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RESUMO

O Brasil € o principal produtor mundial de maracuja — amarelo (Passiflora edulis f.
flavicarpa Deg.). Seus frutos, de grande valor nutricional e farmacéutico sao
comercializados in natura e industrializados, garantindo o abastecimento do mercado
interno e exportacao. Contudo, seus frutos perdem grénde quantidade de agua durante o
processo de matura¢édo, conferindo a eles um aspecto de murcha em poucos dias, além
de aumentar a fragilidade durante o transporte. Assim, o presente trabalho teve como
principal objetivo, introduzir em tecidos desta espécie o gene que codifica para a enzima
ACCO, em orientacdo antisense, via Agrobacterium tumefaciens. Esta enzima é
responsavel pela conversdo do acido 1-carboxilico -1 - aminociclopropano (ACC) em
etileno, promovendo a maturacdo dos frutos. Como controle do processo de
transformacgao, foi utilizado o gene nptll, que confere resisténcia ao antibidtico
canamicina e que foi introduzido com sucesso nesta espécie em trabalhos anteriores. A
transformacgao genética s6 & obtida com sucesso, se os explantes potenciaimente
transgénicos adquirirem aptidao para regenerar uma nova planta. Neste sentido, dois
experimentos de organogénese foram realizados. Neles avaliou-se o efeito da idade
fisioldégica dos explantes (jovem e adulto); da posi¢éo de cultivo dos explantes (abaxial e
adaxial) e o efeito da citocinina BAP: 1,0; 1,5 e 2,0 mg.L" na porcentagem de explantes
com gemas, no numero médio de gemas por explante, nimero médio de folhas por
explante, comprimento médio das folhas, comprimento da haste principal e porcentagem
de explantes que formaram calos. Os experimentos foram realizados sob delineamento
experimental inteiramente casualizado, com quatro repeticdes de cada tratamento e dez
explantes por parcela. A concentracdo 1,5 mg.L" de BAP promoveu os melhores
resultados para todas as variaveis avaliadas, em ambas as posigcdes de cultivo do
explante e para tecidos jovens e adultos. Foi observada formacao excessiva de calos na
concentragio de 2,0 mg.L"' de BAP. Explantes foliares jovens, oriundos de sementes,
regeneraram gemas adventicias em 50,22% dos casos apés 30 dias de cultivo, em
ambas as posi¢cdes do explante no meio de cultura. Ja os genotipos IAPAR 309, 156 x
123 e 352 (material adulto), apresentaram maior porcentagem de explantes regenerados
quando estes foram cultivados na posigao adaxial. O alongamento e enraizamento dos
brotos foram obtidos em ambos os tratamentos: MS e MS/2 + 1 mg.L" de GAs. No
entanto, o segundo tratamento resultou em maior comprimento de haste (3,73 cm),
numero médio de raizes por plantula (2,08) e comprimento de raizes (6,64 cm) apés 60
dias de cultivo. Nos ensaios com Agrobacterium, apenas uma planta de seis
regeneradas e enraizadas em meio seletivo apresentou o gene antisense da ACCO, com
uma eficiéncia de transformac¢ao de 1,43%. Para o gene nptl/l esta eficiéncia foi de 4,3%.
Estes resultados foram confirmados pela técnica de PCR. Uma analise colorimétrica de
frutos comerciais foi realizada e permitiu a classificagao destes frutos em trés grupos:
predominantemente verde, predominantemente colorido e totalmente colorido. A
producao de etileno e atividade enzimatica da ACCO foi avaliada, mostrando que o
maracuja — amarelo € produtor intermediario de etileno e que a atividade enzimatica da
ACCO ¢ limitada, necessitando de cofatores para sua atividade maxima.

Palavras-chave: Maracuja; organogénese; Agrobacterium; etileno; ACCO.
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ABSTRACT

Brazil is the main world producer of yellow passion fruit (Passiflora edulis . flavicarpa). Fruits
have a great nutritive and pharmaceutic value. They are commercialized in natura and
industrialized for national market and exportation. Passion fruits present a high loss of water
during fruit ripening, what is a concern for transport. in order to improve fruit quality and
storage life, experiments were carried out for regeneration of plants from leaf explants of
Passiflora edulis and for introduction of an antisense melon ACCoxidase gene (LEM1) via
Agrobacterium tumefaciens strain carrying binary vectors. During climateric fruits ripening
process, like yellow passionfruit, 1-carboxylic-1-aminocyclopropane (ACC) is converted into
ethylene by the action of ACCoxidase enzyme. Two regeneration experiments were
conducted, using Murashige and Skoog (1962) as basic medium. The effect of several
factors was evaluated: physiological age of the explants (juvenile and adult), position of the
explant on culture medium (with abaxial or adaxial face in contact with the medium), and
three concentrations of benzyladenine (BAP) (1.0, 1.5 and 2.0 mg.L™"). The following data
were recorded: percentage of regenerating leaf explants, mean number of buds per explant,
mean number of leaves, mean length of the regenerated shoots and percentage of explants
forming calli. Every experiment was repeated twice, each treatment had four repetitions of
ten leaf explants each. The concentration of 1.5 mg.L" originated the best results for all the
recorded datas for both positions and for juvenile and adult material. Callogenesis was high
in the presence of 2 mg.L”" BAP. For juvenile material grown from seeds, 50,22% of the
explants formed adventitious buds by organogenesis for both positions of the explants. For
adult material, IAPAR genotypes 309, 156 x 123 and 352 originated the highest percentages
of adventitious buds when cultivated with adaxial face in contact with the medium. Eiongation
and rooting of the regenerated shoots were obtained in the presence of MS medium or half-
strength salts of MS medium and 1 mg.L™ of gibberellic acid. However, stem size, mean root
number, and size were higher on the half strenght of MS salts. Through transformation
experiments, leaf explants were co-cultured with disarmed A. tumefaciens vector pGA643
carrying LEM1 gene and EHA101 strain containing a plasmid harbouring a NOS/NPTII gene.
Three plants among nine growing in the presence of kanamycin were transformed with NPTI//
gene, and one plant among six growing in the presence of kanamycin contained LEM1 gene,
with 4.3% and 1.43% of transformation efficiency, respectively, as indicated by PCR
analysis. Colorimetric analysis of commercial fruits allowed to classify them into three
groups: mainly green, mainly colored and partially colored. Ethylene production and
enzymatic activity of ACCoxidase were measured and indicated that yellow passion fruit is
an intermediary producer of ethylene and that ACCoxidase has a limited activity and needs
cofactors to reach a maximum value.

Key-words: Passion fruit; organogenesis; Agrobacterium; ethylene; ACCO.
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1 INTRODUGAO

Entre as principais espécies cultivadas do género Passiflora, encontra-se o
maracuja-amarelo ou azedo (Passiflora edulis Sims f. flavicarpa Degener), planta trepadeira,
semilenhosa e perene, que produz frutos ricos em minerais e vitaminas, principaimente A e
C, muito apreciados pela qualidade de seu suco, de aroma e sabor agradaveis (JOSE et al.,
1997).

O género Passiflora é originario da Ameérica do Sul e sua distribuicdo geografica no
Brasil concentra-se na regiao Centro-Norte. No entanto, a origem do maracuja (Passiflora
edulis f. flavicarpa Deg.) é incerta. Acredita-se que ele é originario do cruzamento de P.
edulis (maracuja-roxo) com alguma espécie relacionada ou de uma mutagao do P. edulis.
Estas duas espécies diferem principalmente pela coloragdo dos frutos, sabor e resisténcia a
doencas (SOUSA e MELETTI, 1997).

Suas folhas contém principios ativos de uso farmacéutico como a maracujina,
passiflorina e calmofilase, que atuam como sedativos e antiespasmédicos. Por ser uma
cultura com longo periodo de safra, que pode variar de 8 a 12 meses dependendo da regiéo,
0 maracujazeiro permite um fluxo equilibrado de renda mensal ao produtor, elevando o
padrao de vida de pequenos produtores rurais (SOUSA e MELETTI, 1997).

O Brasil é o principal produtor mundial de maracuja, com produg¢do no ano de 1999
(dados mais recentes publicados), de 298 mil toneladas (FNP, 2001). Em anos anteriores
chegou a 400 mil toneladas. Além do fruto /i natura, também a exportacao de seu suco é de
extrema importancia, contribuindo para o crescimento produtivo e econémico desta espécie
no pais.

A grande variabilidade genética existente, o ciclo relativamente curto e o interesse
crescente por esta cultura, sdo alguns fatores que contribuem para um estudo mais
aprofundado das caracteristicas genétiCas e morfofisiolégicas desta espécie (JOSE et al.,
1997).

Os principais objetivos dos programas de melhoramento do maracujazeiro sdo alta
produtividade e alto vigor, resisténcia ou toleréncia a pragas e doengas, adaptagdo ampla,
frutos grandes, alto teor de suco, resisténcia ao transporte e armazenamento. A vida util
pés-colheita é muito varidvel, sendo de no maximo uma semana em boas condi¢des e uns
10 a 15 dias com aspecto de murcho. O principal problema é a perda de agua.



Recentemente foram elaboradas as normas para classificagdo do fruto do maracuja, pelo
CEAGESP (Companhia de entrepostos e armazéns gerais de Sao Paulo) e ficou definida
uma classificagao em trés grupos: predominantemente verde, predominantemente colorido e
totalmente colorido. Quanto ao aspecto do fruto durante 0 armazenamento, o etileno exerce
um papel importante, pois atua no processo de maturagao dos frutos.

Varios estudos foram conduzidos na intengdo de isolar e caracterizar os genes
envolvidos na biossintese do etileno. Sabe-se que existem duas enzimas principais
envolvidas neste processo, a ACC sintetase (ACCS) e a ACC oxidase (ACCO), que s@o
codificadas por familias muitigénicas. A enzima ACCO cataliza a ultima etapa da biossintese
do etileno. A metodologia antisense tem sido empregada nos programas de melhoramento
genético com relativo sucesso. Ela pode ser utilizada para neutralizar a agao da enzima
ACCO, inibindo a formagao do etileno, retardando o processo de senescéncia e maturagao
de frutos e folhas (SILVA, 2000).

A propagagdo vegetativa mediante as técnicas de cultivo in vitro permite a
multiplicagao idéntica do gendtipo selecionado. Ganhos de produtividade em programas de
melhoramento sdo mais rapidos se a propagac¢ao vegetativa for utilizada. De outro lado, a
regeneragdo de brotos através das técnicas de cultura de tecidos é pré-condigdo para
ensaios de inser¢gdo de genes em plantas, uma vez que a regéneragéo é realizada a partir
dos tecidos transformados (TORRES et al., 1998).

O conhecimento da base celular do processo de transformagdo e o desenvolvimento
da Biologia Molecular possibilitaram, além da criagao de vetores eficientes, o isolamento e a
clonagem de genes marcadores para a selegéo das células transformadas e de genes de
interesse agrondmico, como os antisense. No entanto, diferentes gendtipos de uma mesma
espécie podem nao apresentar a mesma resposta em cultura de tecidos e a eficiéncia com
que respondem aos protocolos de transformagao pode variar bastante. Com isso, o presente
trabalho teve como objetivos estabelecer um protocolo de regeneragdao para diferentes
gendtipos de maracuja-amarelo (Passiflora edulis Sims f. flavicarpa Deg.) visando,
posteriormente, a transformag&o genética dessa espécie. Os objetivos especificos foram: i)
regenerar plantas a partir de explantes foliares de plantas jovens oriundas de sementes e de
plantas adultas de trés gendtipos de maracuja, utilizando para isso meios de cultura e
reguladores de crescimento especificos; ii) introduzir 0 gene quimeérico nopalina sintase
(nos)/neomicina fosfotransferase Il, (nptll), que confere resisténcia a canamicina, como um
experimento controle da transformagdo de maracuja-amarelo via Agrobacterium
tumefaciens; iii) introduzir cépias do gene MEL1, que codifica a enzima ACCO do melao, em

orientagdo antisense, em tecidos de maracuja-amarelo, mediante a utilizagdo de



Agrobacterium tumefaciens; iv) estudar a presenca do gene externo nas plantas
transformadas, v) avaliar a produgao de etileno em frutos comerciais de maracuja-amarelo;
vi) avaliar a atividade enzimatica da ACCO em frutos de maracuja.

Como hipdteses temos que é possivel regenerar plantas a partir de tecidos, e este
processo € fundamental para a insergdo de genes em plantas, uma vez que € a partir da
regeneragdo de tecidos transformados que se obtém plantas transformadas. Células de
folhas jovens, quando cultivadas em meios de cultura que contém concentragdes definidas
de reguladores de crescimento, apresentam a particularidade de se desdiferenciar em novos
orgdos, originando uma nova planta. Também é possivel transformar tecidos de folhas
utilizando como vetor Agrobacterium tumefaciens, técnica utilizada com sucesso para
diversas espécies. No presente trabalho, o gene de interesse é o antisense para a enzima
ACCO, responsavel pela inibicao da rota biossintética do etileno, promovendo um atraso no
processo de maturagao e senescéncia dos frutos, o que torna esta tecnologia importante na
redugdo dos danos causados aos frutos de maracuja pela colheita, transporte e
armazenamento. O conhecimento da producédo de etileno e da atividade enzimatica da
ACCO, é de extrema importéncia para esclarecer o funcionamento do processo de
maturagéo dos frutos nesta espécie.



2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 A CULTURA DO MARACUJAZEIRO

Maracuja é uma denominagao indigena, de origem tupi, que significa “alimento em
forma de cuia”. Os maracujas pertencem a familia Passifloraceae e também sao conhecidos
como flor-da-paixao, porque a morfologia da flor sugere uma correlagdo com os simbolos da
Paixao de Cristo. Esta familia estd amplamente distribuida na regido dos trépicos, existindo
mais de 580 espécies; a maioria habitante da América tropical e, principalmente, nativa do
Brasil. E composta por 12 géneros. Destes, o género Passiflora é o que apresenta maior
nimero de espécies, aproximadamente 400. O maior centro de distribuicao geografica
desse género localiza-se no Centro-Norte do Brasil, 0 que garante uma ampla variabilidade
genética a ser estudada (SOUSA e MELETTI, 1997).

O maracujazeiro € uma planta trepadeira, semilenhosa, perene, mas com duragdo de
3 a 6 anos em pomar comercial. Apresenta um caule cilindrico ou anguloso quando jovem.
Ela é vigorosa, de crescimento e frutificagdo precoce; a maioria de suas raizes estdo
concentradas na profundidade entre 0 e 45 cm, sendo formadas principalmente por raizes
grandes. Seus ramos sao semi-flexiveis, trepadores, apresentam uma coloragdo vermelha-
purpura ou roxa e sustentam as folhas, gavinhas, flores e frutos, sendo que em cada né
forma-se um novo ramo, uma gavinha, uma flor e o fruto. Formam um grande nimero de
folhas, subcoriaceas, lustrosas na face superior (adaxial), de cor verde escuro, sendo a folha
jovem de forma ovada e sem apresentar os trés lobos, mas a folha mais velha é
profundamente trilobada, com bordos serreados, em cujas axilas nascem as longas
gavinhas caulinares. O peciolo tem dois nectérios ou glandulas curtas perto da insergdao com
a lamina. Apesar da atratividade das flores e do interesse despertado entre os botanicos, os
conhecimentos sobre a citologia de Passiflora permanecem limitados. As espécies de maior
importancia horticola, como P. edulis e outras, tem 2n=18 cromossomas (JOSE et al., 1997).

Esta cultura se desenvolve bem em regides com altitude entre 100 e 900 metros,
tropicais e sub-tropicais, temperatura média em torno de 20 °C a 32 °C, umidade relativa
baixa e precipitagao em torno de 800 a 1.700 mm bem distribuidos ao longo do ano. Para
que ocorra o florescimento e a frutificacdo é necessario calor, umidade no solo e dias
longos. A exigéncia de um minimo de 11 horas de luz por dia associada a alta temperatura



para florescer, acarreta o periodo de entressafra observado no centro-sul do pais. As
plantas desenvolvem-se bem em diferentes tipos de solo, onde os mais indicados sao os
arenosos ou levemente argilosos, profundos e bem drenados (LIMA et al., 1994; SOUSA e
MELETTI, 1997).

Muitas das espécies de Passiflora sao cultivadas pelas propriedades alimenticias,
ornamentais e medicinais, mas principalmente pela qualidade de seus frutos (JOSE et al.,
1997).

Os frutos, além de consumidos in natura, sao usados para preparar sucos, doces,
refrescos e sorvetes. O uso medicinal, bastante difundido, baseia-se nas propriedades
calmantes da passiflorina, um sedativo natural encontrado nos frutos e folhas. Além disso, é
utilizado como vermifugo, possui efeitos diuréticos, hipnéticos e abortivos para o gado. No
Brasil, as espécies com maior expressao comercial sdo a P. edulis f. flavicarpa (maracuja-
amarelo) a P. edulis (maracuja-roxo) e a P. alata (maracuja-doce), sendo o maracuja-
amarelo o mais conhecido, amplamente cultivado e comercializado de norte a sul do pais. O
maracujé para processamento industrial é comercializado a granel ou em sacos de nailon. A
comercializagdo do suco representa cerca de 90% do mercado consumidor de maracuja,
possuindo o maior rendimento industrial quando comparado com 0 maracuja processado
como polpa, geléia e néctar (SOUSA e MELETTI, 1997).

2.2 A BIOTECNOLOGIA APLICADA A CULTURA DO MARACUJAZEIRO

A biotecnologia pode ser definida como a associagao de técnicas sofisticadas de
biologia molecular e celular, engenharia genética e manipulagdes celulares in vitro. Dentre
as muitas aplicagdes destas técnicas destacam-se a transferéncia de genes de organismos
diferentes para incorporacao de carabteristicas como resisténcia a pragas, patdgenos e a
estresses abidticos, no genoma de uma determinada planta. Quancio associadas aos
procedimentos da cultura de tecidos, estas técnicas permitem a propagag¢éao rapida e massal
de gendtipos superiores estéveis e isentos de doengas. Desta forma, um dos principais
beneficios da cultura de tecidos vegetais para 0 melhoramento de plantas perenes refere-se
a possibilidade de capturar e fixar os componentes aditivos e ndo aditivos da variancia
genética por meio da propagagao clonal (TORRES et al., 1998).

A cultura de tecidos pode ser definida como o cultivo de todos os tipos de células,
tecidos e drgaos da planta, sob condigcbes assépticas (SMITH e DREW, 1990). Ou, em um
sentido restrito, como um processo mediante o qual pequenos fragmentos de tecido vivo sdo



isolados de um organismo e cultivados assepticamente, por periodos indefinidos, em um
meio nutritivo (MANTELL et al, 1994). Este processo estd baseado na totipotencialidade
dos explantes, ou seja, no principio de que cada célula vegetal possui o potencial genético
para reproduzir um organismo inteiro, o que o torna uma ferramenta poderosa para a
propagagao massal de genotipos superiores (TORRES et al.,1998). Além disso, as técnicas
de cultura de tecidos permitem uma multiplicagdo mais rapida quando comparadas as
demais técnicas de propagacao assexuada, além de constituir um pré-requisito para futuros
estudos de engenharia genética (LACORTE, 1991).

A multiplicagdo do maracujazeiro em escala comercial é feita quase que
exclusivamente por sementes. Apesar de ser este 0 método convencional de multiplicagao
da cultura sem um cultivar definido, ndo ha fornecedores comerciais de sementes. Nao
existe ainda garantia de um alto padrao de homogeneidade ou qualidade. O mesmo ocorre
com relagao a aquisigdo de mudas formadas, uma vez que a maioria delas nao possui
controle da origem das sementes utilizadas (SOUSA e MELETTI, 1997).

Outra dificuldade encontrada para a propagagéo desta cultura é que o maracuja
apresenta auto-incompatibilidade, acarretando a incapacidade de produzir sementes,
guando polinizado com o proprio pdlen. A auto-incompatibilidade é muito freqlente na
natureza. No entanto, ela se torna menos frequente na natureza, em fung¢ao da pressao de
selecdo contréria, causada pela domesticagao (LIMA et al., 1994).

