 3,0ml e 3,2ml, respectivamente, para a troca do meio de cultura para a
reducdo da osmolaridade. As placas 1 e 2 tiveram volume inicial de meio de cultura 9ml e

as placas 3, 4 e 5 tiveram o volume inicial de 9,6ml.

3.5 Efeito do Horménio Acido Indolbutirico (AIB) no Enraizamento de Plantas
Regeneradas da Fusédo entre P. edulis e P. cincinnata

Visando a obtengdo de raizes para a contagem do nimero de cromossomos das 181
plantas regeneradas, apos cinco meses, oriundas de calos provenientes do experimento de
fusdo entre P. edulis e P. cincinnata, transferiu-se 81 plantas para meio de cultura MS
contendo a auxina IBA (1,0 mg.L™") e 100 plantas para meio MS sem adi¢do de horménios.
Apds 28 dias sob luz todas as plantas foram transferidas para os seus respectivos meios
frescos. Apos 56 dias de cultivo nesses meios foram realizadas avaliagdes do ntimero e

porcentagem de individuos que emitiram ou nao raizes.

3.6 Caracterizacao dos Hibridos

3.6.1 Analise citogenética através da contagem de cromossomos

Para obtencao de metafases mitéticas foram coletados apices meristematicos de raizes.
Estas foram pré-tratadas com uma solugdo de 8-hidroxiquinolina (0,002M) durante
aproximadamente 5 horas. Em seguida, foram fixadas em etanol:4cido acético (3:1) a -20 °C.
As raizes foram colocadas em mistura enzimatica, contendo 1:1 de Pectinase e Cellulase (2%),
diluidas em tampao citrato, por 1 hora a 37 °C. Apos a digestdo as raizes foram lavadas e
fixadas em etanol:acido acético (3:1).

Para a preparacao das laminas, as raizes foram esmagadas entre lamina e laminula e
aquecidas na chama de lamparina. As laminas foram congeladas em nitrogénio liquido por
segundos e as laminulas foram em seguida removidas com auxilio de uma lamina Gilete,
secadas por 24 horas. As laminas foram coradas com solu¢do de Giemsa a 2% por 10

minutos e secas por 48 horas. A fixagdo da laminula foi feita com Permount.
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3.6.2 Anélise molecular

Extraiu-se DNA de amostras de folhas mantidas in vitro dos parentais P. edulis e P.
cincinnata e dos hibridos putativos.

A extragdo de DNA foi baseada no protocolo utilizado pelo Laboratory Protocols -
CIMMYT Applied Molecular Genetics Laboratory, com algumas modifica¢gdes visando
resolver os problemas especificos da espécie em estudo. Inicialmente, procedeu-se a
maceracdo mecanica do material vegetal em nitrogénio liquido, imediatamente apds sua
coleta, sendo entdo armazenado em ultra-freezer (-80°C). A extracdo foi realizada a partir
do tecido vegetal ressuspendido em tampado de extracio CTAB (CTAB 2%, NaCl 1,42M,
EDTA 20mM, Tris-HCI (pH 8,0) 100mM, PVP 2%,  mercaptoetanol 0,2% e H,O qsp) e
submetido a uma temperatura de 65°C por 60 minutos. Em seguida, procedeu-se duas
etapas de extracdo em cloroférmio/alcool isoamilico (24:1) e, a seguir centrifugou-se,
recuperando-se a fase aquosa da solugdo. O DNA foi precipitado com a adigdo de alcool
isopropilico. Apoés duas lavagens do precipitado com etanol 70% e 95% e completa
secagem do pellet, o DNA finalmente foi suspenso em 100ul de TE. A fim de se obter um
precipitado mais puro, a solugio foi incubada a 37°C por duas horas na presenca de RNAse
(10mg/ml).

A quantificagdo de todos individuos hibridos putativos foi efetuada através da analise
comparativa de amostras de DNA-padrao (DNA lambda integro, marca Invitrogen) diluido
em diferentes concentragdes, apds eletroforese em géis de agarose 0,8% corados com
brometo de etidio. A qualidade e estimativa de concentracdo do DNA gendmico extraido

foram efetuadas em gel de agarose 1 %.

3.6.2.1 Marcadores RAPD (Polimorfismo de DNA Amplificado ao Acaso)

As reagdes de amplificacdo foram realizadas para cada um dos genotipos dos parentais,
para a mistura fisica, que constou de uma mistura de igual quantidade do DNA de cada um
dos pais e para os hibridos putativos. A reagdo foi realizada em um volume total de 15ul
contendo 25ng de DNA gendmico, 10uM de cada iniciador 3’ ¢ 5° da Operon, 100uM de
cada ANTP e Ix a solugdo tampao de PCR contendo 5S0mM de KCIl, 10mM de Tris-HCI,
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pH 8,9, 1,5mM de MgCl; e 0,5 unidade da enzima Taq DNA-polimerase. O ciclo total de
amplificacdo foi realizado em um termociclador PTC200 marca MJ Research programado
para iniciar com 5 minutos a 95°C seguido por 44 ciclos com 1 minuto de desnaturacdo a
94 °C, 1 minuto de pareamento a 35° C, 1 minuto e meio de extensao a 72° C e 5 minutos a
72°C para extensao final.

Os produtos de amplificacdo foram separados inicialmente em gel de agarose 1,4%

e corados com brometo de etidio. Seguido da visualizagdo das bandas sob luz ultravioleta.

3.6.2.2 Marcadores AFLP (Polimorfismo de Comprimento de Fragmentos
Amplificados)

As reagdes de AFLP foram realizadas de acordo com o protocolo de Vos et al.
(1995) com algumas modificagcdes. Aproximadamente 250ng de DNA extraido conforme
protocolo CTAB anteriormente descrito, foram duplamente digeridos com 2,5 unidades das
enzimas ECORI e Msel por 2 horas a 37°C.

Adaptadores especificos que possuem terminais complementares da clivagem pelas
enzimas de restricdo foram sintetizados (Invitrogen) e ligados com auxilio da enzima T4
DNA Ligase (1 unidade). A pré-amplificacdo foi realizada em volume final de 15ul
contendo 2ul do DNA digerido, ligado e diluido (1:6), 1x tampao de PCR, 2mM de MgCl,,
50ng/ul de cada primer ECoRI+0 ¢ Mse+0 (primers néo seletivos), 200uM de dNTP e 1U
da enzima Taq DNA Polymerase. Em seguida, primers ECORI e Msel, também sintetizados
pela Invitrogen e que contém trés nucleotideos seletivos foram utilizados para a tltima
etapa de amplificagdo. A reacdo de amplificacdo foi realizada em volume final de 15ul
contendo 1,5ul do produto da pré-amplificagdo diluido (1:10), 1x o tampao de PCR, 2mM
de MgCl,, 50ng/ul de cada primer seletivo ECORI e Msel, 200uM de dNTP e 1U da enzima
Tag DNA Polymerase. O ciclo total de amplificagdo foi realizado em um termociclador
PTC200 marca MJ Research programado para repetir 13 vezes o ciclo de 30 segundos a
94°C, 30 segundos a 65°C e 1 minuto a 72°C, diminuindo a temperatura de pareamento
(0.7°C) por ciclo, seguido de 23 ciclos de 30 segundos a 94°C, 30 segundos a 56°C e 1
minuto a 72°C. Os produtos de amplificagdo foram separados sob condi¢cdes desnaturantes

em gel de poliacrilamida a 6%, 8M de uréia e tampao TBE 1x por cerca de 3 horas a 70
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Watts de poténcia. Os fragmentos obtidos foram detectados com nitrato de prata segundo
protocolo CRESTE et al. (2001).

