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RESUMO

O Brasil ¢ o maior produtor de maracuja. Essa fruteira é de grande importancia
para o pais gerando capital e empregos devido a demanda de mao-de-obra. A cultura
apresenta problemas com viroses que ocasionam o endurecimento dos frutos, gerando
perda de qualidade e produtividade. Neste contexto, com a justificativa de se obter
futuramente um protocolo de limpeza clonal e de produgdo em larga escala de mudas
sadias futuramente, o objetivo desta pesquisa foi testar o efeito do 2,4-D na regeneracdo
do meristema apical de plantas adultas de maracuja amarelo (Passiflora edulis Sims f.
favicarpa, Deg) em meio de cultura. Os apices caulinares foram desinfestados e
excisados a um comprimento de 2 mm e os meristemas foram regenerados em meio
cultura de Murashige e Skoog (MS) suplementado com diferentes concentra¢des de 2.4-
D (0.0,06,1.2,1.8,2.2 24,3.0,3.6,e42mL L") euma dose fixa de BAP de 1.0 mg
L' em todos os tratamentos. Os frascos contendo os meristemas foram incubados no
escuro por 60 dias. As culturas foram entdo subcultivadas em meio MS para
diferenciagdo. Foi feita a repicagem a cada duas semanas ou conforme a necessidade. A
regeneragdo do tecido desenvolvido foi muito lenta devido ao tamanho reduzido do
meristema. Avaliou-se dois diametros - D1 e D2 - e a massa fresca (MF). Verificou-se
que houve diferencas significativas entre as dosagens para as variaveis analisadas.
Como no teste de regressdao os modelos ndo se ajustaram as médias observadas, foi
realizado o teste de Scott-Knott (5%). Concluiu-se, que os diametros sdo maiores nas
doses de 0.0 mL L' e 1.8 mL L da solugiio de 2,4-D. Para a massa fresca as doses que
geraram maiores pesos foram as de 0.0, 2.2, 2.4, 1.2 ¢ 42 mL L! que se mostraram
estatisticamente iguais. Sendo assim, ndo ¢ recomendado o uso de 2,4-D para a
regeneracdo pois a testemunha apresentou resultados iguais e melhores em relagdo a
presenga do fitorregulador. Porém ha necessidade de mais estudos em relagdo ao uso do
2,4-D na regeneragdo in vifro de maracuja, devido a poucas informagdes sobre o

mesmo.

Palavras-chave: 2 4-D, micropropagacdo, maracuja.



ABSTRACT

Brazil is the largest producer of passion fruit. This fruit is of great importance
for the country generating capital and jobs due to demand for labour. The culture
presents problems with viruses that causes the woodiness effect in the fruit, leading to
loss of quality and productivity. In this context, with the justification of obtaining a
clonal cleaning protocol and a large-scale production of healthy seedlings in the future,
the objective of this research was to test the effect of 2,4-D on regeneration of the apical
meristem of adult plants of yellow passion fruit (Passiflora edulis f. flavicarpa Sims,
Deg) in the culture medium. The shoot Apex were excised and desinfesteds to a length
of 2 mm and the meristem cells were regenerated in culture Murashige and Skoog
medium supplemented with different concentrations of 2.4-D (0.0, 0.6, 1.2, 1.8, 2.2,
2.4,3.0,3.6 and 42 mL L) and a fixed dose of 1.0 mg L' BAP in all treatments. The
vials containing the meristem cells were incubated in the dark for 45 days. The cultures
were then sub cultivated in MS for differentiation. The repricing was done every two
weeks or as needed. Tissue regeneration development was very slow due to the small
size of the meristem. Two diameters were evaluated - D1 and D2 - and the fresh mass
(MF). It was found that there were significant differences between the means scores of
dosages for the analyzed variables. In the Regression test, no models adjusted to the
means observed, so the Scott-Knott test (5%) was used. It was concluded that the
diameters are higher in doses of 0 mL L' and 1.8 mL L' of solution 2,4-D. For the fresh
mass the doses that generated higher weights were those of 0.0, 2.2, 2.4, 1.2 and 4.2
mL L' showed statistically equal. Therefore, it is not recommended the use of 2.4-D for
regeneration because the witness showed results similar and better than when there is
presence of phyto regulator. However there is a need for further studies in relation to the

use of 2,4-D on in vitro regeneration of passion fruit, due to little information about it.