Em razdo destas dificuldades, a cultura de tecidos pode ser considerada como um
processo alternativo e uma importante ferramenta auxiliar no melhoramento desta espécie.
Espécies de Passiflora, a principio, ndo se mostram recalcitrantes a cultura in vitro e
respondem bem & aplicagdo de reguladores de crescimento, ja sendo possivel fechar o ciclo
de micropropagagdo, que compreende o isolamento de explantes, multiplicagdo,
enraizamento e transplantio para a condigao ex vitro (SILVA, 1998).

A propagacdo clonal in vitro de Passiflora foi descrita pela primeira vez por
NAKAYAMA (1966), que obteve a proliferagdo de gemas axilares de P. caerulea e por
MORAN ROBLES (1978) que, através da utilizagao de cinetina e AlA, obteve a multiplicagao
de gemas axilares de P. edulis {. flavicarpa.

Alguns métodos de propagagao in vitro de maracuja sado utilizados com beneficios
consideraveis. A multiplicacao clonal de plantas com elevado potencial de rendimento ou
resistentes a doengas é alvo de interesse nos programas de melhoramento, assim como a
hibridizagao somatica e a manipulagdo génica. Para isso, a regeneragdo de plantas a partir
da cultura de tecidos é necessaria (MANDERS et al., 1994).

Sabe-se que certos tecidos sdo mais favordveis a regeneragao do que outros. A



geragdo de novos Orgdos ou organogénese nos tecidos em cultura pode ser controlada
através da introdugé@o exdgena de reguladores de crescimento e substratos diversos. A
retirada de um pedago de tecido de um organismo integro e sua colocagdo em um meio de
cultura que contém nutrientes e reguladores de crescimento, traz como conseqguéncia a
liberagdo de suas células do controle a que estavam submetidas nesse organismo,
expondo-as a uma nova condi¢do, onde a capacidade de divisdo pode ser readquirida,
fendbmeno chamado desdiferenciacao, e o genoma pode expressar-se de novas formas,
conduzindo estas células a novos padrdes de diferenciagéo. Tais eventos levam & formagao
de novas estruturas organizadas, em um processo morfogenético ou organogenético que
ocorre “de novo” (HANDRO e FLOH, 1990).

Os reguladores de crescimento sdo uma classe de sinais quimicos enddgenos, que
sao facilmente transportados para células responsivas, onde estdo diretamente envolvidos
com o controle da atividade génica em nivel de transcri¢do ou de tradugao, em um grande
numero de processos. Estas células responsivas sdo caracterizadas pela presenga de
receptores que se ligam ao regulador de crescimento e subseglientemente iniciam a
resposta na célula. Estes receptores estéo localizados nas membranas, no citoplasma e no
nucleo e sdo, na maioria dos casos, de origem protéica (GUERRA et al., 1998).

Outros fatores como o tipo de explante, a idade fisiolégica do explante, a época do
ano em que é feita a coleta, a espécie, variedade e cultivar, o estado fisiolégico da planta, os
componentes nutricionais do meio de cultura, a temperatura e luz, também afetam o
processo da morfogénese, que € resultante da divisao e diferenciagcdo organizada, com
padroes definidos e que depende da atividade e expressao de sistemas génicos muiltiplos
(GUERRA et al., 1998; SCHUCH, 2000).

2.2.1 Regeneragao de gemas em maracuja

O crescimento de tecidos adultos de Passiflora é dificil de ser obtido in vitro e o
sucesso descrito até hoje resulta de varios anos de experimentos (DREW, 1991). Muitas
vezes sd0 associadas ao experimento outras'condigées para o desenvolvimento dos
explantes, como a auséncia de luz por um determinado tempo (FERRADINI et al., 1996).

Assim como a idade fisiologica, o tipo de explante também afeta o padrdao de
desenvolvimento nos cultivos in vitro. Geralmente, na regeneragao de plantas lenhosas, os
explantes mais utilizados sao folhas e entrends, que precisam ser secionados para que haja
uma proliferagdo celular com formagdo de tecidos de cicatrizagdo e zonas de intensa



atividade meristematica. Folhas jovens, recém expandidas, s&o mais responsivas do que
fothas velhas e a parte mediana da folha é mais prolifica do que as laterais. Também a
posicdo do explante no meio de cultura é importante. Alguns trabalhos em macieira
demonstram que a regenerac@o a partir de explantes foliares ocorre somente quando a
superficie adaxial fica em contato com o meio de cultura (De BONDT, 1995; SCHUCH,
2000).

O efeito do escuro e do tipo de tecido utilizado foram demonstrados para o maracuja
em um trabalho realizado por DREW (1991) onde a incubacdo no escuro estimulou a
producao de gemas adventicias de P. caerulea na presenca de cinetina e aumentou o inicio
do enraizamento em trés dos cinco meios testados com Passiflora edulis f. flavicarpa.
Tecidos adultos n3o responderam ao cultivo in vitro em meios basais contendo
concentragdes menores que 10 uM dos reguladores de crescimento. O crescimento de
segmentos nodais isolados de plantas adultas foi obtido com um tratamento destes tecidos
no escuro por uma semana em meio MS suplementado com 3 mg.L" de 2iP, 3 mg.L" de
sulfato de adenina e 3 mg.L" de AIA. O desenvolvimento em brotos ocorreu em meio MS
suplementado com 1 mg.L™" de 2 iP. e 1 mg.L"' de AIA. Em contraste, o cultivo de tecidos
juvenis de sete espécies de Passiflora foi obtido sem nenhuma dificuldade. Brotos juvenis
destas espécies cresceram rapidamente em meio MS suplementado com 2,15 mg.L" de
cinetina e 0,98 mg.L" de AIA. A multiplicagdo destes brotos foi obtida em meio de cultura
contendo 4,5 mg.L"' de BAP, 2,15 mg.L" de cinetina e 0,98 mg.L" de AIA. Raizes foram
desenvolvidas em meio de cultura MS com 0,98 mg.L™ de AIA.

A organogénese direta de Passiflora foi obtida em um experimento que utilizou como
explantes folhas, cotilédones, hipocdtilos e raizes de plantas jovens. Foi empregado o meio
de cultura MS contendo concentragdes de 0, 1 e 2mg.L"' de ANA e 0;0,5; 1;2e 4 mg.L" de
BAP. Para o enraizamento foi utilizado o meio de cultura MS, com a concentragao de sais
reduzida & metade, e 15 g.L' de sacarose. O melhor resultado de regeneracdo utilizando
cotilédones e hipocdtilos foi obtido em meio de cultura MS contendo 2 mg.L™ de BAP. Por
outro lado, os explantes foliares responderam melhor em meio de cultura MS suplementado
com 1 mg.L”' de BAP. Estes resultados indicaram uma taxa de regeneragdo de 66,7% para
explantes cotiledonares, 33,3% para explantes hipocotiledonares e 41,7% para explantes
foliares (DORNELAS e VIEIRA, 1994).

Folhas jovens também foram utilizadas como explantes por KAWATA et al. (1995)
para a micropropaga¢ado de P. edulis Sims. Os explantes foram cultivados em meio de
cultura MS suplementado com diferentes concentra¢cdes de BAP e AIB. Em concordancia

com outros trabalhos, foi observado que as melhores taxas de regeneragao foram obtidas



quando se utilizou concentragdes de 1 a 2 mg.L™' de BAP, sem a utilizagéo de auxinas como
o AlIB. Neste experimento constatou-se que o melhor meio de cultura para o enraizamento
das pléntulas regeneradas, foi 0 MS sem adigao de qualquer regulador de crescimento.

Um protocolo para a micropropagagcdo de maracujda — amarelo foi estabelecido, a
partir da proliferacdo de gemas axilares, em meio MS suplementado com diferentes
concentragbes de BAP. Surpreendentemente nado foram obtidas diferengas significativas
entre o tratamento controle e os demais, com 0,45 mg.L', 1,13 mg.L™" e 4,5 mg.L" de BAP
(FARIA e SEGURA, 1997). A presenca de 0,35 mg.L"' de AIA no meio de indugdo de
gemas, ndo afetou a porcentagem de regeneragdo ou o numero médio de brotos por
explante, resultado semelhante aquele obtido por KAWATA et al. (1995).

Resultados também foram obtidos para a regeneracao de gemas, a partir de
segmentos internodais de plantas jovens de maracuja-amarelo, utilizando o meio basico MS
suplementado com 1 e 2 mg.L"' de BAP. O crescimento e enraizamento das gemas
adventicias foram obtidos em meio de cultura MS, com a concentra¢do de sais reduzida a
metade, e sem reguladores de crescimento (BIAS! et al., 2000).

A cultura in vitro em maracuja também foi aplicada em outros estudos que utilizaram
explantes de hibridos. Um exemplo disso foi o trabalho realizado por FREITAS (1997) que
utilizou micro-estacas caulinares com gemas apicais de hibridos F, obtidos do cruzamento
entre P. edulis e P. edulis f. flavicarpa. As brotagbes formaram-se a partir das gemas apicais
cultivadas em meio de cultura MS com 0,9 mg.L™" de AIA, 2,2 mg.L" de cinetina, 4,5 mg.L"
de BAP e 0,05 mg.L" de GA;. Quanto ao enraizamento, a melhor porcentagem foi obtida
com o meio basico MS com a concentragdo de sais e vitaminas reduzida a metade.

2.3 TRANSFORMAGAO GENETICA MEDIADA POR Agrobacterium tumefaciens

As agrobactérias sdo microorganismos tipicamente do solo, aerdbicas e gram-
negativas. O género Agrobacterium pertence a familia Rhizobiaceae e esta subdividido em
cinco espécies que diferem entre si pela patogenicidade e pelo modo de infecgdo em
diferentes plantas. Assim, Agrobacterium tumefaciens € o patégeno causador da doenga.
chamada galha - da - coroa, Agrobacterium rhizogenes causa a raiz - em - cabeleira,
Agrobacterium rubi induz tumores especificamente em Rubus spp., Agrobacterium vitis
induz tumores especificamente em videiras e Agrobacterium radiobacter é sapréfita, ou seja,
ndo patogénica. Mais de 600 espécies vegetais sdo suscetiveis a infecgcdo por A.
tumefaciens e A. rhizogenes, sendo que a maior parte delas pertence a classe das
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angiospermas dicotiledoneas e gimnospermas e, mais raramente, das angiospermas
monocotileddneas (BRASILEIRO, 1998).

A interagao entre A.tumefaciens e as plantas envolve uma série complexa de sinais
quimicos existentes entre o patégeno e o hospedeiro. Estes sinais incluem agucares,
compostos fendlicos, opinas, proteinas de viruléncia e o T-DNA, isto é, o DNA que é
transferido da bactéria para a célula vegetal. Este processo de infecgdo inicia quando
Agrobacterium percebe certos compostos fendlicos e aglcares que sdo liberados pelas
células das plantas hospedeiras em resposta a uma lesdo sofrida pela planta. Estes
compostos fendlicos atuam como indutores dos genes de viruléncia da bactéria. Desta
forma, a Agrobacterium usa estes compostos para sinalizar a presenga de plantas
potencialmente suscetiveis (GELVIN, 2000).

As células produzidas naturalmente pela Agrobacterium proliferam-se de forma
autdbnoma na auséncia de reguladores de crescimento. Sabe-se que auxinas e citocininas
sa0 necessarias para o desenvolvimento de células de uma planta normal. /n vitro estas
células produzidas pela Agrobacterium crescem de forma desorganizada e formam calos,
quando os reguladbres de crescimento estdo ausentes no meio de cultura. Estas células
produzem e excretam aminoacidos e agucares que nao sao formados pelas células de
plantas normais. Um dos primeiros compostos foi caracterizado como octopina, um produto
formado pela condensagao da arginina com o acido piravico. Hoje, estes compostos sao
denominados de opinas e sao utilizados pela Agrobacterium, como fonte de energia,
carbono e nitrogénio, sendo desta forma, compostos quimicos intermediarios do
parasitismo. O tipo.de opina produzido é usado como critério de classificagdo de linhagens
de Agrobacterium (SHENG e CITOVSKY, 1996).

Os sinais quimicos também chamados moléculas-sinal ativam genes localizados na
regiao de viruléncia do plasmideo Ti (indutor de tumor), que é um plasmideo extra-
cromossomal de alto peso molecular (150 a 250 Kb, isto &, aproximadamente 150 a 250 mil
pares de bases), presente em todas as linhagens patogénicas de Agrobacterium. A regido
vir € um regulon composto de seis a oito operons, contendo aproximadamente 25 genes. As
diferentes proteinas codificadas por estes genes vir promovem a transferéncia de uma outra
regiao do plasmideo Ti da bactéria para a célula vegetal. Esta regido é conhecida como T-
DNA, que é efetivamente transferida e integrada no genoma da planta durante o processo
de transformagdo e uma ou mais cdpias sdo integradas ao acaso. Esta regido esta
delimitada por duas seqiéncias repetidas de 25 pb (pares de base), denominadas de
extremidades direita e esquerda. A borda direita é considerada necessaria para a eficiéncia
da transferéncia de DNA, ao passo que a borda esquerda pode ser dispensada ou
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substituida por outra borda direita, ou mesmo por uma borda sintética. Infectividade e
viruléncia sao determinadas pelos genes vir (vir A, vir B, vir C, vir D, vir E, virF e vir G). A
formagéo de tumores depende dos genes vir A, vir B, vir D e vir G. Presume-se que 0s
demais estejam ligados a eficiéncia da transferéncia de DNA. Estes genes sdo capazes de
detectar células vegetais feridas e de produzir os sinais necessarios para 0
desencadeamento da produg&o dos intermediarios do T-DNA, e das proteinas ligadas a
fixagdo das células bacterianas as células vegetais e a passagem do DNA para as células
vegetais (SHENG e CITOVSKY, 1996; BRASILEIRO e LACORTE, 1998).

A regido vir de 40 Kb do plasmideo Ti do tipo octopina passui 24 genes que estao
envolvidos na viruléncia. Esses genes estao presentes em oito operons chamados vir A- vir
H, os quais sao co-regulados e formam assim um regulon. Com excegao dos genes virA e
vir G, que tem expressao constitutiva, os operons vir ndao sao transcritos durante o
crescimento vegetativo normal (HOOYKAAS e SCHILPEROORT, 1992).

Apds a indugao dos genes vir, ocorre a clivagem do T-DNA no plasmideo, formando-
se uma espécie de fita simples de DNA, sendo apenas uma copia por célula de
Agrobacterium. O operon vir D codifica uma endonuclease que age em sitios especificos e
que é responsavel pela clivagem e protecdo do DNA contra a degradagdo enzimatica. Vir
D,, produto do operon vir D, serve como proteina piloto para guiar a fita T da bactéria para o
interior da célula vegetal. Vir E; e vir E», produtos do operon vir E, atuam na estabilidade do
T-DNA. O locus vir A codifica uma proteina de membrana que reconhece compostos
fendlicos liberados pelas células da planta ferida. O locus vir G produz uma proteina
responsavel pela ativagao da regido vir restante. A transferéncia do T-DNA é polar (5'-3'),
fita simples, com a extremidade 5’ protegida pela proteina vir D, e ao longo da fita, pela
proteina vir E; (SCHRODER et al., 1984; THOMASHOW et al., 1984; SHENG e CITOVSKY,
1996; GELVIN, 2000).

Trés componentes genéticos das agrobacterias sd0 necessarios para que ocorra a
transformagao da célula vegetal. Além do T-DNA e dos genes vir, ja citados, existe um
terceiro componente, os genes chy, localizados no cromossoma da agrobactéria (SHENG e
CITOVSKY,1996).

Os genes vir e chv determinam o aparato necessario para a transferéncia do T-DNA
da Agrobacterium para as células vegetais. Chv A e Chv B sdo necessarios para que ocorra
a ligacao da agrobactéria as paredes da célula vegetal. Os genes chv sao expressos
constitutivamente, enquanto que os genes vir sdo silenciosos até serem induzidos por
fatores como a acetossiringona, composto fenol liberado pelo tecido vegetal em resposta a
um ferimento (HOOYKAAS e SCHILPEROORT, 1992).
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Para que a Agrobacterium tumefaciens possa ser utilizada na engenharia genética, é
necessario fazer algumas modificagbes no seu genoma. Os genes responsaveis pela
formagdo dos tumores, que se encontram no plasmideo Ti sdo removidos, tornando a
bactéria avirulenta, ndo sendo mais capaz de formar o tumor. O preparo de uma linhagem
de Agrobacterium para ser utilizada como vetor no processo de transformagao de plantas
inclui duas etapas distintas. Na primeira, é preciso obter as linhagens desarmadas, nas
quais o T-DNA original com os oncogenes foi retirado. A escolha da linhagem mais
apropriada para a transformagdo de uma determinada espécie deve levar em conta sua
susceptibilidade e a viruléncia da linhagem selvagem. Ja existem disponiveis algumas
destas linhagens desarmadas. A segunda etapa envolve o preparo de um vetor contendo o
T-DNA com os genes de interesse. Em fungdo do seu tamanho relativamente grande
(aproximadamente 200 Kb), o plasmideo Ti ndo pode ser manipulado diretamente. Assim,
plasmideos menores (vetores) sdo utilizados. Esses vetores contém as extremidades do T-
DNA, entre as quais os genes de interesse sao clonados. Tais vetores podem ser do tipo
binario ou co-integrado. O sistema de vetor binario tem sido o mais utilizado, pois a
eficiéncia na obtencao de linhagens recombinantes de Agrobacterium é cerca de 100 vezes
maior do que o obtido pelo sistema de vetor co-integrado. Além disso, podem ser utilizados
em qualquer linhagem de Agrobacterium (HOEKEMA et al., 1983; LACORTE e ROMANO,
1998). Uma terceira etapa ocorre e facilita a integragao da Agrobacterium na célula vegetal.
Consiste no processo de co-cultivo de um explante vegetal em um meio de cultura liquido
e/ou sdlido, juntamente com uma:linhagem desarmada de Agrobacterium que contenha um
vetor com o (s) gene (s) a ser (em) introduzido (s) na planta. Durante o co-cultivo ocorrera a
ligacdo entre a bactéria e a célula vegetal no local do ferimento do explante, a indugédo dos
genes da regido de viruléncia e a transferéncia do T-DNA para o genoma vegetal
(BRASILEIRO, 1998).

2.3.1 Genes marcadores e repérteres

A incorporagao de outros genes no plasmideo desarmado é de extrema importéancia,
uma vez que atuardo no processo de sele¢do das plantas transformadas. Conhecidos como
genes reporteres, eles codificam proteinas, geralmente de atividade enzimatica, cujos
produtos sao facilmente detectaveis nas células vegetais transformadas. Estes produtos nao
devem estar presentes nas células normais, isto é, nao transformadas. Um exemplo deste

gehe € 0 gusA ou uidA, isolado de Escherichia coli, e que codifica a enzima hidrolase B-
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glucuronidase (GUS) (LACORTE,1991).

Outros genes, denominados marcadores de sele¢do, codificam para uma proteina
com atividade enzimatica ou para um produto que ira conferir resisténcia a um determinado
substrato nas células transformadas, o que permite distinguir plantas transformadas de nao
transformadas (BRASILEIRO e DUSI, 1999). O uso de um bom marcador de selegdo é
fundamental para uma eficiente recuperacao in vitro de plantas transgénicas. O marcador
confere carater dominante as células transformadas, resultante da incorporagdo de uma
nova caracteristica, que nao esta presente nas células ndo transformadas. Essa
caracteristica permite a sobrevivéncia da célula vegetal transformada na presenga de um
agente de selegdo, geralmente um antibidtico ou herbicida. O marcador de selegdao mais
utilizado é o gene nptll, que codifica a neomicina fosfotransferase Il ou NPT Il. Este gene foi
isolado do transposon Tn5 de Escherichia coli e foi o primeiro a ser introduzido em plantas.
A enzima NPT |l transfere o grupamento y fosfato de ATP para um grupo 3-hidroxil da
por¢ao amino-hexose dos antibidticos aminoglicosilados. Um exemplo destes é o antibidtico
canamicina (Km), que é detoxificado por fosforilagao. Quando ativos, esses antibidticos
inibem a sintese de proteinas nas células procariotas, ligando-se as subunidades 30S e 50S
dos ribossomos, impedindo o processo de tradugao. Na celula vegetal eles interferem do
mesmo modo na sintese protéica em mitocondrias e cloroplastos, que possuem ribossomos
semelhantes aos das bactérias, resultando em clorose e inibigao do crescimento do tecido
vegetal. Desta forma, as plantas transgénicas que expressam a enzima NPT |l toleram
dosagens toxicas destes antibidticos, ao passo que nas plantas ndo transformadas, sao
letais (BRASILEIRO, 1998).