Os dados resultantes da eletroforese em gel para cada combinagdo de primers ECORI
e Msel foram analisados, sendo considerados polimorfismo, bandas presentes nos hibridos

desde que presentes em pelo menos um dos pais.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Em experimentos preliminares verificou-se que os protoplastos em cultura
apresentavam budding, ou seja, formagdo de bolhas ao redor dos mesmos ou alongamento
da membrana celular. Nossa hipotese foi de que pudesse ser um excesso de exposi¢ao dos
protoplastos ao 2,4-D, que se reconhece ser uma auxina forte e até certo ponto toxica. Tanto
o meio K8P, para protoplastos, quanto o meio K8, para células, ambos descritos por KAO
(1977) supdem a utilizagdo de 2,4-D. Assim, como teste, resolveu-se retirar a referida
auxina do segundo meio de cultura, K8. Com a retirada desta auxina verificou-se, a reducao
na formac¢do de budding. Por este motivo, nos experimentos com isolamento de
protoplastos em que ndo se realizaram fusdes, utilizou-se 0 meio K8 modificado (Anexo 2)
sem 2,4-D. Ja para os experimentos onde se realizou a fusdo de protoplastos, o 2,4-D
precisou ser reintegrado ao meio cultura, pois o agente fusionante (PEG) causa a morte de
grande parte dos protoplastos diminuindo, conseqiientemente, a densidade de cultura.

Na literatura verifica-se com freqii€ncia a indica¢ao da reducgdo da pressdo osmotica
do meio, mediante a substitui¢do deste a cada cinco (OTONI et al., 1995 e 1996) ou 7 dias
(DORNELAS & VIEIRA, 1993). Em nossos experimentos, com o meio K8 modificado
(Anexo 2) contendo ou ndo 2,4-D, verificamos que a troca deveria ser efetuada no minimo
a cada 3 ou no maximo 4 dias, pois caso contrario tanto os protoplastos quanto as células
que ja haviam entrado em divisdo morreriam. Este procedimento proporcionou uma
eficiéncia de plaqueamento alta em experimentos preliminares, quais sejam: de 45,8% para

P. edulis, 36, 8 % para P. alata, e 24,5 % para P. nitida (PASSOS & BERNACCI, 2005).
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4.1 Rendimento no Isolamento de Protoplastos de Passiflora edulis

A tabela 4 apresenta os resultados de rendimento obtido para os testes preliminares.
A contaminacdo verificada nas placas atrapalhou o andamento do experimento sendo que
em nenhum dos sete isolamentos realizados foi possivel obter plantas regeneradas.

Em dois isolamentos (n°® 1 e n° 2) as placas foram descartadas, pois estavam
contaminadas. Isto ocorreu por causa da alta temperatura verificada no nivel das placas
incubadas o que provocava a evaporagdo do meio de cultura e condensagdo na tampa da
placa, escorrendo pelas laterais para fora, propiciando assim o desenvolvimento de fungos e
bactérias. Foram efetuados outros experimentos para contornar a contaminagao, utilizando-
se placas de diametro maior para evitar que o meio de cultura vertesse. Mesmo assim o
indice de contaminacdo continuou sendo alto. A andlise feita por especialista em
microorganismos concluiu que as contaminagdes presentes no meio de cultura que embebia
as gotas de agarose, e até mesmo nas gotas de agarose, eram provenientes de bactérias do
ar. Somente apos a troca do filtro de ar da camara de fluxo laminar asséptico o problema foi
resolvido, conseguindo-se anular a taxa de contaminacao.

Em outros quatro isolamentos (n° 3, n° 5, n° 6 e n° 7) para P. edulis, os microcalos
formados em 21 dias de cultivo em meio K8 modificado e K8P modificado (Anexo 2)
foram transferidos para meio MD modificado (Anexo 3). Ap6s 28 dias de cultivo no escuro
observou-se que os calos haviam oxidado, provavelmente devido ao excesso de sacarose,
tendo que descartd-los. Posteriormente testaram-se, em outros experimentos, novas
modificagdes para o meio de cultura MD (Anexo 6 e 7), inclusive apos os experimentos de
fusdo.

Os protoplastos obtidos no isolamento n° 4 (Tabela 4) foram utilizados em testes
preliminares de fusao.

OTONI et al. (1996) demonstraram que o rendimento e a viabilidade dos
protoplastos diminuiram com o aumento de idade da planta matriz, para a espécie P.
suberosa. Plantas com 30 dias apresentaram um rendimento, ou seja, numero de
protoplastos isolados por grama de matéria fresca, de 12,3 x 10° + 0,34 x 10°, para plantas
com 60 dias obteve-se 8,1 x 10° + 0,15 x 10° e para plantas com 90 dias 3,7 x 10° + 0,84 x

10°. Esses autores discutem que a eficiéncia da mistura enzimética no isolamento de P.
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suberosa pode ser atribuida a transigdo de fases, em particular pelo aumento na
complexidade da estrutura da parede celular, pela ocorréncia de maior espessamento das
paredes celulares em decorréncia da deposicdo secundaria de substancias, diminuindo a
eficiéncia de atuagdo da mistura enzimatica utilizada. DORNELAS (1995) obteve 16,8 x 10°

por grama de material vegetal para P. edulis, quando utilizou folhas mantidas in vitro.

Tabela 4 - Numero de protoplastos isolados por g de tecido vegetal (rendimento), para os
isolamentos de 1 a 8 de Passiflora edulis.

Isolamento Rf:ndimento .
(n° de protoplastos isolados/g de tecido vegetal)
1 12,3x 10°
2 13,7x 10°
3 0,06 x 10°
4 3,40 x 10°
5 14,3 x 10°
6 1,20 x 10°
7 0,20 x 10°
8 7,3 x 10°

DORNELAS & VIEIRA (1993) relatam que os protoplastos oriundos de tecido
foliar sdo ligeiramente menores que os isolados a partir de tecido cotiledonar, no entanto as
freqliéncias de divisao celular e a eficiéncia de plaqueamento sdo bastante semelhantes e sao
igualmente influenciadas pela densidade dos protoplastos e pelo sistema de cultura. Os
autores concluem que a densidade de 1 x 10° protoplastos por ml de meio ¢ o cultivo em
“droplets”, sistemas esses utilizados nestes experimentos, mostraram-se mais adequados

para o cultivo de protoplastos isolados de tecido cotiledonar.
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4.2 Eficiéncia de Plagueamento para Passiflora spp.