Keywords: 2.4-D, Micropropagation, passion fruit.
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1. INTRODUCAO

O maracuja-amarelo, Passiflora edulis Sims f. flavicarpa, Deg., ¢ uma fruteira
tropical nativa, e o seu cultivo teve alta ascensdo no pais, desde seu inicio na década de
70, quando o Brasil nem era tido com um dos principais produtores, até os dias de hoje,
como o maior produtor. Entretanto, esse vertiginoso crescimento ndo teve o
acompanhamento de pesquisas que sustentassem tecnicamente a cultura (SILVA, 2000).
A cultura demonstrou expressdo econdmica a partir de 1986, com aumento consideravel
na area cultivada e na produc¢ao, o que levou a profissionalizagdo da atividade (RIZZI et
al., 1998).

O Brasil ¢ o maior produtor mundial de maracuja produzindo 694.539 mil
toneladas por ano, em uma area de 51.187 mil hectares e com uma produgdo nacional
média de 13,662 toneladas por hectare (IBGE, 2015). O maracujazeiro-azedo representa
cerca de 97% da area cultivada no Brasil (FERRAZ & LOTT, 2006), sendo que 60%
desta producdo ¢ destinada ao consumo in natura e o restante destinado a
industrializacdio (MELETTIL 2011). A fruta € rica em vitamina C, célcio e fosforo
(FERRARI, 2004), além de possui valor medicinal, em fun¢do de suas propriedades
terapéuticas e farmacologicas, como a maracujina, a passiflorine e a calmofilase que sdo
especialidades farmacéuticas de amplo uso como sedativos e antiespasmodicos
(MEDEIROS et al., 2009). Sendo assim, o maracujazeiro apresenta importancia
econdomica com sua participagdo no mercado de hortifruti devido suas caracteristicas
fisico quimicas e farmaco terapéutico (CAVICHIOLI et al., 2008), como também pela
elevada produtividade e aceitagdo do suco pelos consumidores, sem descartar o mercado
internacional (SOUZA et al., 2002).

A propagagdo do maracujazeiro pode ser sexuada, por meio de sementes, ou
assexuada, pela utilizacdo da estaquia, enxertia e cultura de tecidos (WAGNER
JUNIOR et al., 20006).

Comercialmente, a propagacdo do maracujazeiro ¢ feita, na grande maioria, por
sementes, pela simplicidade e rapidez, como também, por ser mais econdmica, todavia
ela ndo garante a manutengdo das caracteristicas da planta mie, tendo uma grande
variabilidade. Ainda assim, a obten¢do de mudas vigorosas e com alta qualidade através

dessas sementes depende de caracteristicas genéticas e qualidade/sanidade das mesmas.
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Observa-se que as técnicas de cultura in vifro oferecem uma boa alternativa
nesses casos, devido a possibilidade de produzir, em grande escala, clones selecionados
de variedades com interesse comercial (FREITAS, 1997).

O presente trabalho teve como objetivo testar o efeito do 2,4-D na regeneracio
do meristema apical de plantas adultas de maracuja amarelo (Passiflora edulis Sims f.
Sflavicarpa, Deg) em meio de cultura, visando a produgao in vitro de mudas comerciais e
de plantas matrizes utilizadas para produgdo de sementes, ambas livres de agente

fitopatogénicos.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. MARACUJAZEIRO

O maracuja pertence a familia Passifloraceae, da ordem Passiflorales, do
género Passiflora, atingindo 580 espécies, que estdo distribuidas nos tropicos, nas
Américas, Asia e Africa, sendo que, entre essas, 150 sdo nativas do Brasil, onde 60 sdo
aproveitadas de alguma maneira (OLIVEIRA, 1987, TEIXEIRA, 1994). Mesmo com
toda essa variedade, 97 % dos cultivos comerciais sdo da espécie Passiflora edulis Sims
[ flavicarpa, Deg. (maracuja-amarelo ou azedo) e Passiflora edulis Sims (maracuja-
roxo). O maracuja-amarelo é mais cultivado no Brasil, Colémbia, Equador, Venezuela,
Australia, Hawai e nas Ilhas Fiji, enquanto que a produ¢do do maracuja-roxo esta mais
presente na Australia, no Sri Lanka, na India, na Nova Zelandia e na Africa do Sul
(SILVA, 2002).