2.3.2 Identificacéo da planta transformada por PCR

O préximo passo apds a construgdo do vetor e sua insergao na linhagem desarmada
de Agrobacterium é o estabelecimento de um protocolo eficiente de regeneragédo,
transformacao, selecéo e identificagdo da planta transformada. A identificacdo das plantas
transformadas pode ser feita a partir do método “PCR” (reagdo da polimerase em cadeia),
onde, a partir de uma unica molécula de DNA, é possivel gerar 100 bilhdes de moléculas
similares em poucas horas (HORSCH et al., 1985; FERREIRA e GRATTAPAGLIA, 1998).

PCR pode ser definido como um método in vitro para produzir grandes quantidades
de um fragmento especifico de DNA, de tamanho e seqiéncia definidos, a partir de uma

pequena quantidade de um molde complexo de acido nucléico. A reagdo de amplificacéo é
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catalisada pela enzima DNA polimerase, que alonga um pequeno fragmento de DNA de fita
simples, chamado primer, quando este estd ligado a uma fita molde de DNA. O método
inicia com a separagao das fitas do DNA molde através de uma reagao de desnaturagao, em
funcdo de temperatura elevada. A temperatura é entdo diminuida para que ocorra o
anelamento dos iniciadores com o DNA molde e a enzima polimerase possa atuar,
estendendo um novo fragmento. Os segmentos de DNA sdo sintetizados em progressao
geométrica, pois a cada ciclo de desnaturagao, anelamento e polimerizagao, origina-se um
novo segmento (GAMA, 1998).

2.4 TRANSFORMACAO GENETICA EM MARACUJA

MANDERS et al. (1994) foram os primeiros a relatar um trabalho de transformagao
de maracuja-amarelo, com material juvenil, utilizando uma estirpe de Agrobacterium
tumefaciens contendo o plasmideo vetor pMON 200 e o gene nptll.

SILVA (1998) realizou um trabalho para esta mesma espécie, com material juvenil,
com o objetivo de adequar o sistema de transformagao genética mediado por Agrobaéterium
e analisar a interagdo do antibidtico canamicina na morfogénese de rarhos e no
enraizamento in vitro. A autora obteve respostas morfogénicas até a concentragdo. de 100
mg.L" de Km, apds 30 dias de cultivo, sendo que os explantes mantiveram-se verdes e
com esporadicas regides de regeneragdo. Altas concentragdes de Km, 150 e 200 mg.L™’
inibiram completamente a rizogénese. Foi obtida uma eficiéncia de transformagéo de 2%.
Segundo a autora, a adogdo de meios de sele¢do suplementados com antibiticos em
concentragdes elevadas, ndo é a melhor estratégia para eliminar células ou tecidos nao-
transformados, uma vez que a pressao de selegdo imposta pode inibir a diferenciagao de
células transgénicas.

O maracuja-amarelo é considerado uma espécie de nivel intermediario de tolerancia
natural ao antibidtico canamicina, sendo que existem diferengas significativas tanto
fisiolégicas como anatdmicas entre plantas de maracuja submetidas a diferentes
concentragdes de Km, cultivadas em climas tropical e temperado (MANDERS et al., 1994).

2.5 TECNICA DO RNA antisense

O DNA recombinante pode ser construido com a insergdo de um fragmento de DNA
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exégeno em uma pequena molécula replicante, como um plasmideo bacteriano, que ira
amplificar o fragmento juntamente com ele mesmo, resultando em um clone molecular do
fragmento de DNA inserido, cDNA, que consiste de uma fita simples do DNA, complementar
a molécula do RNA, sintetizado in vitro a partir de RNA, pela agdo da enzima transcriptase
reversa. A alteragao de caracteristicas gendmicas tem sido alcangada através da técnica de
mRNA antisense. A introdu¢cdo de uma sequéncia complementar ao mRNA do gene de
interesse resulta no blogueio da sua atividade génica. O mRNA antisense hibridiza com o
mRNA primario, bloqueando o processo de tradugdo e resultando na sua degradacao
(GRIFFITHS et al., 1998).

Esta técnica tem sido utilizada na inibicao de rotas bioquimicas indesejaveis,
determinagado da fungdo da regulacdo génica em estudos bioquimicos e identificagcdo de
genes com expresséo fenotipica conhecida, mas que nao possuem marcadores moleculares
(BOREM, 1997).

A geragéo de plantas nas quais a produgdo de etileno ¢é inibida pela insergao de
clones de DNA em orientagao antisense, € um dos exemplos desta técnica e oferece a
oportunidade de avaliar o papel deste gas na regulagdo de alguns processos de
desenvolvimento da planta como a senescéncia e abscis&o foliar, maturacao e resposta a
patogenos, além de permitir a manipulagao genética das mesmas, melhorando a qualidade,
periodo de armazenamento e valor nutricional dos produtos (HAMILTON et al., 1990).

2.6 ETILENO

O etileno é um hidrocarboneto gasoso (C.H,), que atua como fitohorménio,
desempenhando um importante papel na regulagao do processo deteriorativo intrinseco da
planta. Ele controla muitos estadios do desenvolvimento da planta, tais como maturagao de
frutos climatéricos, senescéncia de folhas e flores. Sua sintese autocatalitica é fortemente
estimulada por fatores exdgenos como infecgbes fungicas e/ou bacterianas, injurias
mecanicas, estresses hidrico, térmico e salino e também outros fitohorménios (BOUZAYEN
etal., 1997, THEOLOGIS et al., 1992; ZIMMER, 1998).

No gue se refere ao processo de maturacdo, os frutos sdo classificados em dois
grupos: climatéricos e o0s nao-climatéricos. No processo de maturagdo dos frutos
climatéricos ocorre um aumento significativo na taxa respiratéria e na produgdo de etileno.
Sao exemplos de frutos climatéricos as magas, péras, maracujas, ameixas, tomates,
péssegos, dentre outros (KADER,1989).
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Todos os frutos climatéricos sintetizam etileno no inicio da maturagdo e este
fitohormdnio induz a expresséo de genes responsaveis pelos atributos qualitativos do fruto.
Alteragbes na cor do fruto podem ocorrer pela perda de clorofila nos plastidios,
manifestando carotendides amarelos, alaranjados ou vermelhos. Alteragdes na textura estdo
frequentemente associadas com alteragdes nos componentes da parede celular. Enzimas
como poligalacturonase, celulase e galactanase estdo envolvidas neste processo. A
caracteristica geral é que estas enzimas promovem alteragdes estruturais nos polimeros da
parede celular, que alteram a solubilidade, hidratagdo e outras propriedades que influenciam
na textura. Outros metabdlitos sdo gerados a partir de aminoacidos, carotenédides ou lipidios
e contribuem para a qualidade do aroma e sabor. Muitas destas alteragdes na estrutura da
parede celular, sdo dependentes da transcricdo de genes envolvidos na maturagdo e que
codificam enzimas especificas. Além disso, existem diferengas significantes nestas enzimas
de acordo com os diferentes frutos existentes (GRIERSON, 1998).

2.6.1 Biossintese do etileno

A via de biossintese do etileno foi descrita por YANG e HOFFMAN (1984). O
aminoacido metionina é o precursor bioldgico do etileno em todas as piantas superiores, e é
convertido em etileno .pela via de biossintese que compreende dois passos com reagdes
enzimaticas. Na primeira reacdo, a S-adenosil-metionina (SAM) é convertida em acido 1-
carboxilico-1-aminociclopropano (ACC) pela agéo da enzima ACC sintetase (ACCS). A ACC
e entdao metabolizada pela ACCO, por uma reag¢ao de oxidagdo que necessita de O; e ferro,
e que é ativada pelo CO, para produzir etileno. Outra importante reagao é o chamado ciclo
de Yang, que recupera o enxofre e re-sintetiza a SAM. Em alguns casos, o etileno regula
sua propria produgéo, induzindo a sintese de novo da ACCS e ACCO. O ACC, precursor
imediato do etileno, pode ser convertido ainda em malonil-ACC sob agdo da enzima N-
maloniltransferase (NMT) e entdo transportado nessa forma para os vacuolos (Figura 1)
(GRIERSON, 1998; THEOLOGIS et al., 1992).
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FIGURA 1 - Biossintese do etileno, adaptado de YANG e HOFFMAN (1984).

ACC= 4cido-1-carboxilico-1-aminociclopropano AVG= aminoetoxivinilglicina
SAM= S-adenosil-metionina AOA-= 4cido aminooxaloacético
(+) =ativadores ( -) = inibidores NMT= N-maloniltransferase
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2.6.2 Enzimas ACC sintetase e ACC oxidase

Os genes que codificam a ACCS foram isolados e mostram, em muitas espécies,
que a ACCS é codificada por uma familia multigénica. Cada gene é diferentemente regulado
por um ou varios indutores, como auxinas, injurias mecanicas e/ou etileno (SILVA, 2000).

A maior parte dos trabalhos de modificagcao genética de frutos tem sido realizada em
tomate (Lycopersicum esculentum), isto porque ele apresenta vantagens no que se refere a
alteragGes fisioldgicas e bioquimicas que ocorrem durante o procésso de maturagao, entre
elas, o ciclo relativamente curto. Existe para o tomate, no minimo nove genes da ACCS e
trés para a ACCO (GRIERSON, 1998). Entre estes genes, recentemente isolados, temos o
LE-ACS2 e LE-ACS4 que nao se expressam no fruto verde; os genes transcritos de LE-
ACS2 sdo acumulados no estadio intermedidrio, mantendo-se durante a maturagéo e os
genes LE-ACS4 sao acumulados nos estadios mais avangados da maturagao (THEOLOGIS
et al., 1992; SILVA, 2000).

Resultados positivos foram obtidos em tomate, com a inibicao da atividade da ACCO
através da técnica de RNA antisense. Em plantas que eram homozigotas para o gene
antisense, a produgéo dé etileno foi inibida em 97% dos frutos. O acumulo de mRNA nos
frutos em maturacdo e folhas em senescéncia esta correlacionado com a percepgao e
producao de etileno. No entanto, os mecanismos regulatérios que governam a sintese de
etileno e o estimulo para a expressdo dos genes pelo etileno ainda nao estdo
completamente elucidados (HAMILTON et al., 1990).

Estudos recentes em frutos como tomate e meldao (Cucumis melo) permitiram que a
ACCS fosse bem caracterizada e os genes respectivos isolados e clonados. Para a ACCO,
no entanto, estes estudos ainda tem revelado novas descobertas no que se refere ao seu
modo de agdo. A ACCO, ultima enzima na via de biossintese do etileno, ainda possui sua
localizagao subcelular como ponto de controvérsia. Alguns trabalhos sugerem que a ACCO
é uma enzima citosodlica e outros acreditam que ela esta Ioca|izada na periferia da
membrana plasmatica, provavelmente aderida a residuos da parede celular (HAMILTON et
al., 1990; ROMBALD! et al., 1994; PECH et al., 1995).

A extragcéo e dosagem da atividade da ACCO in vitro foi feita por uma analogia entre
a ACCO e a enzima flavonona hidroxilase, que necessita de glicerol e ascorbato no tampao
de extragdo, para a preservagdo da sua atividade enzimatica (VERVERIDES e JOHN,
1991). Métodos indiretos de extracdao permitiram determinar que o O, Fe™, CO; e o
ascorbato, sdo cofatores da ACCO, e que o ion CO™ (mondxido de carbono), e choques
osmaticos, sdo capazes de inibir a atividade enzimatica da enzima ACCO (PECH et al.,
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1994; GORNY e KADER, 1997).

A ACCO é codificada por uma familia multigénica e se expressa constitutivamente na
maioria dos tecidos vegetais, com forte indugdo na maturagao dos frutos, senescéncia e
também em tecidos submetidos a danos fisicos, mecanicos ou sob a agdo de fungos
(SILVA, 2000). Em tomate, trés genes foram identificados: LE-ACO7, LE-ACO2 e LE-ACO3.
O cDNA pTOM13 corresponde ao gene LE-ACO1. Os genes representados por LE- ACOT e
LE-ACO3 sdo expressos na maturagdo e na senescéncia de folhas e flores. Os genes
transcritos correspondentes ao gene LE-ACOZ sao detectados exclusivamente em anteras.
A expressao de genes homologos ao pTOM13 do tomate, também tem sido demonstrada
em macga (Malus domestica) e meldao (PECH et al, 1995; NAKATSUKA et al., 1997;
BOUZAYEN et al., 1997).

Plantas transgénicas de tomate, melao e macéa, nas quais a sintese de etileno é
reduzida, j& foram produzidas, utilizando genes da ACCO em orientagdo antisense, para
inibir o Ultimo passo na rota biossintética do etileno, catalizado por esta enzima (HAMILTON
et al., 1990; AYUB et al., 1996; GUIS et al., 1997 a, 1997 b; GRIERSON, 1998; PETERS et
al., 1999; SCHUCH, 2000). _

~ Plantas transgénicas de tomate, que continham o gene da ACCO em orientagéo
antisense foram analisadas, a fim de determinar o papel do etileno durante o processo de
senescéncia foliar. Os resultados indicaram que o acumulo de mRNAs da ACCO inicia
normalmente nas folhas verdes em senescéncia, mas foi severamente reduzido em plantas
antisense. Embora os niveis de etileno tenham aumentado nas folhas do tipo selvagem
durante o progresso da senescéncia, 0s niveis foram extremamente baixos em folhas
transgénicas. Identificada pela alteracdo da coloracdo das folhas verdes para amarelas, a
senescéncia sofreu claramente um atraso de 10 a 14 dias nas plantas antisense. Além
disso, os niveis de clorofila, a capacidade fotossintética e fluorescéncia da clorofila foram
maiores em relagéo as plantas do tipb selvagem da mesma idade (JOHN et al., 1995).

Em plantas de meloeiro do grupo Cantaloupe, um cDNA, denominado MEL1, que
codifica a ACCO foi isolado, utilizado em orientagdo antisense, e entdo denominado LEMT,
para reduzir o processo de maturagao dos frutos pela inibicao da atividade enzimatica da
ACCO. Este clone é homélogo ao pTOM13 do tomate. No meloeiro, a ACCO é igualmente
codificada por trés genes correspondentes a trés proteinas ativas (GUIS et al., 1996).

A expressao diferenciada destes genes em tecidos de meldo foi confirmada em
diversos trabalhos. O gene CMe-ACOZ foi expresso em hipocdtilos estiolados. Os genes
CMe-ACO1 e CMe-ACO3 se expressaram em flores masculinas e hermafroditas, sendo que
0 CMe-ACO1 teve maior expressao em flores senescentes e 0 CMe-ACO3 em flores
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durante a antese. CMe-ACO1 também foi expresso em folhas e frutos no estadio de
maturagdo. Este gene foi inserido em cultivares de meldo do grupo Cantaloupe, via
Agrobacterium tumefaciens e em orientagao antisense. Ele reduziu a produgao de etileno no
fruto transgénico em 99% e 68 % nas folhas. Os frutos transgénicos portando o gene da
ACCO em orientagdo antisense apresentaram a insergdo de um Unico locus com duas
copias do T-DNA e serviram como modelo para discriminar entre as etapas do processo de
maturacgao, as que sao reguladas pelo etileno e as que sdo independentes do etileno (PECH
et al,, 1994; PECH et al., 1995; GUIS et al., 1996; AYUB et al., 1996).



3. MATERIAL E METODOS

Os experimentos de organogénese e transformagdo genética foram conduzidos no
Laboratdrio de Micropropagagao Vegetal do Departamento de Fitotecnia e Fitossanitarismo
da Universidade Federal do Parana. '

3.1 EXPERIMENTOS DE ORGANOGENESE
3.1.1 Manuteng&o das plantas matrizes

Para os experimentos de organogénese foram utilizadas folhas de plantas jovens,
com um unico lobo, obtidas da germinagao de sementes de frutos comerciais de Passiflora
edulis Sims f. flavicarpa Deg., crescidas em casa de vegetagcdo pertencente ao
Departamento de Fitotecnia e Fitossanitarismo da Universidade Federal do Parana, na
cidade de Curitiba, e folhas de plantas adultas, com trés lobos e seis meses de idade, dos
gendtipos 309, 352 e 156 x 123 enxertados e fornecidos pelo IAPAR (Instituto Agronémico
do Parand) (Tabela 1).

As sementes germinaram em vasos plasticos, contendo substrato comercial
preparado com NPK, calcareo e pé-de-xaxim. Aproximadamente 45 dias apds a semeadura,
antes da emissao de gavinhas, foram coletadas as primeiras folhas jovens que forneceram
os explantes.

As mudas obtidas através do |IAPAR, foram inicialmente transplantadas para
recipiéntes plasticos com capacidade de cinco litros, contendo trés partes de solo para uma
parte de esterco curtido. Apos sessenta dias, as mudas foram novamente transplantadas
para o substrato comercial utilizado anteriormente.

As plantas foram pulverizadas com Benlate 50 ® (benomyl) 2 g.L', Acefato Fersol
750 PS ® (acephato) 2 g.L' e Dithane PM ® (mancozeb) 1,5 g.L™' conforme a necessidade
de controle dos patdgenos.

TABELA 1 - Procedéncia dos gendtipos de maracuja-amarelo, fornecidos pelo IAPAR.

Gendtipos Procedéncia
352 Angulo - PR
309 ibaiti - PR

156 x 123 Pacaembu — SP x Araguari — MG
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3.1.2 Desinfestagao e obtengao de explantes

As folhas jovens e adultas foram desinfestadas com etanol 70% por dois minutos e
imersas em uma solugdo de hipoclorito de sodio 2,5% por dez minutos. Em seguida, foi
realizada uma lavagem tripla com agua deionizada e esterilizada. Delas, retirou-se as
bordas, mantendo-se a nervura central. Cada explante foi constituido por pedagos de
aproximadamente 1cm? A inoculagdo dos tecidos foi realizada em condigdes assépticas,
numa camara de fluxo laminar.

3.1.3 Meios de cultura e condi¢gbes de crescimento

O meio basico de cultura utilizado para indugdo de gemas, alongamento e
enraizamento dos brotos foi 0 MS, contendo sais minerais, vitaminas e compostos orgéanicos
de MURASHIGE e SKOOG (1962), 30 g.L" de sacarose e 6 g.L" de agar. O pH foi ajustado
para 5,8 antes da colocagdo do agar. O meio de cultura foi distribuido em frascos de vidro
com capacidade para 250 mL, contendo cada um 30 mL de meio e entdo autoclavado
durante vinte minutos a 1,05 kg.cm 2 de press&o e 121°C.

Quatro tratamentos foram testados para a indugdo da organogénese:

1) Testemunha;

2) 1 mg.L"' de BAP;

3) 1,5mg.L" de BAP;

4) 2,0 mg.L" de BAP.

Para o alongamento e enraizamento das brotagdes, foram testados dois tratamentos:

1) MS;

2) MS com a concentragdo de sais minerais reduzida a metade e suplementado com
1 mg.L" de GA,.

Os experimentos de organogénese e alongamento x enraizamento dos brotos foram
realizados em sala de crescimento com iluminagao artificial fornecida por lampadas
fluorescentes do tipo “branca fria”, de irradiancia de 40 umol.m®.s™, 16 horas de fotoperiodo
e temperatura de 26+2°C.
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3.1.4 Experimento de organogénese a partir de explantes jovens

Folhas jovens de plantas oriundas de semente comercial foram utilizadas neste
experimento. Foram testadas duas posi¢cdes dos explantes no meio de cultura (abaxial e
adaxial) e quatro tratamentos: MS, MS + 1,0; 1,5 e 2,0 mg.L"' de BAP.

Ao final de trinta dias foram avaliadas as seguintes caracteristicas: % de explantes
com gemas, nimero médio de gemas por explante, nimero médio de folhas por explante,
comprimento médio das folhas por explante (cm), comprimento da haste principal (cm) e %
de explantes que formaram calos.