O fator eficiéncia de plaqueamento (PE) vem a ser a porcentagem de protoplastos ou
de células derivadas de protoplastos que originam colonias no meio nutriente (FUNGARO &
VIEIRA, 1989). Pode se determinar a eficiéncia de plaqueamento inicial (EIP) pela contagem,
aos sete dias de cultivo, do numero de protoplastos que mostraram, pelo menos, uma primeira
divisdo mitotica, em relagdo aos protoplastos totais do campo de observagao. E também, a
eficiéncia de plaqueamento final (EFP) pode ser determinada pelo nimero de contagem de
calos recuperados, ao final de 28 a 30 dias de cultivo, em relagdo a populagdo de protoplastos
originalmente plaqueada (OTONI, 1995) ou 14 dias como DORNELAS (1995).

O meio de crescimento para calo utilizado, nos experimentos para verificar a eficiéncia
de plaqueamento, foi o MD modificado (Anexo 5), o qual ndo foi eficiente para o
desenvolvimento das microcolonias em calos organogénicos. Nestes experimentos avaliaram-
se as eficiéncias de plaqueamento, que sao mostradas nas tabelas que seguem abaixo, em cada
experimento a descri¢ao do cultivo e do rendimento de isolamento.

OTONI et al. (1996) observaram uma eficiéncia de plaqueamento de 45,6% e
32,5% para plantas da espécie P. incarnnata com 30 a 60 dias de idade, respectivamente. Ja,
DORNELAS & VIEIRA (1993) observaram uma eficiéncia de plaqueamento de 25,5% para

P. edulis, de 16,3% para P. amethystina ¢ 18,2% para P. cincinnata.

4.2.1 P. edulis

No teste n° 1, onde se utilizaram 27,7mg de cotilédones e 1,5ml de solugdo enzimatica,
obteve-se rendimento 11,3 x 10° de protoplastos por g de material vegetal. Apos 21 dias de
cultivo observou-se a presenga de microcolonias. Estas foram transferidas para meio MD
modificado (Anexo 6). Apos 28 dias de cultivo no escuro, ndo se observou desenvolvimento
das microcolonias. Porém, a eficiéncia de plaqueamento observada neste teste foi de 54,5%.

Na tabela 5 pode se observar que, embora a taxa de células mortas tenha sido 32,7%, a

taxa de células acima da primeira divisao foi de 29,7%. A porcentagem de células vivas ¢ dada
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pela somatoria de células vivas sem divisdo, células em primeira divisao e células acima da

primeira divisdo, onde neste experimento obteve-se um percentual de 67,3%.

Tabela 5 - Média, desvio padrao e porcentagem, em 30 campos por placa, de células vivas
(sem divisdo), de células mortas e de células em diversas fases de divisdo, para trés
repeticdes de cultivo de protoplastos do teste n° 1 para espécie Passiflora edulis. Avaliagdao
aos sete dias de cultivo em meio de cultura.

Numero da  Células vivas  Células Células em Células acima Total
Placa (sem divisdo)  mortas  primeira divisdo  da 1? divisdo
3 3,56£1,56  9,13+3,94 6,33+3,56 8,76+4,67 27,78
4 4,03£2,34  10,6+4,76 7,66+2,95 10,3£3,77 32,59
6 3,43£2,25  8,40£3,61 7,36+3,45 6,43+£2,92 25,62
Média +
Desvio 3,67£0,31  9,37+1,12 7,11+0,70 8,49+£1,95  28,66+3,57
Padrio
Por"f};:?gem 12,8 32,7 24,8 29,7 100

No teste n.° 2, onde foi utilizado 120mg de cotilédones e 2,0ml de solugao enzimatica,
os cotilédones tinham 13 dias de idade e permaneceram 108 horas no escuro antes do
isolamento, obteve-se um rendimento de 2,4 x 10° protoplastos por g de material vegetal. Aos
7 dias de cultivo foi realizada a primeira avaliagdo. Na tabela 6 pode se observar uma taxa de
36,6% de células acima da primeira divisdo, o que significa 57,54% das células vivas. E uma
taxa de 36,45% de células mortas no total da avaliagdo. A eficiéncia de plaqueamento inicial
foi de 51,1%.

Apos 21 dias de cultivo em meio K8 e K8P (modificados conforme anexo 2) no
escuro, as microcolonias desenvolvidas foram transferidas para meio MD modificado (Anexo
6), onde permaneceram por 28 dias. Passados os 28 dias de cultivo, no escuro, os microcalos
desenvolvidos foram transferidos para 0 mesmo meio fresco, onde permaneceram por mais 28

dias. Os calos formados foram transferidos para MS suplementado 2 mg.L"' de 6-BA e 2,5
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mg.L" Nitrato de Prata, onde permaneceram por 28 dias, no claro. Nio foi observada

regeneracao.

Tabela 6 — Média, desvio padrao e porcentagem de 30 campos por placa, de células vivas
(sem divisdao), de células mortas e de células em diversas fases de divisdo, para trés
repeticdes de cultivo de protoplastos do teste n® 2 para a espécie Passiflora edulis.
Avaliagao aos sete dias de cultivo.

Nuamero da Células vivas  Células Células em Células acima

Placa (sem divisdo) mortas  primeira divisdo  da 1? divisdo Total

1 4,00+1,83  §8,10+3,53 2,93+1,53 10,56+6,40 25,59

2 3,06+1,68  8,73£3,70 2,70+1,68 7,86+4,03 22,35

3 2,46+1,50  10,8+4,48 5,46+2,68 9,4043,40 28,12
Média +

Desvio 3,17£0,77  9,21+1,41 3,69+1,53 9,27£1,35  25,35+2,89
Padrao
Porcentagem
(%) 12,5 36,4 14,5 36,6 100

No teste n° 3, onde se utilizou 63,9mg de cotilédones com 1,5 ml de solucao
enzimatica, os cotilédones tinham 8 dias de idade e permaneceram no escuro desde a
germinaco, obteve-se rendimento de isolamento de 9,5 x 10° protoplastos por g de material
vegetal. Efetuou-se a avaliagao das microcolonias aos 19 dias de cultivo em meio K8 e K8P,
ambos modificados (Anexo 2). Na tabela 7 observa-se a porcentagem de microcalos vivos e
mortos ap6s 23 dias de cultivo em meio de cultura. Obtiveram-se 65,5% de microcalos vivos e
34,5% de microcalos mortos. Assim, a eficiéncia de plaqueamento final foi de 65,5 %.

Passado os 21 dias de cultivo, as placas que continham as células em desenvolvimento
foram descartadas, pois todas as células estavam mortas até mesmo as que haviam dividido e
formado microcoldnias. Isto pode ter ocorrido devido a necessidade de maior nutrigdo para as
microcolonias quando formadas, o que poderia ter sido contornado com uma troca mais

freqiiente de meio de cultura ou com uma densidade menor de protoplastos plaqueados.
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Tabela 7 — Média, desvio padrdo e porcentagem de 12 campos por placa, de nimero de
microcalos oriundos do isolamento de protoplastos, para trés repeticdes de cultura de
protoplastos do teste n® 3 para espécie Passiflora edulis, apos 23 dias de cultivo em meio de
cultura.