Na década de 90, grupos multidisciplinares de pesquisa, em diferentes centros
nacionais, langaram as primeiras cultivares de maracuja, focados, inicialmente, apenas
no aumento da produtividade da cultura, para suprir os altos custos de producgdo. Até o
ano 2000, a maioria dos novos pomares era implantada com sementes de frutos
selecionados pelos proprios produtores, sendo essas, obtidas de plantios anteriores ou de
frutos do mercado atacadista (MELETTL 2011). A partir de 2000, houve varias
pesquisas voltadas, ndo somente a maior produgdo, como também, para a obtengdo de
cultivares resistentes a doengas e pragas com a utilizagdo de novas tecnologias,

multiplicidade de métodos e, mais recentemente, com a adog¢do de ferramentas
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importantes para o melhoramento genético, como a biotecnologia. Um exemplo de
pesquisa que utiliza métodos biotecnologicos, ainda em curso, ¢ da transformagdo
genética de plantas de maracuja-amarelo com a finalidade de obter cultivares resistentes
ao virus de endurecimento do fruto, causado pelos virus Passionfruit Woodiness Virus
(PWYV) e Cowpea Anphid-Borne Mosaic Virus (CABMV) (FALEIRO et al., 2005;
MONTEIRO-HARA et al., 2011).

Em relag@o as caracteristicas fisiologicas do maracujazeiro amarelo, a Passiflora
edulis Sims f. flavicarpa, Deg., nota-se que se trata de uma planta perene, de
crescimento continuo, podendo atingir de cinco a dez metros de comprimento. O
sistema radicular ¢ do tipo pivotante, pouco profundo, com maior parte de suas raizes
concentradas na profundidade de 30 e 45 cm, com um raio de 60 cm a partir do tronco
(URASHIMA, 1985, KLIEMANN et al., 1986, SOUSA, 2000). O caule ¢ lenhoso na
base e herbaceo no apice (MELETTI & MAIA, 1999). Do caule brotam as gemas
vegetativas, cada uma gerando uma folha e uma gavinha. A filotaxia ¢ de folhas
alternadas, que quando jovens a maioria delas tém forma ovalada. Quando atingem a
fase adulta podem ser trilobadas ou ndo, com diferentes formas e tamanhos. As flores
formadas nas axilas das folhas sdo hermafroditas, geralmente com cinco estames e trés
estigmas, e exigem mais que 11 horas de luz para florescer (CEREDA, 1973;
MARTINS, 1998). Elas se abrem depois do meio-dia e permanecem abertas por um
periodo de aproximadamente 4 a 5 horas. Cada axila de cada folha gera uma gema
vegetativa e apenas uma flor que uma vez fechada ndo se abre mais. A primeira flor
ocorre numa posi¢do comparada ao 24° ou 25° n6 apoOs o aparecimento da primeira
gavinha, e nos ramos laterais sdo observadas do 4° ao 7° n6 contado a partir da base
(KAVATTI, 1998). O fruto se trata de uma baga de forma oval, que geralmente possui o
eixo horizontal menor que o vertical. A casca € coberta por uma camada delgada de cera
que protege o mesocarpo duro e escamoso (MARTINS, 1998). No interior da casca
encontram-se 100 a 150 sacos embrionarios que contém o suco e as sementes (TSUBOIL
1990). As caracteristicas fisico-quimicas e quimicas dos frutos variam de acordo com a
variedade, com o estadio de maturagio e as condi¢des edafoclimaticas do local (SILVA,

2002).
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2.2. CULTURA DE TECIDOS