3.1.5 Experimento de organogénese a partir de explantes adultos

Neste experimento foram utilizadas folhas adultas dos trés genétipos fornecidos pelo
IAPAR. Foram testadas duas posi¢bes dos explantes no meio de cultura (abaxial e adaxial)
e os tratamentos com BAP ja descritos.

Apds trinta dias foram avaliadas as seguintes caracteristicas: % de explantes com
gemas, numero médio de gemas por explante, niumero médio de folhas por explante,
comprimento médio das folhas por explante (cm), comprimento da haste principal (cm) € %
de explantes que formaram calos.

3.1.6 Experimento de alongamento e enraizamento a partir de explantes jovens e
adultos

As brotaghes desenvolvidas apoés trinta dias pelo processo de organogénese foram
transferidas dos frascos para tubos de ensaio contendo 20 mL de meio de cultura MS e
MS/2 com 1,0 mg.L" de GA;. Sessenta dias apés a transferéncia, foram feitas as seguintes
avaliagbes: porcentagem de enraizamento, 0 comprimento da haste principal (cm), 0 nimero
de raizes por plantula e o0 comprimento médio das raizes por plantula (cm).

3.1.7 Delineamentos utilizados e andlise Estatistica

Os dados foram analisados pelo sistema computacional estatistico SANEST
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(Sistema de analise estatistica) elaborado no Departamento de Matematica e Estatistica da
Universidade Federal de Pelotas (ZONTA e MACHADO, 1984).

O delineamento experimental adotado para o experimento de organogénese de
explantes jovens foi inteiramente casualizado, em esquema fatorial com quatro repeti¢cdes e
dez explantes por parcela. Os tratamentos foram comparados pela regressdo polinomial.
Para o experimento de organogénese de explantes adultos foi utilizado o delineamento
experimental inteiramente casualizado, com esquema fatorial (2) x (4) x (3). Duas posi¢des
dos explantes (face abaxial e adaxial), quatro concentragdes da citocinina BAP (0; 1,0; 1,5 e
2,0 mg.L") e trés gendtipos (309, 352 e 156 x 123). O nimero de repeti¢des foi quatro, com
dez explantes por parcela, totalizando quarenta explantes por gendtipo, por posi¢do e por
concentracdo de BAP. Neste experimento foi realizado o teste de comparagao mdltipla de
meédias, Duncan, para posi¢do e gendtipos, e uma analise de regressdo polinomial para 0s
niveis de BAP. Os dados expressos em porcentagem (porcentagem de explantes com
gemas e porcentagem de calos) foram transformados segundo arco seno da raiz de X/100,
onde X significa o valor percentual obtido para cada variavel. Os dados relativos ao nimero
de gemas por explante e nimero de folhas foram transformados segundo a raiz quadrada
de (X + K), sendo K=0,5.

O delineamento experimental adotado para o experimento de alongamento e
enraizamento foi inteiramente caéualizado, com trinta repeticbes por tratamento, onde cada
repeticdo correspondeu a um tubo de ensaio com uma plantula cada.

3.2 EXPERIMENTOS DE TRANSFORMAGCAO GENETICA

Foi utilizado o sistema indireto de transformagédo, onde a bactéria empregada foi
Agrobacterium tumefaciens, cepa EHA101, com genes de resisténcia ao .antibidtico
canamicina (Km), e resisténcia cromossémica a rifampicina (Rif). O plasmideo foi 0 pGA643
(AN et al., 1988) de 11,4 kb, que contém o gene da neomicina fosfotransferase Il (nptll),
obtido do transposon Tn5 e que confere resisténcia ao antibidtico Km, o promotor 35S do
virus do mosaico da couve-flor (cauliflower mosaic virus- CaMV) e o terminador T7-5. Esse
plasmideo contém também o gene de resisténcia a Tc, localizado fora da regido do T-DNA.
O plasmideo em E. coli foi fornecido pelo Prof. Ricardo Ayub, da Universidade Estadual de
Ponta Grossa.

O clone utilizado corresponde ao cDNA da ACCO obtido em melao (Cucumis melo)
cv. Cantaloupe por AYUB et al. (1996) e denominado pMEL1, que foi inserido em orientagéo
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antisense no sitio Bglll, situado entre o promotor 35S e o terminador T7-5 do plasmideo
pGA643. Esse sitio de restricao é o sétimo da regido de multiclonagem. Esta construgao
denominada pGA643-AS tem 12,8 kb, cuja regido T-DNA estda representada

esquematicamente na Figura 2.

nptl || Pass S - T76 8| —
H, X, S, Hp, K, C, B

BE BD

FIGURA 2 - Esquema geral de regido T-DNA do pGA643 contendo o cDNA da ACCO em
orientagdo antisense. BE: borda esquerda; npt /I: neomicina fosfotransferase
II; P35S: promotor 35S do CaMV; SMC: sitio de multiclonagem (H-Hindlll, X-
Xbal, S-Sacl, Hp-Hpal, K-Kpnl,C-Clal, B- Bglll); LEM1: clone da ACCO do
melao em orientagao antisense; T7-5: terminador do plasmideo Ti; BD: borda
direita.

3.2.1 Transferéncia do plasmideo pGA643 de Escherichia coli para a cepa de

Agrobacterium.

Realizou-se uma conjugacao triparental, um dos métodos mais simples para a
transferéncia de plasmideos de E. coli para Agrobacterium (BRASILEIRO, 1998). A
linhagem Helper (pRK2013) fornece as fungdes de mobilizagdo e transferéncia de
plasmideos entre bactérias compativeis. Ja a linhagem doadora contém o vetor binario que
devera ser transferido, neste caso, o plasmideo pGA 643 com o gene antisense da enzima
ACCO. Durante a conjugagao, o plasmideo Helper foi transferido para a linhagem doadora e
a seguir, promoveu sua mobilizagao e a do vetor para a cepa EHA101 (receptora).

O meio de cultura utilizado para o cultivo da bactéria foi o YEB (VERVLIET et
al.,1975) liquido e sélido, que contém extrato de levedo, extrato de carne, triptona, sacarose,
MgSO, e &gar (quando solido).

A bactéria obtida da conjugagao foi mantida na geladeira a 4°C e repicada a cada
trinta dias para um novo meio YEB sdlido. A bactéria foi cultivada com as seguintes
concentragdes dos respectivos antibiéticos: Km 50 mg.L™" ; Tc 10 mg.L™"; Rif 50 mg.L"'. Os
antibiéticos foram preparados em solugdes estoque, e esterilizados em filtros Millex- GS
(Millipore, USA) com membrana de 0,22 um de didmetro de poro, sendo adicionados ao

meio de cultura em processo de resfriamento, apds a autoclavagem.
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3.2.2 Preparo das bactérias para a inoculagdo em tecido vegetal

Isolou-se uma pequena colbnia da bactéria contendo o gene antisense, que estava
sendo cultivada em meio sélido e inoculou-se em 20ml de meio YEB liquido, com pH
ajustado para 7,5 e contendo os respectivos antibidticos. A bactéria foi cultivada por uma
noite a 28°C em um agitador do tipo orbital com uma rotagdo de 120 a 150 rpm. Para a
agrobactéria a fase exponencial de crescimento pode durar de 4 a 8 horas. O crescimento
da cultura foi entdo monitorado pela leitura da absorbancia (A) em um espectrofotémetro, a
um comprimento de onda de 560 a 660 nm. Pode-se considerar que a concentracdo da
Agrobactéria, com uma absorbancia Asx=1,0 equivale a 5 x 10° células/ml (LIN et al., 1994).

A cepa EHA101 com o gene marcador de selegao nptll, também foi utilizada de
forma independente, como um controle, nos experimentos de transformagao. Ela foi
cultivada em meio sélido YEB, geleificado com 15 g.L" de &gar, contendo os antibiéticos Km
50 mg.L™", Sp 100 mg.L™", Sm 300 mg.L", repicada a cada trinta dias e cultivada em meio
liquido YEB 24 horas antes da inoculagao no tecido vegetal, em um agitador do tipo orbital,
com rotagao de 120 a 150 rpm e temperatura de 28°C.

3.2.3 Teste de resisténcia ao antibidtico canamicina

Visando determinar a dose letal minima do agente de selecdo e o tempo de
exposi¢ao dos explantes ao agente de selegao pela avaliagdo da resisténcia dos explantes
ao antibidtico canamicina foi realizado um experimento com folhas jovens obtidas de
sementes germinadas em casa de vegetacdo, com duas repeticoes. As folhas foram
desinfestadas com etanol 70% por dois minutos e com hipoclorito de sddio 2,5% durante
dez minutos e, em seguida, lavadas em agua deionizada estéril por trés vezes. De cada
folha retirou-se as bordas, permanecendo apenas o limbo e a nervura central. O
experimento foi realizado com trés tratamentos: 1) meio MS suplementado com BAP 1,5
mg.L",2) MS + 1,5 mg.L"' de BAP + 50 mg.L"' Km; 3) MS + 1,5 mg.L"' de BAP + 100 mg.L"’
Km.

Cada tratamento tinha dez repeticbes (placas) e cada parcela com dez explantes,
totalizando cem explantes por tratamento. Avaliou-se apds trinta dias, a porcentagem de
sobrevivéncia dos explantes. O experimento foi mantido em sala de crescimento.

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado. Os dados
foram transformados segundo o arco seno da raiz de x/100. Foi utilizada a andlise de
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variancia com teste F e o teste de comparagdo mudiltipla de médias de Duncan.

3.2.4 Teste de co-cultura

Foi realizado um experimento com duas repetigdes, visando obter o melhor tempo de
co-cultura entre 0 material vegetal e a bactéria contendo 0 gene antisense. Foram utilizadas
folhas de plantas jovens, oriundas da germinagdo de sementes em casa de vegetacio.
Quatro tratamentos foram realizados, o primeiro (T0) é o controle positivo, onde as folhas
foram cortadas em pedagos de aproximadamente 1cm?, retirando-se as bordas. Apéds, os
explantes foram postos em um erlenmeyer com 20 mL de meio liquido MS, sem a bactéria,
por um periodo de vinte minutos. Decorrido este tempo, foram postos sobre papel filtro para
retirar o excesso de liquido e entdo transferidos para o meio MS + 1,5 mg.L"' de BAP onde
permaneceram por uma semana no escuro. Este controle serviu para monitorar o sistema
de regeneracgao de brotos sem o efeito da bactéria.

O segundo tratamento (T1) é o controle negativo, onde os explantes foram postos
em um erlenmeyer contendo 20 mL de meio liquido MS, sem a bactéria, por vinte minutos.
Foram postos sobre papel filtro e transferidos para o meio MS + 1,5 mg.L" de BAP + 100
mg.L"" Km, onde permaneceram por uma semana no escuro. Este controle serviu para
monitorar a eficiéncia do agente de selecao.

No terceiro tratamento (T2) testou-se 24 horas de co-cultura dos explantes. Os
explantes foram inoculados em 20 mL de meio liquido MS contendo 200 ulL da solugédo da
bactéria, onde permaneceram por vinte minutos. Apds, os explantes foram lavados em meio
liguido MS, postos em papel filtro para retirar o excesso de liquido e postos em placas de
petri contendo 20 mL de meio MS sdlido sem reguladores de crescimento, onde
permaneceram 24 horas no escuro. Passado este periodo, os explantes foram transferidos
para o meio MS + 1,5 mg.L" de BAP + 500 mg.L"' carbenicilina + 100 mg.L"' Km onde
permaneceram por uma semana no escuro. O quarto tratamento (T3) foi idéntico ao terceiro
(T2), diferindo apenas no tempo de co-cultura dos explantes, que foi de 48 horas. A
densidade 6tica da bactéria foi igual a 1,0.

Cada tratamento constou de dez repeti¢des e cada parcela tinha dez explantes. Apds
uma semana no escuro, os explantes dos tratamentos TO e T1 foram transferidos para os
mesmos meios, porém na presenga de luz. Os explantes dos tratamentos T2 e T3, apés
uma semana no escuro, foram transferidos para 0 mesmo meio, porém com a concentragao
do antibitico carbenicilina reduzida & metade, e na presenca de luz. Permaneceram em



sala de crescimento e apés trinta dias foi avaliada a percentagem de sobrevivéncia dos
explantes para os quatro tratamentos.

Para a andlise estatistica dos resultados foi utilizada a andlise de variancia com teste
F e o teste de comparagao multipla de médias de Duncan.

3.2.5 Ensaios de transformagéao

O protocolo de transformagao estabelecido por MANDERS et al. (1994) foi adaptado
ao nosso material. Nestes ensaios foram utilizados materiais jovens e adultos de maracuja-
amarelo. Material jovem: folhas retiradas de mudas regeneradas in vitro a partir de
sementes e de trés gendtipos fornecidos pelo IAPAR: 309, 352 e 156x123. Material adulto:
folhas retiradas de mudas mantidas em casa de vegetagéo, de cinco gendtipos IAPAR: 309,
352, 156 x 123, 65-1 e 87-1 (Figura 3).

FIGURA 3- Segmentos nodais de maracuja-amarelo, regenerados a partir de explantes
foliares em meio MS + 1,5 mg.L"' de BAP, apds trinta dias de cultivo, que
serviram de explantes para a transformagdo genética com Agrobacterium
tumefaciens.
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A inoculagdo dos explantes com a bactéria foi feita da seguinte maneira:

1- As folhas foram cortadas mantendo-se a nervura central e retirando apenas as
bordas. Foram isolados dez explantes por parcela; cada parcela equivale a uma placa de
petri, 7 repeticdes por gendtipo e 6 gendtipos, sendo os 5 do IAPAR e o outro comercial
(semente). Em cada experimento de inoculagdo foram utilizadas duas cepas de
Agrobacterium, uma contendo o plasmideo pGA643 AS (com o gene antisense da ACCO
do melao) e a cepa EHA101 com o gene nptll. Para cada cepa foram inoculados setenta
explantes de cada genétipo;

2- Os explantes foram postos em um erlenmeyer com capacidade para 250 mL
contendo 50mL de meio liquido MS e 500 pl da solugéo da agrobactéria, uma diluigao
portanto de cem vezes. A cada inoculagao era feita uma leitura da densidade ética da
solugdo da bactéria & 600 nm. A média das leituras foi igual a 1,0 ou seja, 5 x 10°
bactérias/mL. Os explantes permaneceram por duas horas nesta solugao sob agitagcao em
um agitador do tipo magnético (rotagao minima) a temperatura ambiente da sala de cultivo,
em torno de 25 a 26°C;

3- Apds, os explantes foram lavados em meio liquido MS, por 4 vezes, e postos em
papel filtro estéril para retirar o excesso de liquido e entao foram co-cultivados em meio MS,
por 24 horas. Apés a etapa de co-cultivo, os explantes foram transferidos para o meio MS
suplementado com 1,5 mg.L™' de BAP, contendo o antibictico carbenicilina 500 mg.L™ e Km
100 mg.L™' por uma semana no escuro;

4- Apds uma semana, os explantes foram transferidos para o meio MS + 1,5 mg.L"
de BAP + carbenicilina 250 mg.L™" + canamicina 100 mg.L"' onde permaneceram por mais
duas semanas e na presencga de luz. A cada duas semanas a concentragéao de carbenicilina
foi reduzida a metade até que se obtivessem os primeiros brotos regenerantes e
supostamente transformados;

5- Os brotos foram entao transferidos para o meio de alongamento e enraizamento
MS/2 suplementado com 1,0 mg.L™" de GAse 100 mg.L™' de Km.

Cada broto foi obtido de um explante regenerado em meio seletivo.

3.2.6 Analise das plantas por PCR
Ao todo, nove plantas regeneradas e enraizadas em meio seletivo, supostamente

transformadas com o gene marcador nptll, e seis plantas supostamente transformadas com
o gene antisense da ACCO do melao foram analisadas pela técnica de PCR.
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As reagOes de PCR ocorreram em um termociclador programavel. A visualizagdo dos
produtos da amplificagao ocorreu em gel de agarose 0,7%, corado com brometo de etidio,
por eletroforese horizontal.

Foram consideradas PCR + as plantas que apresentaram amplificagdo de
fragmentos de DNA no gel de agarose, sendo que o tamanho dos fragmentos amplificados
correspondem a: ACCO sense (1200 pb), ACCO antisense (850 pb) e npti// (800pb).

3.2.6.1 Extracao do DNA gendmico

Para a extracao do DNA foi utilizado um procedimento adaptado do método original
de DOYLE e DOYLE (1987). Coletou-se um disco de tecido foliar jovem com o auxilio de um
eppendorf. Acrescentou-se a este eppendorf 400 uL do tampao de extragdo: 200mM de Tris-
HCI (pH 7,5), 250mM NaCl, 25mM EDTA (pH 8,0), 0,5% de SDS, diluidos em agua ultra
pura estéril. Com o auxilio de um bastao de vidro esterilizado, macerou-se bem o tecido
vegetal. Incubou-se por trinta minutos em banho-maria a uma temperatura de 60°C.
Adicionou-se 400 pL de uma solugao cloroférmio:alcool isoamilico (24:1, v/v). Apds, em um
vortex, foi feita a homogeneizagdo da suspensdo. Centrifugou-se a temperatura ambiente
(20-25°C) por dez minutos em centrifuga com uma velocidade de 12.000 g. Recuperou-se o
sobrenadante (aproximadamente 300 uL) que foi transferido para um novo eppendorf de 1,5
mL. Adicionou-se entdo 600 uL de isopropanol gelado (-20°C) e foi feita uma
homogeneizacdo. Centrifugou-se novamente por dez minutos a 10.000 g. Eliminou-se o
sobrenadante e recuperou-se o pellet (acidos nucleicos). Lavou-se este pellet com 1 mL da
solugdo de lavagem gelada (colocada por vinte min no freezer): etanol 76% e acetato de
aménio 10 mM. Centrifugou-se por mais dez minutos a 10.000 g. Eliminou-se o
sobrenadante e deixou-se o pellet para secar dentro do préprio eppendorf a temperatura
ambiente. Ressuspendeu-se o pellet em 100 pL de agua UHQ (miliQ estéril). Este DNA
extraido ficou armazenado a 4° C, até sua utilizagao.

3.2.6.2 Reagdo de PCR

Esta etapa do trabalho foi realizada no Laboratério de Biotecnologia de Alimentos do
Departamento de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos da Faculdade de Agronomia da
Universidade Federal de Pelotas.
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Para confirmar a presenga da seqiéncia do clone pLEM e do fragmento npt//, no
DNA das plantas regeneradas, foi utilizada a técnica de PCR, utilizando um termociclador
programavel Progene (Techne).

Como controle positivo da reagdo de PCR para as plantas contendo o gene
antisense, foi utilizado o DNA plasmidial, extraido da linhagem de A. tumefaciens EHA 101,
contendo o gene MEL1 em orientagdo antisense. O mesmo procedimento foi realizado para
a cepa EHA 101 contendo o gene npt/l. Outro controle positivo foi utilizado, neste caso,
plantas transformadas de melao cv. Cantaloup, com o clone pAP4 em orientacdo antisense,
isolado em maga (SILVA, 2000) que possuem também o gene npt/l. O marcador de peso
molecular utilizado foi o A DNA/Hind Ill.

Alguns trabalhos demonstraram que -ocorre homologia entre os genes que codificam
para a ACCO, dentro da mesma espécie e entre espécies diferentes (ZIMMER, 1998). A
partir destes trabalhos foi possivel determinar, que a homologia entre a ACCO do melao e
da maga é de 85 a 95% (SILVA, 2000) o mesmo para o maracuja. Existem determinadas
sequiéncias de oligonucleotideos que amplificam em pontos homadlogos nestas espécies. Por
esta razao, os primers utilizados foram os que amplificam para a ACCO em sentido sense e
antisense, que foram construidos para o plasmideo pAp4 de 11,6 Kb, onde esta inserido o
clone de DNA correspondente a ACCO isolada em magé, em orientagao antisense, cedida
pelo Dr. César Rombaldi, do Departamento de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, da
Faculdade de Agronomia, da Universidade Federal de Pelotas.

Para cada reagdo de PCR foi utilizado 3 puL de tampao Tag DNA Polimerase 10X
(Pharmacia®), 80 uM de cada dNTP (dATP, dCTP, dGTP e dTTP) (Pharmacia®), 3,5 uL de
MgCl,, 3,5 pL de cada primer (GibcoBRL®), 6 uL de DNA em um volume final de 30 uL. A
enzima Tag DNA Polimerase (1,25 unidades) (Pharmacia®) foi adicionada apds o ciclo inicial
de desnaturag@o. As condigGes de realizagdo das reagdes PCR sao apresentadas na
Tabela 2.