Placas Microcalos vivos Microcalos mortos Total
4 9,85+6,05 4,93+£2,76 14,80
3 10,0+4,56 5,48+3,60 15,50
Média 3 Desvio 9,92+0,10 5,20+0,40 15,1540,49
Perc?;:;‘gem 65,5 34,5 100

No teste n° 4, onde utilizou-se 125,6mg de cotilédones adicionado de 1,5ml de solugao
enzimatica, que tinham 14 dias de idade e permaneceram desde a germina¢do no escuro,
obteve-se rendimento 4,6 x 10° de protoplastos por g de material vegetal. Efetuou-se a
avaliagdao das microcolonias formadas aos 19 dias de cultivo. Apds 21 dias de cultivo as placas
contendo as células foram descartadas, as células estavam mortas, at¢ mesmo as que haviam
apresentado divisao.

Foi realizada avaliacio de médias, de desvio padrdo e de porcentagem das
microcolonias vivas e mortas aos 23 dias de cultivo. Na tabela 8 observa-se que houve uma
taxa de 55,8% para os calos vivos e de 44,2% para calos oxidados obtendo-se uma eficiéncia

de plaqueamento final de 55,8%, aos 23 dias de cultivo.

Tabela 8 — Média, desvio padrdo e porcentagem de 12 campos por placa, do niamero de
microcalos oriundos do isolamento de protoplastos, para 2 repeticdes de cultura de
protoplastos do teste n° 4 para espécie Passiflora edulis, apos 23 dias de cultivo em meio de
cultura.

Placas Microcalos vivos Microcalos mortos Total
1 7,80+3,98 5,07+3,07 12,87
4 5,36+3,00 5,35+3,36 10,71
Média £ Desvio 6,58+1,72 5.2140,19 11,79+1,52
Padrio
Percentagem(%) 55,8 44,2 100
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4.2.2 P. nitida

No teste n° 1 obteve-se um rendimento de 3,5 x 10° de protoplastos por g de
material vegetal. Realizaram-se avaliacdes de células vivas, mortas e em divisao aos 7 dias
(placas n® 2, n° 3 e n°4) e aos 12 dias (placas n° 1, n° 2 e n® 4) de cultivo. Na tabela 9 pode
se observar uma baixa taxa de células em divisdo de 20,8% (eficiéncia de plaqueamento
inicial) aos 7 dias de cultivo, tendo 47,8% de células vivas e 31,4% de células mortas.

Aos 21 dias de cultivo as microcoldnias foram transferidas para meio MD modificado
(Anexo 5). Com 26 dias observou-se que todas as microcolonias haviam se oxidado sem

nenhum desenvolvimento adicional.

Tabela 9 - Média, desvio padrdo e porcentagem de células vivas (sem divisdo), de células
mortas e de células em diversas fases de divisdo, de 30 campos por placa, para trés
repeticdes de cultura de protoplastos do teste n® 1 para a espécie Passiflora nitida.
Avaliagao aos 7 dias de cultivo.

Numero da  Células vivas  Células Células em Células acima Total
Placa (sem divisdo) mortas primeira divisio da 1? divisdo

2 7,30£5,0  7,90+5,7 1,03+1,7 0,80+0,9 17,03

3 6,60+2,9  4,76£2.6 3,00+£2,6 0,76+0,7 15,12

4 8,93+4,0  2,26+2,1 3,10+£2,6 1,20+1,3 15,49
Média +
Desvio 7,61£1,19  4,97+£2.8 2,37+1,1 0,9240,2 15,97+1,1
Padrdo

Porcentagem
(%) 47,8 31,4 14,9 59 100

Na tabela 10 pode se observar avaliagdao aos 12 dias de cultivo da placa n° 2 que
também foi avaliada aos 7 dias de cultivo. A média de células em divisao passou de 1,83
para 4,26 e a média de células mortas teve um pequeno acréscimo de 7,9 para 8,83. A
porcentagem de células em divisdo aumentou de 20,8% (eficiéncia de plaqueamento inicial)

para 32% (eficiéncia de plaqueamento final).
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Tabela 10 — Média, desvio padrdo e porcentagem de células vivas (sem divisdo), de células
mortas ¢ de células em diversas fases de divisao, de 30 campos por placa para 3 repetigdes
de cultura de protoplastos do teste n° 1 para a espécie Passiflora nitida. Avaliagdo aos 12
dias de cultivo.

Nuamero da Células vivas  Células Células em Células acima

Placa (sem divisdo) mortas  primeira divisdo  da 1? divisdo Total

1 1,754£1,29  6,1442,81 1,14+0,97 2,46+1,89 11,49

2 0,93+1,11  8,8344,18 0,83+0,91 3,43+£3,72 14,02

4 3,63£2,84  5,80+3,32 1,46+1,38 3,43+1,87 14,32
Média +

Desvio 2,10+£1,38  6,92+1,66 1,144+0,31 3,10+0,56  13,27+1,55
Padrao
Porcentagem
%) 15,8 52,2 8,6 23,4 100

No teste n° 2 foram utilizadas células em suspensao, obtidas de calogénese de discos
foliares de P. nitida. Apos a digestdo enzimatica obteve-se um rendimento de 1,2 x 10° de
protoplastos por g de material vegetal. Realizou-se a avaliacdo das células vivas, mortas e
em divisdo aos 7 dias de cultivo (Tabela 11). A porcentagem de células vivas apos 7 dias de
cultivo foi de 24,1%. Destas, 7% eram de células que apresentavam divisdo, algumas ja
formando microcoldnias (10,4%), sendo de 17,4 % a eficiéncia de plaqueamento inicial e
de 6,7% a taxa de células que ndo haviam entrado em divisdo. A porcentagem de células
mortas mostrou-se alta 75,9%.

Apos 21 dias de cultivo as microcolonias formadas foram transferidas para meio MD
modificado (Anexo 7), com o dobro da concentragio dos horménios 2,0 mg.L" 6-BA, 5,0
mg.L" NAA e 5,0 mgL" TAA, no escuro. Apés 15 dias os micro calos formados foram
transferidos para meio MD modificado (Anexo 7), permanecendo 28 dias no escuro, nio foi

observado desenvolvimento.
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Tabela 11 - Média, desvio padrdo e porcentagem de 30 campos por placa, de células vivas
(sem divisao), de células mortas e de células em diversas fases de divisdo, para trés
repeticdes de cultura de protoplastos do teste n® 2 para a espécie Passiflora nitida.
Avaliacdo aos 7 dias de cultivo.