Cultura de tecidos vegetal ¢ a ciéncia que estuda o crescimento de células,
tecidos ou orgdos de plantas, sob meio artificial (GEORGE, 1993). Além de ser uma
ferramenta que pite a clonagem de plantas em escala comercial, como também contribui
na concretizagdo de estudos de transformacdo genética e conservagdo de espécies
vegetais. Tendo como resultado plantas sadias, vigorosas e geneticamente superiores,
que podem ser multiplicadas massivamente. De modo geral, a cultura de tecidos tem
como base a teoria da totipoténcia, em que uma unica célula € capaz de se regenerar até
se tornar um organismo inteiro, idéntico a matriz doadora (ALVES et al., 2008).

Segundo Cutler et al. (2009) a cultura de meristemas ¢ o estabelecimento do
domo meristematico apical. A brotagdo apical tipicamente cresce, originando um Unico
broto. As células dos meristemas sdo parénquima nd3o diferenciado em estado que ¢
ideial para que aconteca a divisdo celular. E dito também que assim que os meristemas
sdo retirados da planta os mesmos devem ser inseridos em meio nutritivo, pois sua
organizagdo formal parece se romper. Ha necessidade de que todos os estagios do
processo sejam feitos de maneira asséptica para evitar a introdugéo de patogenos.

De acordo com Carvalho et. Al. (2006), O primeiro hormonio visto em plantas
foi a auxina que se trata de um agente quimico que regula o desenvolviento vegetal de
nos, raizes adventicias e formagdo de calo. As auxinas de maior utilizagdo no cultivo in
vitro, sdo: acido indol-3-acético (AIA), acido indol-butirico (AIB) e o acido
naftalenoacético (ANA). As citocininas s3o de uso basico e utilizadas corriqueiramente
nos métodos de cultura de tecidos e sdo extremamente importantes para a biotecnologia.
As citocininas participam na regulagdo de muitos processos do vegetal induzindo a
divisdo celular em calos na presenca de auxina, promovendo a formag¢do de gemas ou
raizes a partir de calos em cultura, entre outros (TAIZ & ZEIGER, 2004, apud,
CARVALHO et. al. 2006)

Segundo Souza e Abreu (2007) a utilizagdo do regulador de crescimento 2,4-D
(acido 2,4-diclorofenoxiacético), no meio de cultura como auxina sintética, auxilia na
formacdo de calos e na formagdo de embrides somaticos.

Para Xu e Bewley (1992), auxinas em geral, mas principalmente o 2,4-D sdo
extremamente importantes na inducdo da calogénese e células embriogénicas e na

posterior remogdo da auxina do meio de cultura.
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Grattapaglia e Machado (1990) expuseram a inducdo da calogénese em meio
com altas concentra¢des de auxinas, sendo 2,4-D um dos reguladores de crescimento

mais eficazes na indugéo de calos.

2.2.1. CULTURA DE TECIDO EM MARACUJAZEIRO

De acordo com Passos e Bernacci (2005), varios estudos t€ém sido realizados em
diferentes aspectos da cultura in vifro de maracujd, incluindo: o desenvolvimento de
protocolos para o estabelecimento de plantas in vifro; clonagem; organogénese in vifro
e cultura de células em suspensdo, com o objetivo de dar sustentagdo para que outras
técnicas biotecnologicas, como a transformagdo genética, possam ser aplicadas com
sucesso. O estabelecimento de plantas de maracuja in vifro pode ser realizado utilizando
explantes vegetativos, como apices meristematicos de caule, segmentos nodais,
utilizando-se de gemas preexistentes no explante. Esse procedimento € vantajoso para se
estabelecer plantas in vitro, visto que permite a escolha de genotipos superiores.

Biricolti e Chiari (1994) descrevem que utilizaram segmentos nodais em seus
trabalhos com Passiflora edulis f. edulis, pois os apices meristematicos eram muito
fracos para a esterilizagdo.

Nakayama (1966), em um dos mais antigos trabalhos sobre cultivo in vitro de
Fassiflora, descreve o estabelecimento de Passiflora caerulea L. com brotos e relata as
dificuldades de se trabalhar com explantes mais velhos, devido a contaminagdes dos
mesmo, uma vez que eles acumulavam microrganismos endofiticos que inevitavelmente
se desenvolviam no meio de cultura.