Para a amplificagao do segmento do clone antisense (pAP4as) foram utilizados os
seguintes oligonucleotideos (primers):

pAP4as- U — 5’- GGA TGA AAG TGA ATT AAA ATT-3

pAP4as- D- 5’- TAG CTA GCT TAG CTC ATC GCA- 3’

Para amplificagao do fragmento do gene enddgeno utilizou-se os seguintes primers,
obtidos a partir da seqiiéncia gendmica (LASSERE et al., 1996):

pAP4s- U- 5'- AAG GAT CCG CAC AAA CCA AAT CTT GTAC-3

pAp4s- D- 5'- AAG GAT CCT AAG CTG AAA GTG AAT TTA AAT TA- 3
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Para amplificagdo do fragmento do gene nptll utilizou-se os primers Rag-U e Raqg-D
(GibcoBRL®).

Os resultados das reagdes de amplificagao foram visualizados em gel de agarose
0,7% (m/v) com brometo de etideo, utilizando-se DNA do fago lambda digerido com Hindlii
(GibcoBRL®) como marcador de peso molecular. O tamanho dos fragmentos amplificados
corresponde a: sense (1200 pb), antisense (850 pb) e npti/ (800 pb).

TABELA 2 - Programagao do termociclador Progene ® utilizado para as reagées de PCR.

Ciclo  Programa n® Passo Objetivo Condicao (temp./tempo)
1¢ 1 1 Desnaturagéo inicial 95°C/6:00min
1¢ 2 1 Anelamento 53°C/2:00min

2 Extenséo 72°C/2:00min
2°- 29° 3 1 Desnaturagao 95°C/1:00min
2 Anelamento 53°C/2:00min
3 Extensao 72°C/2:00min
30¢ 4 1 Desnaturagao 95°C/1:00min
2 Anelamento 53°C/2:00min
3 Complgmentar 72°C/11:00min
extensao
31° 5 1 Refrigeracao 4°C/n horas

3.3 COLORIMETRIA, PRODUCAO DE ETILENO E ATIVIDADE DA ENZIMA ACCO
EM FRUTOS DE MARACUJA

As anadlises foram realizadas no Laboratério de Biotecnologia de Alimentos do
Departamento de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos da Faculdade de Agronomia da
Universidade Federal de Pelotas.

Frutos comerciais de maracuja-amarelo foram analisados em um colorimetro
(MINOLTA CORPORATION ®) a fim de determinar, por meio da radiagao ultravioleta,
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valores absolutos da cor de cada um dos grupos, identificados pela numeragao: 01, 02 e 03.
Esta técnica facilita a classificagdo dos frutos em relagdo ao estadio de maturagdo. Trés
frutos de cada grupo foram analisados. Cada fruto foi marcado em oito partes iguais, com o
auxilio de um pincel atdbmico, e a média destas leituras resultou em um valor absoluto de
cor. A variavel luminosidade (L) varia de zero (preto total) a 100 (branco total); é a
opacidade da cor, ou seja, quanto € mais escuro ou mais claro. A outra varidvel é designada
como “a”, que varia de ~200 (verde) até +200 (vermelho), “b” varia de =200 (azul) a +200
(amarelo).

Para a anélise da produgao de etileno, foram utilizados frutos de maracuja-amarelo
dos trés grupos: 01, 02 e 03. A producgédo de etileno foi determinada por cromatografia
gasosa, em cromatoégrafo Varian 3300. Trés frutos de cada grupo foram pesados e
acondicionados em trés baldes plasticos com capacidade para 5 L. Apds 1h foi coletado
imL da atmosfera gasosa, com auxilio de uma seringa hipodérmica, determinando-se a
produgdo de etileno. Uma segunda leitura foi realizada apés 2h. Os resuitados foram
expressos em nanolitros de etilenb.hora“.grama" de matéria fresca (nL.h"'.g™).

A atividade enzimatica da ACCO foi determinada através da produgado de etileno
obtida ap6s 1h de incubagao do suco dos frutos a 22‘-’C-25‘-’C..Foi utilizado um fruto de cada
grupo para a andlise . Duas solugdes foram utilizadas, o mix 1, com 250uL da enzima ACC,
10uM de sulfato ferroso (FeSO,), 30mM de ascorbato de sédio , 30 mM de bicarbonato de
sédio, diluidos em tampao Tris-HCl 100 mM, para um volume final de 20 mL. O mix 2
contendo as mesmas solugdes, porém sem adi¢ao da enzima ACC, constituindo o primeiro
controle da reagao. O segundo controle foi feito apenas com o extrato protéico dos frutos.
Foram utilizados frascos com capacidade para 10 mL. Para cada grupo foram feitas trés
repeticoes com ACC e trés sem ACC (controle 1), mais uma repetigdo para o segundo
controle. Em cada frasco foi adicionado 1mL do mix e 1 mL do suco extraido da polpa dos
frutos. Os frascos foram mantidos sob agitagdo por 15 min em um agitador do tipo orbital.
Apés este periodo foi feita uma aeragdo com um aparelho nebulizador. Os frascos foram
novamente fechados e mantidos sob agitagao por uma hora. Apés, foi feita a coleta de 1 mL
da atmosfera gasosa. O résultado foi expresso em nanolitros de etileno por grama de polpa
(nL etileno/g polpa). Estas condigdes foram determinadas por DUPILLE et al. (1993).



4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 EXPERIMENTO DE ORGANOGENESE A PARTIR DE MATERIAL JOVEM

A partir dos resultados apresentados na tabela 3, observou-se que para cinco das
seis varidveis avaliadas, a posi¢ao do explante em relagdo ao meio de cultivo ndo exerceu
influéncia significativa, quando foi utilizado material jovem como fonte de explante. Apenas a
variavel porcentagem de explantes com calos, expressou um aumento significativo quando
os explantes foram cultivados na posicéo abaxial.

TABELA 3 — Efeito da posicdo do explante nos quatro tratamentos de indugdo de gemas,
sobre a organogénese a partir de folhas de material jovem de maracuja
amarelo. Superficies abaxial e adaxial em contato com 0 meio de cultura.

Posicao
Abaxial Adaxial

Variaveis

Porcentagem de explantes com gemas 33,03 a 35,98 a
N2 médio de gemas por explante 0,92 a ' 0,96 a
N2 médio de folhas por explante 1,09 a 1,17 a
Comprimento médio de folhas (cm) 0,36 a 0,58 a
Comprimento da haste principal (cm) 0,34 a 0,46 a
Porcentagem de explantes com calos 41,65 a 20,66 b

Médias seguidas por letras distintas na linha diferem estatisticamente em nivel de significancia de 5%
pelo teste F da analise de varidncia.

4.1.1 Porcentagem de explantes com gemas

A resposta organogenética ocorreu a partir do 102 dia de cultivo. Foi possivel
observar um aumento na espessura do tecido, uma leve curvatura nas extremidades dos
explantes com o surgimento das primeiras gemas adventicias, aos vinte dias, na superficie
do explante préximo a nervura central e nas bordas dos mesmos.

A ocorréncia de organogénese direta, com aumento no tamanho e na massa verde
do explante, também foi observada para o maracuja- amarelo, por DORNELAS e VIEIRA
(1994).

A andlise de variancia conjunta para a porcentagem de explantes com gemas,
apresentada no Anexo 1, mostrou que a andlise de regressao polinomial para tratamentos
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(concentragbes de BAP) para ambas as posigbes abaxial e adaxial, foi significativa,
mostrando um comportamento quadratico (Figura 4).
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FIGURA 4. Efeito de trés concentragdes de BAP na porcentagem de formagao de gemas, a
partir de explantes foliares de material jovem de maracuja-amarelo, médias para
as posigdes abaxial e adaxial do explante no meio de cultura.

Na Figura 4 foi observado que, no meio de cultura MS suplementado com 1,0 mg.L™
BAP, em média 43,72% dos explantes regeneraram gemas. Este resultado pode ser
comparado com aquele obtido por RIBAS (2000), em seu trabalho com material jovem de
maracuja-amarelo, onde 43,4% dos explantes foliares formaram gemas quando o meio MS
foi suplementado com 1 mg.L™* de BAP. Quando foi adicionado ao meio de cultura 1,5 mg.L™
de BAP, em média 50,22% dos explantes regeneraram gemas. Por outro lado, na dose de 2
mg.L™"' BAP este valor sofreu um decréscimo de 4,3%.

Outros trabalhos mostraram um aumento na formagdo de gemas a partir de
segmentos internodais de maracuja-amarelo, observado quando se utilizou o meio MS
suplementado com BAP até 2,1 mg.L™ (BIAS! et al., 2000). Quarenta porcento dos explantes
formaram gemas na base do explante, quando foi adicionado ac meio de cultura 1 mg.L' de
BAP e 70% dos explantes com gemas quando a concentragdo deste regulador de
crescimento foi aumentada para 2 mg.L"'. Segundo os autores, doses superiores foram
prejudiciais para a organogénese, apresentando um efeito fitotoxico. Resultado semelhante
foi obtido por DORNELAS e VIEIRA (1994) que obtiveram 41,7% de regenerantes quando
suplementaram ao meio MS 1 mg.L"' de BAP. KAWATA et al. (1995) estipularam também as
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concentragdes de 1 mg.L™' e 2 mg.L™' de BAP como sendo as melhores para a regeneragao
de explantes foliares de Passiflora edulis Sims.

Na auséncia do regulador de crescimento foi observada uma proliferagao celular nas
extremidades seccionadas, com formagéo de tecidos de cicatrizagdo, nos tratamentos com
1 e 1,5mg.L" de BAP. Resultado semelhante foi obtido por DORNELAS e VIEIRA (1994).

4.1.2 Numero médio de gemas por explante foliar

Conforme os dados apresentados na Tabela 3, observou-se que os resultados do
experimento de organogénese, que avaliou as posi¢oes abaxial e adaxial dos explantes em
cultivo, nao diferiram estatisticamente para esta variavel. Apesar disto, a diferenga entre os
Quadrados médios (QM) dos residuos, encontrada para ambas as posic¢oes, foi superior a 4.
Segundo GOMES (1970), a andlise de variancia conjunta dos dados s6 pode ser aplicada,
quando a diferenga entre os QM dos residuos nao for superior ao valor 4. Por esta razao, a
andlise estatistica do experimento que‘avaliou as posicdes do explante no meio de cultura
foi realizada individualmente. A andlise de varidncia conjunta para as posi¢goes abaxial e
adaxial esta apresentada no Anexo 2.

A andlise de variancia para as concentragcoes de BAP em relagao ao niamero médio
de gemas formadas por explante, para a posi¢cao abaxial de cultivo, foi significativa (Anexo
3). Com este resultado, foi efetuada a analise de regressdo polinomial, que permitiu a
visualizagdo dos comportamento das diferentes concentragoes de BAP para esta variavel,
com um coeficiente de determinacao P= 57% (Figura 5). A andlise de varidncia para
tratamentos, na posicao adaxial de cultivo, foi significativa (Anexo 4). Foi encontrada uma
regressdo quadratica significativa para o nimero de gemas por explante, em fungéo da
concentragdo de BAP aplicada aoc meio MS, com um coeficiente de determinagéo R%= 72%
(Figura 6).

Analisando a Figura 5, foi possivel constatar apds trinta dias, que, na auséncia de
BAP, houve um inicio de résposta morfogénica, com a formagao de 0,7 gemas por explante.
Nao houve diferenga estatistica sigriificativa entre 0 ndmero de gemas formadas por
explante para esta e as demais concentracoes de BAP, sendo observado que na adigao de
2,0 mg.L™" ao meio de cultura MS, houve em média 1 gema formada por explante jovem
cultivado nas posigdes abaxial (Figura 5) e adaxial (Figura 6). Contrariamente a estes
resultados, RIBAS (2000) obteve em seus experimentos com maracuja - amarelo, médias de
5,4 e 4,6 gemas por explante quando adicionou ao meio MS 1 e 2 mgL"' de BAP
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respectivamente.
©
E 1,2 1
& 1 1,06
[ 2 T . 0!89,.—-"6'9'8--‘.
.gg 0,8&,7_2____..—-" - s
B3 -
‘g o 0,6
o2 04
()]
E 021 y=0,72 + 0,17 X =57% C.V=14%
2 0 | | , :
0 0.5 1 1,5 2

BAP (mg.L™)

FIGURA 5. Efeito de trés concentragbes de BAP sobre o nimero médio de gemas
regeneradas por explante foliar jovem de maracuja - amarelo, médias para a
posi¢ao abaxial do explante no meio de cultura.
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FIGURA 6 - Efeito de trés concentracdes de BAP sobre o nimero médio de gemas
regeneradas por explante foliar jovem de maracuja - amarelo, médias para a
posi¢ao adaxial do explante no meio de cultura.
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Uma possivel explicag@o para esta discordéncia nos resultados, seria a utilizagéo de
folhas cotiledonares no trabalho de RIBAS (2000) e de folhas jovens no presente caso.
Segundo MARGARA (1988), o primeiro par de folhas de uma planta é capaz de regenerar
com maior eficiéncia do que as folhas mais tardias e com isso, a possibilidade de que mais
de uma gema seja formada também é maior.

Alguns trabalhos relatam maior porcentagem de regeneragdo de gemas adventicias,
quando o tecido que servira de explante sofre algum tipo de ferimento ou escarificagéo.
Células de folhas de maga, feridas prédximas ao peciolo, regeneraram maior numero de
gemas adventicias por explante. Folhas escarificadas da mesma espécie apresentaram
também maior porcentagem de regenerantes em relagdo ao tecido integro, aumentando o
numero de gemas formadas por explante. Este fato foi associado a posicdo do explante,
resultados positivos sendo relatados para aqueles explantes cultivados na posicao adaxial
(De BONDT, 1995; SCHUCH, 2000).

4.1.3 Numero médio de folhas por explante

A andlise de variancia conjunta do experimento foi empregada para esta variavel,
nao ocorrendo diferenca estatistica significativa entre as posi¢des abaxial e adaxial de
cultivo (Tabela 3).

Houve diferenga estatistica significativa entre as concentragbes de BAP, o que
possibilitou a andlise de regressdo polinomial para esta caracteristica. A andlise de
regressao mostrou um comportamento quadratico para o nimero de folhas por explante em
relagdo a concentragdo de BAP utilizada (Anexo 5, Figura 7). O valor maximo obtido de 1,33
folhas por explante, ao final de trinta dias, ocorreu quando o meio de cultura continha 1,5
mg.L™" de BAP. Apés, houve um decréscimo, correspondendo a concentragdo de 2 mg.L™" de
BAP e 1,26 folhas em média (Figura 7). Muitas das. brotagbes nao conseguiram se
desenvolver, e outras tornaram-se necréticas em poucos dias. Este quadro foi alterado
quando estas brotagGes foram transferidas para o meio de alongamento. Fato semelhante
foi observado por BIASI et al. (2000), que apeéar de sucessivas repicagens, observaram
que muitas brota¢des ndo conseguiram se desenvolver.
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FIGURA 7 - Efeito de trés concentragdes de BAP sobre o numero médio das folhas dos
brotos regenerados a partir de explante jovem de maracuja — amarelo, médias
para as posigoes abaxial e adaxial do explante no meio de cultura.

4.1.4 Comprimento médio das folhas

Pelo teste F da andlise de variancia, foi possivel observar que ndo houve diferenga
estatistica entre as posiges (Tabela 3). No entanto, seguindo a regra estatistica proposta
por GOMES (1970), o experimento que avaliou a posi¢do do explante no meio de cultura foi
avaliado individualmente. A analise de varidncia conjunta para as posi¢des abaxial e adaxial
esta apresentada no Anexo 6.

Pela andlise de variancia do comprimento médio de folhas, posi¢do abaxial de
cultivo, apresentada no Anexo 7, constatou-se a significancia estatistica dos tratamentos e
pela andlise de regressdo polinomial, verificou-se o comportamento quadratico para a
interagdo entre as diferentes concentragdes de BAP e o comprimento médio das folhas por
explante (Figura 8). Nao houve significncia estatistica das diferengas entre os tratamentos,
quando os explantes foram cultivados na posigcdo adaxial (Anexo 8), por esta razéo a
equacao de regressao nao foi apresentada na Figura 8.

O maior comprimento das folhas foi observado no meio de cultura contendo 1,5
mg.L"' de BAP (0,49 cm). No entanto, observou-se pela curva de regressao (Figura 8) que o
maior valor para o comprimento das folhas ocorreu em uma concentragéo correspondente a

1,3 mg.L"' de BAP. Esta concentragéo nao foi avaliada no entanto, como um tratamento no
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experimento. Foi observado um decréscimo no comprimento das folhas quando o meio de
cultura MS foi suplementado com 2 mg.L™' de BAP (0,36 cm). Um coeficiente de variagao de
68% foi encontrado para esta variavel (Anexo 7). Sabe-se que as citocininas estimulam a
producéo de partes aéreas mas, quando em excesso, S0 capazes de promover a redugéo
no comprimento das folhas, encurtamento dos entrends, engrossamento dos caules,
impedindo consequentemente o alongamento das brotagbes (GRATTAPAGLIA e
MACHADO, 1998).
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FIGURA 8 — Efeito de trés concentragoes de BAP sobre o comprimento médio das folhas
dos brotos regenerados a partir de explante jovem de maracuja — amarelo,
médias para as posi¢gdes abaxial e adaxial do explante no meio de cultura.

4.1.5 Comprimento médio da haste principal

Pela observagdao dos quadrados médios dos residuos, optou-se pela andlise de
variancia conjunta dos experimentos, nas posi¢des abaxial e adaxial do explante. Nao houve
diferenga estatistica entre os experimentos (Tabela 3).

Pela significancia estatistica dos tratamentos, obtida pela analise de varidncia do
comprimento médio da haste principal, apresentada no Anexo 9, realizou-se a analise de
regressdo polinomial, obtendo-se um comportamento quadratico entre as diferentes
concentragdes de BAP e o comprimento médio da haste principal.

Conforme a Figura 9, o tratamento que apresentou melhor efeito sobre o crescimento
da haste principal foi o meio MS suplementado com 1,5 mg.L"' de BAP (0,58 cm de
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comprimento). Também para esta caracteristica, assim como para o comprimento médio
das folhas, foi observado pela curva de regressdo (Figura 9) um valor maximo para uma
concentragao de 1,3 mg.L™' de BAP, que nao foi avaliada como um tratamento no presente
trabalho. Foi constatado também, que n&o houve praticamente diferenca péra o incremento
da haste nas concentragdes de 1,0 e 1,5 mg.L" de BAP, sendo obtido 0,57 e 0,58 cm de
comprimento, respectivamente.
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FIGURA 9 - Efeito de trés concentragbes de BAP sobre o comprimento médio da haste
principal dos brotos regenerados a partir de material jovem de maracuja-
amarelo, médias para as posi¢gdes abaxial e adaxial do explante no meio de
Cultura.

Comparando esses resultados aos obtidos pela avaliagao do numero e comprimento
médio de folhas, podemos supor que o crescimento da haste também foi menor em razao
do balango entre auxinas endégenas e citocininas (BAP), bem como a concentragédo de sais
minerais que constituem o meio basico MS, ou mesmo o acumulo de etileno produzido pelos
tecidos, prejudicando a regeneragdo das brotagdes (BIASI et al., 2000; GRATTAPAGLIA e
MACHADO, 1998). Quando o balango citocininas/auxinas é positivo, observa-se a
proliferagdo de gemas adventicias, pela quebra da dominancia apical, além de um
encurtamento dos entrends e maior espessamento dos tecidos, nao permitindo o
alongamento das brotagdes. Por esta razdo, o comprimento das hastes foi prejudicado,
principalmente quando houve adigzo de 2,0 mg.L™' de BAP ao meio MS (Figura 9).
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4.1.6 Porcentagem de explantes com calos

Diferenca estatistica significativa foi encontrada para esta varidvel em relagao a
posicao em que o explante foi cultivado (Tabela 3). Uma analise de variancia individual foi
realizada, mostrando a significancia dos tratamentos e um comportamento quadratico para
as curvas de regressao, entre as diferentes concentragbes de BAP utilizadas e a formagao
de calos, para as posigdes abaxial e adaxial (Anexos 10 e 11). A andlise de variancia
conjunta para as posigoes abaxial e adaxial esta apresentada no Anexo 12.