Numero da  Células vivas Células Células em Células acima da

Placa (sem divisdo) mortas  primeira divisdo 1* divisao Total

1 1,5 35,3 1,9 7,1 45,8

4 1,8 32,3 2,7 4.4 41,2

5 4,8 23,9 3,9 1,1 33,7

Media 5218 305459  2,8+1,0 42430  4026,1

Desvio Padrao
Porcentagem

%) 6,7 75,9 7,0 10,4 100

4.3 Verificacdo do Efeito da Idade de Cotilédones e do Efeito da Luz, Durante a
Germinacgdo de Sementes, no Comportamento de Protoplastos Isolados de Passiflora
edulis

Quando os cotilédones possuiam 6 dias de idade e foram germinados na auséncia de
luz obteve-se um rendimento do isolamento de 14,2 x 10° de protoplastos por g de material
vegetal e quando germinados na presencga de luz obteve-se o rendimento do isolamento de
32,0 x 10° de protoplastos por g de material vegetal (Tabela 12).

Quando os cotilédones possuiam 21 dias de idade e foram germinados na auséncia de
luz obteve-se um rendimento do isolamento de 3,2 x 10° protoplastos por g de material vegetal
e quando foram germinados na presenga de luz obteve-se 1,2 x 10° protoplastos por g de
material vegetal.

As células provenientes de cotilédones com 6 dias de idade foram cultivadas apenas
até 4" troca do meio de cultura (14 dias), pois aparentemente estavam mortas, mesmo as que
entraram em divisdo. As células provenientes de cotilédones com 21 dias de idade se
dividiram e formaram microcolonias. Estas foram transferidas para meio MD modificado
(Anexo 6), permanecendo no escuro por 28 dias. Notou-se um insignificante desenvolvimento

das microcolonias em pequenos calos, transferiu-se os calos para meio MD modificado
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(Anexo 6) fresco, onde permaneceu por mais 28 dias no escuro. Nao se observou
desenvolvimento dos mesmos, sendo entdo descartados. A tabela 12 apresenta o ntimero total
de protoplastos isolados para cotilédones com 6 e 21 dias de idade de sementes germinadas na

luz ou no escuro.

Tabela 12 - Idade e peso dos cotilédones utilizados como explantes € numero de protoplastos
isolados no experimento sob luz e auséncia de luz.

Média daidade do Peso do material ~ Numero de protoplastos
Tratamentos

explante vegetal (mg) isolados/ml

(Ausénc%a de luz) 6 dias 137,0 43,0x 10°
(Presenc;za de luz) 6 dias 140,8 20,0 x 10°
(Ausénc?a de luz) 21 dias 63,0 2,0x 10°
! 21 dias 297,0 3,5x 10°

(Presenca de luz)

Realizaram-se as avaliagdes das células vivas, mortas e em divisdo aos 7 dias de
cultivo, para os 4 tratamentos (Tabela 13). A taxa de células em divisdo para o tratamento que
utilizou cotilédones com 6 dias de idade foi de 3,7% e 2,9%, sob auséncia e presenca de luz,
respectivamente. E para o tratamento que utilizou cotilédones com 21 dias de idade foi de

6,6% e 19,5%, sob auséncia e presenga de luz, respectivamente.

Tabela 13 - Média, desvio padrdo e porcentagem de 30 campos por placa, de células vivas
(sem divisdo), de células mortas e de células em diversas fases de divisdo para a espécie
Passiflora edulis. Avalia¢do aos 7 dias de cultivo.

Células vivas Células Células em Células acima da

Tratamentos (sem divisdo) mortas primeira divisdo 1? divisao Total
(Auséncila de luz) 7,5+1,3 19£1,5 0,96+0,01 0,08+0,06 27,54
(Presengza de luz) 4,0+0,8 11+0,3 0,57+0,27 0,23+0,21 15,80
( Ausénci3a de luz) 19,6+4 9,7+0,7 2,00+0,20 0,07+0,09 31,37

4 4,6£0,2  4,9+0,2 1,8+0,4 0,5+0,12 11,80

(Presenca de luz)
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Nos tratamentos em que os cotilédones apresentavam 21 dias de idade as porcentagens
de células em divisao foram maiores. Embora os cotilédones com 6 dias de idade tenham

apresentado maior rendimento, os protoplastos ndo conseguiram sustentar a divisao.
4.4 Fusdo de Protoplastos entre Espécies de Passiflora spp.

4.4.1 Fusao entre P. edulis e P. cincinnata utilizando solucéo de fusdo com diferentes
valores de pH

Neste experimento para espécie P. cincinnata obteve-se o rendimento de 3,0 x 10°
protoplastos por g de material vegetal e de 103,0 x 10° protoplastos por g de material
vegetal para a espécie P. edulis.

Foram realizados dois experimentos de fusdo simultaneamente, onde apenas o que
diferiu foi o valor do pH da solugdo de fusdo. Durante o procedimento da fusdo foi possivel
realizar a contagem de dimeros nos eventos de aglutinagdo de protoplastos, que sao
mostrados nas tabelas 14 e 15.

Para a solug¢ao de fusdo com pH 5,8 obteve-se a média de 4,8 eventos por campo,
em 5 campos contados, e a média de dimeros por campo foi de 0,80. Para a solucao de
fusdo com pH de 7,0 foi observada uma média de 6,0 eventos por campo, em 5 campos
contados, e a media de 1,2 dimero por campo.

Ap6s 4 dias de cultivo em meio de cultura K8P e K8, ambos modificado (Anexo 2),

todas as placas apresentaram contaminagao, sendo entdo descartadas.

4.4.2 Fusao entre P. edulis e P. cincinnata com regeneracao de plantas provenientes de
calos formados dos produtos de fuséo

Neste experimento obteve-se uma produgio total de 273,0 x 10° protoplastos por para
P. edulis e de 61,3 x 10° protoplastos para espécie P. cincinnata. Apos trés meses do
procedimento de fusdo foram realizadas avaliagdes onde se anotou o numero e porcentagem
de plantas regeneradas, calos verdes e oxidados. Foi obtido um maximo de 2265 calos
(Tabela 16) para o procedimento 1 (Tabela 3) e o minimo de 101 calos (Tabela 16) no
procedimento 2 (Tabela 3). As maiores porcentagens de regeneracao foram encontradas no

procedimento 3 (Tabela 3) de 5,86% ¢ de 5,02% para o procedimento 4 (Tabela 3).
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Tabela 14 - Contagem de eventos de aglutinagao de protoplastos e de dimeros no momento da
fusdo, utilizando solucdo de fusdo com PEG 30% (P. M. 4000), autoclavada e o valor do pH
5,8.

Campo Eventos Dimeros
1 5 1
2 6 1
3 4 0
4 6 1
5 3 1
Média + Desvio Padrao 4,80+ 1,30 0,80 £0,44

Tabela 15 - Contagem de eventos de aglutinagdo de protoplastos e de dimeros no momento
da fusdo, utilizando solucdo de fusdao com PEG 30% (P. M. 4000), autoclavada e valor do
pH 7.0.