No caso de Passiflora edulis f. flavicarpa, o primeiro trabalho relatado sobre a
multiplicagdo vegetativa de gemas axilares para essa espécie foi feito por Moran Robles
(1979), que constatou a necessidade de duas fases para o estabelecimento da cultura, a
primeira fase com a presenga de cinetina e a segunda contendo AIA.

A regeneracdo de gemas € esperada com apenas a adi¢do de citocinina ao meio
de cultura (SCORZA & JANICK, 1976). Para Moran Robles (1979), isso ocorre, pois, a
quantidade endogena de auxina no explante ja € suficiente para estabelecero equilibrio
necessario a diferenciacdo. Tal hipotese € reforgada por Dornelas e Vieira (1994), ja que
ao adicionarem 1 mg L' de ANA havia inibi¢do da regenera¢io de brotos mesmo em

meio contendo 4 mg L' de BAP.
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Dornelas e Vieira (1994) tiveram sucesso no estabelecimento in vifro de plantas
de cinco espécies de Passiflora (Passiflora amethystina, Passiflora edulis var.
flavicarpa, Passiflora giberti, Passiflora maliformis e Passiflora mollissima),
utilizando como explantes apices meristematicos de caule. Os explantes foram
cultivados em meio MS (MURASHIGE & SKOOG, 1962), na metade das
concentragdes de seus componentes, sem a adi¢do de hormdnios ou agua de coco.

Para Reis et al. (2003), um fator que pode interferir no desenvolvimento de
gemas a partir de segmentos nodais in vifro € a concentragdo de etileno no frasco de
cultura. A produg@o e o acumulo de etileno nos frascos pode se dar por alguns motivos,
como: o uso de auxina no meio de cultura; o tipo de tampa usada, ja que algumas ndo
permitem a apropriada troca gasosa; os procedimentos de assepsia.

Segundo Passos e Bernacci (2005), ha muitos estudos publicados sobre a
regeneracgdo in vitro de diversas espécies de Passiflora, no entanto o assunto estd longe
de estar finalizado. Um dos principais que levam a essa conclusdo ¢ a variagdo da
resposta entre gendtipos que tem sido extensivamente descrita na literatura. Como
também, as diferentes respostas obtidas por conta dos varios explantes utilizados, das
diversas condi¢des ambientais de incubagdo como luz, temperatura e fotoperiodo, tipos
de frascos de cultura, meios de cultura e suas variagdes, somente para citar alguns.

A micropropagagdo, a partir de meristemas pré-existentes, brotos axilares ou
segmentos nodais, tem sido aplicada para propagacdo clonal (DREW, 1997), limpeza
viral (HUANG et al., 1997) e como fonte de células e tecidos. Para a conservagdo de
germoplasma, os protocolos foram estabelecidos (DORNELAS & VIEIRA, 1994), mas
a tecnologia ndo tem sido utilizada em bancos oficiais, embora promissora para compor
colecdes de acessos silvestres.

Para Grattapaglia (1998), acrescentar fitorreguladores aos meios de cultura tem
como objetivo principal suprir as possiveis deficiéncias dos teores enddgenos de
horménios nos explantes que se encontram isolados das regides produtoras na planta
matriz e orientar a morfogénese ou organogénese dos tecidos.

De acordo com Ribas (2000), o cultivo em sistema que se alterna entre meios
suplementados e ndo suplementados com fitorreguladores parece afetar positivamente
no enraizamento dos brotos regenerados. Ele explica também que ao otimizar técnicas
de regeneragdo in vifro na cultura do maracuja, havera a possibilidade de se obter clones
selecionados de maracuja amarelo em grande escala, gerando novos ensaios de

transformagdo genética com a introdu¢do de genes agronomicamente desejaveis,
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ultrapassando barreiras de incompatibilidade genéticaque sdo caracteristicas dessa

espécie.