A formagdo de calos iniciou em meio MS, a partir de 1 mg.L" BAP, e seu valor
maximo apds trinta dias, foi evidenciado no tratamento com 2 mg.L"' BAP, com 85,52% e
59,65 %, para as posicoes abaxial e adaxial, respectivamente (Figuras 10 e 11).

y=1,50+9,53 x+ 16,24 ¥ R*=94% C.V=13%
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FIGURA 10 - Efeito de trés concentragdes de BAP sobre a porcentagem de explantes
jovens de maracuja-amarelo que formaram calos, médias para a posi¢ao
abaxial do explante no meio de cultura.

Em outros trabalhos com esta espécie, FARIA e SEGURA (1997) obtiveram calos em
plantulas micropropagadas, quando utilizaram o meio MS suplementado com 4,5 mg.L"' de
BAP. BIASI et al. (2000), trabalhando com segmentos nodais, obtiveram de forma
semelhante o inicio da resposta morfogénica apés 7 dias de cultivo, com a formagéo de
calos nas extremidades dos explantes, e um comportamento quadratico da curva de
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regressdo com valor maximo para 1,3 mg.L"' BAP, decrescendo a partir deste ponto.
Observaram ainda que, mesmo na auséncia do fitohorménio, 96,2% dos explantes
formaram calos, confirmando outros estudos que relatam a importancia do balango
endbégeno de hormdnios ja existentes nos explantes antes de serem cultivados. Ja no
presente trabalho, ndo foi observado a formagao de calos nos explantes cultivados apenas
em meio de cultura MS.

y=-0,07 -28,86 x + 29,36 X* R%=99% C.V=67%

% Explantes com calos
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FIGURA 11 — Efeito de trés concentragoes de BAP sobre a porcentagem de explantes
jovens de maracuja-amarelo que formaram calos, médias para a posigéo
adaxial do explante no meio de cultura.

4.2 EXPERIMENTO DE ORGANOGENESE A PARTIR DE MATERIAL ADULTO

Houve interagéo significativa triplice entre a maioria dos fatores estudados. Por esta
raz&do, as analises foram individualizadas para cada genétipo, com exce¢ado apenas para a
porcentagem de explantes com calos, cujo teste F ndo foi significativo. O gendtipo 309
apresentou melhores resultados quando seus explantes foram cultivados na posigéao
adaxial, excecdo apenas para a porcentagem de explantes com calos, onde nao houve
diferenca estatistica significativa (Tabela 4). O mesmo pode ser dito para o comportamento
do gendtipo 156 x 123, onde resultados superiores foram encontrados para o comprimento
da haste principal e porcentagem de explantes com calos, quando os explantes foram



cultivados na posicdo adaxial (Tabela 6). No entanto, o gendtipo 352 apresentou
comportamento semelhante em ambas as posi¢des, ndo sendo observada diferenca
estatistica significativa entre as variaveis (Tabela 5).

TABELA 4 - Médias do efeito da posi¢do do explante nos quatro tratamentos de indugao de
gemas, sobre a organogénese a partir de folhas de material adulto de
maracuja-amarelo, genétipo IAPAR: 309. Superficies abaxial e adaxial em
contato com o meio.

PosicSes

Abaxial Adaxial
Varigveis
Porcentagem de explantes com gemas 223D 36,2a
N2 médio de gemas por explante 0,27 b 0,36 a
N? médio de folhas por explante 0,77 b 0,96 a
Comprimento médio de folhas (cm) 0,21b 0,35a
Comprimento da haste principal (cm) 0,33b 0,61a
Porcentagem de explantes com calos 13.78 a 13,80 a

Médias seguidas por letras distintas diferem estatisticamente em nivel de significancia de 5% pelo teste
de Duncan.

TABELA 5- Médias do efeito da posi¢gao do explante nos quatro tratamentos de indugao de
gemas, sobre a organogénese a partir de folhas de material adulto de maracuja-
amarelo, gendtipo IAPAR: 352. Superficies abaxial e adaxial em contato com o

meio.
Posicoes

Abaxial Adaxial
Variaveis
Porcentagem de explantes com gemas 22,70 a 23,90 a
N¢ médio de gemas por explante 0,27 a 0,28 a
N2 médio de folhas por explante 0,78 a 0,73 a
Comprimento médio de folhas (cm) 0,29 a 0,33a
Comprimento da haste principal (cm) 0,40 a 0,46 a
Porcentagem de explantes com calos 10,31 a 8,71 a

Médias seguidas por letras distintas diferem estatisticamente em nivel de significincia de 5% pelo teste
de Duncan.
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TABELA 6 —Médias do efeito da posi¢éo do explante nos quatro tratamentos de indugéo de
gemas, sobre a organogénese a partir de folhas de material adulto de
maracuja-amarelo, genétipos IAPAR: 156 x 123. Superficies abaxial e adaxial
em contato com o meio. ‘

Posicbes

Abaxial Adaxial
Variaveis
Porcentagem de explantes com gemas 244 a 272a
N¢ médio de gemas por explante 0,28 a 0,30 a
N¢ médio de folhas por explante 0,70 a 0,73 a
Comprimento médio de folhas (cm) 0,23 a 0,27 a
Comprimento da haste principal (cm) 0,36 b 0,53 a
Porcentagem de explantes com calos 15,80 b 25,08 a

Médias seguidas por letras distintas diferem estatisticamente em nivel de significancia de 5% pelo teste
de Duncan.

4.2.1 Porcentagem de explantes com gemas

Diferenga estatistica entre os resultados foi encontrada para esta varidvel, em
relagdo a posicdo em que o explante foi cultivado. Maior porcentagem de explantes com
gemas foi obtida quando explantes originarios de plantas adultas, gendtipo 309, foram
cultivados com o lado adaxial em contato com .0 meio de cultura (Tabela 4, pagina 44). A
posicdo adaxial de cultivo promoveu indices elevados de organogénese também para
explantes foliares de macieira, no entanto, estes explantes eram provenientes de material
juvenil (SCHUCH, 2000).

A interagao entre posigdes, concentragdes de BAP e gendtipos foi significativa pelo
teste F. Por esta razio, a analise de regressao polinomial foi empregada, visando avaliar o
comportamento dos gendtipos em cada tratamento e posicdo (Anexo 13). Um
comportamento quadratico da curva de regressdo foi observado para os gendtipos, de
acordo com as concentragdes de BAP utilizadas em cada tratamento. As porcentagens de
explantes com gemas nao diferiram estatisticamente para os gendtipos 309, 352 e 156 x
123 quando cultivados em meio MS, na auséncia da citocinina, ndo havendo formagéo de
gemas apds trinta dias de cultivo e os explantes tornaram-se necrdticos, mostrando a
ineficiéncia deste tratamento na regeneragao de gemas adventicias. A resposta morfogénica
foi observada quando os genétipos foram cultivados em meio MS adicionado de 1 mg.L" de
BAP, sem apresentarem, no entanto, diferenga estatistica significativa entre eles. O melhor
resultado foi obtido pelo gendtipo 309, na posi¢ao adaxial de cultivo e em meio MS com 1,5
mg.L"" de BAP (55,27%), diferindo estatisticamente dos demais. Para a concentrago de 2
mg.L™' de BAP houve um decréscimo na formagao de gemas (Figura 12).
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Este decréscimo na formagédo de gemas foi observado também por BIASI et al.
(2000) e DORNELAS e VIEIRA (1994), quando utilizaram concentragbes elevadas de
citocininas. Por outro lado, quando os explantes foram cultivados em posicao abaxial, outro
comportamento foi observado para os mesmos gendtipos, sendo que a melhor concentragao
de BAP permaneceu a de 1,5 mg.L"' (Figura 13). O gendtipo 156 x 123 apresentou maior
porcentagem de explantes formando gemas (43,77%), no entanto, nao houve diferenca
estatistica significativa entre os trés gendtipos para esta posi¢do de cultivo dos explantes
(Figuras 13, 14 e 15, Anexo 14).
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FIGURA 12 — Porcentagem de explantes que regeneraram gemas para trés concentracdes
de BAP e trés gendtipos de maracuja — amarelo: 309, 352 e 156 x 123, na
posi¢cao adaxial de cultivo.
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FIGURA 13 — Porcentagem de explantes que regeneraram gemas para trés concentragoes
de BAP e trés gendtipos de maracuja — amarelo: 309, 352 e 156 x 123, na
posigao abaxial de cultivo.

Os resultados obtidos podem ser comparados aos descritos por RIBAS (2000), que
obteve organogénese para estes gendtipos, a partir de 21 dias de cultivo, sendo que a
melhor resposta foi obtida para o gendtipo 156 x 123 (64%), seguido por 352 (30%) e 309
(0%) em meio MS suplementado com 2 mg.L™" de BAP. A dificuldade em se comparar este
trabalho a outros, deve-se ao escasso relato na literatura sobre regeneragao de espécies de
Passiflora utilizando-se material adulto. Um destes relatos foi feito por DREW (1991), que
utilizou segmentos nodais de vérias espécies de Passiflora, nos estadios fisiolégicos juvenil
e adulto, onde apenas trés explantes de material adulto, cresceram em termos de
alongamento e expanséo foliar dos brotos, em meio MS com 2iP, sulfato de adenina e AlA,
todos na concentragdo de 3 mg.L™".
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FIGURA 14 - Broto regenerado do gendtipo 352 de maracuja-amarelo, em meio MS + 1,5
mg.L™" de BAP, ap6s trinta dias de cultivo.

FIGURA 15 — Broto regenerado de maracuja-amarelo, genétipo 156 x 123 em meio MS +
1,5mg.L"" de BAP, apds trinta dias de cultivo.
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4.2.2 Numero médio de gemas por explante foliar

Conforme GOMES (1970), realizou-se uma andlise de variancia conjunta, onde uma
interagd@o estatistica significativa foi encontrada para o comportamento dos gendtipos em
relagdo as diferentes concentragdes de BAP e posi¢des de cultivo dos explantes (Anexo 15).

Maior numero de gemas foi encontrado para o gendtipo 309, quando seus explantes
foram cultivados na posi¢do adaxial (Tabela 4, pagina 44). Para os demais gendétipos nao foi
observada diferenga estatistica significativa em relagdo a posi¢ao de cultivo dos explantes
(Tabelas 5 e 6, paginas 44 e 45).

Um comportamento quadratico das curvas de regressao foi observado para os
gendtipos, em relagdo as concentragdes crescentes de BAP adicionadas ao meio basico
MS. Nenhuma diferenga estatistica foi encontrada entre as respostas dos gendtipos
cultivados em meio de cultura MS sem BAP ou suplementado com 1 e 2 mg.L"' de BAP.
Maior numero médio de gemas foi obtido a partir dos explantes foliares dos gendtipos 309 e
156 x 123, cultivados na posicdo adaxial, em meio de cultura MS com 1,5 mg.L" de BAP,
1,20 e 1,14 gemas respectivamente. Nao houve diferenga estatistica entre os resultados
destes gendtipos. No entanto, o valor maximo para esta caracteristica foi observado em uma
concentragdo de 1,3 mg.L" de BAP, pela curva de regress&o. Esta concentragdo porem,
nao foi avaliada como um tratamento no presente trabalho (Figura 16, Tabela 7).

TABELA 7 — Médias do numero de gemas por explante, para trés concentragdes de BAP e
trés gendtipos de maracuja-amarelo: 309, 352 e 156 x 123, para as posigdes
abaxial e adaxial de cultivo.

BAP (mg.L™")
Genotipos 0 1.0 1.5 2.0
Abaxial Adaxial Abaxial Adaxial Abaxial Adaxial Abaxial Adaxial

156 x 123 0,70 a 0,70a 0,85a 0,86a 1,10a 1,14a 0,88 a 0,88 a
309 0,70 a 0,70a 0,89a 0,89a- 0,98b 1,20a 0,92a 0,92 a

352 0,70a 0,70a 0,90a 092a 1,02b 1,03b 0,88a 0.,88a

Médias seguidas por letras distintas na coluna diferem estatisticamente em nivel de significancia de 5%
pelo teste de Duncan.

A dificuldade encontrada em regenerar, em média, mais de uma gema por explante,
resulta das caracteristicas morfofisioldgicas dos explantes. Folhas de plantas jovens
apresentam maior atividade organogénica, em razdo do maior numero de células
responsivas, que caracterizam-se por apresentar um grande numero de receptores para
aqueles reguladores de crescimento presentes no meio de cultura, quando comparadas a
um tecido adulto (GUERRA et al., 1998; SALISBURY e ROSS, 1991). O estadio fisioldgico
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da planta, associado ao espago fisico em que ela se desenvolveu, bem como as
caracteristicas de temperatura e umidade do ambiente, promoveram muitas vezes o
aparecimento de fungos e acaros, que foram controlados através de pulverizagdes.
Podemos supor que estas condi¢gdes adversas prejudicaram o desenvolvimento das plantas

em casa de vegetagao e consequentemente, dos explantes foliares.

Genétipo 309 y= 0,68 + 0,5x - 0,17x® R°=66%
0,4 - Gendtipo 156x123 y= 0,69 + 0,45x - 0,16x% R2=63%
Genétipo 352 y= 0,7 + 0,43x - 0,16x% R?=89%
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FIGURA 16 — Numero médio de gemas regeneradas a partir de explantes foliares de trés
gendtipos de maracuja-amarelo: 309, 352 e 156 x 123 em resposta a trés
concentragdes de BAP, na posigao adaxial de cultivo.

4.2.3 Numero médio de folhas por explante foliar

A andlise de varidncia conjunta ndo mostrou significancia estatistica para as
posicdes abaxial e adaxial. No entanto, o comportamento dos gendtipos em relagdo as
diferentes concentragdes de BAP utilizadas no experimento, apresentou interagado triplice
significativa (Anexo 16). Esta varidvel apresentou um comportamento quadratico para a
interagcao entre genétipos e concentracdes de BAP. As respostas dos gendtipos nao
diferiram estatisticamente quando cultivados em meio MS sem citocinina. Na concentragao
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de 1 mg.L"" de BAP observou-se um crescimento no nimero médio de folhas por explante
para todos os gendtipos, nao havendo diferenga estatistica entre eles. O maior nimero de
folhas foi observado na concentragdo de 1,5 mg.L™' de BAP, para os gendétipos 309 (1,4) e
156 x 123 (1,38) ndo diferindo estatisticamente. Um numero menor de folhas foi observado
na concentragdo de 2 mg.L™' de BAP, nao havendo diferenga estatistica entre os genétipos
(Figura 17).

Genétipo 309 y= 0,67 + 1,03x - 0,36x%> R%=70%
04 - Gendtipo 156x123 y= 0,66 + 0,94x - 0,34x? R°=56%
’ Gendtipo 352 y= 0,69 + 1,02x - 0,39x*> R?=88%

Numero médio de folhas por explante
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FIGURA 17 — Numero médio de folhas em brotos regenerados a partir de explantes foliares
de trés gendtipos de maracuja-amarelo: 309, 352 e 156 x 123 em resposta a
trés concentragGes de BAP, nas posi¢des abaxial e adaxial de cultivo.

4.2.4 Comprimento médio das folhas

Pela analise de variancia conjunta foi constatada a interagao triplice significativa,
visualizada pelo comportamento dos gendtipos em relagao as diferentes concentragdes de
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BAP aplicadas em cada posigao de cultivo dos explantes (Anexo 18).

O gendtipo 309 apresentou a melhor resposta para esta varidvel, quando os
explantes foram cuitivados na posi¢do adaxial e no meio de cultura MS suplementado com
1,5 mg.L"' de BAP, no entanto, ndo houve diferenca estatistica entre este e os demais
gendtipos (Figura 18). Por outro lado, este gendtipo apresentou um tamanho de folhas
menor quando foi avaliada a posi¢do abaxial de cultivo do explante (Tabela 8). Este
resultado pode significar a existéncia de um maior nimero de células responsivas aoc BAP
na face adaxial da folha, confirmando relatos anteriores em macieira (De BONDT, 1995).

N
Genotipo 309 y=-0,05 + 0,99x - 0,3¢ R=44%
Genotipo 352 y=-0,03 + 0,90x - 0,36X° R*=64%
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FIGURA 18 — Comprimento médio das folhas em brotos regenerados a partir de explantes
foliares de trés gendtipos de maracuja-amarelo: 309, 352 e 156 x 123 em
resposta a trés concentragées de BAP, na posi¢édo adaxial de cultivo.

Quando os mesmos gendtipos foram cultivados com a face abaxial em contato com o
meio de cultura, outras respostas foram obtidas. Nao houve crescimento de folhas quando
os explantes foram cultivados em meio basico MS na auséncia de BAP. Isso foi observado
para os trés gendtipos e para as posi¢goes abaxial e adaxial de cultivo. Na concentragcao de 1
mg.L" de BAP houve maior crescimento de folhas para os genétipos 352 (0,35 cm) e 309
(0,25 cm) (Tabela 8). Os gendtipos 156 x 123 (0,67 cm) e 352 (0,60 cm) apresentaram um
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tamanho de folhas maior quando cultivados com a face abaxial no meio de cultura MS com
1,5 mg.L"' de BAP (Tabela 8). Nenhuma diferenca estatistica significativa foi encontrada
entre os gendtipos, quando os explantes foram cultivados em meio MS com 2 mg.L™' de BAP
e em ambas as posi¢goes de cultivo (Figura 18, Tabela 8).

TABELA 8 — Médias do comprimento de folhas por explante, para trés concentragdes de
BAP e trés gendtipos de maracuja-amarelo: 309, 352 e 156 x 123, para as
posi¢des abaxial e adaxial de cultivo.

BAP (mg.L™)
Gendtipos 0 1.0 1.5 2.0
Abaxial Adaxial Abaxial Adaxial Abaxial Adaxial Abaxial Adaxial
352 0,00 a 0,00a 0,35a 0,33a 060a 0,78b 0,20a 0,25 a
309 0,00 a 0,00a 0,25ab 0,23a 0,37b 0,97a 0,22a 0,20 a

156 x 123 0,00a 000a 0,12b 0,23a 0,67a_ 0,75b 0,13 a 0,12a

Médias seguidas por letras distintas na coluna diferem estatisticamente em nivel de significancia de 5%
pelo teste de Duncan.

4.2.5 Comprimento médio da haste principal

A média geral para ambas as posigdes foi de aproximadamente 0,45 cm de
comprimento, com um coeficiente de variagao de 42%. Interacao significativa foi encontrada
entre as posigées, gendtipos e concentracdes de BAP utilizadas, através da andlise de
variancia e por esta razdo uma andlise de regressdo polinomial foi empregada para
determinar o comportamento destas variaveis (Anexo 18).

O inicio da caulogénese ocorreu quando os explantes foram cultivados em meio de
cultura acrescido de BAP, sendo que os gendtipos 352 e 309 apresentaram maior
comprimento médio da haste para ambas as posi¢oes de cultivo dos explantes (Tabela 9). O
melhor resultado para esta varidvel, foi obtido pelos explantes dos genétipos 309 e 156 x
123, cultivados na posigéo adaxial e em meio MS suplementado com 1,5 mg.L™" BAP (Figura
19). Para a concentrag@o de 2,0 mg.L"' de BAP, houve um crescimento menor dos caules,
sem diferenga estatistica significativa entre gendétipos e posigdes abaxial e adaxial dos
explantes no meio (Tabela 9).
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TABELA 9 — Médias do comprimento da haste principal, para trés concentragdes de BAP e
trés gendtipos de maracuja-amarelo: 309, 352 e 156 x 123, para as posigdes
abaxial e adaxial de cultivo.