Campo Eventos Dimeros
1 5 1
2 9 2
3 4 0
4 5 1
5 7 2
Meédia + Desvio Padriao 6,00 £ 2,00 1,20 + 0,83
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Figura 1 - Isolamento e cultura de protoplastos e de produtos de fusdo: a. Protoplastos
isolados de cotilédones da espécie P. edulis. Setas indicando protoplastos. b. Fusdo de
protoplastos no experimento com as espécies P. edulis e P. nitida, ap6s adigdo da solugéo
de PEG. Setas indicando possivel fusdo. ¢. Células aos 15 dias de cultivo em divisao da
espécie P. edulis. d. Microcalo formado aos 15 dias de cultivo em experimento de fusdo
entre P. edulis e P. cincinnata.

Tabela 16 - Numero ¢ porcentagem de plantas regeneradas, de calos verdes e de calos
inoculados no experimento de fusdo de protoplastos entre as espécies Passiflora edulis ¢ P.
cincinnata apds 3 meses de cultivo

Numero de calos

Tratamento Numero de plantas Numero de calos verdes .
inoculados
1 19 0,82% 40 1,72% 2265
2 02 1,98% 05 4,95% 101
3 57 5,86% 25 2,57% 972
4 46 5,02% 56 6,11% 917
5 04 1,13% 34 9,55% 356
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Foram obtidas 269 plantas regeneradas no total, de todos os procedimentos, apods 1
ano de cultivo. Cada planta recebeu um numero de identificacdo. Realizou-se analise
citogenética nas plantas que apresentaram raizes. As analises moleculares foram efetuadas

em plantas poliploides, confirmadas por analises citogenéticas, e em plantas que

apresentavam morfologia intermedidria aos pais.

Figura 2 — Regenera¢do de hibridos somaticos putativos entre Passiflora edulis e P.
cincinnata, via organogénese adventicia: a, b, ¢, d e e - Gemas se desenvolvendo em calos
provenientes da fusdo; f. Planta regenerada a partir de calos formados do produto de fusio.
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Nas plantas identificadas com o nimero 02, 41, 64 e 178 foi notada a presenga de
uma estrutura floral. Em uma das flores foi possivel observar o androceu e o gineceu, sendo
uma flor perfeita (Figura 3b). Em outra, a estrutura floral encontrada possuia corona,
caracteristica da flor de Passiflora spp., de cor rosa clara, com a parte masculina ¢ feminina
desenvolvida parcialmente (Figura 3d). Todas as plantas que apresentaram flores foram
provenientes do procedimento 1 (Tabela 3) onde os calos ficaram 16 dias em meio MD 2x
(Anexo 7) e foram transferidos diretamente para o claro em meio MS/R.

SCORZA & JANICK (1980) realizaram estudos sobre os aspectos de florescimento
in vitro induzido pelo hormdnio citocinina. Explantes foliares de hipocotilo e gavinhas de
P. suberosa floresceram in vitro no meio de cultura MS suplementado de 3% de sacarose,
glicina e vitaminas. O tratamento que se mostrou efetivo para inducdo de florescimento foi
o que continha 0,1 mg.L™" de 6-BA, o florescimento ocorreu em 21 dias de cultivo. Estes
autores relatam que a citocinina ¢ um requisito absoluto para o florescimento in vitro de P.
suberosa. No entanto o explante de tecido basal ou jovem nédo floresce igualmente na sua
presenca. Isto sugere que outro fator presente no tecido do explante que produz flor inicia o
florescimento juntamente com a citocinina.

Ainda, dentro do procedimento 1 observou-se regeneragdo via embriogénese
somatica nos calos, embora a principal via de regeneracdo em Passiflora spp seja a
organogénica. Na figura 3 observa-se um embrido desenvolvendo-se a partir do calo
formado pelo produto de fusdo. ROUSTAN et al. (1990) estudaram os efeitos do nitrato de
prata e do etileno na embriogénese somatica de cenoura (Daucus carota L.). Estes autores
observaram que o nitrato de prata, nas concentragdes de 10-20uM, causou duas vezes o
aumento no nimero de eventos de embriogénese somatica. E sugerem que o nitrato de prata
estimula a embriogénese somatica em cenouras pela inibi¢ao da agao do etileno.

Em nossos experimentos o nitrato de prata foi componente sempre presente na
concentragio de 2,5mg.L"' nos meios de cultura para crescimento de calo e para

regeneracao de plantas (PASSOS et al., 2002b).
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Figura 3 — Florescimento in vitro e embriogénese somatica em plantas regeneradas de
calos oriundos da fusdo entre Passiflora cincinnata e P. edulis: a, b, ¢, d e e. florescimento
in vitro no procedimento 1; seta de a, ¢ e e indicando o botdo floral; seta 1 em b indicando
a parte feminina e seta 2 indicando parte masculina da flor aberta; seta em d indicando a
corona; f. planta regenerada do calo via embriogénese somatica.
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4.4.3 Fusao entre as espécies Passiflora edulis e Passiflora nitida

Para a espécie P. edulis foi obtido 1,1 x 10° protoplastos totais e para espécie P. nitida
10 x 10° protoplastos totais. Foram realizadas as avaliagdes aos 4 dias e 14 dias de cultivo.

Para as placas com volume inicial de 9,0ml de meio de cultura o valor da eficiéncia de
plaqueamento inicial foi de 24,3% e para as placas com volume inicial de 9,6ml de meio de
cultura foi de 31,1%, aos 4 dias de cultivo (Tabela 17). As placas com volume inicial de 9,0 e
9,6ml tiveram uma porcentagem muito baixa de células mortas (0,4% e 0,0%

respectivamente).

Tabela 17 - Média, desvio padrdo e porcentagem de células vivas (sem divisdo), de células
mortas e de células em diversas fases de divisdo, para duas placas e 30 campos por placa, de
cada cultura de protoplastos do produto de fusdo entre P. edulis e P. nitida. Avalia¢do aos
quatro dias de cultivo.

Nuamero da Células vivas  Células  Células em inicio de Células em

Placa (sem divisdo)  mortas primeira divisdo 1? divisdo Total

1 (9ml) 8,30+3,50  0,00+0,00 2,40+1,70 0,20+0,40 10,90

2 (9ml) 6,70£2,90  0,07+£0,25 2,00+1,50 0,23+0,43 9,00
Média +

Desvio 7,5+1,33 0,03+0,05 2,20+0,28 0,21+£0,02  9,95+1,34

Padrdo
3 (9,6ml) 9,80+£3,80  0,00+0,00 4,10+£2,30 0,17+0,38 14,07
4 (9,6ml) 11,0£4,00  0,00+0,00 5,10£2,70 0,00+0,00 16,10
Média +

Desvio 10,4+£0,85  0,00+0,00 4,6+0,70 0,08+0,12  15,1+1,43

Padrdo

Para a placa n° 3, que continha um volume inicial de 9,6ml de meio de cultura,
realizou-se avaliacdo aos 13 dias de cultivo (Tabela 18).
Foram avaliadas 6 gotas inteiras contando-se o nimero de células que apresentavam

divisdo e formagdo de microcolonias. A média de células em primeira divisdo por gota de
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agarose foi de 81,0+23,4 e de células acima da primeira divisao foi de apenas 3,2+1,9.

Tendo uma média de 2,3+1,9 microcolonias.