3. MATERIAL E METODOS

3.1. MATERIAL VEGETAL

O trabalho ocorreu em dois locais diferentes para cada etapa do mesmo,
primeiramente no Viveiro Flora Brasil em Araguari - Minas Gerais e em seguida no
laboratério de biotecnologia da Universidade Federal de Uberlandia (UFU), na cidade
de Uberlandia - Minas Gerais, e foi executado do dia 3 de Marco de 2016 até 19 de
Agosto de 2016.

O meio de cultura utilizado foi um meio MS 100% em pd - Murashige and
Skoog Media Phytotechnology Laboratories ® - MS, com adi¢do de vitaminas Sigma
Cel Cuture Murashige and Skoog modified Vitamin, a qual continha (em mg mL™): 2,0
de glicina, 100,0 de mio-inositol, 0,5 de acido nicotinico, 0.5 de piridoxina e 0.1 de
tiamina.

Foram preparadas 216 tampas com membrana filtrante desenvolvida por
Saldanha et al. (2012). Cada tampa foi furada com o auxilio de um furador de bancada
com 1 cm de didmetro. As membranas foram preparadas com 3 camadas de fita
microporosa € uma com PTFE. As tampas com membrana filtrantes foram necessarias
para evitar o acimulo de gas etileno gerado pelos explantes. As tampas irlam permitir
certa troca gasosa sem que o meio ou o explante fosse contaminado. Com as tampas
prontas e apos colocar o meio pronto nos frascos, os mesmo foram esterilizados em
autoclave.

O experimento foi constituido por nove tratamentos, com 24 repetigdes,
totalizando 216 parcelas. Cada tratamento foi preparado separadamente e o pH aferido
para 5,8 para cada tratamento e o volume completado para 1200 mL por tratamento.

Os apices caulinares foram coletados de plantas adultas presentes no pomar

clonal da empresa Viveiro Flora Brasil Ltda (Araguari-MG), do cultivar FB-200 -
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“Yellow Master” mantidas em estufas antiafidica. Os apices foram imersos em solugdo
de Tecsaclor as 0,3% e alcool 70% ambos durante 1 minuto seguido de trés enxagues
com agua esterilizada e entdo foram reduzidos (0,2 a 0,4 mm com no maximo 3
primordios foliares) utilizando seringas com agulhas de insulina e levados para camara
de fluxo laminar. O meristema foi extraido com o auxilio de um bisturi e pinga em
estereomicroscopio do tipo “lupa” devidamente esterilizada em fluxo laminar. Os meios
foram distribuidos em frascos de 263 mL que receberam 50 mL do meio em cada
frasco.
Foi utilizada uma soluc¢do de 2.4-D na concentragdo de 2g L. Dessa solucgio

foram retiradas as doses utilizadas no experimento. O uso de 2,4-D foi realizado em 8
doses diferentes e uma testemunha onde todas eram seguidas de uma dose estatica de
BAP. Sendo assim, os tratamentos foram:

Testemunha = 0,0 mL L' de 2,4-D + 1 mg L' de BAP;

0,6 mLL! =46uM=1mgL"!de24-D+1mgL"deBAP,

1,2mLL! =91 uM=2mgL"!de24-D+1mgL"! de BAP;

1,SmLL! =136 yM =3 mgL"! de2,4-D+ 1 mg L' de BAP;

22mLL! =16,6 yM=3,7mg L' de 2,4-D + 1 mg L! de BAP;

24mLL! =181 uM=4mgL"!de24-D+ 1 mgL"! de BAP;

30mLL! =226 uM=5mgL'de24-D+1mgL"de BAP;

36 mLL! =271 uM=6mgL"!de24-D+1mgL"!de BAP;

42mLL! =31, 7uyM=7mgL"!de24-D+ 1 mgL"! de BAP.