BAP (mg.L™)
Genotipos 0 1.0 1.5 2.0
Abaxial Adaxial Abaxial Adaxial Abaxial Adaxial Abaxial Adaxial
352 0,00 a 0,00a 052a 0,52a 0,78ab 1,05b 0,30a 0,30 a
309 0,00 a 0,00a 0,33ab 0,38ab 0,60b 1,70a 040a 0,40 a

156 x 123 0,00 a 0,00a 023b 0,20b 097a 165a 025a 0,27 a

Médias seguidas por letras distintas na coluna diferem estatisticamente em nivel de significancia de 5%
pelo teste de Duncan.
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FIGURA 19 — Comprimento médio da haste principal de brotos regenerados a partir de
explantes foliares de trés genétipos de maracuja-amarelo: 309, 352 e 156 x
123 em resposta a trés concentragdes de BAP, na posi¢ao adaxial de cultivo.

4.2.6 Porcentagem de explantes com calos

Uma analise de varidncia conjunta foi realizada para esta variavel (Anexo 19), nao
sendo observada diferenga estatistica entre os resultados da calogénese em fungao das
posicdes de cultivo dos explantes. O teste de Duncan foi aplicado, o qual mostrou existir
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diferenga nos niveis de resposta dos gendtipos em relagédo as diferentes concentragoes de
BAP utilizadas. A resposta morfogénica foi observada a partir de 10 dias de cultivo, com o
espessamento dos tecidos e a formagao de massas celulares nas zonas de cicatrizagao dos
explantes (bordas).

Uma andlise de regressao foi realizada para ambas as posi¢des, e nenhum gendtipo
apresentou calogénese na auséncia de BAP. No entanto, quando foi adicionado 1 mg.L™" de
BAP ao meio de cultura MS, foi observado que apenas o genétipo 156 x 123 formou calos,
para as duas posi¢cdes do explante no meio de cultura. Na concentragdo de 1,5 mg.L"' de
BAP, este mesmo gendtipo foi 0 que apresentou maior porcentagem de calos formados por
explante, quando estes foram cultivados com a face adaxial em contato com o meio de
cultura, diferindo estatisticamente dos demais genoétipos. Na concentracao de 2 mg.L" de
BAP foi observado que os genétipos 156 x 123 e 309 formaram maior porcentagem de calos
(Tabela 10). Estes calos apresentaram na maioria das vezes, um aspecto compacto e de
coloragdo verde, formados sobre o limbo do explante quando cultivados em ambas as
posi¢oes, abaxial e adaxial.

Estes resultados assemelham-se aqueles obtidos por RIBAS (2000), que observou
apods 7 dias de cultivo de materiais adultos, o inicio da formagao de calos em meio MS
suplementado com BAP. De forma semelhante, BIASI et al. (2000) observaram a
proliferagao de calos juntamente com o inicio da organogénese, apds 18 dias de cultivo, na
maioria dos explantes cultivados em meio MS com diferentes concentragGes de BAP,
incluindo o tratamento controle, sendo que a porcentagem maxima de calos foi obtida na
concentragdo de 1,3 mg.L! de BAP.

TABELA 10 - Médias da porcentagem de explantes foliares que formaram calos, para trés
gendtipos de maracuja-amarelo: 309, 352 e 156 x 123, obtidas para quatro
tratamentos e duas posi¢des de cultivo do explante no meio de cuitura.

BAP (mg.L™")
Gendtipos 0 1.0 1.5 2.0
Abaxial Adaxial Abaxial Adaxial Abaxial Adaxial Abaxial Adaxial

156 x 123 0,00a 0,00a 11,25a 11,22a 26,19a 52,71 a 56,20a 56,3 a
309 0,00a 0,00a 0,00a 000a 3450a 3446b 52,71ab 52,8 ab

352 0,00a 000a 000a 0,00a 3434a 29,73b 40,61 b 390 b

Médias seguidas por letras distintas na coluna diferem estatisticamente em nivel de significancia de 5%
pelo teste de Duncan.
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4.3 DISCUSSAO GERAL SOBRE A ORGANOGENESE DE MATERIAL JOVEM E
ADULTO

A organogénese a partir de explantes foliares de maracuja-amarelo apresentou
algumas caracteristicas comuns entre o material jovem, originario de sementes, e o material
adulto. As duas posigoes do explante foram testadas, abaxial e adaxial em contato com o
meio de cultura, e foi observado que explantes jovéns respondem bem & citocinina BAP em
ambas as posigoes, exceto para a variavel porcentagem de explantes que formaram calos.

Resultado diferente foi obtido para explantes foliares adultos. Neste caso, a
organogénese foi favorecida quando a face adaxial do explante foi posta em contato com o
meio de cultura. Este resultado confirma outros trabalhos que mostraram a eficiéncia desta
face do explante no processo organogenético. Para explantes foliares de macieira cv.
‘Hawai’, também foi observado maior formagdo e crescimento de calos quando a face
adaxial ficou em contato com o meio de cultura (FORTES, 1992). O mesmo comportamento
foi observado por BIASI et al. (1994) para explantes de abacateiro, cv. ‘Ouro Verde'. Este
fato pode ser explicado pela ocorréncia de um maior numero de células responsivas e de
receptores de membrana responsaveis pela resposta aos reguladores de crescimento, que
atuam como sinais quimicos de estimulo a diferenciagao celular (De BONDT, 1995;
SCHUCH, 2000).

O tratamento controle, sem BAP, mostrou-se ineficiente para a organogénese, além
de ser observada pouca resposta dos tecidos ao meio de cultura MS, ocorrendo apéds alguns
dias de cultivo a clorose e necrose de alguns explantes. A Unica exce¢do ocorreu para o
namero médio de gemas e folhas em explantes juvenis, em decorréncia de uma possivel
reserva enddgena de citocininas que estes explantes apresentariam no momento do cuitivo,
formada quando eles ainda estavam ligados a planta-mae.

O inicio da resposta morfogénica foi evidenciada apds dez a 15 dias de cultivo em
meio de cultura MS com 1; 1,5 e 2,0 mg.L™" de BAP, para a maioria das variaveis avaliadas,
em ambas as posi¢oes e para os dois tipos de estadio fisiolégico do material. Este resultado
foi acompanhado de um aumento na espessura dos tecidos, uma leve curvatura nas bordas
dos explantes e o aparecimento das primeiras gemas adventicias aos 20 dias de cultivo no
limbo dos explantes préximo a nervura central, e também nas extremidades. De modo gefal,
a resposta maxima de todas as varidveis foi obtida em meio MS adicionado de 1,5 mg.L™" de
BAP. No entanto, para o comprimento das folhas e comprimento da haste principal no
experimento com material jovem, e nimero médio de gemas no experimento com material
adulto foi observado que a concentragzo de 1,3 mg.L" de BAP reéultou em valores maximos
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das caracteristicas nas curvas de regressado, apesar desta concentrac@o nao fazer parte dos
tratamentos avaliados no presente trabalho. Explantes jovens regeneraram gemas
adventicias na concentragdo de 1,5 mg.L"' de BAP em 50,22% dos casos. Houve uma
interacao significativa entre as respostas obtidas pelos materiais adultos e os tratamentos
com BAP. Os gendtipos 309 e 156 x 123 foram os que apresentaram maior regeneragao de
gemas quando o explante foi cultivado com a face adaxial no meio de cultura. De modo
semelhante, 156 x 123 quando cultivado na posi¢ao abaxial apresentou melhor resultado em
relacao aos demais genodtipos, no entanto nao houve diferenga estatistica significativa entre
eles. Resultados semelhantes foram relatados por RIBAS (2000), que obteve a
organogénese deste gendtipo quando os explantes foram cultivados com a face adaxial em
contato com o meio, utilizando porém 2 mg.L™' de BAP.

Com exceg¢do da varidvel porcentagem de explantes que formaram calos, as demais
mostraram que a citocinina BAP na concentragdo de 2 mg.L" induz uma diminui¢do na
resposta morfogénica dos tecidos. DORNELAS e VIEIRA (1994), e BIASI et al. (2000)
relataram este efeito, associando concentragbes elevadas de citocininas, superiores a 2
mg.L™, a um possivel efeito téxico as celulas vegetais.

Estes resultados mostraram que o gendtipo, a idade fisioldgica dos expiantes, a
concentracdo de BAP e a posigdo em que o explante € cultivado no meio de cultura
exercem influéncia no processo de organogénese, e devem ser estudados com cautela.
TORRES et al (1998) relataram as possiveis interagbes entre estes fatores e que foram
confirmadas no presente trabalho.

4.4 EXPERIMENTO DE ALONGAMENTO E ENRAIZAMENTO DOS BROTOS DE
MARACUJA — AMARELO REGENERADOS A PARTIR DE EXPLANTES FOLIARES.

Houve diferenca estatistica significativa entre os tratamentos, para as varidveis
comprimento de raizes, nimero de raizes e comprimento de haste. As duas repetigdes de
cada experimento foram avaliadas individualmente e nao foi encontrada diferenga estatistica
entre elas. Houve 100% de enraizamento em ambos os tratamentos (Tabela 11).

A partir dos resultados obtidos, verificou-se que o meio basico MS, com a
concentragdo de sais reduzida & metade e com 1 mg.L”' de GAs, proporcionou um maior
alongamento dos brotos, visualizado pelo comprimento da haste, bem como um maior
numero de raizes por plantula alongada, uma vez que cada broto foi individualizado em tubo
de ensaio e que todos formaram raizes. O regulador de crescimento GA; foi escolhido para



58

este trabalho, pelo seu efeito conhecido no alongamento de partes aéreas, principalmente
quando as brotagdes a serem enraizadas sao muito pequenas, fazendo-se necessaria esta
fase intermediaria. Observou-se também que o comprimento destas raizes diferiu
estatisticamente.

TABELA 11 — Efeito de dois tratamentos sobre o alongamento e enraizamento de brotos de
maracuja-amarelo, regenerados a partir de explantes foliares, apds sessenta
dias de cultivo (média das duas repeticoes do experimento).

Tratamentos Comprimento da Numero médiode  Comprimento de raiz
haste (cm) raizes (cm)
MS/2 + 1 mg.L" GA® 3,73 a 2,08 a 6,64 a
MS 1,45b 1,36 b 3,75b

Médias seguidas por letras distintas na coluna diferem estatisticamente em nivel de significancia de 5%
pelo teste de Duncan.

Outros trabalhos confirmam os resultados obtidos, onde a utilizagao do meio basico
MS sem adi¢ao de auxinas ou outro regulador de crescimento torna-se suficiente para o
alongamento das brotagdes e formagao de raizes. Este artificio é utilizado para reduzir o
efeito residual das citocininas, promovendo o alongamento das brotagbes que sao
individualizadas e transferidas para o meio de enraizamento O mesmo resultado pode ser
obtido quando o meio basico sofre uma redugdo na sua cdncentragéo de sais. Altas
concentragoes de sais tendem a inibir as fases de indugéo, iniciagdo e alongamento do
enraizamento. (DORNELAS e VIEIRA, 1993; DORNELAS e VIEIRA, 1994; KAWATA et al.,
1995; FREITAS, 1997; FARIA e SEGURA, 1997; TORRES et al., 1998; BIASI et al., 2000;
RIBAS, 2000).

4.5 EXPERIMENTOS DE TRANSFORMACAO
4.5.1 Avaliacao da resisténcia ao antibiético canamicina

Neste experimento foi avaliada a resisténcia natural de explantes foliares de
Passiflora edulis {. flavicarpa, ao antibiético canamicina, apds trinta dias de cultivo. A andlise
de varidncia mostrou que houve diferengas significativas entre os resultados dos
tratamentos com as diferentes concentrag¢des do antibiético (Anexo 20).

A organogénese foi observada até a concentragdo de 50 mg.L "' de Km, com
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redugdo de 27% na sobrevivéncia dos explantes, em média, em relagdo ao tratamento
controle (MS + 1,5 mg.L ' BAP ). Nenhum explante sobreviveu quando foi adicionado ao
meio 100 mg.L”' de Km. Os tecidos tornaram-se cloréticos e necréticos ao final de trinta
dias, confirmando a eficiéncia desta concentragdo, mencionada em outros trabalhos
realizados com esta espécie (MANDERS et al.,, 1994; SILVA, 1998) (Tabela 12). Os efeitos
da canamicina e de outros antibiéticos sao frequentemente estudados, a fim de elucidar a
tolerancia natural dos tecidos & estes agentes seletivos da transformacgao e o efeito deles
nos processos morfogenéticos (D’'UTRA VAZ et al., 1993).

TABELA 12 — Efeito da canamicina na porcentagem de sobrevivéncia de explantes foliares
de maracuja — amarelo, apds trinta dias de cultivo.

Tratamentos (mg.L ™' Km) Sobrevivéncia (%)
KmO 915a
Km 50 64,5 b
Km 100 00 ¢

Médias seguidas por letras distintas, diferem estatisticamente em nivel de 5% pelo teste Duncan

4.5.2 Experimento de co-cultura dos explantes

A andlise de variancia mostrou significancia estatistica para os quatro tratamentos
(Anexo 21). Maior porcentagem de explantes sobreviventes foi obtida para o TO, onde os
explantes nao inoculados com a bactéria, regeneraram em meio MS suplementado com 1,5
mg.L"' BAP, confirmando os dados obtidos nos experimentos de regeneragéo. Por outro
lado, o tratamento T1 apresentou 0% de sobrevivéncia dos explantes nao inoculados, uma
vez que ao meio de cultura foi adicionado 100 mg.L™* de Km, resultado obtido anteriormente
no experimento de resisténcia ao antibiético canamicina.

Os explantes que foram submetidos ao processo de inoculagdo com a bactéria, e
submetidos a 24 (T2) e 48 (T3) horas de co-cultura, respectivamente, em meio MS sdlido
sem adicdo de fitohormdnios, apresentaram-se com um aspecto leitoso, mesmo apods a
lavagem com meio MS liquido, para retirar o excesso da solugdo bacteriana. Isso foi
observado ao término das 24 e 48 horas, antes do transferéncia dos explantes para o meio
seletivo com carbenicilina 500 mg.L™' e Km 100 mg.L" . Este aspecto foi observado também
por SCHUCH (2000), que relatou a diminuigdo da capacidade regenerativa de explantes de
macieira, diminuindo a taxa de sobrevivéncia e aumentando o tempo necessario para a
regeneracdo. Os explantes submetidos a um periodo de 24 horas de co-cultura (T2),
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apresentaram maior porcentagem de sobrevivéncia que aqueles submetidos ao tratamento
T3 (48 h), onde foi possivel observar, apés trinta dias, em ambos os tratamentos, o inicio
das primeiras gemas (Tabela 13).

TABELA 13 — Efeito do tempo de co-cultura na porcentagem de sobrevivéncia dos explantes
foliares de maracuja-amarelo, apds trinta dias.

Tratamentos Sobrevivéncia dos explantes (%)
TO (controle +) 90,0 a
T2 (24 h) 59,93 b
T3 (48 h) 31,52 ¢
T1 (controle -) 00 d

Médias seguidas por letras distintas, diferem estatisticamente em nivel de 5% pelo teste de Duncan

4.5.3 Obtengao e avaliagao das plantas resistentes a canamicina pela técnica de
PCR

De 70 explantes de material jovem que foram inoculados com a bactéria contendo
apenas o gene nptll, 9 brotos foram regenerados e enraizados em meio seletivo. Destes, 3
plantas foram PCR +, ou seja, apresentaram amplificagéo dos fragmentos de DNA em gel
de agarose, conferindo uma eficiéncia de transformagéo igual a 4,3%. Este calculo foi feito
com base no numero de plantas PCR+ obtidas em relagdo ao total de explantes inoculados
e co-cultivados em cada experimento (Tabela 14).

Estes explantes foram cultivados com a face abaxial em contato com o meio de
cultura. De 70 explantes inoculados com a bactéria contendo o gene antisense da ACCO, 6
brotos foram regenerados e enraizados em meio seletivo. Destes, uma planta foi PCR+, o
que mostra uma eficiéncia de transformagao igual a 1,43%.

Estes resultados foram superiores aos encontrados por SILVA (1998), que utilizou o
mesmo procedimento de célculo para explantes foliares desta espécie, onde foi obtida uma
eficiéncia de 2% na transformagdo com o gene npt/l. MANDERS et al. (1994) obtiveram para
o0 mesmo gene nptll, 4 plantas regeneradas e enraizadas em meio seletivo, sendo 3 PCR+.
O padrao esperado para o tamanho dos fragmentos amplificados do gene antisense (850
pb), sense (1200 pb) e nptl/l (800pb) foi confirmado. Nao foram observadas amplificagtes
para o DNA das plantas nao transformadas (Figuras 20, 21 e 22).

A Agrobacterium tumefaciens tem sido empregada com frequéncia nos protocolos de
transformagao genética de varias espécies, com bons resultados para a eficiéncia de
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plantas transgénicas obtidas. Entre estas espécies encontra-se a macieira, onde explantes
foliares foram submetidos a um pré-condicionamento em meio liquido antes da infecgdo com
a bactéria. Esta metodologia induziu uma eficiéncia da transformagdo igual a 14,3%,
considerada alta em relagdo a outros trabalhos para a mesma espécie (SCHUCH, 2000). A
eficiéncia do uso da cepa desarmada EHA101 de Agrobacterium, assim como a vantagem
da utilizagao de material jovem para a inoculacao com a bactéria e posterior regeneragao de
gemas adventicias de macieira foram descritas por DE BONDT (1995). O autor observou
que folhas com quatro semanas foram mais eficientes na transformagéo do que folhas mais
velhas. De um total de 400 explantes foliares inoculados, apenas trés explantes foram
confirmados como transgénicos por PCR.

Um trabalho pioneiro no processo de transformagao genética de cultivares de meldo
com o gene antisense da enzima ACCO foi o realizado por AYUB et al. (1996). Quatro
linhagens foram confirmadas pelos autores como sendo transgénicas. Destas, trés
mostraram reducgo significativa na produc@o de etileno em folhas e frutos. De forma
semelhante, o plasmideo pGA643 contendo o gene da enzima ACCO, que foi isolado de
magca, foi inserido em explantes foliares de meldo com uma eficiéncia de transformacgéo de
3% (SILVA, 2000). |

Explantes foliares de amora (Rubus ideaus L.) obtidos de plantas mantidas em casa
de vegetagdo foram infectadas pela cépa LBA4404 de Agrobacterium tumefaciens contendo
os genes nptll e gus. Durante quatro semanas os explantes foram cultivados em meio de
inducao de gemas contendo TDZ, AIB e o antibidtico cefotaxima. Os brotos formados foram
transferidos para o meio de organogénese contendo cefotaxima e canamicina por mais duas
semanas. Os autores observaram que a utilizagao de 40 mg.L™' de Km reduziu a capacidade
regenerativa dos explantes. A eficiéncia de transformagao obtida foi de 0,3% (FARIA et al.,
1997), valor inferior ao obtido por GRAHAM et al. (1990) para a mesma espécie, onde a
eficiéncia foi de 12,72%.

Hipocétilos de ameixa (Prunus domestica) foram utilizados em um experimento de
transformacéo genética via A. tumefaciens, cepa EHA 101, contendo 0s plasmideos
pCGN7001 e pCGN7314 com os genes nptll e gus. Os explantes foram co-cultivados em
meio de cultura MS contendo AlB, TDZ e uma solugao da bactéria por 48 a 72 h, em um
shaker com rotagdo lenta a temperatura ambiente. Apés o periodo de co-cultivo os
explantes foram lavados em meio de cultura liquido MS contendo os antibidticos
carbenicilina e cefotaxima, e entdo cultivados em meio proprio para a indugado de gemas
contendo 0os mesmos antibiéticos e 75 mg.L" de Km. Apds quatro semanas e cinco sub-
cultivos os brotos enraizaram. Uma eficiéncia de transformagéo de 16,6% foi obtida (MANTE
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etal., 1991).

TABELA 14 — Porcentagem de plantas PCR +, de P. edulis f. flavicarpa, obtidas a partir da
inoculacao dos explantes com a cepa EHA101 de Agrobacterium
tumefaciens, contendo os genes nptll e antisense da ACCO.