Tabela 18 - Avaliagdo da média e desvio padrdo de células em divisio e microcoldnias
formadas aos 13 dias de cultivo, em gotas de agarose, da placa n°® 3, para produto de fusao
entre P. nitida e P. edulis.

Gota .Cél.u las em Células.ac‘:iana da 1" Microcolonias
primeira divisdo divisdo
1 96 05 02
2 44 05 01
3 84 03 04
4 95 04 05
5 105 00 02
6 62 02 00
Média + Desvio 81,0423,4 3,241,9 2,3+1,9

Padrao

Na tabela 19 observa-se a eficiéncia de plaqueamento final para as placas com volume
inicial de 9,0ml e para a placa com volume inicial de 9,6ml de meio de cultura, que foram de
31,5 e 23,4%, respectivamente. Aparentemente, placas com volume inicial de 9,0ml
apresentaram resultados melhores. Mas, para comprovacao desses resultados ha necessidade

de se repetir o experimento.

4.5 Efeito do Hormdnio Acido Indolbutirico (AIB) nas Plantas Regeneradas da Fus&o
entre P. edulis e P. cincinnata

Neste experimento foram avaliados o numero e porcentagem de individuos que
emitiram raizes quando cultivados em meio de cultura com e sem hormonio IBA (1,0 mg.L"
1. Na tabela 20 observa-se uma porcentagem de 21% de individuos que emitiram raizes
quando cultivado em meio com IBA e 26% de individuos que emitiram raizes quando

cultivado em meio sem hormodnio. O resultado observado deve ser devido a utilizagao de
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uma dose inadequada da auxina, pois se esperava que as plantas quando submetidas ao

tratamento com o hormonio IBA, tivessem uma porcentagem maior de emissao de raizes.

Tabela 19 - Média, desvio padrdo e porcentagem de 30 campos por placa, de células vivas
(sem divisao), de células mortas e de células em diversas fases de divisdo. Avaliacao aos 14
dias de cultivo. Para cultura de protoplastos do produto de fusao de P. nitida e P. edulis.

Numero da Células vivas  Células Células em Células acima Total

Placa (sem divisdo) mortas  primeira divisdo  da 1? divisdo

1 (9ml) 1,30+1,40  2,60+1,40 1,20+1,00 0,43+0,80 5,53

2 (9ml) 0,83+0,83  3,97+1,60 1,80+1,70 0,57+0,82 7,17

Média +

Desvio 1,06+£0,33  3,28+0,96 1,50+0,42 0,50+0,10 6,35+1,16
Padrido

5 (9,6ml) 2,40+1,80  5,70+2,50 1,70+1,10 0,77+1,00 10,57

Tabela 20 - Numero e porcentagem de plantas que emitiram ou ndo raizes sob cultivo em
meio de cultura com IBA e meio MS.

Numero de plantas Meio de cultura Plantas com raiz Plantas sem raiz
81 MS+IBA 17 21% 64 79%
100 MS 26 26% 74 74%

4.6 Caracterizacdo dos Hibridos

4.6.1 Analise citogenética atravées da contagem de cromossomos

Para a andlise citogenética foram utilizadas 15 plantas, sendo elas os individuos n°
8, n° 40, n° 108, n° 124, n° 132, n° 157, n° 171,n° 175, n° 195, n° 203, n° 210, n°® 227, n°
228, n° 240, n° 258 . Dos individuos analisados 11 apresentaram 4n=36, sendo eles n° 8, n°

40, n° 108, n° 124, n° 132, n° 157, n° 195, n° 227, n° 228, n° 240, n° 258 e 4 apresentaram
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2n=18 n° 171, n° 175, n° 203, n° 210. A figura 4 apresenta fotos dos cromossomos em
metafase para 6 diferentes plantas, sendo que apenas uma apresenta 2n=18 cromossomos.
JOURDAN & SALAZAR (1993) relatam que podem ser encontradas plantas aneuploides
ou com ploidias superiores a 4n em fusdes envolvendo protoplastos.

SOARES-SCOQOT (1998) estudou a caracterizacao citogenética de alguns hibridos
interespecificos de Passiflora, no hibrido sexual P. edulis f. flavicarpa x P. setacea o
nimero cromossomico observado foi de 2n = 18. No hibrido somatico P. edulis f.
flavicarpa + P. incarnata mostra 2n = 36. Este hibrido foi originado por fusdo de
protoplastos e deste modo, dois lotes cromossomicos das espécies genitoras foram reunidos
no nucleo. Como resultado desta fusdo foram obtidas células com 2n = 36, ou seja, a soma
dos niimeros cromossomicos das espécies genitoras.

A hibridagdo interespecifica ¢ o0 mecanismo de obtengdo de variabilidade genética
mais utilizado no melhoramento genético. Na hibridagdo sexual normalmente os genitores
jé passaram pela fase reducional da meiose para a produ¢do dos gametas masculinos e
femininos e, assim, o niimero cromossdmico deste hibrido deve ser igual ao das espécies
genitoras, conforme observado nos estudo com hibrido sexual P. edulis f. flavicarpa x
P.setacea (SOARES-SCOOT, 1998). No caso dos hibridos somaticos ndao héa reducao do
nimero cromossomico, j4 que as células genitoras ndo passam por meiose. Estas células
sao de origem somatica e o hibrido recebe um lote diploide de cada célula genitora,
conforme observado no hibrido somatico P. edulis f. flavicarpa + P. incarnata (SOARES-
SCOOT, 1998). Segundo WOLTERS et al. (1994), os genomas completos de duas espécies
diferentes podem ser combinados em uma unica célula através da hibridagdo somatica. Se
as duas espécies em questdo sdo suficientemente proximas, espera-se que os hibridos
resultantes sejam geneticamente balanceados e conseqiientemente contenham a soma dos

complementos cromossdmicos parentais.
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Figura 4 - Cromossomos metafasicos de plantas tetraploides (5) e diploide (1) de

individuos regenerados de calos provenientes da fusdo de protoplastos entre Passiflora
edulis e P. cincinnata: a, b, ¢, e e. Individuos n° 228, n° 08, n° 258, n° 132 e n° 227,
respectivamente, com 4n = 36 cromossomos; d. Individuo n° 171 com 2n = 18

cromossomos. Barra de 10um.

4.6.2 Analise molecular

A confirmagdo das plantas hibridas foi efetuada por meio da analise molecular

utilizando os marcadores RAPD e AFLP.
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4.6.2.1 Marcadores RAPD (Polimorfismo de DNA Amplificado ao Acaso)

Dos 15 primers testados dez (OPH 4, 8, 11, 13, 14, 15, 16, 17, 18 ¢ 19)
proporcionaram polimorfismo de bandas, ao se comparar inicialmente, apenas os parentais.
Estes mesmo primers foram utilizados nas analises posteriores que envolviam os hibridos
putativos, além dos parentais.