Os frascos contendo os meios com as respectivas doses foram autoclavados a
pressdo de 1 atm a 120°C durante 20 minutos. Para autoclavar os frascos foram
utilizadas tampas normais, sem membrana filtrantes. As tampas com membranas foram
autoclavadas separadamente dentro de um saco para protecdo da integridade das
membranas. Os meristemas excisados foram inseridos nos frascos, os mesmos foram
transferidos para sala de crescimento (temperatura constante de 25° C + 2° C) e
envolvidos por tecido preto para serem mantidos em constante escuro por um periodo
de 45 dias. Ao fim dos 45 dias, os explantes foram subcultivadas em meio MS sem o
fitorregulador para haver diferenciacdo dos mesmos. Foram realizados subcultivos a

cada 15 dias ou de acordo com a necessidade.
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3.2. ANALISE ESTATISTICA

Para realizar a medi¢do dos didmetros foi utilizado um paquimetro e, para pesar
os explantes, uma balanga de precisdo com cinco casas decimais. Outros equipamentos
que auxiliaram nas avaliagdes foram: estereomicroscopio, pinga, solu¢do de acido
ascorbico (para evitar a oxidagdo dos explantes quando estiverem fora dos frascos no
meio de cultura). Todas as avaliagdes foram feitas em fluxo laminar devidamente
esterilizado para evitar a contamingdo dos explantes.

As analises basearam-se no tamanho e no peso do explante apds o periodo de
avaliacdo (cinco méses e 16 dias). Foram medidos dois didmetros: um transversal (D1)
e outro longitudinal (D2), ambos em c¢m, por se tratar de um calo sem formato definido,
e a massa fresca (MF) em g.

O delineamento escolhido foi o inteiramente casualisado (DIC) pois o local de
crescimento dos explantes (sala de crescimento) ¢ um ambiente totalmente controlado
onde todas as parcelas recebem os efeitos externos, de luz e temperatura, com a mesma
qualidade e quantidade, de maneira homogenia e controlada.

Para a avaliagdo estatistica foi usado o programa estatistico SISVAR

(FERREIRA, 2008).

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Como o experimento testa diferentes doses de 2,4-D, foi feito o teste de
regressdo para os dados, entretanto, nenhum dos modelos se ajustaram as médias
observadas. Como pode ser visto nos Figuras (1, 2 e 3), os pontos ndo seguem um
modelo linear, quadratico ou cubico, e se verificar a Tabela 1, ¢ possivel ver que
nenhuma das variaveis obtiveram R? (coeficiente de determinagdo) maior ou igual a
70% em nenhuma das regressdes avaliadas (linear, quadratica ou cubica). Sendo assim,

foi feito o teste de Scott-Knott a 5% de significancia com as médias observadas.
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Figura 1. Médias observadas na avaliacdo do didmetro 1 (D1) em c¢cm em relagdo as
dosesutilizadas
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Figura 2. Médias observadas na avaliacdo do didmetro 2 (D2) em cm em relagdo as
doses utilizadas
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MF (g)
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Figura 3. Médias observadas na avaliagcdo da massa fresca (MF) em g em relagdo as
doses utilizadas.

Tabela 1. Coeficintes de determinagdo (R?) linear, quadratico e cubico para as variaveis
D1, D2 e MF obtidos pelo teste de regressao.

R® (%)

Variaveis Linear Quadratico Cubico
DI 41,56 62,52 63,66
D2 49,18 50,44 51,16
MF 16,23 21,97 21,98

Todas as variaveis (D1, D2 e MF) foram significativas, ou seja, os didmetros e a
massa fresca variaram para pelo menos duas doses.

Pode-se observar na Tabela 2 que para D1 a dose de 0,0 mL L de 2,4-D, ou
seja, sem a auxina sintética e somente com o fitorregulador BAP, foi o tratamento que
gerou maior aumento, seguida pela dose de 1,8 mL L. J4 para D2 o que ocorre ¢ um
pouco diferente, j4 que ambas doses de 0,0 e 1,8 mL L™ foram as que mais afetaram
positivamente o crescimento do meristema. Para MF o resultado foi que as doses de 0,0,
2,2,2,4 1,2, e4,2 foram as que obtiveram maiores pesos.

Sendo assim, analisando os resultados mais a fundo, temos que a testemunha
(0,0 mL L! de 2,4-D) seria a mais indicada pois levou ao crescimento do explante sem

que houvesse perda de peso no processo.
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Tabela 2. Analise estatistica do crescimento dos explantes no final do experimento -
didmetro 1 (D1) em ¢cm, didmetro 2 (D2) em cm e massa fresca (MF) em g..