Gene N¢ plantas avaliadas N¢ plantas PCR + % Plantas PCR +
nptll 09 03 33,3
LEM 1 (Antisense da 06 01 16,6
ACCO)

1200 pb
850 pb
800 pb

1 2 3 4 5 6 7 8 9

FIGURA 20 — Amplificacdo de fragmentos por PCR, utilizando primers especificos dos
genes sense (1200 pb) e antisense (850 pb) da enzima ACCoxidase, e nptll
(800 pb). 1: marcador A/Hind lll; 2: planta regenerada de maracuja (ACCO
antisense); 3: planta regenerada de maracuja (ACCO sense); 4: planta
regenerada de maracuja (nptll); 5: plasmideo pGA643 (ACCO antisense); 6:
plasmideo pGA843 (nptll); 7: controle, melao Cantaloupe (ACCO sense); 8:
controle, meldao Cantaloupe (ACCO antisense); 9: controle, melao Cantaloupe
(nptll).
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1200 pb
850 pb
800 pb

1 2 3 45 86 7 8 9

FIGURA 21 - Amplificacdo de fragmentos por PCR, utilizando primers especificos dos
genes sense (1200 pb) e antisense (850 pb) da enzima ACCoxidase, e nptll
(800 pb). 1: marcador A/Hind lll; 2: controle, melao Cantaloupe (ACCO
antisense); 3: controle, meldo Cantaloupe (ACCO sense); 4: controle, melao
Cantaloupe (nptll); 5: planta regenerada de maracujd (ACCO antisense); 6:
planta regenerada de maracujd (ACCO sense); 7: planta regenerada de
maracuja (ACCO antisense + nptll); 8: plasmideo pGA643 (ACCO antisense);
9: plasmideo pGA643 (ACCO antisense + nptll).
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800
pb

12 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

FIGURA 22 - Amplificagdo de fragmentos por PCR, utilizando primer especifico do gene
nptll (800 pb). 1: marcador A/Hind lll; 2 e 3: plantas regeneradas de maracuja
(nptll); 4 a 13: plantas regeneradas, PCR negativo; 14: planta regenerada de
maracuja (nptll).
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4.6 ANALISE COLORIMETRICA DE FRUTOS COMERCIAIS DE MARACUJA —
AMARELO.

Os trés frutos do grupo 01 foram identificados como sendo predominantemente
verdes, de acordo com os valores absolutos obtidos. Os frutos do segundo grupo foram
classificados como predominantemente coloridos, ou seja, em um estadio intermediario da
maturagdo, e os frutos do terceiro grupo foram identificados como totalmente coloridos,
apresentando-se portanto em inicio da senescéncia (Tabela 15, Figura 23). Com base
nestes resultados, foi realizada a avaliagao da produgao de etileno.

TABELA 15 — Valores absolutos da cor de frutos comerciais de maracuja — amarelo,
classificados em trés grupos: predominantemente verde,
predominantemente colorido e totalmente colorido, obtidos por colorimetria.

Grupos Valor L Valor a Valor b
Predominantemente 58,29 -7,76 + 40,59
verde
Predominantemente 73,57 +0,12 + 48,39
colorido
Totalmente colorido 74,89 + 3,06 + 57,45

L= luminosidade; a= variagao na cor entre verde e vermelho; b= variagao na cor entre azul e amarelo.

SUB-GRUPOS

FIGURA 23 — Frutos comerciais de maracuja-amarelo classificados por colorimetria em trés
grupos, de acordo com o estadio de maturagao. 1: predominantemente verde;
2: predominantemente colorido; 3: totalmente colorido.
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4.7 AVALIAGAO DA PRODUGAO DE ETILENO E ATIVIDADE DA ENZIMA ACCO,
EM FRUTOS DE MARACUJA — AMARELO.

Frutos comerciais de maracuja, agora identificados em trés grupos de acordo com o
grau de maturagao, foram analisados em atmosfera ambiente, para a atividade enzimatica
da ACCO e produgao de etileno. Foi detectada a atividade da enzima ACCO em maracujas
predominantemente verdes, com valores superiores em relagao aos frutos maduros. Maior
produgéo de etileno foi encontrada também para estes frutos, com um valor médio de 7,25
nL.g".h"", bem acima do nivel maximo estabelecido para espécies classificadas como
fracamente produtoras de etileno (0,5 nL.g™".h™") (ABELES, 1992). Por outro lado, nestes
frutos, a adicao de 250 uM de ACC ao extrato soltvel, triplicou a atividade da ACCO de
10,10 nL. ug'.h™ para 37,84 nL. ug'.h" indicando que a produgdo de etileno ainda é
limitada pela concentragdo de substrato e que os co-fatores sulfato ferroso (10uL),
ascorbato de sédio (30mM) e bicarbonato de sédio (30mM), foram necessarios para a
obtengao de uma atividade maxima da enzima ACCO na reagéo (Tabelas 16 e 17) .

TABELA 16 — Produgao de etileno nos frutos de Passiflora edulis f. flavicarpa Deg.,
determinada apds 1 e 2 horas por cromatografia gasosa.

Estadio de maturacéo Peso dos frutos (g) Média da produgao de etileno
apés 1e2h(nL.g'.h™")

Predominantemente verde 750 7.25
Predominantemente colorido 741 5,43
Totalmente colorido 674 5,24

Com a obtencao destes resultados foi possivel determinar que os frutos de maracuja-
amarelo diferem quanto & produgao de etileno e atividade da enzima ACCO, de acordo com
0 grupo de maturagdo. Desta forma, foram considerados produtores intermediarios de
etileno em comparagcao com outras espécies, assemelhando-se a algumas cultivares de
tomate, maga, meldo, péssego, péra, ameixa, caqui e kiwi (ZIMMER, 1998). No entanto,
existem diferengas quanto a produg&o de etileno e atividade da ACCO entre espécies do
género Passiflora. Um estudo realizado com frutos de maracuja-roxo (P. edulis Sims)
mostrou qvue a produg&o de etileno (0,12 nmolL etileno.g™'.h™"), contetido de ACC e atividade
da enzima ACCS foi baixa no estadio inicial de maturagéo. Estes resultados indicaram que
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esta espécie apresenta a mesma rota de biossintese de etileno de outros frutos climatéricos
e que a atividade da enzima ACCS ¢ limitada. Por outro lado, a atividade da enzima ACCO
encontrada neste estudo foi elevada e superior a outras espécies. Estes niveis elevados
resultam na produgéo de grandes quantidades de etileno durante a pds-colheita de frutos
(SHIOMI et al., 1996).

TABELA 17 — Atividade da enzima ACCO em frutos de maracujéd-amarelo obtida pela
produgao de etileno, determinada por cromatografia gasosa.

Estadio de maturagéo [Média da Atividade da|Média da Atividade da Testemunha
ACCOcom ACC e ACCOsemACCe (nL etileno/g polpa)

cofatores apds 1 hora | com cofatores apés 1
(nL etileno/g polpa) | h (nL etileno/g polpa)

Predominantemente 37,84 10,10 1,17
verde
Predominantemente 23,70 4,50 1,62
colorido

Totalmente colorido 22,69 3,94 0,18




5 CONCLUSOES

A analise e interpretagdo dos resultados obtidos no presente trabalho, permitem
concluir que:

1) A organogénese a partir de explantes foliares de maracuja - amarelo é possivel e
é dependente da posi¢&o em que os explantes sao cultivados no meio de cultura. Explantes
originarios de plantas aduitas apresentam maior porcentagem de gemas quando cultivados
na posi¢do adaxial, ao passo que explantes isolados de material jovem formam gemas em
ambas as posicbes, abaxial e adaxial de cultivo, iniciando o processo de organogénese aos
15 e 20 dias de cultivo.

2) A concentragdo de 1,5 mg.L"' de BAP foi a que induziu os melhores resultados
em termos de porcentagem de explantes com gemas, numero médio de gemas por
explante, numero médio de folhas por explante, comprimento médio das folhas,
comprimento da haste principal. A concentragdo de 2,0 mg.L"' de BAP causou uma
diminuigdo na resposta regenerativa, além de promover uma formag&o excessiva de calos.

3) O protocolo utilizado para a transformagao genética de maracuja — amarelo, via
Agrobacterium tumefaciens, possibilita a inser¢cdo dos genes nptl/ e antisense da enzima
ACCO do melao. Estes resultados foram confirmados pela técnica de PCR.

4) A espécie Passiflora edulis f. flavicarpa é considerada, em comparagdo com
outras espécies, produtora intermediaria de etileno. A atividade enzimatica da ACCO é
maior em frutos predominantemente verdes, classificados desta forma por colorimetria, mas
ela é limitada e necessita de cofatores para sua atividade maxima.

A continuidade deste trabalho com a determinagao da produgao de etileno em folhas
e frutos transgénicos, sera de grande importancia para elucidarmos as bases bioguimicas
envolvidas no processo de maturagédo de P. edulis {. flavicarpa.
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ANEXO 1 — Andlise de variancia conjunta para a porcentagem de explantes com
gemas, de material juvenil de maracuja-amarelo, cultivados nas

posi¢bes abaxial e adaxial.

Causas da Variacao GL QM Valor F
Posicédo 1 69,55 0,28 "
BAP 3 5542,0 22,24 **
Posicao x BAP 3 205,51 0,82 "
Residuo 24 249,17

45

CV. (%)
** Significativo em nivel de 1% de probabilidade pelo teste F

C.V.= Coeficiente de Variagao
ns = nao significativo

ANEXO 2 - Andlise de variéncia conjunta para o numero médio de gemas por
explante de material juvenil de maracuja — amarelo, cultivados na

posi¢ao abaxial e adaxial.

Causas da Variacao GL QM Valor F
Posicao 1 0,01 1,12
BAP 3 0,34 31,52 **
Posigcao x BAP 3 0,01 1,01 ™
Residuo 24 0,01

C.V.(%) 11

** Significativo em nivel de 1% de probabilidade pelo teste F

C.V.= Coeficiente de Variagao
ns= ndo significativo

ANEXO 3 - Andlise de varidncia individual para o numero médio de gemas por
explante de material juvenil de maracuja — amarelo, cultivados na

posig¢ao abaxial.

Causas da Variacao GL QM Valor F
BAP 3 0,16 8,36 **
Residuo 12 0,02

C.V.(%) 14

** Significativo em nivel de 1% de probabilidade pelo teste F
C.V.= Coeficiente de Variagdo

ANEXO 4 - Andlise de variancia individual para o numero médio de gemas por
explante de material juvenil de maracuja-amarelo, cultivados na posigédo

adaxial.
Causas da Variacao GL QM Valor F
BAP 3 0,19 66,22 **
Residuo 12 0,00
C.V.(%) 5,6

** Significativo em nivel de 1% de probabilidade pelo teste F
C.V.= Coeficiente de Variagao
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ANEXO 5 - Analise de variancia conjunta para o ndmero médio de folhas por
explante de material juvenil de maracuja — amarelo, cultivado nas

posi¢des abaxial e adaxial.

Causas da Variacao GL QM Valor F
Posicao 1 0,06 2,21"™
BAP 3 1,03 38,26 **
Posigdo x BAP 3 0,04 1,30 "
Residuo 24 0,03

C.V.(%) 14

** Significativo em nivel de 1% de probabilidade pelo teste F

C.V.= Coeficiente de Variagao
ns = nao significativo

ANEXO 6 — Andlise de variancia conjunta para o comprimento médio de folhas por
explante de material juvenil de maracuja-amarelo, cultivado nas

posi¢des abaxial e adaxial.

Causas da Variacao GL QM Valor F
Posicéao 1 0,40 0,62 "™
BAP 3 1,34 2,07™
Posigao x BAP 3 0,72 1,12™
Residuo 24 0,64

C.V.(%) 17

C.V.= Coeficiente de Variagdo
ns = ndo significativo

ANEXO 7 — Andlise de variancia individual para o comprimento médio de folhas por
explante de material juvenil de maracuja-amarelo, cultivado na posigdo

abaxial.
Causas da variagao GL QM Valor F
BAP 3 0,51 8,66 **
Residuo 12 0,06
C.V.(%) 68

** Significativo em nivel de 1% de probabilidade pelo teste F
C.V.= Coeficiente de Variagao

ANEXO 8 - Andlise de variancia individual para o comprimento médio de folhas por
explante de material juvenil de maracuja-amarelo, cultivado na posig¢ao

adaxial.
Causas da variagao GL QM Valor F
BAP 3 1,56 1,26 "™
Residuo 12 1,24
C.V.(%) 66

C.V.= Coeficiente de Variagao
ns = ndo significativo
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ANEXO 9 - Anadlise de variancia conjunta para o comprimento da haste principal, de
material juvenil de maracuja-amarelo, posigdes abaxial e adaxial de

cultivo.
Causas da Variacao GL QM Valor F
Posicéo 1 0,11 2,20 ™
BAP 3 1,31 25,65 **
Posigdes x BAP 3 0,03 0,74 ™
Residuo 24 0,05
C.V. (%) 56

** Significativo em nivel de 1% de probabilidade pelo teste F
C.V.= Coeficiente de Variagao
ns = ndo significativo

ANEXO 10 - Analise de varidncia para a porcentagem de explantes juvenis de
maracuja-amarelo que formaram calos, cultivados na posicao

abaxial.
Causas da variacao GL QM Valor F
BAP 3 5471,34 183,55 **
Residuo 12 29,81
C.V.(%) 13

** Significativo em nivel de 1% de probabilidade pelo teste F
C.V.= Coeficiente de Variagao

ANEXO 11 — Andlise de variancia para a porcentagem de explantes juvenis de
maracujd-amarelo que formaram calos, cultivados na posigéao
adaxial.

Causas da variagéo GL QM Valor F
BAP 3 3149,92 16,31 **
Residuo 12 193,06

C.V.(%) 66

** Significativo em nivel de 1% de probabilidade pelo teste F
C.V.= Coeficiente de Variagao
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ANEXO 12 - Analise de variancia conjunta para a porcentagem de explantes juvenis

de maracuja-amarelo que formaram calos, cultivados nas posigoes
abaxial e adaxial de cultivo.

Causas da GL QM Valor F
Variacao
Posicao 1 3523,72 31,62 **
BAP 3 8101,65 15,59 *
Posicéao x BAP 3 519,59 4,66 *
Residuo 24 111,43
C.V. (%) 33

** Significativo em nivel de 1% de probabilidade pelo teste F
* Significativo em nivel de 5% de probabilidade peio teste F
C.V.= Coeficiente de Variagido

ANEXO 13 - Analise de variancia conjunta para a porcentagem de explantes com

gemas, de material adulto de maracuja-amarelo, cultivados nas
posi¢cOes abaxial e adaxial.

Causas da variacao GL QM Valor F
Posicao 1 349,75 8,57 **
BAP 3 13222,37 323,97 **
Gendtipo 2 111,42 2,73 "™
Posigao x BAP 3 208,61 6,90 **
Posi¢ao x Genotipo 2 151,69 3,71*
BAP x Genotipo 6 155,94 3,82*
Posigao x BAP x Gendt. 6 177,37 4,34
Residuo 72 40,82
C.V.(%) 20

** Significativo em nivel de 1% de probabilidade pelo teste F
* Significativo em nivel de 5%

C.V.= Coeficiente de Variagdo

ns = nao significativo

ANEXO 14 - Médias dos gendétipos obtidas para a porcentagem de explantes com

gemas, nas trés concentra¢des de BAP e para as posigbes abaxial e
adaxial de cultivo.

BAP (mg.L™")
0 1.0 1.5 2.0
Abaxial Adaxial Abaxial Adaxial Abaxial Adaxial Abaxial Adaxial
Gendtipos
309 00a 0,0a 33,0a 33,0a 435b 78,8a 36,2a 36,2 a
156 x 123 00a 0,0a 28,0a 29.9a 59,0a 64,3b 31,6a 31,4a
352 0,0a 00a 346a 36,2a 48,00b 495¢c 31,4a 31,6 a

Médias seguidas por letras distintas na linha diferem estatisticamente em nive! de significdncia de 5%
pelo teste Duncan.
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ANEXO 15 - Andlise de variancia conjunta para o numero médio de gemas por

explante, material adulto de maracuja-amarelo, cultivado nas posi¢oes
abaxial e adaxial.

Causas da variagao GL Qm Valor F
Posicéo 1 0,01 585"
BAP 3 0,55 245,15 **
Genétipo 2 0,00 1,55 "™
Posigcao x BAP 3 0,01 4,37 **
Posigao x Gendtipo 2 0,00 2,15 ™
BAP x Gendtipo 6 0,01 3,86 **
Posicdo x BAP x Gendt. 6 0,00 2,70
Residuo 72 0,00
C.V.(%) 53

** Significativo em nivel de 1% de probabilidade pelo teste F
* Significativo em nivel de 5%

C.V.= Coeficiente de Variagdo

ns = nao significativo

ANEXO 16 — Andlise de varidncia conjunta para 0 namero médio de folhas por
explante, material adulto de maracuja-amarelo, cultivado nas posigdes
abaxial e adaxial.

Causas da variagéo GL QM Valor F
Posigcdo 1 0,01 1,45
BAP 3 3,24 324,36 **
Gendtipo 2 0,04 3,72~
Posicao x BAP 3 0,11 11,32 **
Pasicao x Gendtipo 2 0,02 2,38 "™
BAP x Gendtipo 6 0,06 5,97 **
Posi¢do x BAP x Genot. 6 0,03 2,95
Residuo 72 0,01
C.V.(%) 8,8

** Significativo em nivel de 1% de probabilidade pelo teste F
* Significativo em nivel de 5%

C.V.= Coeficiente de Variagao

ns = ndo significativo
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ANEXO 17 — Andlise de variancia conjunta para o comprimento médio de folhas por

explante, material adulto de maracuja-amarelo, cultivado nas posigées
abaxial e adaxial.

Causas da variacao GL QM ~_Valor F
Posicao 1 0,14 7,53
BAP 3 2,05 108,77 **
Gendtipo 2 0,02 1,49 ™
Posicao x BAP 3 0,11 6,00 **
Posigao x Gendtipo 2 0,02 1,16 ™
BAP x Gendtipo 6 0,01 0,91
Posigéo x BAP x Genét. 6 0,04 2,58*
Residuo 72 0,02
C.V.(%) 48

** Significativo em nivel de 1% de probabilidade pelo teste F
* Significativo em nivel de 5%

C.V.= Coeficiente de Variagao

ns = nao significativo

ANEXO 18 — Andlise de variéncia conjunta para o comprimento da haste principal

por explante, material adulto de maracuja-amarelo, cultivado nas
posi¢cdes abaxial e adaxial.

Causas da variacao GL QM Valor F
Posicao 1 0,73 20,27 **
BAP 3 5,45 150,60 **
Genétipo 2 0,01 0,38 ™
Posicdo x BAP 3 0,69 19,01 **
Posigcao x Genétipo 2 0,09 2,64 ™
BAP x Gendtipo 6 0,18 5,02 **
Posicao x BAP x Genét. 6 0,08 227"
Residuo 72 0,03
Média Geral (cm) 0,45
C.V.(%) 42

** Significativo em nivel de 1% de probabilidade pelo teste F
* Significativo em nivel de 5%

C.V.= Coeficiente de Variagédo

ns = nao significativo
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ANEXO 19 — Analise de variancia conjunta para a porcentagem de explantes com
calos, material adulto de maracuja-amarelo, cultivado nas posigoes
abaxial e adaxial.

Causas da variagio- GL QM Valor F
Posicéo 1 68,33 0,66 "™
BAP 3 14042,42 136,85 **
Gendtipo 2 620,46 6,04 **
Posicédo x BAP 3 84,50 0,82 "
Posig¢ao x Gendtipo 2 151,47 1,47 ™
BAP x Gendtipo 6 144,19 1,40 "
Posicdo x BAP x Genét. 6 138,27 1,34 ™
Residuo 72 102,60
C.V.(%) 45

** Significativo em m’vel‘ de 1% de probabilidade pelo teste F
C.V.= Coeficiente de Variagao
ns = ndo significativo

ANEXO 20 — Analise de varidncia para a resisténcia de explantes foliares de
maracuja-amarelo, ao antibiético canamicina.

Causas da variacéo GL QM Valor F
BAP 2 31544,12 420,86 **
Residuo 57 74,95

C.V.(%) 19,7

** Significativo em nivel de 1% de probabilidade pelo teste F
C.V.= coeficiente de variagédo

ANEXO 21 - Andlise de varidncia para a co-cultura de explantes foliares de
maracuja-amarelo, apds 30 dias.

Causas da variacdo GL QM Valor F
BAP 3 14847,09 496,45 **
Residuo 36 29,90
C.V.(%) 12,05

** Significativo em nivel de 1% de probabilidade pelo teste F
C.V.= coeficiente de variagao