O resultado obtido encontra-se na figura 5, onde se utilizou o primer OPH13. Foram
consideradas apenas bandas que se apresentaram mutuamente exclusiva nos parentais,
estando, todavia, presente na mistura fisica dos parentais. Com a utilizagdo do primer
OPHH13 foi observada a amplificagdo de fragmentos especificos dos parentais, sendo
conclusiva a determinagdo da hibridagdo em nivel molecular. Também foi possivel
observar a presenca de bandas adicionais, que ndo foram visualizadas em nenhum dos pais,

0 que sugere uma possivel recombinagdo entre o material genético.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19

—
=
—
=
R —

Figura 5 - Eletroforese em gel de agarose (1,4%) do produto de PCR dos hibridos
putativos provenientes da fusdo entre Passiflora edulis e P. cincinnata.

Onde, 1 - Padrao de DNA de 100pb ladder; 2 - P. cincinnata; 3 - P. edulis; 4 -

Mistura fisica; 5 - Individuo 8; 6 - Individuo 40; 7 - Individuo 108; 8 - Individuo 124 ; 9 -

Individuo 132 ; 10 - Individuo 157; 11 - Individuo 171; 12 - Individuo 195; 13 - Individuo

203; 14 - Individuo 221; 15 - Individuo 227; 16 - Individuo 228; 17 - Individuo 240; 18 -
Individuo 258; 19 - Padrao de DNA de 100pb ladder.

Pelos padroes de bandas apresentados pelos individuos 8, 9 e 18 na figura,

verificou-se que continham o material genético dos pais, P. edulis e P. cincinnata.
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O uso de marcadores moleculares ¢ ideal para confirmagdo da hibridicidade. Muitos
marcadores tém sido usados, incluindo RAPD (LIU et al., 2005). A técnica de RAPD
oferece inimeras vantagens, dentre elas rapidez, relativa simplicidade de execugdo e
consideravel freqiiéncia na determinagao de polimorfismo (OTONI, 1995).

Em OTONI (1995) observou-se quatro hibridos obtidos pela fusdo de protoplastos,
esta confirmacdo foi dada através do marcador molecular RAPD. ARAUJO (2004) com a
mesma técnica obteve a confirmacdo de uma planta hibrida, produto de fusdo de
protoplastos irradiados para espécie Nicotiana. Segundo BINSFELD (1999) foi possivel
constatar a transferéncia gendmica parcial do genoma de Helianthus maximiliani para
Helianthus annus, pela identificagdo das bandas comuns ao doador e receptor do

micronucleo nas plantas regeneradas apds a fusdo, através da técnica de RAPD.

4.6.2.2 Marcadores AFLP (Polimorfismo de Comprimento de Fragmentos

Amplificados)

A figura 6 confirma a origem hibrida das plantas analisadas, através do marcador
molecular AFLP. A partir de oito combinagdes de primers EcoRl ¢ Msel (AAC/CAC;
ACC/CAC; AAG/CAC; ACC/CTG; AAC/CTG; ACA/CAC; ACA/CTT; ACC/CTG),
inicialmente testadas, duas combinagdes (AAC/CAC; ACA/CAC) foram favoraveis para
confirmacdo da presenca do genoma de ambos os pais nos hibridos putativos, ou seja,
presenca de banda num pai e auséncia no outro. Em uma das combinacdes testadas
(AAC/CTG) foi observada apenas presenga de bandas do pai P. cincinnata, embora as
plantas escolhidas para analise molecular apresentassem caracteristicas morfologicas que
lembram P. edulis. Tal resultado também sugere a origem hibrida do material testado.

Os individuos n° 8, n® 40, n°® 124, n°® 132, n° 157, n° 221, n° 227, n° 210, n® 258 ¢ n°
108 apresentaram material genético de ambos os pais. Ou seja, todos os individuos
testados, exceto n° 228 que obteve padrao de banda diferente dos pais, confirmaram a
hipotese sugerida pelas analises citogenéticas, onde os individuos com 36 cromossomos

mostraram-se hibridos.
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FIGURA 6. Resultado parcial do polimorfismo dos fragmentos amplificados com primers
AFLP (EcoRI — ACC/ Msel — CAC e EcoRI — ACA/ Msel — CAC). As setas indicam origem
hibrida.

Onde L - Padrio de DNA de 10 pb ladder; 1 - P. cincinnata; 2 - P. edulis; 3-
Individuos 08; 4 - Individuo 40; 5 - Individuo 124; 6 - Individuo 132; 7 - Individuo 157; 8-
Individuo 221; 9 - Individuo 227; 10 - Individuo 228; 11 - Individuo 240; 12 — Individuo
258; 13 — Individuo 108.
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Em algumas combinagdes foram observados fragmentos exclusivos dos hibridos, ou
seja, ndo estavam presentes em nenhum dos pais. Este fato pode ser explicado por se tratar
de plantas crescidas in vitro, pois se sabe que o desenvolvimento in Vitro pode levar a
variacdo somaclonal, esta pode ser devido a variagdo numérica e morfoldgica dos
cromossomos € a variagdo enzimatica entre as plantas regeneradas (HEINZE & MEE,
1971). A metilacdo de DNA ¢ uma provavel variagdo somaclonal epigenética, a qual pode
ser causada pela presenca de citocininas no meio de cultura. A metilagdo do DNA tem sido
associada com a expressao génica alterada em numerosas espécies de plantas (KAEPPLER
et al., 1998 citado por JAIN, 2001). A metilagdo pode aumentar as variagdes das
caracteristicas quantitativas porque muitos genes podem ser afetados simultaneamente
(PHILLIPS et al., 1990 citado por JAIN, 2001). O aumento na metilacdo in vitro
potencialmente agrava a atividade e a regulacdo do gene (JAIN, 2001). JOYCE et al.
(2002) determinaram a metila¢ao de citocinina do DNA, em microplantas desenvolvidas in
vitro, com diferentes morfologias foliares, através do marcador AFPL, empregando
enzimas de restri¢ao sensiveis a metilagao (analises MSAP) para testar a hipoteses de que a
metilagdo do DNA poderia ser usada para caracterizar diferengas entre microplantas.

Omaterial hibrido obtido neste trabalho ¢ extremamente importante, pois retine
novas combinagdes gé€nicas entre espécies geneticemente distantes, podendo ser utilizadas

em curto prazo, como porta enxertos.
5 CONCLUSOES

1. Um maior numero de protoplastos isolados foram observados utilizando-se cotilédones
jovens (6 dias) provenientes de sementes germinadas sob luz ou no escuro.

2. Para se obter uma maior eficiéncia de plaqueamento deve-se utilizar cotilédones por
volta de 21 dias apds a germinagao, sendo esta realizada no escuro.

3. Obtiveram-se hibridos somadticos utilizando-se protocolos de fusdo quimica, onde os
protoplastos foram cultivados em meio K8P, K8, e MD, modificados a partir de protocolos

originais publicados.

4. Os hibridos somaticos putativos mostraram 2n = 36 cromossomos, comprovando
citologicamente a fusao dos protoplastos.

5. Foi possivel a identificacdo dos hibridos somaticos por meio da técnica molecular de
RAPD e AFLP.
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6. Analises citogenéticas e moleculares permitiram identificar dez plantas hibridas
somaticas.
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