D1 D2 MF
Doses Médias Doses Médias Doses Médias
0,0 0,5583 a 0,0 0,3166 a 0,0 0,0315 a
1.8 0,4708 b 1.8 0,3041 a 22 0,0273 a
0,6 0,4304 ¢ 1,2 0,2722 b 2.4 0,0238 a
2.4 0,4083 ¢ 2.4 0,2708 b 1,2 0,0237 a
472 0,4045 ¢ 0,6 0,2565 b 472 0,0230 a
1,2 0,3722 ¢ 22 0,2500 b 1,8 0,0174 b
22 0,3550 ¢ 472 0,2500 b 0,6 0,0168 b
3,0 0,3541 ¢ 3,6 0,2272 b 3,6 0,0156 b
3.6 0,3500 ¢ 3,0 0,2208 b 3,0 0,0111 b

*Médias seguidas por letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott, a 5%
de probabilidade

Para Moran Robles (1979), a quantidade enddgena de auxina presente no
explante ja € suficiente para o estabelecimento de um equilibrio necessario para que
haja a diferenciacdo. No presente experimento, foi levado em consideragdo o tamanho
extremamente reduzido do explante utilizado, de 2 a 3 mm, para justificar o uso de
fitorregulador. Como foi salientado por Grattapaglia (1998), adicionar fitorreguladores
aos meios de cultura tem como objetivo pricipal corrigir possiveis deficiéncias dos
teores enddgenos de hormdnios nos explantes.

Dornelas e Vieira (1994), perceberam que ao adicionarem 1 mg L' de ANA
(auxina) havia inibi¢do da regeneracio de brotos mesmo em meio contendo 4 mg L' de
BAP (citocinina).

Reis et al. (2003), observaram que o desenvolvimento in vitro do explante pode
ser comprometido pela produgido e acimulo de etileno nos frascos, e também que essa
producdo pode se agravar com o uso de auxinas no meio de cultura, pelos procedimento
de assepsia e pelo tipo de tampa utilizada. Como foi utilizada tampas que permitem
trocas gasosas, teoricamente, o gas etileno no seria um problema, entretanto, visto que
o uso de auxinas pode aumentar a produg@o do gés, € possivel que a quantidade de gas
dentro dos frascos foi maior que a capacidade das membrana de filtrar e realizar a troca
de gases entre os frascos e o ambiente.

Seguindo essa logica, o estudo de Reis et al. (2003) também pode ser usado para
justificar o que foi visto por Dornelas e Vieira (1994).

Ribas (2000) explica a importancia de estudos sobre a regeneragdo in vitro de
maracuja, pois assim serd possivel obter clones selecionados de maracuja amarelo em

grande escala, gerando novos ensaios de transformag@o genética com a introdugdo de
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genes agronomicamente desejaveis. O presente trabalho gera mais informagdes sobre a

regeneragdo in vifro de maracuja, ampliando mais os conhecimentos sobre o assunto.

5. CONCLUSAO

Houve maior crescimento dos explantes na testemunha e no tratamento com a
dose de 1,8 mL L de 2,4-D, dispensando assim o seu uso no desenvolvimento inicial
dos meristemas;

Hé necessidade de mais estudos em relagdo ao uso do 2,4-D na regeneragdo in

vitro de maracuja, devido a pouca informagao sobre o0 mesmo.

6. PROJECOES FUTURAS

Com a realizagdo de mais estudos deseja-se obter um protocolo para a realizagdo
de Limpeza Clonal do maracuja e outro para a obtecdo de clones selecionados em larga
escala.

Utilizagdo de biorreatores que, quando comparado a micropropagacao
tradicional, possui vantagens como: menor tempo para realizagdo do processo; ha
reducdo dos custos com mao-de-obra, j4 que os explantes ndo precisdo ser manipulados
ou sub-cultivados; danos causados por estresses gasoso (excesso de etilino ou falta de
oxigénio) sdo controlados; reducdo, de maneira significativa, do custo total por unidade

regenerada.
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